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Resumo

Objetivo: Incorporar o hormoénio de crescimento recombinante humano em um polimero biodegradavel (PLGA).
Material e método: As matrizes foram confeccionadas através da técnica de evaporacido de solventes. Foi feita uma
mistura do polimero (poli dcido glicolico latico) e do horménio do crescimento humano recombinante (Saizen®
Merck Serono S.A. Aubonne, Suica). Essa mistura foi vertida em moldes de silicone circulares de 1 cm de didmetro
e aproximadamente 2 mm de espessura, e levada para secagem em uma cdmara de evaporagio de solvente por
48 horas. Ap0s esse periodo, as matrizes foram imersas em PBS e passaram por um banho termostatizado (ensaio
de degradagao hidrolitica), in vitro, a temperatura de 37°C. As amostras foram retiradas do banho no intervalo de
1,2,3,4,7,10 e 14 dias. Foram aferidas a perda de massa, a variacdo do pH e a concentragdo do horménio liberado
em fun¢io do tempo. Resultado: A concentragdo do hormonio liberado em fun¢ao do tempo foi aumentando até o
terceiro dia. No quarto dia, houve uma queda e, no sétimo, ocorreu um aumento do hormonio liberado, estendendo-se
até o décimo dia; no 14° dia, houve queda novamente. O pH teve uma queda brusca de 7,4 para 3,2 no primeiro dia,
mantendo uma pequena queda até o 14° dia. A perda de massa foi gradual em relagdo ao tempo, como ja era esperado.
Conclusiao: O PLGA é um bom biomaterial para confec¢do de matrizes com hormonio do crescimento. Revelou-se
possivel incorporar o rhGH nessa matriz, de modo a, entdo, desenvolver-se um substituto dsseo.

Descritores: Polimeros; horménio do crescimento; biodegradacao.

Abstract

Objective: Incorporate recombinant human growth hormone in a biodegradable polymer (PLGA). Material and
method: The arrays were fabricated by solvent evaporation technique. A mixture of polymer (poly lactic glycolic
acid) and recombinant human growth (Saizen® Merck Serono SA Aubonne, Switzerland) was performed hormone.
This mixture was poured into circular molds silicone 01cm in diameter and about 02mm thick, and carried into a
drying chamber for evaporation of solvent for 48 hours. After this period, the matrices were immersed in PBS and
passed through a constant temperature bath (test for hydrolytic degradation) in vitro, at a temperature of 37°C.
The samples were removed from the bath in the range 0of 01, 02, 03, 04, 07, 10, 14 days. Mass loss, pH and concentration
of hormone released as a function of time was measured. Result: The concentration of hormone released versus
time was increased until the third day. On the fourth day had a fall and on the seventh day there have been increased
hormone released by the tenth day, the fourteenth day was falling again. The pH had a sharp drop from 7.4 to 3.2 on
the first day and keeping a small drop until the fourteenth day. The mass loss was a gradual loss in relation to time as
was to be expected. Conclusion: PLGA is a good biomaterial for making breeders of growth hormone. It has proved
possible to incorporate the rhGH in the array so as to then develop a bone substitute.

Descriptors: Polymers; growth hormone; biodegradation.

INTRODUCAO
Nas tltimas duas décadas vém surgindo estudos com biomateriais Os principais materiais hoje utilizados para esses objetivos sdo os
com o objetivo de levar medicagdes a algum sitio especifico do polimeros biodegradaveis, como o PLA (poli acido lactico) e o PLGA

organismo humano ou objetivando ajudar na regeneracéo tecidual. (poli 4cido glicolico latico). Para incorporagao de tais drogas, sdo



Rev Odontol UNESP. 2015 July-August; 44(4): 218-225

utilizados alguns métodos, como a formulagao de microesferas, o
sistema de liofilizagao, o eletrospining ou eletrofiacdo, e a evaporagao
de solvente, todos empregando os polimeros biodegradaveis como
estrutura. Diversas drogas sdo utilizadas para serem liberadas nesses
sistemas, como antibiéticos, anticoncepcionais e proteinas, incluindo
0 hormonio do crescimento humano recombinante (rhGH)".

Esses polimeros sdo escolhidos pelas areas farmacéutica e
médica por serem materiais absorviveis, serem hidroliticamente
instaveis e possuirem caracteristicas de biodegradagdo que os tornam
capazes de ser totalmente eliminados pelo metabolismo corporeo
até certo tempo apos o implante. O PLA e o PLGA sdo polimeros
relativamente hidrofébicos, instaveis em condi¢cdes de umidade,
biodegradaveis, sofrendo hidrdlise para produzir mondmeros de
acido latico e glicolico, que sdo degradados pelas mitocondrias das
células pelo Ciclo de Krebs. O PLGA ¢ o polimero mais comumente
usado e aprovado pela Food and Drug Administration (FDA). E um
material biocompativel e pode ser utilizado como um dispositivo
de liberagao controlada de drogas™

Sao varias as substancias testadas para serem carregadas por esses
polimeros, sendo uma delas o hormoénio do crescimento humano,
também chamado de hormdnio somatotrdpico ou somatotropina.
E um polipepitideo de 191 aminodcidos, com peso molecular
de 22 KDa, secretado pela glandula pituitaria, promovendo o
crescimento’. O GH é um regulador fundamental do crescimento
6sseo pos-natal, atuando no remodelamento 6sseo, que ¢ regulado
pelo balanco entre a reabsor¢io e a formagao 6ssea. Nesse processo,
0 GH desempenha um papel fundamental, exercendo efeito sobre
os osteoclastos e, mais acentuadamente, sobre os osteoblastos,
criando a base teérica para o seu possivel efeito de anabolismo no
esqueleto®’. Seus efeitos sdo mediados diretamente via receptores
de GH na membrana celular ou indiretamente via um aumento da
sintese do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-I). O GH
é secretado principalmente a noite, durante toda a vida; porém, seu
pico de secre¢do ocorre durante a puberdade e ha um decréscimo
acentuado de sua produgéo a partir da sexta década de vida, sendo
esse horménio também conhecido como o horménio da velhice®.

Estudos demostram que o uso tépico do horménio de crescimento
humano recombinante (rhGH) tem acelerado o processo de
osteointegracdo, estimulando a osteogénese e também acelerando o
processo de remodelagio dssea e matura¢io em volta dos implantes’.
Gomez-Moreno et al.® demostraram que a administracao local
de rhGH mostrou diferencas histomorfométricas extremamente
significantes entre os implantes tratados com o horménio e o
controle. Em geral, observou-se maior densidade 6ssea ao redor
do implante com rhGH em rela¢do aos nio tratados com rhGH,
apos 14 dias.

Nesse contexto, busca-se, através deste estudo, elaborar
juntamente com o Laboratério de Organometalicos e Resinas (LOR)
da Faculdade de Quimica da PUCRS um biomaterial que possa ser
utilizado como um enxerto na area de Cirurgia Bucomaxilofacial,
que estimulara a formagéo dssea em um local especifico, realizando
uma regeneracdo ossea guiada. Para isso, serd utilizado como
arcabougo um polimero biodegradavel e biocompativel como o
PLGA, e sera feita a incorpora¢ido do rhGH, que fara o papel de
um indutor de cicatrizagdo e formacéio e dssea.
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MATERIAL E METODO

PLGA: as nanoparticulas foram obtidas a partir do polimero
biodegradavel PLGA de massa molar de 7.000 na proporgao 50:50 de
acido glicdlico e acido latico, sintetizado através de uma reagéo
de policondensagio direta no Laboratdrio de Organometalicos e
Resinas (LOR) da Faculdade de Quimica da Pontificia Universidade
Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS), conforme a técnica ja
descrita na literatura’.

Horménio do Crescimento Humano Recombinante (rhGH)

Foi utilizado, neste estudo, 0 hormonio do crescimento humano
recombinante (Saizen®, Merck Serono S.A. Aubonne, Suiga),
sob forma de p¢ liofilizado (frasco-ampola) em que, conforme
informagoes na bula do farmaco, cada frasco-ampola contém 1,33 mg
(4 UT) de rhGH e excipientes de manitol 20,0 mg, fosfato dissddico
di-hidratado 2,0-2,4 mg e fosfato monossodico mono-hidratado
0,30-0,40 mg. O hormoénio do crescimento Saizen® (Merck Serono
S.A. Aubonne, Suiga) é um polipeptidio de 191 aminoécidos, idéntico
ao hormonio do crescimento pituitdrio humano. O hormdénio
do crescimento ¢ sintetizado em uma linhagem celular murina
transformada, que foi modificada pela adigdo do hormoénio do
crescimento humano'®. Foram utilizadas neste estudo sete caixas
do Saizen® de 04UI (1,33 mg), totalizando 9,31 mg de rhGH.

PREPARACAO DA MATRIZ DE PLGA E
INCORPORACAO DO RHGH

As matrizes de PLGA com rhGH foram preparadas pelo
método de evaporagio de solvente'2. O PLGA foi dissolvido em
uma mistura de solvente de metanol com diclorometano, ficando
em agitagdo magnética. Outra mistura foi preparada com rhGH
com acetado de zinco, que tem a finalidade de estabilizar o rhGH,
para que este nao seja liberado da matriz em tempo nico e para
que mantenha suas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas.
Essa mistura foi solubilizada em aproximadamente 10 mL de agua
deionizada e permaneceu sob agitacdo magnética. Em seguida,
essas duas misturas — a de PLGA e solvente com a de rhGH e
acetado - foram misturadas, ficando sob agitacdo magnética. Apds
agitacdo, o composto foi vertido em moldes circulares de silicone
(2 mm de espessura por 1 cm de didmetro). Os moldes foram
entdo colocados na cimara de evaporagdo de solvente. Junto com
os moldes, foi colocado dentro da cAmara um Becker com a mesma
concentragdo de solvente, para saturar o ambiente. Foi acoplada no
orificio de entrada da cdmara uma mangueira de saida de nitrogénio
(N,). O nitrogénio tem a fungao de fazer o arraste do solvente em
evaporagio para fora da cdmara. Os moldes foram deixados na
camara para secagem por 48 horas, sendo as primeiras 24 horas
com N, e as Giltimas 24 horas sem o N,. Ao final, as matrizes foram
removidas da cimara, conseguindo um formato de comprimidos,
com as dimensdes aproximadas de 1 cm de didmetro por 2 mm de

espessura, conforme Figura 1.
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DEGRADAGCAO HIDROLITICA

Foi realizada a pesagem de cada matriz para entdo iniciar o
processo de degradagao hidrolitica em banho termostatizado, a
uma temperatura de 37°C. Foram feitas triplicatas para os dias
1°, 2°, 3°, 4°, 7°, 10° e 14°, totalizando 21 matrizes com rhGH
incorporado mais sete matrizes sem incorpora¢ido do rhGH;
note-se que apenas a matriz com PLGA se tornou nosso controle.
Os tempos foram estipulados com objetivo de observar a liberagao
do rhGH, baseando-se nos objetivos bioldgicos de reparagao
tecidual inicial, que ocorre logo nas primeiras 24, 48 e 72 horas
ap6s algum trauma. E um periodo critico para cicatrizagio, em
que queremos observar se havera liberacio do rhGH nessa fase e
também nos baseamos nas normas do teste de degradacdo ASTM
F1635". Ao final de cada dia, a matriz remanescente foi removida
para secagem em dessecador a vdcuo por, no minimo, 4 horas, até
obter massa constante. Os testes de degradagdo hidrolitica destes
materiais foram realizados baseados na norma ASTM F1635", que
determina: dentro de tubos de ensaio, as matrizes de PLGA e thGH
foram imersas em solu¢do tampao fosfato salino, PBS, (pH 7,4).
Em seguida, os tubos foram expostos a um banho termostatizado a
37°C durante um tempo pré-determinado (1 a 14 dias). Apos cada
periodo de tempo (1, 2, 3,4, 7, 10 e 14 dias), os remanescentes das
matrizes foram retirados do banho e secos a vacuo em dessecador,
até obterem massa constante; a parte liquida com PBS mais rhGH
liberado foilevada para o aparelho de espectrofotdmetro UV visivel.

ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCAO UV-
VISIVEL E LIBERACAO DO HORMONIO

A capacidade que as diversas substancias quimicas tém de
absorverem luz em determinados comprimentos de onda pode
ser utilizada para a sua determinagdo quantitativa e qualitativa,
uma vez que o espectro de absor¢io é caracteristico para uma
determinada substancia e a quantidade de absor¢éo (intensidade)
¢ dependente da concentra¢do do composto.

Uma solugdo de rhGH de concentragdo conhecida foi
primeiramente submetida a espectrofotometria, para montar
uma curva de calibragdo. Sabe-se que, de acordo com a literatura,
a absor¢do maxima do hormonio puro é entre 214 e 286 nm™.
Foi realizada uma concentragdo-mae e, em seguida, foram realizadas
varias diluicdes, obtendo-se vérias concentracdes diferentes. Essas
solugdes com concentracdes diferentes foram entdo passadas no
espectrofotometro UV, no comprimento de onda de 280 nm. Foi entdo
conhecida a absorbincia das solu¢des nas diversas concentragdes
e montada, assim, a curva de calibragio.

MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Ap6s espectrofotometria, as amostras solidas, entdo secas até massa
constante, foram submetidas ao MEV no Centro de Microscopia e
Microanalises (CEMM) da PUCRS através do equipamento Phillips
XL 30, para analise qualitativa do material de PLGA e hormonio.
As imagens foram adquiridas no modo de espalhamento elétrico,
usando uma onda elétrica com 20 KeV. As amostras foram colocadas
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nos stubs para metalizagao com ouro. No MEV, com os aumentos
de 500x%, 2000x e 4.000x, observamos a caracteristica topografica
da matriz nos respectivos dias de degradagao hidrolitica.

RESULTADO

Liberagao do Horménio (Rhgh)

As concentra¢ées do hormonio liberado na degradacgao
hidrolitica foram calculadas segundo a relagdo da absorbancia
(A) com a concentragdo da substincia compreendida pelas Leis

de Lambert-Beer.

Para célculo da concentragio, foi utilizada a média de absorbancia
das triplicatas de cada dia diminuida da média da absorbancia do
controle (matriz de PLGA sem rhGH). Apds acharmos as absorbéancias
das triplicatas de cada dia, foi calculada a concentragéo das solugdes,
através da equagdo da reta obtida na curva de calibragio, sendo
entdo realizada a média de cada dia e obtendo-se uma relagdo: a

concentragao versus o tempo.

O que observamos na Figura 2, o grafico de dispersio de dados,
foi que, durante essa degradagio, houve a liberagdo do hormdnio
crescente até o sétimo dia. A partir do sétimo dia, ja observamos
uma tendéncia de estabilizagdo em relagdo a concentra¢io de thGH
liberado da matriz. Provavel explicacio é que o rhGH nesse periodo
ja foi quase que completamente liberado e, principalmente, que
o rhGH provavelmente estd em sua maior parte incorporado na
superficie da matriz e ndo em seu interior; por isso, essa liberacdo
maior nos primeiros dias, dada pela ocorréncia da degradagao da

superficie da matriz inicialmente.

Figura 1. Matrizes ap6s 48 h na camara de evaporagio de solventes.
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Perda da Massa

Para célculo da perda de massa da matriz no decorrer da
degradagdo, foram realizadas as pesagens das matrizes antes da
degradagdo e logo apds a sua remogdo do banho e a sua secagem
num dissecador a vacuo até massa constante. Foi realizada a média
das massas iniciais e finais de cada triplicata. Foi realizada curva de
tendéncia no software SPSS para verificar se existe significincia de
perda da massa com o decorrer do tempo, com nivel de significancia
menor que 5%. Observamos uma queda de aproximadamente 10%
de perda de massa no decorrer dos dias.

Observamos nos primeiros dias uma perda de massa. Essa perda
vai crescendo ao longo do tempo, conforme Figura 3. Essa perda da
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Figura 3. Variagdo da percentagem da perda de massa x tempo (dias).
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massa esta implicada com a queda do pH, a concentragio de lactico
e glicolico da matriz de PLGA usado, e com o peso molecular do
PLGA. Quanto mais baixo o pH, mais rapida é a degradagéo, ou
seja, a perda de massa aumenta.

Variagdo do Ph

O pH foi medido também apods cada retirada do banho
termostatizado. A maior queda ocorre logo no primeiro dia, de
7,4 para 3,26, como observado na Figura 4. Observa-se um pH
baixo, porém sem muitas variagdes ao longo do tempo. Foi realizada
no SPSS uma curva de regressao linear, na qual se pode observar
uma tendéncia de queda do pH de aproximadamente 2,2% ao dia,
com nivel de significincia menor que 5%. Observamos a queda
nao acentuada do pH depois do primeiro dia.

Microscopia Eletronica de Varredura

Através do MEV, podemos observar as caracteristicas topograficas
das matrizes nos varios periodos de degrada¢do. Na Figura 5,
observamos a superficie da matriz incorporada com rhGH integra
sem sofrer degradagdo, em um aumento de 500x (a) e 4.000x (b).
As setas mostram estruturas que ndo fazem parte da matriz de
PLGA; provavelmente, sdo estruturas do rhGH e ou do sulfato de
Zn. Pela micrografia com aumento de 2.000x do rhGH (Figura 6)
puro, as estruturas da Figura 6b apontadas com a seta sdo similares
as estruturas do rhGH.

A Figura 7 permite observar a topografia da matriz controle
(apenas PLGA) em dois aumentos, 500 (a) e 4.000x (b). Notamos,
na Figura 5b, a presenca de uma maior quantidade de estruturas
diferentes em relagdo a superficie da matriz controle (Figura 7b).
Nota-se na superficie maior grau de rugosidades. Na Figura 7b,
temos uma superficie mais regular. Observamos nas duas superficies
a presenca de interconectividades, representada pelas setas na
Figura 7b, que constitui uma caracteristica importante para matriz

que servird como enxerto dsseo.

Podemos observar, nas sequéncias da Figura 8, as superficies das
matrizes degradadas em quatro periodos diferentes, nos aumentos
500x e 4.000x. Na Figura 8 (1°), observamos as superficies no
primeiro dia, uma superficie mais integra com presenca de poros e

BAcc.V SpotMagn Det WD ——— 10;m
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Figura 5. Micrografia da superficie das matrizes integras sem degradagao: (a) aumento de 500x; (b) aumento de 4.000x.
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aberturas na estrutura. Na Figura 8 (2°), observamos a superficie no
quarto dia, ja verificamos o menor nimero de interconectividades,
uma estrutura com uma caracteristica mais inchada. Na Figura 8
(3°) e (4°), sétimo e décimo dia, respectivamente, observamos
superficie mais degradada, estrutura com diminui¢do do aspecto
de inchago e a maior presenca de interconectividades em relacdo
ao quarto dia. Nota-se no sétimo dia a superficie da estrutura de
PLGA com uma grande quantidade de rugosidade, enquanto que,
no décimo dia, ja temos uma superficie mais lisa.

DISCUSSAO

O uso da matriz de PLGA no estudo tem como objetivo servir
de arcabougo, no qual ocorram, na drea de cicatrizagio dssea, adesao
e proliferacio celular, assim como ocorreu no trabalho de Liet al.”,
que demonstrou sucesso na adesdo e na proliferacio de células
embriondrias mesenquimais de pré-osteoblastos. Nur-E-kamal et al.'®
relataram que as nanofibras promovem prolifera¢io celular melhor
do que em outros materiais, nao autégenos, utilizados como enxertos.
Woo et al.” relatam que essas caracteristicas estao ligadas ao maior

poder de adsor¢do de proteinas e ao aumento da expressio das

interleucinas, o que altera significativamente os caminhos. A grande
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vantagem do uso dos polimeros biodegradaveis, como PLGA, como
estrutura 3D na regido bucofacial, é seu arcabouco que mimetiza
a matriz de colageno tipo I, com poros grandes e interconectados,
facilitando a angiogénese e o crescimento do tecido 6sseo’.

O uso do rhGH sistemicamente em fraturas dsseas ja vem sendo
estudado, como no trabalho de Raschke et al.’¥, que utilizaram o
rhGH sistemicamente em pacientes com fraturas de tibia. Seus
resultados mostraram a eficiéncia do rhGH na cicatrizagao dssea no
grupo de pacientes que receberam um tratamento conservador, nio
cirurgico. Nosso trabalho tem o intuito de utilizar o thGH localmente,
a partir de um dispositivo de liberagdo controlada, a matriz de
PLGA. Assim, teremos a presenga do rhGH intimamente no local
da cicatrizagdo dssea, como nos trabalhos de Calvo-Guirado et al.?,
que utilizaram o rhGH topicamente ao redor do implante em
mandibula de caes, bem como no trabalho de Gémez-Moreno et al.®
e Tresguerres et al.””. Todos tiveram como resultados uma maior
atividade celular e mitdtica na fase de cicatrizagdo, acelerando o
processo cicatricial, a osteointegragao. Com base nesses trabalhos,
o objetivo do estudo do nosso biomaterial é a sua utilizagdo como
veiculo para thGH em dreas de reparo 6sseo em pacientes de
traumas, patologias 6sseas e implantes bucomaxilofaciais.

Falluco et al.”, Jung et al.”! e Dickinson et al.? utilizaram em
seus trabalhos matrizes poliméricas carregadas com proteinas
morfogenéticas humanas recombinantes (thBMP). Obtiveram
sucesso com uso dessas matrizes no aspecto da formagao dssea em
regido dentoalveolar, quando comparadas aos enxertos autégenos.

A liberagido do rhGH durante 14 dias, como verificada nos
resultados deste trabalho, também esta de acordo com os resultados
de Kwak et al.'*. Nesse trabalho, foi produzida uma matriz de PLGA
carregada com rhGH. Foi utilizado como substancia estabilizadora
0 zinco, como em nosso trabalho, porém na formulagio de 6xido
de zinco. Foi comparado o efeito do rhGH no dispositivo de PLGA
com as inje¢des didrias de rhGH. Os resultados mostraram que a
concentracdo de thGH e de IGF-I no plasma sanguineo permaneceu
elevada nos 14 dias em ratos e, em 28 dias, nos coelhos.

Cho et al.”? demostraram, em seu estudo com distragao
osteogénica em mandibulas de caes, o efeito do rhGH, encapsulado
em microesferas de quitosana, comparado com acido hialurénico

Figura 7. Micrografia da matriz de PLGA sem incorpora¢ao do rhGH nem sulfato de zinco. Superficie mais limpa: (a) aumento de 500x%; (b)

aumento de 4.000%. As setas indicam os microporos.
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Figura 8. Micrografias da sequéncia das superficies das matrizes com rhGH degradadas, com aumento de 4.000x, nos registros 1°) primeiro dia,

2°) quarto dia, 3°) sétimo dia, 4°) décimo dia.

e microesferas de quitosana apenas. Os resultados da liberagdo
do rhGH tiveram o mesmo perfil que foi encontrado em nosso
estudo. Nesse trabalho, eles tiveram uma grande libera¢do do rhGH
nos primeiros 5 dias, enquanto nds tivemos essa libera¢do maior

em 4 dias. Depois do sexto dia, eles verificaram uma liberagéo

crescente, porém menos acelerada até o vigésimo dia, enquanto
em nossos resultados, obtivemos liberagdo até o décimo quarto dia,
porém também menos pronunciada. No grupo com rhGH, apos
6 semanas, observou-se o maior grau de radiolucéncia, sendo que

a densidade mineral nos grupos foi alta quando comparada com
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o controle. No grupo com rhGH, foi observada grande atividade
mitdtica, formando um tecido dsseo sem arestas e no centro da
zona de distragdo. A maior formagdo de novo osso foi no grupo
com rhGH.

CONCLUSAO

No estudo clinico, pode-se verificar que houve incorpora¢io
do hormonio do crescimento humano recombinante (rhGH) na
forma de po liofilizado na matriz de PLGA. A incorporagio foi

confirmada através dos testes de degradagdo hidrolitica.

Garcia, Duarte, Boing et al.

Rev Odontol UNESP. 2015 July-August; 44(4): 218-225

O método da fabricagdo da matriz de PLGA e a incorporagdo
pelo método de evaporagdo de solvente mostraram-se capazes de
incorporar e liberar o rhGH durante o teste de degradagéo.

Observou-se, neste estudo, que é possivel incorporar o horménio
de crescimento humano recombinante em uma matriz de PLGA.
Através deste dispositivo, conseguimos quantificar a liberagdo desse
hormonio. Podemos observar que a melhor técnica de confec¢iao
de uma matriz com a finalidade de regeneragéo tecidual ¢ aquela
que crie estrutura a mais proxima possivel a do tecido que esta
ird ajudar regenerar. Esses sdo objetivos importantes para serem
alcangados nas areas de Cirurgia Bucomaxilofacial e Implantodontia.
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