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Historico do artigo: Objetivo: Avaliar se um novo cimento bifasico composto por sulfato de calcio e beta fosfato
Recebido em 22 de junho de 2015 tricalcico com controle de potencial zeta poderia induzir ou conduzir a neoformacéo 6ssea
Aceito em 7 de julho de 2015 em defeitos criticos.
On-line em 23 de dezembro de 2015 Métodos: Foi feito um defeito critico de 8mm de didmetro na calvaria de 40 ratos Wistar
machos. No grupo teste (n=20) os defeitos foram preenchidos pelo cimento. No grupo
Palavras-chave: controle (n=20) os defeitos ndo foram preenchidos, permaneceu apenas o codgulo. Os
Regeneracdo Gssea animais sofreram eutandsia em 7, 14, 21 e 42 dias do pds-operatério. Espécimes da cal-
Ratos Wistar varia foram microtomografados e posteriormente preparados para andlise histolégica. As
Materiais biocompativeis andlises incluiram a avaliacdo morfoldgica da histopatologia do reparo e a avaliagdo mor-
Potencial zeta fométrica da area de formacdo das trabéculas ésseas comparativamente entre os grupos e

coloracdo histoquimica por meio da fosfatase tartrato-resistente (TRAP) para identificacdo
de osteoclastos.

Resultados: As imagens microtomograficas dos defeitos preenchidos pelo cimento nao apre-
sentaram diminui¢do da area de acordo com a progressao dos periodos pds-operatérios. No
grupo teste houve permanéncia do material e resposta corpo estranho até os tltimos perio-
dos de observacgdo. A histomorfologia mostrou agrupamentos mais expressivos de células
gigantes no grupo teste e osso neoformado mais maduro no grupo controle e comprovou a
presenca de material exdgeno. Na histomorfometria, a drea total de neoformacéo 6ssea foi
significativamente maior (p=0,009) e crescente no grupo controle. As células gigantes apre-
sentaram expressao histoquimica positiva para TRAP e nao foram observados osteoclatos.
Conclusdo: O cimento ceramico nao induziu ou conduziu a neoformacdo 6ssea sob o ponto
de vista microtomografico e histolégico.
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Adverse effect of beta-tricalcium phosphate with zeta potential control in
repairing critical defects in rats’ calvaria

ABSTRACT

Objective: To evaluate whether a new biphasic cement composed of calcium sulfate and beta
tricalcium phosphate with zeta potential control could induce or lead to bone neoformation
in critical defects.

Methods: A critical defect of diameter 8mm was made in the calvaria of forty male Wis-
tar rats. In the test group (n=20), the defects were filled with cement. In the control
group (n=20), the defect was not filled and only coagulum was present. The animals were
sacrificed 7, 14, 21 and 42 days after the operation. Calvaria specimens were subjected to
microtomography and were then prepared for histological analysis. The analyses included
morphological assessment on the histopathology of the repair; comparative morphometric
evaluation of the area of formation of bone trabeculae between the groups; and histo-
chemical staining by means of tartrate-resistant phosphatase (TRAP) in order to identify
osteoclasts.

Results: Microtomographic images of the defects filled by the cement did not show any
decrease in area over the course of postoperative evolution. In the test group, the material
continued to present a foreign-body response until the last observational periods. Histo-
morphological analysis showed that there were more significant groupings of giant cells
in the test group and greater maturity of neoformed bone in the control group. Exoge-
nous material was also present. Histomorphometric analysis showed that in the control
group, the total area of bone neoformation was significantly greater (p=0.009) and grew
progressively. The giant cells presented a positive reaction to TRAP but no osteoclasts were
observed.

Conclusion: The ceramic cement did not induce or lead to bone neoformation from the
microtomographic or histological point of view.

© 2015 Sociedade Brasileira de Ortopedia e Traumatologia. Published by Elsevier Editora

Ltda. All rights reserved.

Introducao

O enxerto autégeno ainda € o material de escolha para
a reconstrucdo das perdas de tecido 6sseo em ortopedia
e na cirurgia bucomaxilofacial. No entanto, o aumento no
tempo operatério, o traumatismo cirdrgico e as possiveis
complicacdes inerentes a abordagem da area doadora nem
sempre o tornam vidvel. Novos biomateriais e substéncias
que possam imitar as caracteristicas inerentes ao tecido ésseo
autégeno tém sido uma busca constante da bioengenharia.

Dentre os materiais aloplasticos mais usados na atualidade
encontram-se as biocerdmicas, principalmente a hidroxiapa-
tita e o beta-fosfato tricalcico (3-TCP). Esse Gltimo apresenta
uma biodegradacdo mais rapida do que a hidroxiapatita e
em algumas situagdes essa pode ser uma caracteristica mais
vantajosa como biomaterial, principalmente quando néo ha
necessidade de resisténcia mecénica. Além disso, o beta-
-fosfato tricalcico tem sido muito usado como carreador ou
arcabouco em engenharia tecidual.

Recentemente, um material cerdmico bifdsico composto
por sulfato de célcio e beta-fosfato tricélcico com carga de
superficie negativa, denominada controle de potencial zeta,
foi lancado no mercado internacional com a proposta de tor-
nar o beta-fosfato triclcico um substituto ésseo indutivo
e assim favorecer a regeneracdo Gssea.! De acordo com o
fabricante,? essa ceramica é totalmente sintética e tem o que

denominaram de porosidade inteligente, o que facilitaria o
crescimento celular e a distribuicdo de nutrientes da matriz
extracelular internamente nas macroporosidades desse com-
posto. Uma capacidade intensa de regeneracdo Ossea em
defeitos vertebrais em ovelhas foi demostrada por alguns
autores.!

O potencial osteogénico desse composto, entretanto, tem
sido questionado. Alguns autores se mostraram apreensi-
vos quanto & seguranca biolégica desse produto.® Outros
pesquisadores” suspenderam prematuramente ensaios clini-
cos devido ao aparecimento de efeitos adversos inesperados,
como inflamacdo asséptica e atraso na reparacgdo. A literatura
é escassa sobre a andlise do comportamento biolégico desse
novo biomaterial no reparo 6sseo em estudos in vivo.

Nesse contexto, propusemos um estudo in vivo para ana-
lisar, do ponto de vista microtomografico e histolégico, se
esse composto biocerdmico pode induzir ou conduzir a
neoformacao éssea, em modelos de defeito critico em calvaria
de ratos.

Material e métodos
Procedimento experimental

O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) institucional sob o protocolo



348 REV BRAS ORTOP.2016;51(3):346-352

numero 006/2014 e de acordo com os principios éticos de
experimentacdo animal adotados pela Sociedade Brasileira de
Ciéncia de Animais de Laboratério (SBCAL).

Quarenta (40) ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus
albinus), machos, com peso entre 200g e 250¢g e idade apro-
ximada de 45 dias, foram operados sob anestesia geral feita
por injecdo por via intramuscular, na pata traseira direita de
cada animal, do anestésico cloridrato de cetamina (Dopalen®,
Vetbrands), na dose de 0,8 mg/kg, associado ao relaxante mus-
cular cloridrato de xilazina (Rompum®, Bayer) na dose de
0,3mg/kg. Todos os animais receberam profilaxia antibié-
tica pela inje¢do intramuscular de benzilpenicilina benzatina
(Roche®) na dose de 150.000 Ul/kg. Apés tricotomia, seguida de
antissepsia da pele com digluconato de clorexidina a 2%, foi
feito um acesso a calvéaria por meio de uma incisao retilinea
de 2 cm na pele da regido mediana do cranio, que se estendeu
da regido nasofrontal até a protuberéncia occipital. A pele, o
tecido subcutdneo, o musculo temporal e o periésteo foram
divulsionados lateralmente. Um defeito 6sseo foi confeccio-
nado na regido central da calvaria dos animais por meio de
uma broca trefina em aco de 8mm de didmetro (Sistemas de
Implantes Nacionais - SIN®), adaptada a um contra-angulo
em motor de implante (Driller® — Carapicuiba - Sdo Paulo) sob
baixa rotacdo e irrigagdo constante por soro fisiolégico a 0,9%.
Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos:
Grupo teste (n=20), que recebeu cimento composto de beta
fosfato tricalcico (B-TCP) e sulfato de célcio na proporcdo de
1:1 (geneX® - Biocomposites® - Staffordshire - Inglaterra) para
preenchimento do defeito critico na calvaria na quantidade de
25 mm? por defeito, e Grupo controle (n= 20), que permaneceu
com o defeito critico preenchido apenas por codgulo. A sintese
da pele foi feita com fio de seda 3-0 (Ethicon®). Durante todo o
periodo da pesquisa, os animais foram mantidos em gaiolas de
polipropileno, ventiladas, forradas com maravalha de madeira
esterilizada, com ciclo dia/noite de 12/12 horas, e alimentados
por meio de ragdo para roedores (Labina for Rodents, Purina®)
e dgua ad libitum.

Cinco animais de cada grupo sofreram eutandsia em
camara de CO; nos periodos de 7, 14, 21 e 42 dias pos-
-operatérios. Apés a eutanasia, os cranios foram dissecados e
fragmentos representativos da calvaria com aregido do defeito
foram fixados em formol tamponado a 10%.

Previamente ao processamento e a andlise histolégica, um
espécime de um rato do Grupo Teste e de um rato do Grupo
Controle em cada um dos periodos do estudo foram micro-
tomografados em um microtomaégrafo SkyScan 100 kvV-100 p.A
no Departamento de Fisiologia Animal do Instituto de Biologia
da Universidade de Sdo Paulo. As amostras foram posicio-
nadas e fixadas a sela do aparelho, que foi ajustado para
uma resolucdo de 2.000 x 2.000 pixels e cortes com 16 pm de
espessura. O tempo de aquisicdo das imagens foi de apro-
ximadamente duas horas por amostra. As imagens foram
analisadas e reconstituidas em duas e trés dimensdes, por
meio do sofware InVesalius (Divisao de Tecnologias Tridimen-
sionais do Centro de Tecnologia da Informacao de Campinas
- Sdo Paulo). O volume do biomaterial foi quantificado em
milimetros cibicos (mm?3). Nas imagens bidimensionais as
distancias axial e sagital do defeito 6sseo e a distancia tridi-
mensional axial foram mensuradas em milimetros (mm).

Para o processamento histolégico, os espécimes (n=5) de
cada grupo e periodo de observagdo pré-operatério foram
imersos em solugao de EDTA 10% (pH 7,4) durante seis sema-
nas para descalcificacdo do tecido ésseo. A regido do defeito
foi seccionada ao meio, exatamente no plano sagital medi-
ano da calvaria do rato, o que resultou em duas partes da
ferida: o lado esquerdo e o direito (L1 e L2). Cada lado do
defeito foi incluido em parafina e, posteriormente, quatro cor-
tes parassagitais com 4,5 cm de espessura foram obtidos e
corados por tricrémio de Masson. Os cortes histolégicos foram
avaliados em um microscépio de luz convencional (Olimpus®
CH2, Olimpus Optical Co. Ltd, Japan) de forma cega por um
patologista experiente. Os aspectos histomorfolégicos consi-
deraram a presenca das seguintes caracteristicas do reparo:
edema, infiltrado inflamatdrio, tecido de granulagdo, hemor-
ragia/codgulo, neoformacéo éssea, reagao de corpo estranho e
presenca de material exégeno. Os pardmetros foram pondera-
dos por meio de uma escala arbitraria pelos seguintes escores:
0=ausente; 1 =discreto; 2 = discreto a moderado; 3=moderado
a intenso e 4 =intenso.

A andlise histomorfométrica foi usada para quantificar a
area de tecido 6sseo neoformado em cortes selecionados alea-
toriamente em ambas as metades (direita e esquerda) em trés
regides da ferida, a regido anterior (préxima ao osso nasal),
a regido central e a regido posterior (préxima ao osso occipi-
tal). Foram obtidas imagens histolégicas de cada regido em
aumento original de 40x por meio de uma cémera tipo CCD
(Sony®) acoplada a um microscépio (Jeol®) e a uma placa de
digitalizagdo de imagens (Captivator®). Em seguida, essasima-
gens foram transferidas para um programa de morfometria
digital (Image]J, NIH - National Institute of Health). A formacao
das trabéculas 6sseas neoformadas foi identificada e delimi-
tada com a ferramenta hand free do software. As mensurag¢oes
foram executadas em quatro cortes histolégicos semisseria-
dos de cada lamina. O total da area de neoformacdo 6ssea
total foi obtido em cada campo e somado ao valor obtido
do lado oposto da ferida. No fim, a média foi calculada para
a area total de tecido 6sseo neoformado para cada grupo e
periodo.

A fim de identificar células osteoclasticas, dois cortes
randomizados de cada lado da ferida de dois animais de
cada grupo foram escolhidos aleatoriamente e submetidos
a coloracdo histoquimica para demonstrar fosfatase acido
tartaro-resistente (TRAP). Os cortes histoldgicos foram incuba-
dos por trés horas em temperatura ambiente, em solucdo com
tartarato de sédio, &cido tartérico e sal disédico (Sigma™).
Apbs a incubacgdo, os cortes foram lavados em agua cor-
rente, deixados para secagem ao ar a 25°C e contra corados
por fast green a 1% (Fisher Scientific Co.) por aproximada-
mente um minuto. Como controle positivo dessa reacao
histoquimica foi usado um corte de fémur de rato (mate-
rial parafinado de estoque) que apresentava reparo de ferida
6ssea. Apos a coloracio, as laminas foram mantidas em campo
escuro para posteriormente ser observadas em microscopia de
luz.

Os dados histolégicos foram analisados por estatistica infe-
rencial ndo paramétrica pelo teste de Mann-Whitney com o
software Biostat 5.0 e adotou-se um nivel de significdncia de
5%.
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Tabela 1 - Volume de material remanescente e mensuragées bidimensionais, tridimensionais microtomograficas

dos defeitos 6sseo de acordo com os periodos de observagio pés-operatdria nos grupos Teste e Controle

Periodo Grupo n Volume do biomaterial (mm?) Distancias bidimensionais Distancia axial tridimensional
axial sagital (mm)
7 dias Controle 1 8,97 8,95 8,96
Teste 1 25,11 8,32 8,16 9,39
14 dias Controle 1 9,46 9,41 9,50
Teste 1 10,96 7,72 10,81 7,34
21 dias Controle 1 8,41 8,58 8,15
Teste 1 7,00 7,77 9,55 9,51
42 dias Controle 1 8,75 8,56 9,06
Teste 1 11,64 9,88 11,51 11,10

Resultados Discussao

Osresultados da andlise das imagens microtomogréficas estio
expressos na tabela 1 e na figura 1. A intensidade em niveis de
cinza do biomaterial era préxima a do osso, porém o bioma-
terial apresentava granularidade, o que permitiu diferencia-lo
do osso.

A andlise histolégica quanto a morfologia do reparo estd
expressana tabela 2 e os aspectos histolégicos principais estio
na figura 2. A figura 3 apresenta o resultado da coloragao para
TRAP (fosfatase acido tartaro-resistente) no grupo teste no
periodo de 42 dias do pés-operatério.

Os resultados da andlise histomorfométrica da area de
neoformacdo 6ssea estdo apresentados na figura 4.

A literatura descreve que os fosfatos de cdlcio e seus
derivados, dentre eles o beta-fosfato tricalcico, agem mais
diretamente sobre os osteoblastos e vém sendo bastante
estudados como substitutos 6sseos, ja ha mais de duas déca-
das, por promover neoformacdo éssea por osteoconducdo
e por apresentar boa biocompatibilidade.””’ Os seus efei-
tos como arcabouco inorgénico para regeneracdo do tecido
6sseo ja estdo bem documentados, inclusive em lesdes
odontolégicas;®!! apesar de achados ainda controversos, que
variam desde neoformacdo 4ssea superior a observada em
enxertos autégenos'? e a enxerto de 0sso bovino inorganico,?
até evidéncias robustas de osteogénese insuficiente.'»1°

Figura 1 - Vista coronal dos defeitos em calvaria reconstruida por MicroCT nos grupos controle e teste de acordo com os
periodos de observagao. Em (a) 7 dias, (b) 14 dias, (c) 21 dias e (d) 42 dias do p6s-operatério no Grupo Controle apresentam a
imagem do defeito sem neoformacio éssea. Em (e) 7 dias, (f) 14 dias, (g) 14 dias e (h) 42 dias do pés-operatério no Grupo
Teste demarcadas em azul volume remanescente do cimento de BTCP.
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Tabela 2 - Valores das medianas [max-mim] das intensidades dos escores para as variaveis histolégicas do defeito 6sseo

Varigveis 7 dias 14 dias 21 Dias 42 Dias
Controle  Teste p Controle  Teste p Controle  Teste P Controle  Teste P

Edema 2 [2-1] 1[2-1] 0,22 2[2-1] 1[1-0] 0,075  1[1-0] 1[1-0] 1 0[2-0] 0[1-0] 0,916
Infiltrado inflamatério 1[2-1] 4[4-4] 0,004  1[3-1] 4[4-3] 0,008  1[1-0] 4[4-4] 0,003  1[1-0] 4[4-3] 0,006
Tecido de granulagao 3[4-3] 3[3-2] 0,212  2[3-1] 4[4-3] 0,011  1[1-1] 2[3-2] 0,004 1[2-1] 1[1-1] 0,317
Hemorragia/coagulo 3[3-1] 23-1 0,496  2[3-2] 1[4-0] 0,193  3[3-1] 0[4-0] 0,106  2[3-0] 1[3-0] 0,335
Neoformagao 6ssea 1[2-1] 1[1-1] 0,317  2[2-1] 2[3-1] 0,605  2[3-1] 2[2-1] 0,339  2[3-1] 1[2-1] 0,418
Reacio de corpo estranho  0[1-0] 4[4-4] 0,005  1[2-1] 4[4-4] 0,005  0[2-0] 4[4-3] 0,007  1[2-0] 4[4-3] 0,006
Material ex6geno 0[0-0] 4[4-3] 0,007  0[0-0] 4[4-4] 0,005  0[0-0] 2[3-2] 0,005  0[0-0] 3[4-2] 0,008

0, ausente; 1, discreto; 2, discreto a moderado; 3, moderado a intenso; 4, intenso.

P valores para teste de Kruskall-Wallis. Significativo quando p <0,05.
Teste de Mann-Whitney significativo quando p <0,05.

Obiomaterial usado neste estudo (GeneX®) é relativamente
novo e se trata de um composto cerdmico preparado com con-
trole de carga de superficie negativa. As investigacdes acerca
de sua eficicia tém se voltado mais frequentemente para o
reparo de defeitos da coluna vertebral ou de outros ossos
longos.’® Yang et al.! demostraram em um estudo in vivo que
essa ceramica promoveu formacédo éssea superior em defei-
tos vertebrais em oito semanas quando comparada com o uso
de um cimento polimérico (polimetilmetacrilato). Entretanto,
em suas conclusdes assumem que a ceramica de B-TCP ainda
precisa ser mais bem estudada.

Como a proposta do fabricante foi inserir um tratamento
de superficie nas particulas da cerdmica que possibilitasse a

osteoinducdo, um modelo de defeito dsseo critico forneceria
informagdes importantes se a neoformacédo dssea ocorresse
onde ela ndo seria esperada. Esse tipo de modelo é bastante
descrito na literatura e esta de certa forma consagrado para
esse tipo de ensaio in vivo.""?* Usamos o modelo de defeito
critico em calvaria de ratos pela facilidade de confecc¢do, repro-
dutibilidade e pelo fato de que em 8 mm de extensao o defeito
permitiria verificar a ocorréncia de osteocondugao ou inducdo
do material de forma padronizada e confidvel.
Contrariamente ao resultado favoravel descrito por pes-
quisadores alemdes,”> nossos resultados ndo mostraram
neoformacdo déssea apds insercdo desse composto cerdmico
em defeitos de preenchimento. O cimento com controle

Figura 2 - Cortes histolégicos representativos dos defeitos criticos de cada grupo nos periodos de 21 e 42 dias do
pos-operatdrio. Em (A) Grupo Controle - 21dias exibe-se deposi¢ido de matriz colagénica e osteoide adjacente a borda do
defeito (seta). Em (B) Grupo Teste - 21 dias exibem-se agrupamentos de material exégeno (seta longa) encapsuladas por
intensa deposigdo de tecido conjuntivo fibroso (seta curta). Em (C) Grupo Controle - 42 dias exibe-se deposi¢do 6ssea de
osso maduro e imaturo nas bordas do defeito (seta). Em (D) deposicdo intensa de tecido conjuntivo fibroso e agrupamentos
de material exégeno e ninhos de células gigantes adjacentes (seta) (Coloragdo por tricromio de Masson, aumento original

objetiva 2,5 X).
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Figura 3 - Expressdo positiva da fosfatase acida
tartarato-resistente (TRAP) das células gigantes
multinucleadas (setas largas) adjacentes aos agrupamentos
de material exégeno (setas finas) — Grupo Teste periodo

42 dias (Coloracdo por TRAP, aumento original objetiva 40x).

Area de neoformagao 6ssea
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Figura 4 - Anilise histomorfométrica para a drea (pm?2) de
neoformacao 6ssea quanto aos grupos e periodos. Médias
(+ desvio padrao).

de potencial zeta ndo estimulou a neoformacdo éssea nos
defeitos criticos confeccionados em calvaria de ratos nem
tampouco mostrou uma rapida reabsorcdo pelo volume de
material ex6geno observado nas imagens microtomograficas
em todos os periodos.

Recentemente Saadoun et al.® e Friesenbichler et al.* mos-
traram complicacdes importantes desse biomaterial sobre
os tecidos quando usados para o preenchimento de defei-
tos 6sseos em ensaios clinicos. Embora Laycock e Cooper®®
tenham atribuido que esses efeitos adversos descritos tenham
sido causado pelo uso ainda inadequado do biomaterial.

Obviamente, a presenca de um infiltrado inflamatdrio
significativamente maior no Grupo Teste estd diretamente
relacionada com a maior resposta a corpo estranho presente

quando comparado com o Grupo Controle. O fato de aresposta
do corpo estranho permanecer por todo o periodo do experi-
mento pode levar a formacdo de agrupamentos de material
que de forma encapsulada deverdo ser expulsos da regido da
ferida. Esse fato pode contribuir para a explicacdo da descricao
dos “cistos de tecido mole” feita por Friesenbichler et al.*

A relevancia clinica deste estudo deve ser ressaltada sob o
ponto de vista histopatoldgico, pois ainda néo existiam estu-
dos pré-clinicos experimentais padronizados que revelassem
o comportamento desse material sobre o reparo do tecido
6sseo saudavel.

Conforme os achados histomorfométricos, a proposta de
uma neoformacdo 6ssea mais significativa no Grupo Teste
também ndo foi comprovada. Os resultados mostram que
formagdo dssea foi mais intensa e significativamente maior
no Grupo Controle e negaram nossa hipétese de tentar com-
provar o potencial osteoindutivo prometido pelo fabricante.
Os resultados mostraram que a superioridade na formacao
6ssea no controle leva-nos a acreditar que esse compdsito
cerdmico impediu a pouca formacéo 6ssea que iria ocorrer no
defeito.

Nossos resultados estdo de acordo ainda com o de outros
autores,”’-?® segundo os quais a aplicacéo de outros tipos de
beta-fosfatos tricalcicos para reparo de perda 6ssea, em defei-
tos menores e estudos cruzados no mesmo animal, também
ndo influenciou a quantidade de neoformacao éssea.

Para nos certificarmos que poderia haver uma maior oste-
oclastogénese e maior reabsorcdo éssea, foi feita reacdo
histoquimica pela coloracdo de TRAP na regido da ferida.
Entretanto, foram as células gigantes da resposta corpo
estranho que mostraram positividade para esse marcador
bioquimico. Isso pode levar a hipétese de que o material no
tecido possa possivelmente ter induzido sinaliza¢des bioqui-
micas especificas. Assim, provavelmente as células gigantes
na tentativa de reabsorver material exégeno também possam
ter reabsorvido osso. Para que esse fato seja mais bem expli-
cado, estudos que mostrem a expressao de outros marcadores
especificos relacionadas ao reparo e a indugdo de formacéo de
tecido ésseo poderiam ser realizados.

No momento em que esta pesquisa foi planejada, espera-
vamos encontrar efeitos benéficos do GeneX® na regeneracéo
Ossea, sobretudo considerando que esse material apresen-
tava relatos favoraveis em aplicacdes clinicas. No fim, nossos
resultados sdo relevantes, porque ratificam que esse tipo de
ceramica deva ser repensado como substituto ésseo.

Conclusao

Nos limites deste estudo, o cimento ceramico bifasico com-
posto por sulfato de célcio e beta-fosfato tricalcico com
potencial zeta ndo induziu ou conduziu a neoformacio 6ssea
de defeitos désseos criticos de 8mm criados em calvaria de
ratos sob o ponto de vista microtomogréfico e histolégico.
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