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Resposta tecidual ao implante de zirconia granulada em defeitos 0sseos na

calvéria de ratos.
Graciela Cristina Candido®, Luzmarina Hernandes?, Liogi Iwaki Filho®
RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar histologicamente a resposta tecidual ao
implante de zirconia (Zirkonzahn®) na forma de granulos em cavidades &sseas
realizadas em calvaria de ratos. Foi realizado um defeito 6sseo de 6 mm de didmetro e
1 mm de espessura total (bicortical) foi realizado na calvaria de 40 ratos Wistar
machos. Os defeitos foram preenchidos com granulos de zirconia de 300 a 850 um de
diametro, cuja porosidade foi observada em microscopia eletrénica de varredura (MEV).
Os animais foram mortos com 7, 14, 30 e 60 dias apés a cirurgia, e as amostras foram
coletadas para andlise microscopica. Os defeitos 6sseos foram processados para
inclusdo em parafina e corados com hematoxilina e eosina. A ocorréncia de
neoformacéo 0ssea e/ou encapsulamento dos granulos de zircénia foram fenémenos
evidentes. Nao foi notada presenca de resposta inflamatéria indesejada. O
preenchimento dos defeitos com a zirconia granulada possibilitou a manutencédo da
espessura da calvaria no local do defeito, ao longo de todo o periodo de observacgéao.
Concluiu-se que a zircbnia na forma granulada foi biocompativel, bioinerte e
osteocondutora no processo de reparo 0sseo em calvaria de ratos, podendo

representar uma boa op¢do como substituto ésseo na odontologia.

Palavras-chave: Zircénio, Transplante 6sseo, Osteogénese, Histopatologia.
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INTRODUCAO

Os avancgos alcancados na odontologia com os substitutos 6sseos tém oferecido
opcOes de tratamento aos pacientes mutilados, aumentando as possibilidades de
reconstrucao total ou parcial de ossos perdidos proporcionando o reestabelecimento de
funcao e estética.

Considerando as limitacbes da utilizacdo de enxertos autdbgenos nos
procedimentos de reconstrucdo Ossea (Burg et al., 2000; Gisep 2002; Murugan &
Ramakrishna, 2005; Ahlmann et al., 2002; Fleckenstein et al.,, 2006), uma grande
variedade de biomateriais que apresentem propriedades biologicas semelhantes aos
enxertos autégenos vem sendo estudados (Josset et al.,, 1999; Murugan &
Ramakrishna, 2005; Fleckenstein et al., 2006; Teixeira, 2009; Moreschi et al., 2010)

Como caracteristicas ideias de um substituto 6sseo temos que os biomateriais
ou produtos da sua degradacéo ndo devem ser responsaveis por reacdes inflamatorias
indesejaveis, nem provocar reacdes alérgicas, imunoldgicas, toxicas, ou cancerigenas
(Hisbergues et al., 2009). Devem apresentar propriedades fisicas e bioldgicas
compativeis com os tecidos vivos dos hospedeiros, de modo a estimular uma resposta
adequada (Kawachi et al., 2000).

Os biomateriais do tipo aloplastico sdo utilizados nas reconstru¢cées de defeitos
0sseos e aumento do rebordo alveolar reabsorvido (Fleckenstein et al., 2006) e agem
promovendo um arcabouco para a angiogénese e consequente neoformacdo éssea
(Teixeira, 2009). As bioceramicas compreendem um subtipo de biomaterial aloplastico
gue possui a capacidade osteocondutora, ou seja, atuam como arcaboucgo para a
neoformacdo 6ssea (Burg et al., 2000; Murugan & Ramakrishna, 2005; Zabeu &
Mercadante, 2008; Teixeira, 2009) e, portanto, podem ser utilizadas como substituto
0sseo (Zabeu & Mercadante, 2008). Possuem oOtima porosidade (poros maiores que
100 um) o que representa uma vantagem no desenvolvimento de rede microvascular,
uma condicdo relacionada a necessidade de suprimento sanglineo ao tecido
conjuntivo em crescimento (Kawachi et al., 2000).

A zircdnia (6xido de zircbnia estabilizada com itria) € uma bioceramica (Murugan
& Ramakrishna, 2005) empregada na confeccéo de préteses dentarias convencionais,
implantes endosseos e componentes protéticos (Kawachi et al., 2000; Murugan &
Ramakrishna, 2005; Denry & Kelly, 2008; Hisbergues et al., 2009). Entre os varios

tipos de zirconia, apenas trés sdo utilizadas na odontologia: a zirconia tetragonal



policristalina estabilizada com ltria (3Y-TZP); zirconia parcialmente estabilizada com
magneésio (Mg-PSZ); e zirconia temperada com aluminio (ZTA) (Denry & Kelly, 2008;
Al-Amleh et al., 2010), sendo a 3Y-TZP a mais utilizada (Al-Amleh et al., 2010).

Como peca Unica, a zircOnia € considerada um material biocompativel e
bioinerte que induz um fraco encapsulamento por tecido conjuntivo e o desprendimento
quase indetectavel de residuos (Murugan & Ramakrishna, 2005; Hisbergues et al.,
2009). Apresenta coloracdo marfim (clara e superficie opaca) (Hoffmann et al., 2008), o
gue é uma vantagem estética quando empregada no aspecto subgengival, tornando o
material apropriado para casos estéticos.

Considerando que alguns aspectos estruturais dos biomateriais, como tamanho
(Fleckenstein et al., 2006; Teixeira, 2009), porosidade (Burg et al., 2000; Fleckenstein
et al., 2006; Teixeira, 2009) e morfologia dos granulos (Josset et al.,1999; Hisbergues
et al., 2009; Teixeira, 2009) sdo importantes frente a resposta biologica dos substitutos
0sseos e, que de modo geral, o estudo da zirconia em tecido 0sseo se restringe a
utilizacdo de pecas Unicas (pilulas ou implantes) nos procedimentos de implante
(Hisbergues et al., 2009), a proposta deste trabalho foi avaliar a resposta tecidual
estimulada pela zircbnia, utilizada na forma granulada, como material de preenchimento
em defeitos 6sseos na calvaria de ratos, considerando a possibilidade de introducdo

desse biomaterial como substituto 6sseo na odontologia.

METODOLOGIA

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Animais da
Universidade Estadual de Maringa (Parecer n°® 079/2010).

Foi utilizada zircénia (6xido de zirconia) pré-sinterizada de estrutura policristalina
tetragonal parcialmente estabilizada com itria (6%) e enriquecida com aluminio. Para a
obtencado dos granulos, foram trituradas pecas de zircOnia Prettau (Zirkonzahn®), cuja
composi¢do apresenta-se descrita na tabela 1, com o auxilio de gral e pistilo de
ceramica, e posteriormente utilizadas tamizas para a padronizacdo do tamanho dos
granulos entre 300 a 850 um de diametro que foram esterilizados em autoclave

odontoldgica.
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TABELA 1. Tabela da constituichio da zircbnia estailizada com

www.zirkonzahn.com.

itria.

ZIRCONIA PRETTAU

ZrO2 Componente principal
Y,03 4-6%

Al,O3 <1%

SiO; Max. 0.02%
Fe>0O3 Max. 0.01%
Na,O Max. 0.04%
Densidade 6,0 g/lcm®
Resisténcia a flexao 1000 — 1200 Mpa
Dureza (HV10) 1250 HV10
Resisténcia a fissura ~15

Coeficiente de dilatac&o térmica ~10 10° K™

Para analise por meio da Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), uma
amostra dos granulos de zirconia, selecionados aleatoriamente, foram fixados em um
dos lados de uma fita dupla face. A outra face da fita foi fixada em um suporte metélico
para metalizacdo com ouro e observacao direta em MEV (Shimadzu, modelo SSX550).
As Imagens foram capturadas digitalmente utilizando o programa de captura do préprio
microscopio.

Para a realizacdo dos experimentos em animais, foram utilizados 40 ratos Wistar
(Rattus novergicus, variedade albinus), machos, adultos, com 90 dias de idade, com
peso corporal médio de 275g, provenientes do Biotério Central da Universidade
Estadual de Maring4. Os animais foram anestesiados por via intramuscular com uma
associacao de 1:1 de cloridrato de xilazina a 2% (Bayer S/A, Sédo Paulo, Sdo Paulo,
Brasil) (0,1ml/100g) e cloridrato de cetamina a 10% (Unido Quimica Farmacéutica
Nacional S/A, Embu-Guacu, Sdo Paulo, Brasil) (0,1mI/100g). Apos tricotomia da regido
da cabeca e anti-sepsia com solugcdo alcodlica de polivinilpirrolidona iodada foi
realizada uma incisdo coronal, com bisturi e lamina numero 15, da pele e tecido
subcutadneo dos animais para expor o peridosteo do cranio que foi divulsionado para o
acesso a calvaria subjacente (Figura 1A).

Na calvaria de cada animal foi produzido um defeito 6sseo com 6 mm de

diametro e 1 mm de profundidade (espessura total contendo as duas corticais do 0ss0)
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(Figura 1B), utilizando broca do tipo trefina NEODENT® montada em peca-reta
(Kavo®) acoplada a um motor elétrico cirargico (Branemarck System®) com rotacéo de
1500 rpm sob abundante irrigacéo de soro fisiologico estéril.

As cavidades foram preenchidas com aproximadamente 0,15 g de granulos de
zirconia, previamente pesada em balanca de alta precisdo, nos grupos teste (Figura
1C) ou foram preenchidas com coagulo do proprio animal nos grupos controle (Figura
1D).

O retalho foi reaproximado e suturado por planos com pontos continuos de
mononylon 4-0 (Ethicon® Johnson, USA) e a regido recebeu aplicacdo tépica da
solucéo alcodlica de polivinilpirrolidona iodada, como medida antisséptica local.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais em condigbes ambientais
apropriadas, ciclo claro/escuro de 12/12 horas, temperatura de 20°C, com ragao
especifica para roedores e agua ad libitum sendo observados no periodo inicial da
recuperacdo anestésica e diariamente quanto a ocorréncia de edema, eritema e
aumento de temperatura.

Os animais foram organizados em 8 grupos (4 testes e 4 controles) com 5
animais por grupo, sendo mortos 7, 14, 30 e 60 dias ap6s o procedimento cirirgico,
com uma sobredose de mistura 1:1 de Cloridrato de Cetamina a 10% e de Cloridrato
de Xilazina 2%. Os defeitos da calvaria foram retirados, fixados em paraformoldeido 4%
e descalcificados em solucéo de Morse (acido férmico 50% e citrato de sédio 20%), por
8 dias. ApOs descalcificagdo o material foi processado para inclusdo em parafina e
foram realizados cortes semi-seriados de 7 um que foram corados com hematoxilina e
eosina (HE). O estudo da morfologia dos defeitos foi realizado em microscépio Optico
convencional BX41 (Olympus®, Toquio, Japéo).

RESULTADOS

Avaliacéo clinica

N&o foram observadas alteracbes macroscopicas no sitio operado, tampouco
sinais caracteristicos de inflamacéo, como edema, aumento de temperatura ou eritema,

em nenhum dos periodos avaliados.
MEV dos granulos de zirconia
Nas imagens obtidas pela MEV, pbde-se observar a estrutura porosa dos

granulos de zircénia (Figura 2A). Em maior aumento, observou-se que 0s granulos
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maiores eram constituidos de unidades menores separadas por espacos com diametro

na ordem de nanémetros (Figura 2B).

Avaliacao histopatoldgica

Grupo controle: coagulo

O coagulo dos defeitos foi gradativamente sendo substituido por tecido
conjuntivo. Aos 7 dias observou-se um tecido conjuntivo frouxo, vascularizado, rico em
fibroblastos e poucos macrofagos (Figura 3A). Nos periodos subsequentes (14, 30 e 60
dias) observou-se um aumento gradual na formacao de tecido conjuntivo denso (Figura
3B). Nao foi constatada, em nenhum dos periodos estudados, a ocorréncia de infiltrado
inflamatério indesejado. Observou-se o crescimento 6sseo continuo a partir das

margens dos defeitos (Figura 3A).

Grupo teste: zirconia

Aos 7 dias, observou-se inicialmente a formagédo de tecido conjuntivo frouxo
(Figura 4A) com presenca importante de macréfagos ao redor dos granulos, contendo
particulas de zircénia fagocitadas em seu interior (Figura 4B). Neste periodo constatou-
se a presenca de um coto 6sseo originado a partir da margem do defeito, em ambos os
lados (Figura 4A).

Aos 14 dias, observou-se ao redor dos granulos a ocorréncia de tecido
conjuntivo mais organizado, com fibroblastos alinhados circunferencialmente ao redor
dos gréanulos (figura 4C) e também a presenca de 0osso neoformado, com osteoblastos
em intimo contato com os granulos de zirconia (Figura 4D). Nesse periodo houve um
aumento na ocorréncia de macréfagos isolados contendo zircénia fagocitada, em
comparacao com aquele observado aos 7 dias.

Aos 30 e 60 dias pbéde-se notar um aumento gradativo na quantidade de
granulos envolvidos por tecido 6sseo, bem como na quantidade de osso ao redor dos
granulos (Figura 4E e 4F). Nesses periodos, outros granulos apresentavam-se
envolvidos por uma fina capsula de tecido conjuntivo denso (Figura 4E).

Foi possivel observar a manutencdo da espessura que a zirconia (Figura 5A)
promoveu no defeito 6sseo, mantendo a espessura proposta no momento da cirurgia,

gquando comparado com o grupo controle (Figura 5B).
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DISCUSSAO

A zircbnia € uma das mais recentes introdu¢des da odontologia no campo das
ceramicas dentais (Al-Amleh et al., 2010) gracas as boas propriedades mecéanicas e
guimicas (Sollazzo et al, 2008). Normalmente é empregada na forma de pecas inteiras
para a realizacdo de implantes enddsseos. Sua utilizacdo na forma de granulos ou
particulas tem sido voltada a testes de biocompatibilidade em tecido subcutaneo
(Hisbergues et al., 2009) e néo ha referéncias de sua aplicacdo como substituto 0sseo.
Por este motivo, optou-se pela utilizacdo deste material na forma granulada para o
preenchimento de defeitos de calvaria.

Neste trabalho avaliamos morfologicamente, por meio da microscopia optica, a
resposta tecidual da zircbnia estabilizada com itria e enriquecida com aluminio em
defeitos na calvéaria de ratos. As observacées ao MEV permitiram conhecer a estrutura
dos granulos empregados neste estudo. Nossos resultados comprovaram que a
zirconia, mesmo na forma granulada, apresentou uma 6tima atividade osteocondutora e
auséncia de reacdo adversa. O modelo utilizado neste estudo é um defeito comumente
empregado em pesquisas com materiais com o objetivo de avaliar a resposta tecidual a
materiais de preenchimento 6sseo (Fleckestein et al., 2006; Moreschi et al., 2010).

Diversos autores realizaram testes de biocompatibilidade com diferentes formas
estruturais (TZP, PSZ ou revestimentos) e fisicas (pinos, barras ou particulas de
desgaste) de zircbnia, in vitro, em culturas de células (Josset et al., 1999; Lohmann et
al., 2002; Sterner et al, 2004; Hao et al., 2005; Bachle et al., 2007) ou in vivo, em
tecidos moles ou duros (Piconi & Maccauro, 1999; Scarano et al., 2003; Sennerby et
al., 2005; Sollazzo et al., 2008). Os resultados dos testes demonstraram a ocorréncia
de reacdo adversa fraca ou ausente, independentemente das diferencas entre os
materiais, forma das amostras, sitio de implantacdo ou método de avaliacédo
selecionado.

Neste estudo ndo foi observada a ocorréncia de resposta inflamatéria aguda
induzida por polimorfonucleares nem qualquer sinal de citotoxicidade, demonstrando a
natureza biocompativel dos granulos de zirconia da mesma forma que em
experimentos in vitro, em diferentes linhagens celulares de linfécitos, mondcitos ou
macrofagos de humanos ou murinos, a zirconia na forma granulada ou em pd nao
induziu alta citotoxicidade nem inflamacao (Hisbergues et al., 2009).

A biocompatibilidade dos materiais depende ndo somente das propriedades

fisicas e quimicas de sua superficie, mas também da resposta inicial das células
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avaliadas sobre a superficie do material. Essa resposta é de fundamental importancia e
contribui para a osseointegracdo. A ligacao inicial das células e a adesdo sobre a
superficie do material sdo seguidas por seu espalhamento e migracdo (Nebe et al.,
2001). A gualidade dessa primeira fase de interagdo entre célula e material ira
influenciar a capacidade celular de proliferacdo e diferenciacdo (Anselme, 2000). Por
outro lado, a atividade funcional das células em contato com o biomaterial é
determinada pelas caracteristicas de sua superficie, e neste aspecto a rugosidade
superficial tem um importante papel na osseointegracdo (Yamashita et al., 2009).

Por meio da microscopia eletrénica de varredura verificamos que os granulos de
zirconia, com tamanho entre 300 e 850 um de diametro, apresentaram superficie
irregular, constituidas por particulados agregados de tamanhos variaveis, separados
por espacos na ordem de nanbmetros. A caracteristica porosa desse material é
importante, pois permite uma ligacdo mais intima com as células.

Yamashita et al., (2009) demonstraram o efeito da rugosidade superficial na
ligacdo inicial de células osteoblastos-like de camundongos (MC3t3-E1) em zircbnia
estabilizada com itria (3Y-TZP). Demonstraram que a 3Y-TZP produziu boa ligacédo
celular e que um maior nimero de células se ligou a zircbnia preparada com superficie
rugosa, em comparacgao aquela com superficie lisa, e que a expressao de integrinas a5
e B1 por essas células foi maior na superficie rugosa.

De acordo com Fleckenstein et al., (2006) o tamanho do granulo e do poro sao
importantes caracteristicas de qualquer substituto 6sseo. Pequenos granulos ou um
poro grande podem ser preferidos por permitirem rapidas bioabsor¢cbes, maiores
superficies de é&rea e aumento da osteogénese, entretanto em granulos muito
pequenos nao haverad espaco suficiente entre as particulas para que ocorra a
angiogénese apropriada dentro do substituto 6sseo. O tamanho minimo de poro
necessario para permitir vascularizacdo adequada e formacdo Ossea é de 100um
(Hulbert & Young, 1970), e o tamanho 6timo de granulos para materiais aloplasticos
esta entre 300 e 500um. (Zaner & Yukna, 1984) As caracteristicas granulométricas dos
granulos de zircbnia produzidas neste trabalho tiveram como referéncia o enxerto
0sseo bovino inorganico particulado (Bio-oss), considerado um eficiente biomaterial
como substituto 6sseo (Gisep, 2002; Teixeira, 2009; Araujo & Lindhe, 2009; Moreschi et
al., 2010) que possui granulos de 250 a 1000 pum.

A partir dos 14 dias de observacéo constatamos a aposicédo de osso neoformado

ao redor de um nuamero consideravel de granulos de zircbnia, assim como Piconi &
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Maccauro (1999), Scarano et al., (2003), Sennerby et al.,, (2005) e Sollazzo et al.,
(2008) em estudos com implantes de zircOnia in vivo.

POde-se observar que a zircOnia apresentou excelente capacidade
osteocondutora e que o 0sso neoformado foi depositado diretamente sobre os
granulos, como ocorre no processo de osseointegracdo (Hoffmannn et al.,, 2008) .A
zirconia € um material bioinerte (Murugan & Ramakrishna, 2005; Hisbergues et al.,
2009), por essa razdo o desenvolvimento de fibrose ao redor dos granulos foi pouco
importante, permanecendo restrito a formacdo de uma fina capsula conjuntiva, rica em
fibroblastos, em todos os periodos estudados.

Foi demonstrado recentemente que em defeitos preenchidos com 0sso bovino
inorganico, um dos biomateriais mais comumente utilizados como enxerto 6sseo
(Araujo & Lindhe, 2009; Moreschi et al. 2010), a atividade osteocondutora somente foi
observada aos 60 dias (Moreschi et al., 2010). Além disso, a intensidade de fibrose
observada neste estudo foi menor, em comparacdo com 0 0sso bovino inorganico
(Moreschi et al, 2010), reforcando a importancia da zircbnia como um biomaterial.

Materiais bioinertes sdo tolerados pelo organismo com minima formacdo de
envoltorio fibroso, ndo induzindo resposta local do sistema imunoldgico (Rigo et al.,
1999). O desenvolvimento de fibrose extensa e espessa representa menor
tolerabilidade dos tecidos ao material e pode ser resultado de instabilidade mecanica
ou de rejeicao bioldgica. A formacdo de uma cépsula fibrosa na interface entre o
implante e o hospedeiro deveria ocorrer somente nas fases iniciais de sua aplicacao
(Barbanti et al., 2005).

Em todos os periodos de avaliagdo histoldgica, observou-se a presenca de
macréfagos isolados contendo pequenos granulos de zircbnia em seu interior,
sugerindo a ocorréncia de um lento processo de reabsorcdo do material desprendido
dos granulos.

A auséncia de alteracdo de cor na pele do animal, quando avaliados no
momento da morte, foi considerado um fator positivo uma vez que a zirconia pode ser
utilizada como um material de preenchimento 6sseo sem comprometer esteticamente o
tecido que recobre 0 0sso.

A lenta reabsorcéo dos granulos de zirconia e 0 0sso neoformado ao redor dos
granulos maiores, foi considerado, neste estudo, um ponto positivo na reconstrucao de
defeitos 0sseos, pois mantém a espessura proposta no momento da cirurgia quando

comparada com o controle (coadgulo) que perde espessura. A manutencdo da
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espessura deve ser levada em consideragdo uma vez que pode comprometer a
reabilitacdo funcional de pacientes, assim como na reabilitacdo estética. Esta
caracteristica de manutencdo da estrutura fisica que as biocerdmicas permitem é um
fator importante para manter a estrutura até que o local possa ser regenerado com
0ss0, adquirindo resisténcia (Zabeu & Marcadante, 2008).

Nos defeitos preenchidos com coagulo houve a reposicdo gradual por tecido
conjuntivo fibroso e/ou tecido ésseo, como observado por Moreschi et al, (2010)
entretanto houve a formac¢do de uma depressao 0ssea, de espessura reduzida, o que
pode comprometer a reabilitacdo funcional e estética futuramente.

Baseado nos resultados obtidos pela metodologia empregada neste trabalho,
concluimos que a zircbnia na forma granulada, utilizada como substituto 6sseo em
modelo de defeitos produzidos em calvaria de ratos, mostrou-se biocompativel,
bioinerte e osteocondutora, além de n&o provocar alteracbes de cor na pele
subjancente ao local de implantacdo deste material e possuir custo relativamente baixo
guando comparado com outros materiais de preenchimento, podendo representar uma

boa opcao como substituto 6sseo na odontologia.
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Figura 1. Procedimento cirirgico em calvaria de rato. (A) Incisdo na pele do

dorso do rato. (B) Defeito 6sseo circular 6 mm de diametro produzido na
calvaria. Defeito 6sseo preenchida com granulos de zircénia(C) ou por
coagulo (D) do préprio animal.
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Figura 2. Microscopia eletrbnica de varredura dos granulos de zircénia. (A)

Granulos de zirconia em menor aumento (50x). (B) Granulos de em aumento
de 20.000x. Observar a presenca de unidades menores, na ordem de

nandémetros, separados por espacos vazios.

Figura 3. Defeito na calvaria de rato preenchido com coagulo aos 7 dias (A) e 60 dias (B).

Aos 7 dias o coagulo apresenta-se entremeado por tecido conjuntivo frouxo (*)
ricamente vascularizado. A seta indica o coto 6sseo formado a partir da margem do
defeito. Aos 60 dias observou-se um grande desenvolvimento de tecido 6ésseo de forma
gue as margens do defeito apresentaram-se separadas por uma pequena gquantidade de

tecido conjuntivo denso (*). Corado com Hematoxilina e Eosina.
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apo6s o preenchimento com zirconia . (A) Aos 7 dias o reparo consiste de granulos

de zircbnia (*) envolvidos por tecido conjuntivo frouxo (seta fina) e coagulo. Pode
ser observado processo de osteogénse a partir do lado periosteal do osso (seta
grossa). Em B, detalhe da presenca de macrofagos fagocitando particulas de
zirconia (seta). Aos 14 dias nota-se o tecido conjuntivo (seta) circundando os
granulos individualmente (C) e a ocorréncia de osso neoformado ao redor dos
granulos (D). O detalhe mostra a aposi¢cdo do osso neoformado sobre os granulos.
Aos 30 (E) e 60 (F) dias, observar maior deposicdo de tecido 0sseo sobre o0s
granulos (E e F) bem como, uma capsula de tecido conjuntivo denso mais
organizada (seta) (E). Corado com Hematoxilina e Eosina.
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Figura 5. Defeito na calvéria de ratos com 60 dias. Nota-se a manutencdo da

espessura do 0sso antigo do animal na area do defeito preenchido por zirconia (A) e

a depressédo no osso neoformado no grupo controle (B). Corado com hematoxilina e
Eosina.
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