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NEOFORMAGCAO OSSEA EM UM SISTEMA GUIADO IN VIVO EM D EFEITOS
OSSEOS DE CALVARIAS DE COELHOS COM O EMPREGO DE HID ROXIAPATITA,
BIO-OSS® E BONEFILL® ASSOCIADOS OU NAO COM CELULAS- TRONCO
MESENQUIMAIS E/ OU PLASMA RICO EM PLAQUETAS *
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O objetivo do trabalho € avaliar o comportamanteivo de diferentes biomateriais, sendo eles
hidroxiapatita (HA), bio-oss® e bonefill® isoladas com a associacdo de células-tronco
mesenquimais (CTM) e/ou plasma rico em plaguetd®P)Ppara a neoformacdo Ossea e
osteointegracdo no processo de cicatrizagdo Osvedeeitos em calvarias de coelhos, em
diferentes tempos de evolugéo. O projeto foi enchato e aprovado pela Comiss&o de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade do EstadoSdmta Catarina (UDESC), e sera
conduzido conforme normas do CONCEA (Conselho Nedide Controle de Experimentacao
Animal). O projeto sera realizado com 18 coelhosata New Zeland, machos castrados, com
peso médio de 3,5kg e idade média de 6 mesesdadojde forma padrdo em gaiolas de
60x60x60cm, alimentacdo com racao peletizada e agatade. Esses coelhos serdo divididos
em trés grupos de 6 animais, sendo em cada um gagmeum dos biomateriais estudados.
Dentro dos grupos de 6 animais sera

dividido em dois grupos, sendo trés animais a @&stanapos 90 dias e os outros trés apos 120
dias, sendo logo apos a eutanasia a coleta dadriesl\para os estudos onde serd avaliada a
osteogénese. Sera feita a retirada dos fragmems®m=o® contendo os guias de crescimento,
armazenamento dos mesmos em frascos individuaentifidados e preenchidos com
formaldeido a 10% durante 7 dias. ApOs isso as taasoserdo encaminhadas para analise
histolégica em microscopia de varredura e histoométrica. A calvaria dos animais sera
dividida em trés quadrantes (QIl, QIl e QIll), capadrante com um guia de crescimento 6sseo
de nailon que sera preenchido com o0s seguintes @wnfes: QI apenas biomaterial; QIl
biomaterial e CTM; e QIll biomaterial, CTM e PRPs @rocedimentos cirargicos para a
colocacdo dos guias de crescimento terdo um prgma&o@peratério com avaliagdo clinica,
hemograma e bioquimica sérica, jejum de 4 horassadb procedimento anestésico. Para
medicacao pré-anestésica sera usada a associagdorfie (5mg/kg), midazolam (2mg/kg) e
cetamina (20mg/kg) intramuscular. Os animais s@rdozidos a anestesia com isoflurano por
mascara facial e apos o relaxamento colocacdo deanzlaringea para manutencao anestésica
com isoflurano a 1CAM, diluido em oxigénio a 100%nmc fluxo variando entre 200 e
300ml/kg/min. Na linha de incisdo sera feita arsatkcal por infiltracdo de lidocaina 2%.

As atividades desenvolvidas até o0 momento consistanum testén vitro e um teste pilotdn
vivo. O testein vitro foi realizado para testar a viabilidade das céltriasco mesenquimais de
coelhos em contato com o biomaterial bonefill® eeteste foi realizado no laboratério Bio Cell
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(Brasilia, DF). Iniciou com o preparo das CTMs, twimo com um milh&o delas foi descongelado
em banho-Maria a 36°C, inserido 3ml de meio desparie e centrifugado por 3 minutos a
1300rpm. Apés a centrifugacdo o sobrenadante fecadtado e 1ml de meio adicionado, esse
procedimento se repetiu trés vezes. Apds essagdasas células foram translocadas para um
eppendorf com 250ul de meio de transporte e 70mgiaoaterial. As leituras da viabilidade
dessas células apos o contato com o biomateratféeitas apos 30 minutos, 8 horas e 24 horas.
A leitura foi feita com 0,2ml de azul de trippab@ul da amostra, de 10ul dessa mistura foi feito
a lamina para leitura. A cada leitura foram condad@0 células e a porcentagem de células
viaveis e mortas. A avaliacdo foi feita com duasaveis e um grupo controle variavel 1 que
consistia em biomaterial em contato com CTMs ddsidm meio de transporte e/aiavel 2

gue consistia em biomaterial previamente lavado tampéao fosfato salino (PBS) em contato
com CTMs diluidas em meio de transporte. Os redodtdoram os seguintes: no tempo de 30
minutos houve diferenca consideravel entre os gupoporcentagem de células mortas dos
grupos controle, biomaterial, e biomaterial lavadon PBS foram respectivamente 5,50%, 40%
e 24,50%. No tempo de 8h também houve diferencsidendvel entre os grupos, a porcentagem
de células mortas dos grupos controle, biomatedabiomaterial lavado com PBS foram
respectivamente 18%, 47,50% e 25,50%. E por fimavaliacdo apdés 24 horas ndo houve
diferenca consideravel entre as variaveis, apeif@®nca entre ambos 0s grupos e o controle, a
porcentagem de células mortas dos grupos conbamaterial, e biomaterial lavado com PBS
foram respectivamente 23%, 87% e 88,50%.

O teste pilotan vivo foi feito em dois animais submetidos aos procedio® pré-operatorios e
operatérios descritos anteriormente. Os guias dscitnento colocados nos coelhos estavam
preenchidos da seguinte maneira: coelho 1, QI kigpatita, Qll bonefill® e QIlll bio-0ss®,
todos os materiais acrescidos de CTMs; coelho ZiQbxiapatita, Qll bonefill® e QIll bio-
0ss® todos os materiais acrescidos de PRP. Noa@etis dispositivos nao ficaram bem fixados
devido a porosidade do osso, entdo foi mantida lacagdo de apenas um, contendo
hidroxiapatita e PRP. Passados 90 dias ap0s @rufgi realizada eutanasia dos animais e
coletadas suas calvarias com o uso de serra ose@latOs materiais coletados foram
identificados e acondicionados em formaldeido @irodas e lavadas com solugdo tampdao, as
analises histologicas ndo foram realizadas devidaralisacdo das atividades do CAV-UDESC
pela pandemia de Covid-19.

Palavras-chave:Cicatrizacdo 6ssea. Biomateriais. Crescimentoodgsiado.
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