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RESUMO

Obijetivo: Avaliar o uso de células da medula éssea, com
potencial osteogénico, agregadas a estrutura tridimensional de
osso liofilizado bovino ndo-desmineralizado para engenharia
tecidual 6ssea. Método: Os animais doadores de células da
medula 6ssea, assim como os animais receptores dos construtos
4sseos, foram camundongos de linhagem isogénica C57BI/6.
Utilizou-se modelo experimental heterotépico, com a implanta-
¢do de construtos de osso liofilizado bovino ndo-desmineralizado
(OL) no plano subcutdneo no dorso dos animais. Foram orga-
nizados 4 grupos de comparacéo (n=10 animais em cada gru-
po): 1) OL isoladamente (grupo controle); 2) OL + células
mononucleares da medula (CMM); 3) OL + células-tfronco
mesenquimais (CTM); 4) OL + células-tronco mesenquimais
diferenciadas em meio osteoindutor (CTMdif). A afericdo foi
realizada apés 5 semanas, com avaliagdo histolégica e deter-
minacdo da atividade de fosfatase alcalina. Resultados: A avo-
liacdo histolégica ndo mostrou diferenca entre os grupos de
comparagdo, com a observacdo em todas as amostras de teci-
do conjuntivo fibroso rico em neovasos estendendo-se por en-
tre as trabéculas ésseas, sem osteoblastos ou ostedcitos vidveis
e sem neoformacdo éssea. Os resultados da atividade de
fostatase alcalina também néo mostraram diferenca entre os
grupos de comparacéo, com andlise de variéncia entre os gru-
pos mostrando p=0,867. Conclusdes: Os resultados mostra-
ram que, no modelo estudado e com os métodos utilizados, a
adicdo de células da medula éssea com potencial osteogénico
sobre estrutura de osso liofilizado bovino néo-desmineralizado
n&o agregou propriedades osteogénicas ao material. Este estu-
do néo confirmou a perspectiva inicial de utilizd-lo como estru-
tura tridimensional e carreadora celular na engenharia tecidual
bssea, sendo necessdrios estudos subseqiientes que o avaliem
em outros modelos experimentais, e que explorem separada-
mente cada efapa metodolégica que possa influir no sucesso
da engenharia tecidual éssea.

Descritores: Células-tronco mesenquimais. Enge-
nharia tissular. Liofilizac@o. Osso.

SUMMARY

Objective: To evaluate the use of bone marrow cells
with osteogenic potential seeded on bovine non-
demineralized lyophilized bone scaffolds for bone tissue
engineering. Method: Bone marrow cells donors, as well
as the receptors of the bone constructs were C57BI/6
isogenic line mice. A heterotopic experimental model was
used, with implantation of the constructs into
subcutaneous pouches on the backs of the animals. Four
comparison groups were set (n=10 animals each group):
1) LB alone (control group); 2) LB + marrow mononuclear
cells (MMC); 3) LB + mesenchymal stem cells (MST); 4)
LB + mesenchymal stem cells differentiated in
osteoinductive medium (MSTdif). The constructs were
harvested 5 weeks after implantation for histological
analysis and alkaline phosphatase activity test. Results:
The histological analysis did not show differences among
the comparison groups. In all samples fibrous connective
tissue rich in neovessels was observed extending through
bone trabeculae, without viable osteoblasts or osteocytes
and without new bone formation. Likewise, results of the
alkaline phosphatase activity have not shown any
difference among comparison groups, with the analysis
of variance between groups showing p value=0.867.
Conclusions: In this experimental model and with the
methods used, the addition of bone marrow cells with
osteogenic potential to a bovine non-demineralized
lyophilized bone structure did not add osteogenic
properties to the material. The initial perspective of using
it as a scaffold for bone tissue engineering could not be
confirmed, and further studies are required to assess it in
other experimental models, and to explore separately each
methodological step that might influence the success of
bone tissue engineering.

Descriptors: Mesenchymal stem cells. Tissue
engineering. Freeze drying. Bone.
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INTRODUCAO

Em cirurgias craniomaxilofaciais, frequentemente é
necessaria a reparacdo de perdas 6sseas com uso de enxer-
tos. Ainda que o enxerto Gsseo autdlogo seja considerado o
melhor material para este propdsito (padréo-ouro)?, em
algumas situacdes, quando grandes quantidades de tecido
s80 necessérias ou visando a diminui¢do da morbidade
cirlrgica nas zonas doadoras, pode ser adequado 0 uso de
materiais de substituicao éssea®*. Os enxertos 6sseos
homdlogos ou xendlogos sdo opcdes importantes, devido
asimilaridade com o 0sso autologo em termos de estrutura
e funcéo®. Entretanto, os enxertos ndo-autdlogos exigem
processos de preparo, como a liofilizagdo, com o objetivo
de diminuir a imunogenicidade, diminuir o risco de trans-
missdo de doencas do doador para o receptor, e facilitar o
armazenamento do material®*.

O processo de liofilizagdo elimina o componente celu-
lar do enxerto 6sseo, suprimindo com iSso a sua capaci-
dade osteogénica®’. Os enxertos 6sseos liofilizados mantém
somente a capacidade de osteocondugéo e, dependendo do
processamento empregado, de osteoinducéo®®?, A enge-
nharia tecidual com células-tronco traz uma perspectiva
importante de agregar qualidade aos materiais de substi-
tuicdo dssea, pois permite adicionar componente celular
autologo ao material e, com isso, conferir-lhe a proprieda-
de osteogénica>**. A medula éssea representa uma fonte
particularmente atrativa de células estromais com poten-
cial osteogénico para essa finalidade, visto que existem
formas estabel ecidas de obté-las, de separar as células-tron-
co mesenquimais, e de expandi-las e diferencia-las em
cultura ex vivo'®. Diversos autores tém demonstrado o
potencial das células-tronco mesenquimais em reconstituir
tecido 6sseo em model os experimentais in vivo™*°,

A interagdo entre as células-tronco mesenquimais e 0s
biomateriais que servirdo como estruturas tridimensionais
(scaffolds) € de grande importancia para o sucesso da
engenhariatecidual 6ssea®?2. Mauney et al.>demonstraram
recentemente que matrizes ésseas xenélogas (de origem
bovina), tanto desmineralizadas como nao-desmine-
ralizadas, podem ser utilizados como estrutura carreadoras
de células-tronco paraengenhariatecidual éssea. Entretanto,
s80 poucos os estudos na literatura que exploram o uso de
matrizes 6sseas liofilizadas como carreadoras celulares para
engenharia tecidual dssea®.

O objetivo deste estudo € avaliar o uso de estrutura
tridimensional de osso liofilizado bovino n&o-desmine-
ralizado como carreador de células-tronco mesenquimais
para engenharia tecidual dssea, em modelo heterotopico.

METODO

Animais

Os animais doadores de células da medula 0ssea, assim
como 0s animais receptores dos construtos 0sseos, foram
camundongos fémeas adultas de linhagem isogénica C57BI/
6. Foram utilizados 40 animais, divididos em 4 grupos.
Todos 0s animai s foram submetidos ao mesmo procedimen-
to cirdrgico de inser¢éo de implante no plano subcuténeo
no dorso, e os implantes consistiram em 0sso liofilizado

bovino ndo-desmineralizado (OL) associado a diferentes
grupos celulares:

Grupo 1: OL isoladamente (grupo controle);

Grupo 2: OL + células mononucleares da medula
(CMM);

Grupo 3: OL + células-tronco mesenquimais (CTM);
Grupo 4: OL + células-tronco mesenquimais diferen-
ciadas em meio osteoindutor (CTMdif).

Preparo dos blocos de osso liofilizado

Foi utilizado osso liofilizado (OL) n&o-desmineralizado
de origem bovina, fornecido pelo Banco de Tecidos do
Servico de Ortopedia e Traumatologia do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Como existe divergén-
cianaliteratura sobre a propriedade osteoindutiva do 0sso
liofilizado ndo-desmineralizado, e acredita-se que a idade
do doador pode influir nessa propriedade’, tomou-se o
cuidado de utilizar material proveniente do mesmo animal,
ao longo de todo o projeto. Foi utilizada somente a porgéo
medular da cabeca femoral, visando a obtenc&o de
macroestrutura porosa homogénea. A seccdo dos blocos,
com dimensdes de 8x8x2mm, foi realizada previamente ao
processo de liofilizag&o.

O osso liofilizado bovino ndo-desmineralizado obtido
seguindo o protocolo de liofilizagdo do Banco de Tecidos
do Servico de Ortopedia e Traumatologia do HCPA tem
caracteristicas quimicas, histoldgicas, biomecéanicas e de
biocompatibilidade ja descritas em estudos prévios® 24,
Tendo em vista a utilizagdo do material para uso em conta-
to com células em cultura, o protocolo foi modificado,
visando a evitar o risco de toxicidade celular, aumentando
0 tempo de aeracdo apds uso de agentes desengordurantes
voléteis, de 24 horas para 14 dias. O protocolo incluiu a
esterilizacdo do material ao final do processo, em autoclave
por 10 minutos a 121°C; e empacotamento em embal agens
gés-permeaveis. Antes de colocar os blocos em contato com
as células, foram imersos no meio de cultura até haver
estabilizag@o do pH.

Cultivo celular

Foram utilizadas células da medula 6ssea de camundon-
gos dalinhagem isogénica C57BI/6 — mesma linhagem dos
animais receptores dos construtos 0sseos. As etapas de
obtenc&o das células da medul a de 0ssos longos, separagdo
e cultura das células pléastico-aderentes, assim como a eta-
pa de diferenciagdo osteogénica in vitro, foram realizadas
no Laboratério de Imunogenética — Departamento de
Genética — Universidade Federal do Rio Grande do Sul —
com o0s métodos previamente descritos por Meirelleset al.26,
Grupo 1 (grupo controle) - os blocos de osso liofilizado
bovino ndo-desmineralizado (OL) ndo foram colocados
em contato com células, previamente a implantacéo;
Grupo 2 - foram utilizadas células mononucleares
obtidas da medula de ossos longos (CMM), conforme
protocolo descrito por Meirelles et al.%, suspensas na
concentracéo de 10° células viaveis por mililitro, e
colocadas em contato com os blocos de OL por 24 horas
previamente a implantacéo;
Grupo 3 - foram utilizadas células-tronco
mesenquimais (CTM) seguindo o protocolo descrito
por Meirelles et al.’®, sem indugdo em meio osteo-
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génico. Conforme demonstrado em estudo prévio*®,
as células obtidas por esse processo sdo células plés-
tico-aderentes capazes de serem expandidas in vitro
por mais de 50 passagens, podem ser induzidas a
diferenciacdo osteogénica ou adipogénica, e podem
suportar o crescimento e a diferenciagéo de células-
tronco hematopoiéticas — motivos pelos quais sédo
definidas operacionalmente como CTM. Essas célu-
las apresentam marcadores de superficie CD44,
CD49e, CD29 e Sca-1, e exibem morfologia homo-
génea e caracteristical®. As CTM obtidas por esse
método foram ressuspensas na concentragao de 10°
célulasviaveispor mililitro, e mantidas em contato com
os blocos de OL por 24h previamente a implantagéo.
Grupo 4 - foram utilizadas CTM obtidas pelo método
descrito acima, ressuspensas ha mesma concentracao de
106 por mililitro, colocadas em contato com os blocos
de OL e em meio osteogénico por 3 semanas (CTMdif).
O meio osteogénico utilizado foi constituido do meio
normal suplementado com dexametasona, acido
ascoOrbico e beta-glicerolfosfato, em concentracdes
descritas abaixo e seguindo o protocolo descrito por
thney et al., modificado por Meirelles et al.*é:

Meio Normal meio DMEM + soro fetal bovmo
(FBS) a 10% + solucéo tampédo HEPES;
Dexametasona 108 M;

Acido ascorbico-2-fosfato - Sug/ml;

beta-glicerol fosfato 10 mM;

Procedimento cirurgico de implantagéo in vivo

Os procedimentos cirdrgicos foram realizados sob
anestesia com ketamina e xilazina, em condicdes de
assepsia, e em conformidade com as normas do Centro de
Pesquisa do HCPA. Cada animal recebeu um implante no
plano subcutaneo no dorso, inserido através de incisao no

sentido vertical nalinha média do dorso e disseccéo romba
até aregido infra-escapular, sobre o muscul o grande dorsal.
As incisdes foram suturadas com mononylon 4-0. Os
animais receberam analgesia nas primeiras 24 horas de
pés-operatorio, com tramadol injetéavel.

Afericao

Os animais foram sacrificados cinco semanas apds o
procedimento de implantag&o do construto dsseo, utilizan-
do camara de CO,, conforme protocolo do Centro de
Pesquisas do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. O
implante foi retirado com uma margem de tecidos moles
adjacentes (Figura 1), e foi seccionado em dois fragmen-
tos: para avaliagé@o histoldgica e para determinacéo da
atividade de fosfatase alcalina (FA).

O preparo histoldgico foi realizado no Laboratério
de Patologia do Centro de Pesquisa do HCPA, com os
seguintes cuidados: fixagdo em formalina a 10% por 48
horas, descalcificagdo em solucdo de &cido nitrico,
inclusdo em parafina, cortes histol6gicos escalonados
(5 cortes por fragmento), e coloracéo por hematoxilina-
eosina. A avaliacéo histologica por microscopia Optica
foi realizada por patol ogista cegado com relacé@o aos grupos
em estudo, com 0s seguintes critérios: a celularidade
(presenca, quantidade e localizac@o de células Osseas
dentro do bloco de osso liofilizado), e a presenca de
matriz 6ssea neoformada.

A determinacdo da atividade de FA foi realizada na
Unidade de Pesquisa Biomédica do Servico de Patologia
Clinica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. A FA
reflete a atividade osteobl&stica, aumentando a propor-
¢80 do turnover 6sseo®, e, em estudos de engenharia
tecidual Gssea, é produzida por osteoblastos e por célu-
las-tronco mesenquimais desde o inicio de sua dife-
renciacéo 6ssea¥, com estreita correlagdo com outros

Figura 1 - Retirada do implante com margem de tecidos moles adjacentes
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indicadores de diferenciacéo 0ssea, como a osteocal cina
e a osteopontinal#?”-8, Utilizou-se protocolo desenvol-
vido previamente para a determinac&o da atividade de
FA em construtos 6sseos ou materiais de substituicao
Ossea desenvolvidos por engenharia tecidual, apresenta-
do por Portinho et al.?%. Esse protocolo utiliza o kit Sera-
Pak Plus®- marca registrada Bayer, baseado em determi-
nacéao cinética onde a enzima promove o desdobramento
do p-nitrofenilfosfato em p-nitrofenol, com mensuragéo
espectrof otométrica.

Os valores obtidos nas dosagens bioquimicas de
FA foram descritos pela média e desvio-padréo de cada
grupo em estudo, e pelaandlise de variancia (ANOVA) de
varidveis paramétricas. Os dados foram processados e
analisados com o auxilio do programa SPSS verséo 14 e
estabel eceu-se previamente um valor p < 0.05 como
significativo.

O projeto foi aprovado em seus aspectos éticos e
metodol dgicos pela Comissdo Cientifica e Comissdo de
Pesquisa e Etica em Salde do Grupo de Pesquisa e
P6s-Graduagdo do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

RESULTADOS

Dos animais submetidos ao procedimento cirdrgico de
implantacdo do construto 6sseo, foram eliminados aqueles
em que houve extrusdo do construto. N&o houve outros
motivos de perda.

No exame histol6gico avaliado qualitativamente, ndo
houve diferenca entre os grupos de comparagéo. Em todas
as amostras, visibilizou-se processo inflamatério crénico,
com nitida reabsorcdo Ossea, incluindo células gigantes
multinucleadas, com tecido conjuntivo circunjacente ao
implante estendendo-se por entre as trabécul as sseas como
tecido fibroso rico em neovasos (Figura 2). Nao foram
visibilizados osteoblastos ou ostedcitos vidveis, nem
neoformacdo 0ssea, em nenhum dos cortes histol égicos
examinados, nos 4 grupos de comparacéo.

Os resultados da determinacdo da atividade de FA séo
apresentados na Tabela 1. N&o houve diferencga estatistica-
mente significativa nos valores de FA entre os diferentes
grupos de comparagdo, com andlise de varidncia (ANOVA)
entre grupos mostrando p=0,867.

Figura 2 — Cortes histolégicos dos construtos 6sseos, cinco semanas apds a implantacdo em sitio subcuténeo no dorso.
Aumento 50x, coloragéo HE. A) Grupo 1 - OL controle; B) Grupo 2 - OL + CMM; C)Grupo 3 — OL + CTM;

D)Grupo 4 ~OL +CTMdif. * trabécula 6ssea em reabsorcao; tecido fibroso com inflamacéo crénica
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Tabela 1 - Atividade de fosfatase alcalina (FA)
Grupo N Média Desvio Padréo
1) OL (controle) 10 1,09 0,79
2) OL + CMM 10 1,04 0,81
3)OL + CTM 9 0,91 0,99
4) OL + CTMdif 10 0,79 0,83

ANOVA: F=0,241; p=0,867 (NS). OL - osso liofilizado bovino nao-desmineralizado; CMM - células mononucleares da medula; CTM - células-
tronco mesenquimais; CTMdif - células-tronco mesenquimais diferenciadas em meio osteogénico.

DISCUSSAO

O modelo experimental utilizado neste estudo, em sitio
heterotdpico, portanto livre de estimulos bioldgicos exis-
tentes em locais de perda 6ssea, é adequado para definir se
o0 material implantado tem propriedades osteoindutivas e
osteogénicas, ou apenas osteocondutivas. O sitio subcutéa-
neo no dorso de camundongos ou ratos mostrou-se
satisfatorio para desenvolvimento de tecido 6sseo utilizan-
do células-tronco em carreadores tridimensionais de ceréa-
mica de hidroxiapatita e fosfato de calcio*'4212227.28  Da
mesma forma, optou-se por um periodo de seguimento apos
aimplantacdo de 5 semanas, que tem se mostrado adequa-
do em modelos similares??2"28,

A opc¢do por estudar o osso liofilizado bovino
ndo-desmineralizado como biomaterial para engenharia
tecidual 6ssea leva em conta as suas qualidades favoraveis
para uso clinico, disponibilidade, aceitacdo no nosso meio,
e caracteristicas de biocompatibilidade e biofuncionalidade
em longo prazo®°24, A despeito dessas caracteristicas favo-
réveis, se contrapde uma escassez de estudos utilizando esse
material como estrutura tridimensional para engenharia
tecidual 6ssea. O o0sso liofilizado ndo-desmineralizado é
considerado um material osteocondutor, ainda que alguns
autores considerem haver propriedades osteoindutivas,
dependendo da idade do doador'®?. Consideramos impor-
tante estudar se 0 acréscimo de células-tronco mesenquimais
ao 0sso liofilizado é capaz de atribuir a esse material
propriedades osteogénicas.

As células agregadas aos implantes - células
mononucleares da medula (CMM), células-tronco
mesenquimais (CTM), ou células-tronco mesenquimais
diferenciadas em meio osteogénico (CTMdif) - compreen-
dem diferentes fases de separacéo e diferenciagéo de célu-
las-tronco mesenquimais, com potencial osteogénico.
Considera-se que a frequéncia de células-tronco
mesenquimais entre as células nucleadas da medula 6ssea
€ de 1:11.300 a 1:27.000'. Os métodos utilizados para
obtencéo de células da medula éssea dos camundongos
isogénicos, separacdo celular, cultura de células-tronco
mesenquimais, e sua diferenciacdo em meio osteogénico
tém sido objeto de estudos prévios no Laboratério de
Imunogenética da UFRGS, com resultados ja publicados'®.
O objetivo de comparar células com potencial osteogénico
em diferentes fases de separacéo e diferenciacdo foi verifi-
car qual método proporcionaria melhores resultados, com
menor manipulacdo ex vivo possivel.

A adesdo das células da medula 6ssea ou das células-
tronco mesenquimais ao material carreador ex vivo é uma
fase importante para o sucesso da engenhariatecidual dssea.
O presente estudo utilizou um método convencional paraessa
finalidade, em que se promove a suspensdo das células no
meio de cultura, e aseguir se permite sua sedimentacdo sobre
os construtos. N&o ha consenso naliteratura sobre o método,
a quantidade ou o periodo de exposi¢do das células aos
construtos necessarios para haver a adeséo celular, porém,
diferentes autores, em estudos bem-sucedidos de engenharia
tecidual éssea com estruturas de cerémicas de hidroxiapatita
ou fosfato tricalcico, utilizam métodos similares ao utiliza-
do neste estudo*!#2+27, Alguns autores, em estudos que utili-
zam células-tronco da medul a éssea humana sobre estrutura
de matriz 6ssea bovina desengordurada, sugerem resultados
superiores quando utilizado um método mais sofisticado para
favorecer ainfiltracdo do meio de cultura entre os poros do
construto, por meio de centrifugacdo em um biorreator de-
senvolvido com essa finalidade®. Esses autores denominam
0 método de “cultivo celular dindmico” (“dynamic cell
seeding”), e ressaltam suaimportancia quando os construtos
s8o grandes, um quesito fundamental para a aplicabilidade
clinica®. A necessidade de utilizar métodos mais elaborados
para promover a adesdo celular sobre o material carreador é
um dos aspectos metodol 6gicos do presente estudo que pode
ser questionado.

A interacéo entre as células com potencial osteogénico eo
material estrutural € um processo reconhecidamente comple-
X0 e ainda pouco compreendido®. Além da adesdo celular
inicial ex vivo, € necessariaumainteracdo com asuperficiedo
material que favorecao crescimento e adiferenciacdo celular,
e posteriormente a deposi¢do de matriz 0ssea®®. Alguns estu-
dos com ceramicas de hidroxiapatita demonstram que as
caracteristicas microestruturais do material podem influir no
sucesso dessa interagdo??, Ndo existe informacdo na litera-
tura sobre o processo de adesdo e interacdo de células-tronco
mesenguimais a superficie de osso liofilizado ndo-desmine-
ralizado. O estudo de Mauney et al.> com matrizes ésseas
bovinas desengorduradas (ndo-liofilizadas), desmineralizadas
ou ndo-desmineralizadas, demonstra sucesso na agregacdo e
diferenciacéo 6ssea das células-tronco mesenquimais na fase
ex vivo, e demonstra sucesso em obter neoformagdo dssea in
vivo em 55% dos implantes. Esse estudo sustenta a possibili-
dade de utilizar matrizes ésseas bovinas como estruturas
carreadoras para engenharia tecidual 6ssea, ainda que os
resultados ndo possam ser generalizados para as matrizes
Osseas liofilizadas, como as utilizadas neste estudo.
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Além da adequada interacdo entre células e material,
outros aspectos metodol 6gi cos também sdo importantes para
obter sucesso na engenharia tecidual éssea: o procedimen-
to cirdrgico de implantacéo e a integracdo do construto no
sitio receptor representam uma fase critica nesse processo.
Nessafase, harisco importante de perda de células, mesmo
gue elas estejam adequadamente agregadas ao construto
0sse0 ex vivo. Sabe-se que, mesmo nos enxertos autél ogos,
isentos de respostaimunol égica, apenas uma pequenafracéo
das células transplantadas ird permanecer viavel apés a
enxertia®*°. O procedimento de enxertia/implantacéo desen-
cadeiaumaresposta queinclui areacdo inflamatériaao trau-
ma cirdrgico e areacdo imune do hospedeiro ao implante, e
a este processo segue-se a migragdo de células do hospe-
deiro e o inicio da neovascularizacdo, resultando naforma-
¢do de um estroma fibrovascular®*®. Todas as células utili-
zadas neste estudo, sendo obtidas de animais da mesma
linhagem isogénica, podem ser consideradas geneticamente
idénticas as células do animal receptor, e, por isso, livres
de imunogenicidade. O implante como um todo, por outro
lado, contém componentes organicos do doador do 0sso
liofilizado (bovino), que ndo s&o total mente eliminados pelo
processo de liofilizac&o, e conferem imunogenicidade ao
material®%*. Dessa forma, no processo que se segue a
implantacéo, pode-se supor a presenca de alteraces do
microambiente relacionadas a resposta inflamatoéria e
imunol 6gica, bem como afaseinicial de neovascularizagéo,
de forma que a celularidade do construto pode ser abalada,
mesmo que a agregagdo celular inicial tenha sido bem
sucedida.

Os resultados da avaliacéo histolégica 5 semanas apds
a implantacdo in vivo mostraram nao haver neoformacéo
Ossea ou presenca de osteoblastos nos implantes, em
nenhum dos grupos de comparagdo. Os resultados da ativi-
dade de fosfatase alcalina (FA) mostraram n&o haver
diferencasignificativaentre os grupos de comparacgéo, com
p=0,867; e os valores absolutos das mensura¢des nos 4
grupos de comparagdo podem ser considerados baixos:
0,959 em média. Dessa forma, a avaliacéo histolégica e a
determinacéo da atividade de fosfatase alcalina FA, com
resultados negativos em todos os grupos de comparacéo,
séo concordantes, indicando a auséncia de osteobl astos nos
implantes.

CONCLUSOES

Osresultados mostraram que, no model o estudado e com
os métodos utilizados, a adi¢éo de células da medula 6ssea
com potencial osteogénico sobre estrutura de 0sso
liofilizado bovino ndo-desmineralizado ndo agregou
propriedades osteogénicas ao material. Este estudo ndo
confirmou a perspectivainicial de utiliz&-1o como estrutu-
ratridimensional e carreadora celular naengenhariatecidual
0ssea, sendo necessarios estudos subsequientes que o avali-
em em outros modelos experimentais, e que explorem
separadamente cada etapa metodol 6gica que possa influir
no sucesso da engenharia tecidual éssea.
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