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Resumo

As lesbes osteocartilagineas representam um dos maiores grupos de lesées a nivel mundial sendo por

artrose, trauma, cirurgia oncolégica ou infecéo articular.

O dano cartilagineo é responsavel pela morbilidade associada a estas lesdes e o potencial regenerativo
da cartilagem articular é insuficiente. Principalmente pela formacgéo de fibrocartiiagem e pela sua
incapacidade de restituir uma fungao articular normal, havendo progressao da lesao e recorrendo-se

muitas vezes a artroplastias totais ou parciais como tratamento definitivo.

Quanto maior a area da lesao, menor a indicagéo das terapéuticas autdlogas por iatrogenia no local da
colheita. Como alternativa eficaz, surgem os transplantes al6genos que apresentam cartilagem hialina

viavel e restituem a funcionalidade articular.

Esta cartilagem hialina tem de ser madura, com condrécitos viaveis, que mantenham a atividade

metabolica e a sua matriz extracelular para terem sucesso a médio/longo prazo.

Foram desenvolvidos e testados varios métodos que se diferenciam pelo protocolo de conservagéo dos
mesmos, no qual a temperatura, 0 meio e a duragédo da conservagao com contagem condrocitaria viavel

acima dos 70%, sdo pontos chave.

Ap6s uma avaliagcao critica da literatura disponivel conclui-se que Missouri Osteochondral Allograft
Preservation System (MOPS) apresenta resultados superiores quando comparado ao método padrao
utilizado pelos bancos de ossos a nivel mundial e a outros protocolos estudados neste trabalho.

Palavras-Chave: Aloenxertos Osteocartilagineos, Preservacdo de Aloenxertos, Reparagcao

Cartilaginea e Banco de Tecidos Osseos.



Abstract

Osteochondral lesions represent one of the largest groups of injuries worldwide due to arthrosis, trauma,

oncological surgery or joint infection.

Cartilage damage is responsible for the morbidity associated with these lesions and the regenerative
potential of articular cartilage is insufficient. Mainly because of the formation of fibrocartilage and its
inability to restore normal joint function, with the lesion progressing and often the necessity of a total or

partial arthroplasty as definitive treatment.

The larger the area of the lesion, the lower the indication for autologous therapies by iatrogeny at the
place of harvest. As an effective alternative, allogeneic transplants that preserve viable hyaline cartilage

can restore the joint function.

This hyaline cartilage must be mature, with viable chondrocytes, which can maintain metabolic activity

and its extracellular matrix to be successful in the medium/long term.

Several methods have been developed and tested which differences are based on the conservation
protocol, temperature, medium and the duration of conservation that can ensure counts above 70% of

viable chondrocytes.

After a critical evaluation of the available literature it can be concluded that Missouri Osteochondral
Allograft Preservation System (MOPS) has superior results when compared to the standard of care that

is used worldwide by tissue banks and other protocols studied in this work.

Keywords: Osteochondral Allografts, Preservation; Cartilage Repair, Tissue bank



Introducao

A cartilagem articular € um tecido Unico no organismo humano dotada de caracteristicas mecénicas
que se caracterizam por superficies com baixa friccdo, boa lubrificacdo, capacidade para absorver
impactos e tudo isto com uma resisténcia que pode durar toda a vida. A mesma é constituida por varias
zonas, organizadas em camadas horizontais, sendo denominadas, desde a superficie articular até ao
0sso subcondral de: zona superficial (10-20%); zona intermédia (40-60%) e zona profunda (30%). Estas
vao alterando a sua composi¢ao no que toca a proteoglicanos e agua, sendo que a maior quantidade
de agua e a menor de proteoglicanos se encontra na zona superficial e o inverso se observa na zona

profunda, ficando a zona intermédia com uma quantidade semelhante destes componentes.

A cartilagem articular é avascular, alinfativa e aneural, mas mantém a sua fungdo com um baixo nivel
metabdlico devido & difusdo de nutrientes através do liquido sinovial. E entdo de se esperar que

qualquer lesao ocorrida neste tecido, com caracteristicas Unicas, tenha elevado grau de morbilidade.

As lesdes osteocartilagineas representam um dos maiores grupos de lesdes a nivel mundial sendo
maioritariamente associadas ao envelhecimento e posterior artroses1516, mas também a lesdes

traumaticas, apds cirurgias de caracter oncoldgico e infecoes articulares.4:35:38

Todas estas etiologias tém em comum a disfungdo articular devido, maioritariamente, ao dano

cartilagineo, sendo este responsavel por dor e perda de mobilidade articular.4

Estd descrito na literatura que cerca de 60% das artroscopias realizadas revelam lesao
osteocartilaginea, onde 95% destas sdo consideradas pela Infernational Cartilage Repair Society
(ICRS) como sendo grau | (Fissuragédo e amolecimento superficial) ou grau Il (atinge menos de metade
da espessura da cartilagem) e os outros 5%, onde existe lesdo significativa, sdo classificados como
sendo grau lll (atinge mais de metade da espessura da cartilagem, mas sem atingir o 0sso sub-condral)

ou grau IV (exposicao do osso subcondral).4:34:36



Figura 1. Lesdes osteocartilagineas vistas por artroscopia. A esquerda lesdo grau | e & direita lesdo de grau IV. A

seta vermelha corresponde ao 0sso subcondral. Imagem cedida pelo Dr. Joao Pedro Oliveira

Este dano cartilagineo pode ser definido pela sua profundidade (superficial ou completo, isto &, se

atinge ou nao o osso subcondral) e pela sua extensdo em milimetros (mm).

O potencial regenerativo da cartilagem hialina nas superficies articulares &€ muito limitado, ndo sé
devido a fisiologia da propria cartilagem como ao local e as forgas a que estao envolvidas as superficies

articulares.4:34

Estas limitagbes estdo relacionadas com vérios fatores, entre os quais estd a incapacidade para
regenerar nova cartilagem hialina (colagénio tipo Il). No entanto, quando o osso subcondral é lesado
forma-se uma fibrocartilagem (maioritariamente constituida por colagénio tipo 1) que além de nédo ser
suficiente para cobrir toda a profundidade da lesdo € menos resistente as forcas a que a articulagéo
esta sujeita (torcdo e compressivas) tendo assim um tempo de vida mais curto sem nunca corrigir

eficazmente a lesao inicial.34

Tendo em conta estas limitagcdes e a necessidade de, principalmente em doentes jovens, reconstituir
uma articulagédo biologicamente funcionante, ou seja, sem recorrer a artroplastias totais ou parciais,

foram desenvolvidas algumas técnicas que visam esta reconstituicéo biolégica:

- Desbridamento, Abraséo, Microfraturas e Fatores de Crescimento apenas tém indicagdo para lesées
com pequeno diametro (<4cm2) e que nao atinjam o osso subcondral. O objetivo é estimular a formagéo
de novo tecido através de desbridamento ou abrasdo do osso subcondral, que formara canais
vasculares para a lesdo, facilitando o recrutamento de células estaminais mesenquimatosas
provenientes da medula 6ssea, assim como fibrina e plaquetas, formando entdo um coagulo que
ocupara a lesdo. Apesar de as células recrutadas serem multipotentes ndo se forma nova cartilagem
hialina mas sim fibrocartilagem que néo se integra na restante cartilagem nativa e fica entdo mais sujeita

a posterior degradagé@o e sem nunca restituir a fungéo previa a leséo.3



- Implantagcéo de condrécitos autbgenos tem indicagéo para lesdes Unicas de grau lll ou 1V, superiores
a 2-4cm? e assenta na utilizagéo de condrécitos autélogos que produzirdo uma cartilagem semelhante
a hialina. Colhe-se cartilagem articular de uma zona que nao suporte carga e posteriormente por meios
enzimaticos é removida a matriz extracelular, ficando apenas os condrocitos. Estes séo cultivados in
vitro por quatro a seis semanas até se obter um nimero suficiente de condr6citos que cubram a leséo.
Por artrotomia e recorrendo a técnicas de desbridamento, abrasao e microfraturas estimula-se 0 0sso
subcondral a sangrar para posteriormente aplicar os condrécitos no local da lesdo, sendo estes
cobertos por uma camada de peridsteo. Apesar de ser um tecido autbélogo e de se formar cartilagem
semelhante a hialina esta é inferior em termos biomecanicos e de duragcdo a médio-longo prazo
comparativamente com a cartilagem hialina normal. Esta associado a altas taxas de re-operagéo
quando usado o peridsteo, a um programa de reabilitacdo extenso e moroso e a alguma morbilidade

no local da extrac&o do enxerto.

- Transplante Autbélogo é uma técnica de reparagéo cartilaginea com o intuito de corrigir a leséo articular
com cartilagem hialina e em certos casos restituir a integridade do osso subcondral. Consiste em retirar-
se pequenos cilindros de zonas que nao suportem carga e transplanta-los para a zona lesada. Usando-
se varios cilindros consegue-se manter a curvatura da superficie articular mantendo-a o mais

congruente possivel com a outra superficie articular.

Além de ser teoricamente uma excelente opg¢do, ou até mesmo 0 gold standard, devido a
biocompatibilidade enxerto-dador, sendo verdadeiramente osteogénico, e por este estar facilmente
disponivel sem necessidade de técnicas de conservagao ou de rastreio microbiolégico, pode falhar se
a lesao for muito grande, ou seja, superior a 4cm? (articulacéo(bes) dadora(s) ficaria(m) com uma leséo
cartilaginea iatrogénica de grandes dimensbes, mesmo que o local de extracdo fosse fora da maior

superficie de contacto ou que se retirem varios cilindros osteocartilagineos de menores dimensdées).37

- Transplante Al6geno € constituido por enxertos que possuem uma parte de cartilagem hialina viavel
e uma parte de osso subcondral, restituindo assim a unidade funcional osteocartilaginea da articulagéo.
Estes enxertos séo colhidos de dadores de 6rgaos e tém também excelentes indicacbes sendo elas a
auséncia de dano de outra superficie articular do doente, possibilidade de enxertos desde pequenas a
grandes dimensdes e/ou multiplos.3” Sendo a cartilagem um tecido avascular, a possibilidade de
rejeicao do enxerto estara apenas relacionada com o osso subcondral, incluido no enxerto, que tem de
ser inferior a 1cm para evitar reagdes imunologicas. Mesmo esta porcao 6ssea estara constantemente
em remodelacédo até se tornar exclusivamente osso do doente, ou seja, sem imunogenicidade.38 A
excecao estara nos enxertos macicos (>10cm2), uma vez que ao serem transplantadas mais estruturas
como 0ss0, ligamentos e capsula articular, além da cartilagem e da pequena porgéo 6ssea, existira a
possibilidade de reacao imunoldgica.28:38 Qutra preocupacao assenta na transmissao de doencas virais
entre as quais o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), hepatite B, hepatite C e virus linfotropico das
células Tl e Il (HTLV).28:37



A questao essencial consiste em transplantar cartilagem hialina madura, com condrocitos viaveis, que
mantenham a sua atividade metabdlica e a sua matriz extracelular (constituida em grande parte por
colagénio), sendo este o principal fator, dependente do enxerto, preditor de sucesso a médio-longo

prazo.28

Tendo em conta a necessidade de garantir a esterilidade do enxerto € necessario realizar culturas
bacterianas e serologias virais que no minimo adiam a transplantagdo em pelo menos 14 dias. A
irradiacdo e a quarentena podem ser métodos uteis para diminuir a probabilidade de transmissdo de
doencas, mas sob pena de aumentarem a destruicdo condrocitaria, seja por dano direto na irradiagao

ou por aumento do tempo desde a colheita até a implantagéo na quarentena.

Este tempo é deletério para a viabilidade condrocitaria, ou seja, quanto maior o tempo decorrido menor
€ a contagem de condrécitos metabolicamente ativos. Métodos de conservagéo dos enxertos foram
entdo desenvolvidos na tentativa de manter a viabilidade condrocitaria o mais alta possivel (minimo de
70% para ter eficacia a médio-longo prazo).28 Estes métodos vao variar no que toca a solugao/meios
de conservagédo, ao processamento (quanto maior for o tamanho do enxerto menor sera a penetragédo

dos meios de conservagao) e a temperatura a que séo preservados.

Existem entdo duas modalidades de aloenxertos: os Frescos, que podem ser conservados a
37°C/temperatura ambiente (25°C) ou refrigerados a 4°C e os Congelados/Criopreservados que podem

ser conservados a -80°C (arcas de ultra congelagéo) ou -196°C (vapor de azoto liquido).

- Frescos, sdo assim denominados, todos o0s enxertos que ndo passam por processos de congelamento
ou criopreservagao, sendo que ha autores que defendem temperaturas de conservacao diferentes.
Existem enxertos frescos que sao conservados sempre a uma temperatura ambiente superior a 15°C
(média 25°C) ou mesmo a temperatura fisiolégica (37°C). Ha referencia a utilizagdo de meios de
conservagdo como Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM) ou um método patenteado
denominado de Missouri Osteochondral Allograft Preservation System (MOPS). Ja os enxertos frescos
refrigerados sé@o conservados a temperaturas médias de 4°C e onde podem ser utilizados meios de
conservagdao como: Lactato de Ringer, solugdes com soro fetal bovino (SFB), solu¢gdes sem SFB
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) e/ou NCTC-135 medium), IMDM, Dimetilsulféxido
(DMSO), Albumina 10%. Atualmente, os enxertos frescos congelados s&o ainda o método mais

utilizado pelos bancos de tecidos 6sseos.

- Congelados/Criopreservados, enxertos que sdo congelados com temperaturas entre -70°C e -80°C,
em arcas de ultra congelacao, ou a -196°C em vapor de azoto liquido, onde sao utilizados agentes
crioprotetores como glicerol, DMSO, Arbutina. H4 também referéncia a um método patenteado:
cryopreserved viable osteochondral allograft (CVOCA). Devido a congelagdo/criopreservagao suprimir
as reacdes quimicas e fendmenos de desintegracéo cadavérica é possivel que estes aloenxertos sejam

conservados por largos periodos de tempo, tendo sido estabelecido internacionalmente que os

10



enxertos conservados a -80°C tém uma validade de 5 anos. Sabe-se que a criopreservagao a -196°C
com o vapor de azoto liquido é teoricamente um método de conservacao ad aeternum, mas também
existe o consenso que tanto a demanda, ou seja, 0 numero de doentes que beneficiariam destes
enxertos, como o0s custos sdo pontos contra a conservagdo em vapor de azoto liquido, e esta quando

feita ndo ultrapassa o tempo estabelecido para os congelados de 5 anos.

- Irradiados, é uma técnica que pode ser utilizada em exclusivo ou como complementar em qualquer
um dos tipos anteriormente referidos, mas tem melhores indicacdes para enxertos frescos maci¢os
visto a sua utilidade ser eliminar ADN viral e com isso diminuir a probabilidade de transmissédo de

doencgas.*3

O objetivo desta revisao é realizar uma andlise critica da literatura relativamente aos métodos de
conservagao dos aloenxertos em ortopedia, comparando com os métodos utilizados no Centro
Hospitalar e Universitario de Coimbra. Como objetivo secundario, a criacdo de uma proposta de novos

métodos a implementar.
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Materiais e Métodos

Este artigo de reviséo foi realizado com base numa pesquisa bibliografica online recorrendo as
seguintes bases de dados: PubMed e MEDLINE utilizado como palavras-chave: aloenxertos

osteocondrais, preservacao de aloenxertos, reparacao cartilaginea e banco de 0ssos.

A pesquisa foi limitada a artigos escritos em Portugués e Inglés, tendo sida limitada no tempo entre
janeiro de 2007 e janeiro de 2019, tendo-se encontrado 2771 artigos. Estes foram analisados de acordo

com critérios de inclusdo e exclusado previamente definidos, tendo restado 220 artigos.

ApOs a aplicacéao destes critérios foi lido o titulo, e dos titulos relevantes leu-se também e o respetivo

resumo. Sempre que o resumo se mostrou relevante foi lido e estudado o artigo na integra.

Além disso, foram ainda obtidos e utilizados artigos por referéncia cruzada cujo titulo e resumo se

mostrassem igualmente importantes.

No total, para a realizagéo deste trabalho, foi realizada uma andlise critica e detalhada de 45 artigos.

12



Discussao

Frescos

Missouri Osteochondral Allograft Preservation System (MOPS)

O protocolo denominado por MOPS, proveniente da Universidade de Missouri, Columbia, Missouri,
EUA, utiliza aloenxertos frescos que sdo obtidos através da Musculoskeletal Transplant Foundation
(MTF), sao colhidos de modo asséptico, no maximo até trés dias apbs a morte, e em apenas um joelho
dos dadores considerados aptos. Apds serem colhidos, os céndilos femorais séo divididos em dois, 0
que resulta em quatro por¢des. Cada uma destas porcbes é entao colocada em 500ml da solugdo

MOPS (meio de conservagao).

Durante o desenvolvimento do método foram testas varias temperaturas de conservagao e a extensao

maxima, em dias, de conservacgao do enxertos.

Na validagcdo do método para uso nos humanos, e apés validacdo do mesmo pela Food and Drug
Administration (FDA), EUA; foram testadas duas temperaturas (4°C e 25°C) e outra variavel foi a troca

diaria ou ndo do meio de conservacgéo.

Foram garantidas todas as condigbes de assepsia quer na colheita e quer na manipulacdo dos enxertos
em que era trocado o meio de conservagao. Tendo sido feitas colheitas do liquido de conservagéo e
de pequenas partes do enxerto para culturas de todos os grupos testados. Foi utilizado o protocolo
USP 71, que é o protocolo padrédo da Associacdao Americana de Bancos de Tecidos (AATB). Os

resultados foram negativos para crescimento bacteriano em todas as amostras.

A viabilidade condrocitaria foi averiguada utilizando trés partes distintas de cada enxerto, onde estas
foram coradas com fluoresceina (para detetar as células vivas/células com membrana celular capaz de
transportar a fluoresceina para interior da mesma), e com SYTOX Blue (um corante dos acidos
nucleicos, ou seja, para detetar a quantidade de células mortas/com membrana celular destruida).
Tendo sido depois observadas a microscopia de fluorescéncia onde foi avaliado o padrdo de
distribuicéo por toda a espessura do enxerto de células coradas com fluoresceina e quantificadas por
um software que dividia o numero de células coradas pela area do enxerto, chegando assim a um valor
de densidade de condrécitos viaveis. Posteriormente duas porg¢des de cada enxerto selecionado, foram
analisadas histologicamente para determinacé&o da composi¢cdo da matriz extracelular, sendo corados
com Hematoxilina-Eosina e Azul de Toluidina (cora os proteoglicanos e glicosaminoglicanos). Foram
classificados segundo a Osteoarthritis Research Society International (OARSI) histological scoring, que
avalia os enxertos tendo em conta a estrutura cartilaginea, a aparéncia condrocitaria, a distribuicao de
proteoglicanos, a distribuicdo de colagénio, as camadas de tecido cartilagineo e o osso subcondral. Os

resultados da viabilidade condrocitaria mostraram que, aos 28 dias de conservagdo, nos enxertos
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conservados a 4°C existiam areas de tecido morto, demostrado pela escassez de células coradas. Ja
quando conservadas a 25°C mantinham, desde a camada superficial a camada profunda condrécitos
viaveis. Aos 56 dias de conservacdo o padrdo de resultados manteve-se, sendo que 0s enxertos
conservados a 4°C perdiam cada vez mais condrécitos viaveis e a 25°C mantinham o nimero de
condrécitos viaveis por toda a espessura cartilaginea. Aos 70 dias de conservagdo os enxertos
conservados a 4°C tinham poucas ou nenhumas células condrocitarias viaveis, enquanto que os
enxertos conservados a 25°C tinham uma contagem de células viaveis superior mas com uma

aparéncia que ndo obtinha a qualidade necesséria para implantagéo.

4°C SEM 4°C COM 25°C SEM 25°C COM
MUDANCA DO MUDANCA DO MUDANCA DO MUDANCA DO
MEIO MEIO MEIO MEIO
APOS
COLHEITA

28° DIA
56° DIA
70° DIA

Figura 2. Viabilidade condrocitéria avaliada de forma subjetiva (ampliagdo 4 vezes), demonstrando que os
enxertos conservados a 25°C, excetuando o 70° dia do grupo com mudanga de meio, apresentam uma distribuicédo
condrocitaria homogénea por toda a espessura da cartilagem ao contrario dos grupos conservados a 4°C.
Adaptado de Aaron M. Stoker et al ®
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Ja relativamente a distribuicéo de proteoglicanos pesquisada com o Azul de Toluidina mostrou que nao

houve alteracdes estatisticamente significativas durante os 70 dias de conservagcdo em qualquer um

dos grupos.
4°C SEM 4°C COM 25°C SEM 25°C COM
MUDANCA DO MUDANCA DO MUDANCA DO MUDANCA DO
MEIO MEIO MEIO MEIO
APOS
COLHEITA

28° DIA
56° DIA
70° DIA

Figura 3. Avaliacao histolégica da cartilagem com Azul de Toluidina (ampliagéo 2 vezes), demonstrando através
das zonas coradas a roxo que a distribuicdo de proteoglicanos se manteve semelhante ao controlo em todos os

grupos, nao tendo sofrido alteragbes durante a conservacao até aos 70 dias. Adaptado de Aaron M. Stoker et al ®

Relativamente a densidade de condrécitos viaveis a média de todos os enxertos apds colheita era de
438,3 células viaveis/mm? (variando entre 344.7 e 489.1 células viaveis/smm?2) e onde néo existia

diferencga estatisticamente significativa.

Nos grupos em que a temperatura de conservacao foi de 4°C, a densidade de condrécitos viaveis era
significativamente inferior comparativamente ao dia 0: Sem mudanca do meio de conservagéo ao 28°
dia — 50,7%,; 56° dia — 25,8%; 70° dia— 15,4% e com mudanca do meio de conservagéo ao 28° dia —

52,4%; 56° dia — 25,3%; 70° dia— 8,8%. Quando a temperatura de conservacgao era de 25°C ndo houve
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diferenga estatisticamente significativa comparativamente ao dia 0: Sem mudanga do meio de
conservacdo ao 28° dia — 102,9%; 56° dia — 89,2%; 70° dia— 73,9%, e com mudanc¢a do meio de
conservagao so existiu diferenca estatisticamente significativa no dia 70, logo ao 28° dia — 95,4%; 56°
dia — 98,6%; 70° dia— 46,8%. Ficando entdo comprovado que os condrécitos preservados a 25°C sem
troca do meio de conservagao foram superiores em todos os momentos de avaliagdo aos conservados
a 4°C com ou sem troca do meio de conservagdo. Ficando também comprovado que quando
conservados a 25°C sem troca do meio de conservagdo eram superiores aos conservados a 25°C em
que se trocava o meio de conservagéo devido a diferenca estatisticamente significativa que existia no
dia 70, apesar de nos outros dias ndo haver diferenca estatisticamente significativa entre estes dois

grupos.

Percentagem de Condrocitos Viaveis
120

100 108
100
80
60
40
2 I I
15,4 3,8
) 154 K

4°C Sem mudancado 4°C Com mudanca do 25°C Sem mudanga do 25°C Com mudanca do
meio meio meio meio

o

mApos colheita =28°Dia =56° Dia m70° Dia

Grafico 1. Percentagem de condrécitos viaveis em comparagdo com o dia da colheita. A linha representa o valor
de 70% de condrocitos viaveis, o qual se considera necessario para 0 sucesso da implantacdo a médio-longo

prazo. Adaptado de Aaron M. Stoker et al ®

Foram realizados também testes biomecanicos em que partes dos enxertos eram comprimidas (80%
da espessura da cartilagem) e descomprimidas, onde as variaveis avaliadas eram o modulo agregado
a compressao (Ha) e a permeabilidade. Comparando os valores em cada um dos pontos de avaliagéo
com o dia 0, ndo houve diferenca estatisticamente significativa em qualquer um dos grupos, o que

comprova que néo ha alteragéo das propriedades biomecéanicas durante a conservagao.®
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Frescos Refrigerados

Standard of Care (SOC)

SOC ¢ a denominagéo dada ao protocolo mais utlizado atualmente, na sua maioria pelos bancos de
tecidos 6sseos nos EUA, ndo sendo um protocolo estanque e que pode variar em certos componentes

dos meios de conservacgéo. Estes enxertos sao refrigerados a 4°C.

Os enxertos sao colhidos em dadores de 6rgaos e sao processados em pequenas pecas, tendo em

conta a area de lesdo que necessita de correcéo.

Os enxertos sao colocados em solucdes de soro fisioldgico a 0,85% com antibiéticos como a penicilina

G e o sulfato de estreptomicina e antifingicos como a anfotericina B.

Posteriormente sdo imersos numa solugéo de conservagéo. Aqui é onde a variabilidade existe podendo
ser utilizado: o lactato de ringer, se o enxerto for usado dentro de 48h (mas onde nao é possivel fazer
as culturas microbiol6gicas e serolégicas, que demoram 14 dias); solugbes sem soro fetal bovino mas
com glicose, eletrélitos e aminoacidos (DMEM e/ou NCTC-135 medium); e solugdes com soro fetal
bovino com nutrientes e fatores de crescimento, que apesar de demonstrar vantagens como uma
percentagem superior de viabilidade condrocitaria (67% aos 28 dias comparada com 27,3% dos meios
sem soro fetal bovino) n&o é globalmente aceite por muitos devido ao aumento do potencial risco de

infecdes e a variabilidade do meio em si.

Sao garantidas todas as condicdes de assepsia quer na colheita e quer na manipulagéo dos enxertos

e séo realizadas culturas e serologias a quando da colheita dos mesmos.

Apbs estes resultados a implantagéo do enxerto deve ser feita 0 mais rapido possivel para minimizar a

morte celular. Os enxertos sdo em média implantados aos 24 dias (variando entre 15-43 dias).

A viabilidade condrocitaria média neste tipo de enxertos é 45% na zona superficial , 20% na zona
intermédia e 35% na zona profunda, quando comparadas com o enxerto no dia 0, que seria de 100%

em todas as zonas.45
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Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM)

IMDM & um meio de conservacao de tecidos, comercializado por varias empresas, utilizado com

melhores resultados para a aloenxertos conservados a 4°C, associado a albumina humana a 10%.

Enxertos com 0,6cm de didametro (0,28cm2) com pelo menos 2mm de profundidade foram colhidos,
segundo uma técnica de mosaicoplastia e divididos em grupos onde foram conservados a diferentes
temperaturas (37°C, 4°C, -70°C). Nos congelados (-70°C), que foram conservados durante um ano,
foram criados mais dois grupos, adicionando DMSO a 10% e no outro DMSO 10% + Glicose a 10%.

Todos os fragmentos receberam 40ml de meio de cultura que era trocado a cada 3 dias.

A andlise histologica foi feita com Hematoxilina-Eosina e Safranina O (para detetar a distribuicdo de
proteoglicanos) e concluiu-se que nao houve hipocelularidade nem alteragbes na zona superficial.
Concluiu-se também que nao houve alteragcdes da matriz extracelular em nenhuma das temperaturas

ou meios utilizados.

A analise da viabilidade celular foi realizada, separando a cartilagem do osso subcondral, sendo que
entdo alguns enxertos foram triturados e posteriormente incubados a 37°C por 18 horas, num meio
contendo 0,5% de colagenase. Ap6s a incubacao foram transferidos centrifugados a 4°C num meio
contendo 50ml de IMDM suplementado com 10% de soro fetal bovino. Para quantificar as células vivas
utilizou-se “LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity Kit for mammalian cells, Invitrogen—Brazi’, onde
inicialmente sao quantificadas as células vivas através de DAPI’s (4',6-diamidino-2-phenylindole, um
corante de ADN azul florescente) e as células mortas/danificadas através de brometo de etidio (que as
cora de vermelho). Os enxertos de controlo (logo ap6s colheita) apresentavam uma viabilidade celular
de 87% (95,6 — 78,4%). Os resultados médios a quando da conservacao a 4°C foram: ao 1° dia de
97,4% (100 — 92,4%); ao 3° dia de 94,7% (97,3 - 92,1%) e ao 14° dia de 92,9 (96,2 — 89,6%), Estes
foram superiores quando comprados a mesma conservagao a 37°C: ao 1° dia de 95,8% (98,6 — 93%);
ao 3° dia de 94,3% (98 - 90,6%) e ao 14° dia de 85,9 (98 — 74%). E a -70°C nas mesmas condi¢cbes
de conservagéo o resultado foi de 76,8% (84,4 — 69,2%); com a adicao de DMSO a 10% foi de 79,4%
(83,3 — 75,5%); e por fim com a adicdo de DMSO a 10% mais albumina humana a 10% foi de 72%
(79,4 - 64,6%).15
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Congelados

Protocolo de utilizacdo e preservacdo de aloenxertos osteocartilagineos nos Hospitais da

Universidade de Coimbra.

Nos Hospitais da Universidade de Coimbra é utilizado o método de congelagdo dos aloenxertos a
-80°C.

Os enxertos sao colhidos em dadores de 6rgaos que nao se tenham inscrito no Registo Nacional de
Nao Dadores, num cenario de colheita multiorganica, sendo recolhidos apés os outros 6rgaos

vascularizados.

Estes sdo processados em pequenas pecas, tendo em conta a area de lesdo que necessita de
correcdo, e sao colhidas amostras para as culturas e serologias. Sao depois imersos num banho de
antibiotico, durante 1 hora (Rifampicina 1200mg em 1000ml de soro fisiolégico ou Vancomicina 1000mg
em 500ml soro fisioldgico) sendo posteriormente imersos na solugdo de conservagdo com DMSO a

10% durante 10-15 minutos.

Os enxertos sé@o entdo congelados a -80°C em arcas de ultracongelacdo que sdo monitorizadas de
forma continua e em tempo real com sondas de temperatura ligadas a um computador com um software

de gestao das mesmas, com supervisado da enfermeira responsavel.

A aplicacao destes aloenxertos segue também um protocolo, onde é garantida a assepsia de bloco
operatorio e a enfermeira instrumentista sem tocar no enxerto ou em qualquer objeto coloca o enxerto
numa solucdo de soro fisiolégico a 37°C, procedendo a lavagem mecénica do mesmo com Soro
fisiolégico a mesma temperatura. O enxerto é entédo talhado ou fragmentado tendo em conta a forma
da lesao do doente e novamente sujeito a uma lavagem mecénica com soro fisiolégico. Posteriormente
€ colocado numa solugdo de antibiético (Rifampicina 1200mg/1000ml de soro fisioldégico ou de
Vancomicina 1000mg/500ml de soro fisiologico), durante 1 hora. Apbs este tempo sdo colhidas
amostras tanto do enxerto como do local de implantagdo do mesmo para controlo microbiol6gico.

Decorridos todos estes passos o enxerto esta pronto para ser implantado no doente.
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Figura 4. A esquerda colheita de aloenxerto tendo em conta a les&o do recetor, sendo garantida a orientagéo do

mesmo pela marca a azul. A direita local de implantagdo, com marcag&o da regiéo anterior do condilo femoral para

garantir o maximo de congruéncia entre o aloenxerto e o recetor. Imagem cedida pelo Dr. Jodo Pedro Oliveira
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Cryopreserved Viable Osteochondral Allograft (CVOCA)

E um método que conjuga a utilizacdo de enxertos congelados flexiveis com abrasdo do osso

subcondral.

Sao utilizados enxertos de cartilagem hialina dos co6ndilos femorais, com um minimo de 0sso
subcondral onde séao realizados varios furos/poros, que para além de os tornar flexiveis, possibilitando
assim a sua implantagéo por artroscopia, melhora a penetracdo dos meios de conservagao e cria um
microambiente onde é possivel a migracao e replicacdo das células estaminais mesenquimatosas
libertadas pela abrasao/microfraturas do osso subcondral. A presenca de cartilagem hialina no enxerto
favorecera a diferenciacéo das células mesenquimatosas em nova cartilagem hialina, que preenchera
os furos do enxerto e ajudara na integracdo do mesmo. Sao posteriormente colocados em solugdes

com DMSO e conservados até dois anos a -80°C.

ABRASAO/MICROFRATURA +
CVOCA

ABRASAO/MICROFRATURA

3 MESES

12 MESES

Figura 5. Comparacéo in vivo de abrasao/microfratura com ou sem CVOCA ao 3° més e ao 12° més. Adaptado

de Sandra Geraghty et al 14
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No desenvolvimento destes enxertos foram testados dois didametros de furos (0,6mm e 0,9mm) e trés
densidades de distribuicdo dos mesmos (12; 25 e 50 furos/cm?). Os que obtiveram um melhor resultado
de flexibilidade foram os de 0,9mm de didametro com uma densidade de 50 furos/cm2, e os que
obtiveram o pior resultado em termos de flexibilidade foram os de 0,6mm de didmetro com uma
densidade de 12 furos/cm2. Para aplicabilidade dos CVOCA foi selecionado um enxerto com 20mm de

diametro, de flexibilidade intermédia com furos de 1Tmm de diametro e densidade de 36 furos/cm?2.

Figura 6. Aspeto do CVOCA, com 20mm de diametro, visto de topo, por baixo e dobrado (sendo possivel ver a
espessura), respetivamente. A parte 6ssea do enxerto € marcada com um entalhe (demarcado pela caixa preta).

Adaptado de Sandra Geraghty et al 14

A andlise histologica foi feita com Hematoxilina-Eosina, Safranina O e anticorpos contra colagénio tipo
1 e tipo 2 (sendo o controlo cartilagem hialina humana normal que foi positiva para colagénio tipo 2).
Os resultados com Hematoxilina-Eosina mostraram que os CVOCA mantinham cartilagem hialina
normal, mantendo todas as zonas da cartilagem e a minima camada de osso subcondral. A matriz
extracelular foi preservada, tendo sido demostrado pela grande intensidade de coloragéo vermelha com
Safranina O. Foram também positivos maioritariamente para colagénio tipo 2 havendo uma quantidade

minima de colagénio tipo 1 associada a presenca de osso subcondral.

Os CVOCA sao aloenxertos com tamanhos predefinidos e formas que podem ser circulares ou
retangulares, mas em les6es que excedam o tamanho de um Unico enxerto podem ser utilizados varios

enxertos justapostos.
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HEMATOXILINA-
EOSINA

SAFRANINA O COLAGENIOTIPOIlT COLAGENIO TIPO |

Figura 7. Os CVOCA mantém a estrutura cartilaginea (demostrando todas as zonas) e a respetiva matriz
extracelular. Constituido quase exclusivamente por cartilagem hialina, marcada pelo colagénio tipo I,
apresentando apenas fibrocartilagem na zona do osso subcondral. A seta preta representa a transicdo entre a

cartilagem e a fina camada de osso subcondral. Adaptado de Sandra Geraghty et al 14

A analise da viabilidade celular foi testada através de um teste com um corante (Molecular Probes, Inc,
Eugene, OR, USA) que diferencia células vivas (verde) e células mortas (vermelho). Foram realizadas
colheitas em todas as zonas da cartilagem de forma aleatéria, sendo depois feita uma média. Os

resultados foram de uma viabilidade celular de 70,5% (54,5-88,5%).14:33
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Figura 8. Viabilidade condrocitaria, representativa da zona superficial, avaliada em enxertos de quatro dadores

diferentes. Demostrando alta viabilidade celular na zona considerada de maior importancia para o sucesso da

implantacéo a longo prazo. Adaptado de Sandra Geraghty et al 14

Figura 9. Fotografias intraoperatérias demonstrando o processamento do enxerto (a esquerda) e a sua aplicagéo

(meio e a direita). Adaptado de C. Thomas Vangsness Jr.et al 33
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Métodos para otimizar a conservacao

Pré-tratamento com bifosfonatos

Pré-tratamento com bifosfonatos € uma adaptagéo ao SOC, utilizando bifosfonatos em conjunto com o

meio de cultura e sendo conservados a 4°C.

Enxertos com 0,79cm2 e profundidade até ao osso subcondral foram conservados usando o meio de
conservagao SOC, com a adi¢do imediata de um bifosfonato em quatro de cinco grupos. Dos cinco
grupos criados, um serviu como controlo (SOC), dois com etidronato sendo um com alta dose (0.1M) e
outro com baixa dose (0,01M) e nos ultimos dois grupos foi adicionado risedronato, um com alta (0,1M)
e outro com baixa dose (0,01M). Todos os grupos foram conservados a temperatura de 4°C, tendo sido

definidos os dias 16,35 ou 43 como os trés pontos de controlo.

A andlise histologica foi feita apés a colheita e nos trés pontos de controlo, sendo fixados em
formaldeido para avaliagcao histologica descalcificada da amostra, com Safranina O (para detetar a
distribuicdo de proteoglicanos) e TUNEL (Terminal deoxynucleotidy! transferase dUTP nick end
labeling) que deteta fragmentacdo do ADN em células em apoptose, servindo assim para determinar a
viabilidade condrocitaria. Estas analises foram classificadas segundo o sistema de classificacdo OARSI
modificado (Mankin classification sistem). Aos 16 dias e aos 35 dias o grupo que melhor corou com
Safranina O foi o risedronato em baixa dose, seguido pelo risedronato em alta dose. Aos 43 dias o
grupo risedronato em alta dose corou ligeiramente mais que o grupo risedronato em baixa dose e 0
controlo. A analise TUNEL aos 43 dias mostrou que a viabilidade condrocitaria era maior no grupo
risedronato baixa dose, mas sem diferenca estatisticamente significativa para os outros grupos. Os dois
grupos com etidronato nao coraram com Safarina O, revelando ma conservagao da matriz extracelular.
Ficou também demonstrado em todos os grupos que a zona superficial era a menos corada. Nos trés
pontos de controlo e segundo o sistema de classificagdo Makin, o grupo risedronato em baixa dose era

0 que apresentava cartilagem com menores alteragdes, logo um score baixo na classificacao.®
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Figura 10. Avaliac&o histolgica da cartilagem com Safranina O, sendo a intensidade com que corou proporcional
a quantidade de proteoglicanos. Adaptado de Drew D. Moore et al 1°
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Acido Hialurénico

Ha um método proposto pela University of Wisconsin (UW) que conjuga a utilizacdo de um meio de
conservagao em conjugag¢@o com &cido hialurénico, sendo conservados a temperatura de 4°C. Este

método ainda néo teve avaliagdo em humanos.

Os autores partem do pressuposto, por testes realizados pelos mesmos, que o meio UW é superior ao
SOC (apesar da viabilidade condrocitaria do SOC ser 34% e no controlo com meio de UW realizado

pelos autores a viabilidade condrocitaria ser de aproximadamente 21%).

Foram criados entdo quatro grupos, um de controlo s6 com meio de UW e trés com meio de UW
suplementados com &cido hialurénico a 0,1% a diferentes concentragbes (800kDa, 1900kDa,
6000kDa). Tendo sido conservados por 14 dias a 4°C.

A analise histolégica foi feita com Hematoxilina-Eosina e Safranina O e classificados tendo em conta o
sistema de Mankin’s histological-histochemical grading system, que classifica as amostras em
normalmente coradas, ligeira reducdo, redugdo moderada, redugdo grave ou ndo coradas. Os
resultados mostraram maior quantidade de condrécitos normais e menor quantidade de condrécitos
deteriorados nos grupos suplementados com &cido hialurénico. Sendo que o grupo que melhores

resultados apresentou foi o conservado no meio de UW com acido hialurénico a 800kDa.

A viabilidade celular foi averiguada através do ensaio water soluble tetrazolium (WST) apenas ao 14°
dia, ap06s se colocar o enxertos conservados numa solu¢do de 3ml DMEM contendo 10% de WST a
37°C durante 2 horas. Os resultados foram de ~21% para o grupo conservado s6 em meio de UW,
para os grupos suplementados com acido hialurdnico a 800, 1900 e 6000kDA os resultados foram
respetivamente de ~41%, ~37% e ~34%. (31)

Percentagem de Condrocitos Viaveis
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m Apos colheita = 14° Dia

Gréfico 2. Percentagem de condrocitos viaveis em enxertos preservados em apenas UW ou UW + Acido

Hialurénico em comparagéo com um enxerto fresco apds colheita. Adaptado de Takuya Yamada et al 31
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uw

UW+800KDA

UW+1900KDA

UW+6000KDA

Figura 11. Avaliacéo histologica da cartilagem ao 14° dia. Que demostra através da Hematoxilina-Eosina que os

grupos UW+800kDa e UW+6000kDa tém o maior nimero de condrécitos normais e através da Safranina O que

0s grupos suplementados com é&cido hialurénico preservaram melhor a distribuigéo de proteoglicanos que o grupo

conservado apenas com UW. Adaptado de Takuya Yamada et al 3!
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Arbutina

Arbutina € utilizada como um agente com propriedade crioprotetores, de forma isolada ou em

conjugacao com DMSO ou glicerol em aloenxertos congelados (-80°C).

Ambos os condilos tibiais foram colhidos em contexto de colheita multiorganica e tratados no maximo

24h ap6s a morte do dador.

Para a sua validacao, foi realizado um estudo por S.C.Rosa et al. em que foram criados 6 grupos: dois
exclusivamente com Arbutina, um com 50mM e outro com 100mM; outros dois com arbutina a 50mM
e adicionando 5% de agentes crioprotetores (2,5% de glicerol + 2,5% DMSO) ou 10% de agentes
crioprotetores (5% de glicerol + 5% DMSOQ); e por fim mais dois com arbutina a 100mM e adicionando
5% de agentes crioprotetores (2,5% de glicerol + 2,5% DMSO) ou 10% de agentes crioprotetores (5%
de glicerol + 5% DMSOQ). Os céndilos foram colocados a 37°C durante 30 minutos a 90 minutos numa
solucéo nutritiva sem soro fetal bovino (Ham F-12) e depois colocados no respetivo grupo. Apos esta
conservagao foram retirados dos meios nutritivos e conservados a -20°C durante 24 horas e
posteriormente congelados a -80°C durante 2 a 3 meses. O descongelamento foi realizado colocando
0s mesmos numa solugdo de Ham F-12 a 37°C durante 1 hora. Apés o descongelamento foram

processados em enxertos de menores dimensoes.

A viabilidade condrocitaria foi avaliada antes e ap6s o processo de congelagéao, utilizando dois métodos:
ensaio MTT (método quantitativo que avalia a viabilidade celular através da redugéo do sal do MTT
pelas mitocéndrias das células vivas) e um método utilizando corantes florescentes Cal and Propidium
lodide (P1). Sendo que o Cal imite uma cor verde se for hidrolisado pelas esterases celulares mostrando
assim células com membrana celular viavel, logo vivas; e o PI cora de vermelho o nicleo celular das
células com membrana celular permeavel, logo inviaveis/mortas. Segundo os autores ndo houve
diferencgas estatisticamente significativas entre as duas concentra¢des de Arbutina e o melhor resultado
foi obtido foi de 34,2% (36,3 — 31,1%) no grupo preservado a 50mM durante 1 hora. Nos grupos onde
foram adicionados agentes crioprotetores os resultados foram ligeiramente piores que utilizando a

Arbutina isolada.
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Grafico 3. Percentagem de condrécitos viaveis em enxertos onde foi utilizada a Arbutina como agente crioprotetor,
em comparag@o com um enxerto fresco ap6s colheita e outro congelado sem agentes crioprotetores. Adaptado de
S. C. Rosa et al 35

Nos métodos utilizando os corantes, os resultados foram semelhantes mostrando que no controlo pos
descongelamento ndo eram detetadas quase nenhumas células vivas (Figura 11-A), e que ndo existia
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos que usavam Arbutina, sendo que o que
apresentou melhores resultados ainda assim foi no grupo preservado a 50mM durante 1 hora (Figura
11-B).35

Cal

Pl

Figura 12. Viabilidade condrocitaria, demonstrando a auséncia de células viaveis na auséncia de agentes de
criopreservagdo (A). Arbutina 50mM apresentando o melhor resultado (B). Arbutina 50mM + 5% de agentes
crioprotetores (C) e Arbutina 100mM + 10% de agentes crioprotetores (D), demonstrando nao existir vantagens

relativamente a Arbutina isolada. Adaptado de S. C. Rosa et al 35
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Resumo das principais diferencas entre os tipos de aloenxertos estudados

As principais diferencas entre os enxertos assentam sobretudo no tipo, na temperatura a que séo

conservados, no meio de conservagao e no tempo de conservacgéao, tudo isto com o objetivo de se obter

uma viabilidade condrocitaria igual ou superior a 70%, que € o principal fator preditor de sucesso clinico

a médio/longo prazo.

Para este efeito foi elaborada uma tabela que permite uma mais facil interpretacédo dos dados e uma

melhor comparagao entre os varios métodos analisados.

Tabela I: Resumo das principais diferencas entre os tipos de aloenxertos estudados

Tipo de | Temperatura | Meio de | Tempo de | Viabilidade Area do
enxerto Conservacao | conservagao | Condrocitaria enxerto
MOPS Fresco 25°C Solucao 28 dias 102,9% Yo
MOPS Condilo
56 dias 94,1% femoral
70 dias 73,9%
IMDM Fresco 37°C IMDM 1 dia 95,8% 0,28cm?2
3 dias 94,3%
14 dias 85,9%
SOC (sem Fresco 4°C DMEM e/ou | 24 dias 34% -
SFB) Refrigerado NCTC-135
medium)
SOC (com  Fresco 4°C SFB com | 28 dias 67% -
SFB) Refrigerado nutrientes e
fatores de
crescimento
IMDM Fresco 4°C IMDM 1 dia 97,4% 0,28cm?2
Refrigerado
3 dias 94,7%
14 dias 92,9%
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Bifosfonatos | Fresco 4°C DMEM e/ou | 16 dias Averiguada 0,79cm?2
Refrigerado NCTC-135 qualitativamente,
medium + | 35dias com o melhor
risedronato resultado ao 35°
(0,01M) 43 dias dia.
UW + acido | Fresco 4°C UW + é&acido 14 1% -
hialurénico Refrigerado hialurénico
800kDa
CHUC Congelado | -80°C DMSO (10%) | 5 anos 15% -
CVOCA Congelado  -80°C DMSO 2 anos 70,5% 3,14cm?2
Arbutina Congelado | -80°C Arbutina 2/3 meses 34,2% Condilos
(50mM) tibiais

Legenda: MOPS - Missouri Osteochondral Allograft Preservation System; IMDM - Iscove's Modified Dulbecco's
Medium; DAPI’s - 4’,6-diamidino-2-phenylindole; SOC — Standard of care; SFB — Soro Fetal Bovino; DMEM -
Dulbecco’s Modified Eagle Medium; TUNEL - Terminal deoxynucleotidyl! transferase dUTP nick end labeling; UW

- University of Wisconsin; WST - water soluble tetrazolium; CHUC — Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra;
DMSO - Dimetilsulfoxido; Cal e Pl - Cal and Propidium lodide.
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Conclusoes

Perante a analise feita é percetivel que tanto o método utilizado no CHUC como o SOC estédo
desatualizados e ndo atingem o valor necessario de viabilidade condrocitaria, ou seja 70%, para os

enxertos terem bons resultados clinicos a médio/longo prazo.

A esterilidade do enxerto e a ndo contaminacgéao do recetor sé@o de extrema importancia, e visto serem
necessarios no minimo 14 dias para se obter o resultado de culturas, os enxertos em que a viabilidade
condrocitéria diminua para valores inferiores a 70% ap0s estes 14 dias ndo devem ser considerados

como aceitaveis.

Sendo a area do enxerto preditora do sucesso de conservacdo do mesmo e garantindo a
homogeneizagao de processos num banco de 0ssos, quanto maior for a viabilidade condrocitaria em
enxertos de maior area, maior vai ser o numero de casos a que os mesmos podem responder. Assim

sendo os aloenxertos frescos demonstram ser superiores ao congelados.

Conclui-se entdo, com base nas variaveis e nos possiveis vieses analisados que o MOPS apresenta

os melhores resultados de todos os tipos estudados nesta reviséo.

Tendo em conta que o método utilizado no CHUC é atualmente inferior ao método padrdo usado
mundialmente (SOC) e a alguns métodos descritos neste trabalho, &€ de extrema importancia a sua
atualizagcdo pois permitira uma melhor qualidade de vida aos doentes sujeitos a esta técnica e
minimizara/adiara o ndmero de artroplastias totais realizadas. Estas poderdo até deixar de ser
necessarias se estes enxertos com uma viabilidade condrocitaria de aproximadamente 100%
restituirem a func@o previa a lesao, passando o doente a ter o mesmo risco que a popula¢do em geral

para desenvolver uma nova doencga que exija um tratamento com tanta morbilidade como a artroplastia.

De salientar que a principal limitagdo dos enxertos frescos € a criagao de um canal (dador — banco de
0ssos e tecidos — recetor) que permita a sua utilizagdo em tempo Util, sob risco da inutilizacdo de

recursos e bens econdémicos.

Realizando uma analise critica aos resultados deste trabalho, existem alguns dados que podem
enviesar os resultados obtidos e comparados. Sao eles primariamente 0 método de detecdo da
viabilidade condrocitaria, que apesar de todos os autores terem comparado os resultados das suas
amostras a um enxerto fresco com viabilidade condrocitaria de 100%, os métodos que aferiam a
quantidade de células vivas foi diferentes em todos os estudos. Outro é o tamanho do enxerto estudado,

onde mais uma vez existe uma grande discrepéancia entre estudos.
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