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Freitas RM. Comparacao entre enxerto 6sseo autdogeno e rhBMP-2 (INFUSE Bone
Graft®) na reconstrucdo de maxila atréfica anterior [tese de Doutorado]. Araraquara:

Faculdade de Odontologia da UNESP; 2013.

Resumo

O objetivo do estudo foi comparar o uso de rhBMP-2/ACS com o do enxerto 0sseo
autdgeno para aumento 6sse0 em espessura na regidao anterior de maxila. 24
pacientes foram selecionados e divididos de forma randomizada em 2 grupos: Grupo
1 — rhBMP-2/ACS ou Grupo 2 — enxerto 6sseo autdgeno intraoral particulado. Uma
malha de titanio foi utilizada para manutencéao do arcabouco dos enxertos. O ganho
0sseo clinico, a analise histolégica/histomorfométrica (bidpsia aos 6 meses),
tomografias (pré-operatoria, 3 e 6 meses) e PCR em tempo real (raspagem de 0sso
neoformado obtida aos 6 meses) foram os métodos de avaliacdo. Clinicamente, o
pos-operatorio foi estavel. O aumento 6sseo médio em espessura clinica foi 3,2+0,9
vs. 3,7+2,1mm (p=0,31) para o Grupo 1 e Grupo 2, respectivamente. O Grupo 1
apresentou aumento 6sseo tomografico significante aos 2mm da crista 0ssea
quando comparado ao Grupo 2 (1,5%+0,7 vs. 0,5£0,9mm; p=0,01). Na analise
histolégica, o Grupo 1 apresentou uma medula 6ssea significativamente rica em
células e vasos sanguineos (p=0,002) quando comparado ao Grupo 2, entretanto,
nenhuma diferenca estatistica foi encontrada para os outros parametros. PCR em
tempo real resultou em maior expressao génica de BMP2 e Runx2 (p=0,001 e

p=0,0021, respectivamente) no Grupo 1 e RANKL:OPG, BSP e OPN no Grupo 2



(p=0,01, p=0,005 e p=0,0009, respectivamente). Um total de 62 implantes foram
instalados aos 6 meses. Em conclusédo, o Grupo 1 apresentou um aumento 6sseo
clinico e tomografico comparavel ao Grupo 2, apresentando um resultado histologico
e de expressdo génica superior, sugerindo ser uma alternativa viavel ao enxerto

0sseo autégeno.

Palavra — chaves: regeneracao 0ssea, ensaio clinico controlado aleatério, aumento

do rebordo alveolar.



Freitas RM. The use of autogenous bone graft and rhBMP-2 (INFUSE Bone Graft®)
for alveolar ridge reconstruction of anterior atrophic maxilla [tese de Doutorado].

Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2013.

Abstract

The objective of this study was to compare bone augmentation in the anterior maxilla
following implantation of rhBMP2/ACS vs. autogenous bone graft. In this study, 24
patients were selected and equally randomized into 2 groups: Group 1 -
rhBMP2/ACS or Group 2 - intraoral particulated autogenous bone graft. A titanium
mesh was used for space provision in both Groups. Average clinical bone gain,
histological/histomorphometrical (core biopsy obtained at 6 month), CBCT
(preoperative, 3 and 6 months follow-up) and real time PCR (new bone scraped at 6
months) were used as evaluation methods. Clinical healing was generally uneventful.
Mean clinical ridge width increased 3.2+0.9 vs. 3.7+2.1 mm (p=0.31) for Group 1 and
Group 2, respectively. Group 1 yielded statistically significant CBCT bone gain only
at subcrestal level compared with Group 2 (1.5+0.7 vs. 0.5£0.9mm; p=0.01). In the
histological analysis, specimens from group 1 showed bone marrow significant richer
in cells and capillaries (p=0.002) than Group 2, however no difference was found in
other parameters. Real time PCR showed higher expression of genes BMP2 and
Runx2 in Group 1 (p=0,001 e p=0,0021, respectively) and RANKL:OPG, BSP and
OPN in Group 2 (p=0,01, p=0,005 and p=0,0009, respectively). A total of 62 implants
were installed after 6 months. In conclusion, Group 1 supported clinically and

tomographically relevant alveolar ridge augmentation of comparable magnitude to



Group 2, presenting more favorable histological and gene expression results,

suggesting an alternative for autogenous bone gratft.

Keywords: bone regeneration, controlled clinical trial, alveolar ridge augmentation
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1 Introducao

O uso de implantes osseointegraveis € uma opcéo previsivel nos
tratamentos de reabilitacdo oral. O sucesso desse tipo de tratamento depende da
disponibilidade 6ssea na regido a ser reabilitada e requer, idealmente, cerca de 2
mm de espessura 6ssea ao redor do implante?®. Em casos onde o processo de
remodelacdo Ossea apresenta-se em desequilibrio e ha reabsorcdo Ossea que
possa comprometer a previsibilidade no curto e longo prazos da reabilitacdo, o
enxerto 6sseo pode ser indicado como parte do tratamento reabilitador.

O procedimento de enxerto 0sseo pode ser realizado através de
diversas técnicas cirargicas e associacdes de biomateriais. Dentre as caracteristicas
desses biomateriais, a0 menos 3 sdo desejaveis: osteoinducdo, osteoconducao e

osteogénesel* 110

, sendo que todas elas estdo presentes no 0sso autdgeno, que é
considerado atualmente o “padrdo-ouro” entre 0s enxertos 0SSe0S nos
maxilares®*?32?’_ Outros biomateriais estéo disponiveis como alternativa, porém, em
sua maioria, eles apresentam somente propriedade osteocondutora, como é 0 caso
dos materiais aloplasticos e dos enxertos de tecido 6sseo homogeno e xendgeno,
entre outros®*. Um grupo de proteinas, denominado proteina morfogenética dssea
(BMP — bone morphogenetic protein) e classificado como fator de crescimento e
diferenciacao celular, vem sendo amplamente estudado® devido & sua propriedade
osteoindutora. Essas proteinas sdo capazes de estimular a quimiotaxia, mitose e
diferenciacdo celular de células mesenquimais indiferenciadas em células de
linhagem especifica, como as de origem osteoblastica'®**. Esse grupo de BMPs é

composto por mais de 20 subtipos de proteinas® sendo a BMP do subtipo 2 uma das

associadas ao desenvolvimento e crescimento 6sseo® e, por isso, amplamente
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estudada e atualmente aplicada clinicamente em reabilitacbes ortopédicas e
odontolégicas®*?°.

O recombinante humano da BMP-2 (rhBMP-2) apresenta, como
mencionado, propriedade osteoindutora. No entanto, devido a sua rapida
degradacdo®®, ha necessidade da associacdo com um carreador, um material com
capacidade biolégica de sustentar esta proteina. Esses carreadores sdo muito
importantes no desenvolvimento e na aplicacédo clinica das BMPs e, por isso, sao
amplamente estudados®>*. Para a aplicacdo clinica em humanos, a rhBMP-2 vem
sendo associada a uma esponja reabsorvivel de colageno bovino do tipo-I (ACS —
absorbable collagen sponge)® e esta combinacdo é comercializada sob o nome de
INFUSE Bone Graft® (rhBMP-2/ACS - INFUSE Bone Graft®, Medtronic, Memphis,
TN, EUA).

A combinacdo dos materiais que compdem o INFUSE Bone Graft®
apresentam uma forma fisica maleavel e passivel de ser comprimida pelos tecidos
adjacentes (tecido mole), bem como proteses provisorias associadas ao tratamento.
Por esse motivo, ha a necessidade de se adicionar um mantenedor de espaco?, cuja
finalidade é criar um arcabouco livre de compresséao, preenchido pela combinacéo
rhBMP-2/ACS, para favorecer a neoformacdo Ossea estimulada por este
material®*%’,

O uso da rhBMP-2 é sensivel a sua concentracdo, ou seja, a diluicdo
da proteina (mg) em agua estéril (mL) e a sua dosagem, que esta relacionada a
aplicacdo da proteina diluida na esponja de colageno bovino. Clinicamente, a
concentracdo de 1,5 mg/mL vem sendo utilizada em diferentes dosagens. Embora
0os estudos utilizados para a aprovacdao do rhBMP-2/ACS no Food and Drug

Administration (FDA, orgdao dos EUA responsavel pela regulamentacdo de
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medicamentos)**?3?

tenham sugerido o uso da concentracdo de 1,5 mg/mL, outros
estudos disponiveis na literatura relatam sucesso no aumento 0sseo alveolar
utilizando-se diferentes concentracdes e dosagens** %832 portanto, ndo ha uma
indicacdo precisa da quantidade de material a ser utilizado por tipo de tratamento,
ficando essa decisdo a arbitrariedade do cirurgiao.

A rhBMP-2/ACS na concentracdo de 1,5mg/mL foi inicialmente
aprovada em 2002 para a area médica no tratamento de doencas e traumas 0sseos
na coluna vertebral em humanos, e em 2004 como tratamento coadjuvante em
fraturas de tibia. Em marco de 2007, o produto foi aprovado para aumento 6sseo
alveolar em elevacdo da mucosa do seio maxilar e para o preenchimento de alvéolo
dentario apés extracdo®. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) aprovou a comercializagdo e uso clinico em humanos da rhBMP-2/ACS no
ano de 2008.

Relatos de casos clinicos foram publicados na literatura utilizando-se a
rhBMP-2/ACS para aumento 0sseo alveolar em defeitos ndo relacionados aos
aprovados pelos orgaos de regulamentacdo (FDA), sendo portanto considerados
como uso “off-label” do produto. Em sua maioria estes relatos de casos sao
tratamentos realizados em mandibula, apresentam diferentes tipos de defeitos
6sseos e resultados promissores’ 3¢,

Com o objetivo de se colaborar com o0 avanc¢o nas indicacdes clinicas
da rhBMP-2/ACS como alternativa ao enxerto 0sseo autdégeno na odontologia, foi
realizada uma revisdo da literatura, onde, como resultado, foi possivel perceber a
caréncia de estudos clinicos randomizados e controlados comparando ambos

materiais de enxertia 6ssea na indicacdo de aumento 6sseo alveolar em espessura.

Considerando esta caréncia de resultados, justificamos a necessidade de realizar
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um estudo randomizado, comparando a aplicacdo da rhBMP-2/ACS para aumento

de espessura 0ssea.
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2 Proposicéao

O objetivo deste estudo foi avaliar, em humanos, a formacédo éssea
através do uso de rhBMP-2/ACS (recombinante humano da Proteina Morfogenética
Ossea/Esponja Reabsorvivel de Colageno) na regido anterior de maxila atréfica

parcialmente edéntula em comparacdo ao uso de enxerto 6sseo autdgeno.
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3 Capitulos

A Revisdo da Literatura e os resultados desta tese sdo apresentados através de 2

artigos de revisao e 2 artigos inéditos, informados a seguir.

Capitulo 1: Freitas RM, Spin-Neto R, Marcantonio C, Marcantonio RAC, Pereira
LAVD, Marcantonio Jr E. O uso de rhBMP-2 para aumento ésseo maxilar: relato de

caso clinico. Rev Assoc Paul Cir Dent. 2012; 66:110-117.

Capitulo 2: Freitas RM, Spin-Neto R, Pereira LAVD, Marcantonio Jr E, Wikesjo
UME, Susin C. Alveolar Ridge and Maxillary Sinus Augmentation Using rhBMP-2:
Systematic Review. Artigo submetido a Clinical Implant Dentistry and Related

Research, 2013.

Capitulo 3: Freitas RM, Susin C, Spin-Neto R, Marcantonio C, Wikesjo UME,
Pereira LAVD, Marcantonio Jr E. Horizontal Ridge Augmentation of the Atrophic
Anterior Maxilla Using rhBMP-2/ACS or Autogenous Bone Graft: A Randomized

Clinical Trial. Artigo submetido a Journal of Clinical Periodontology, 2013.

Capitulo 4: Freitas RM, Susin C, Souza JAC, Marcantonio C, Wikesjo UME, Pereira
LAVD, Marcantonio Jr E. Horizontal ridge augmentation in the anterior maxilla
following rhBMP-2/ACS or Autogenous Bone Graft: histomorphometrical analysis and

gene expression profile. Sera submetido a Journal of Clinical Periodontology.
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4 Consideracdes Finais

Nos ultimos anos, o uso do recombinante humano da proteina
morfogenética 6ssea - 2 (rhBMP-2), vem sendo amplamente estudado por
representar um potencial regenerador 0sseo alternativo ao enxerto ésseo autégeno,
até entdo considerado como “padréo ouro” em uso odontolégico. Nesta tese foram
apresentadas 2 revisdes da literatura, a primeira envolvendo o relato de um caso
clinico®®, abordando de maneira mais abrangente o desenvolvimento e mecanismo
de acdo da rhBMP-2, bem como suas indicacoes, limitacbes e efeitos adversos,
sendo finalizada com o relato de um caso clinico. A segunda € uma revisao
sistematizada dos estudos clinicos em humanos utilizando rhBMP-2/ACS, cujo
critério de inclusdo envolveu a participacdo de ao menos 11 pacientes, procedimento
de enxertia 0ssea e instalacdo dos implantes osseointegraveis em 2 fases distintas,
além de metodologia demonstrando resultado estimativo da neoformacao 0ssea. O
resultado foi a inclusdo de 6 estudos (7 publicacdes), sendo, 4 estudos em elevacao

4,5,22,32

de seio maxilar e 2 estudos em aumento/preservacao de rebordo 6sseo pos

exodontia'®'?%: e dentre esses, apenas 4 foram classificados como sendo estudo

4,12,22,32

clinico randomizado , uma vez que 0s outros se tratavam de séries de casos.

Apenas 2 estudos**

, esses clinicos randomizados, tiveram um grupo controle
utilizando o enxerto 0sseo autégeno associado a biomaterial, o que evidencia a
caréncia de estudos clinicos randomizados e controlados envolvendo a rhBMP-

2/ACS e reitera a importancia deste estudo.

O objetivo desta tese foi avaliar, em humanos, a formacdo éssea
através do uso de rhBMP-2/ACS na regidao anterior de maxila atréfica parcialmente
edéntula em comparacdo ao uso de enxerto 6sseo autdégeno, utilizando como

metodologia a avaliacao clinica, tomografica, histologica, histomorfométrica e por
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PCR em tempo real. Nossos resultados demonstraram que o uso de rhBMP-2/ACS
pode ser comparado ao enxerto 6sseo autdgeno, apresentando superioridade em

algumas das metodologias utilizadas para avaliacao.

Clinicamente, a utilizacdo da rhBMP-2/ACS facilita a realizacdo do
procedimento de enxertia 6ssea, pois ndo requer a criagdo de um segundo sitio
cirargico, o que diminui os riscos de lesdo ao nervo alveolar inferior, o desconforto
poOs-operatorio e outros fatores adversos relacionados a obtencdo do enxerto 6sseo
autégeno”®3*. Por outro lado, o uso da rhBMP-2/ACS necessita de estabilizacdo e
manutencdo de um arcabouco cirdrgico que favoreca a regeneracao 0ssea. Assim,
apesar do risco de exposicdo pos-operatoria do material enxertado, optou-se pela
utilizacdo de uma malha de titdnio como parte do procedimento cirargico, no intuito
de prover e manter um espaco para a formacdo 6ssea®. O pés-operatério dos
pacientes de ambos o0s grupos envolvidos no estudo ocorreu sem necessidade de
intervencdes, com um baixo indice de exposicao parcial da malha de titanio (1
paciente no Grupo rhBMP-2/ACS e 2 no Grupo de enxerto 6sseo autdgeno),
sensacao dolorosa principalmente no segundo sitio cirargico referente a area
doadora do enxerto 0sseo autdégeno, edema compativel ao procedimento realizado
no Grupo de enxerto 0sseo autégeno, porém exacerbado no Grupo rhBMP-2/ACS,
como mencionado na nossa revisdo da literatura®®, e também ja relatado
anteriormente por outros autores*>!?*2. O edema facial provocado pelo uso da
rhBMP-2/ACS é notorio e deve ser motivo de pré-orientacdo cirirgica aos pacientes.
Como néao foi prescrita medicacdo pré-operatéria, ndo € possivel dizer o efeito da
mesma sobre a reducdo parcial deste edema, que na verdade, é, pelo menos em
parte, justificavel pelo préprio mecanismo de acdo da proteina morfogenética 6ssea.

O resultado referente ao ganho 6sseo meédio obtido através da mensuracao clinica
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da espessura do rebordo alveolar ndo apresentou diferenca estatistica entre ambos

0S grupos.

O uso da tomografia computadorizada (CBCT) foi parte importante do
planejamento cirargico dos enxertos e da instalacdo dos implantes osseointegraveis.
Como protocolo de acompanhamento, a mesma foi realizada antes do enxerto
0sseo, aos 3 e 6 meses poés-operatério. Os exames tomograficos e as imagens
deles oriundas foram padronizados, obtendo-se assim uma mensuragcao e posterior
comparacdo nas mesmas regides para os diferentes periodos. Nossos resultados
demonstraram uma diferenca estatisticamente significante entre os Grupos aos 2
mm da crista Ossea alveolar (p=0.01), o que pode estar relacionado ao
posicionamento da malha de titdnio, preparo do leito receptor, uso de protese
provisoria ou mesmo pelo processo de remodelacdo Ossea do enxerto 0sseo
autdogeno. Nas mensuracdes aos 6 e 10 mm da crista 6ssea alveolar ndo houve
diferenca no resultado entre os Grupos. Chegou-se a considerar a possibilidade de
mensuracdo da densidade Ossea tomografica, porém entendemos que a
metodologia empregada na obtencéo das imagens (CBCT — Cone Beam Computed
Tomography) pode ndo ser constante nos resultados para este tipo de andlise e
induzir ao erro®®. Alguns estudos**? reportaram resultados referentes a densidade

O0ssea tomografica, porém, a metodologia empregada foi diferente.

As biopsias 6sseas obtidas aos 6 meses de pos operatério foram
importantes no entendimento histoldgico do tecido 6sseo neoformado. Os resultados
obtidos sdo comparéveis aos jA mencionados em outros estudos**%!21832 Em
geral, os espécimes do Grupo rhBMP-2/ACS demonstraram uma arquitetura éssea e

atividade celular compativel com um tecido em processo ativo de

remodelacdo/maturacdo 6ssea e o0 Grupo de enxerto 0sseo autdgeno com pouca
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atividade celular e uma maturacdo 6ssea evidente, contendo, inclusive, particulas
de tecido 6sseo nao vital. Esse resultado histologico/histomorfométrico possui uma
importante correlacdo com o PCR em tempo real, onde diferenca estatistica foi
observada para as expressdes génicas avaliadas dos mRNA Runx2 e BMP2
(p=0.0021 e p=0.001, respectivamente) associadas ao processo de remodelacdo e
atividade celular apresentado pelo Grupo rhBMP-2/ACS e a expressao génica da
razdo RANKL:OPG, BSP e OPN (p=0.01, p=0.005 e p=0.0009, respectivamente)

compativel com o observado histologicamente.
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5 Conclusdes Gerais

O uso clinico do recombinante humano da proteina morfogenética
O0ssea associada a esponja de colageno reabsorvivel (rhBMP-2/ACS) representa
uma opcao de tratamento com potencial regenerador 6sseo, apresentando
resultados consolidados para alvéolo pos extracdo e elevacdo do seio maxilar,
necessitando de novos estudos com a finalidade de se comprovar sua eficiéncia

para outras indicagdes.

Dentro das limitacdes deste estudo, a rhBMP-2/ACS demonstrou
resultado clinico e tomografico comparavel ao enxerto 0sseo autégeno particulado
para 0 aumento 6sseo alveolar em espessura na regido anterior de maxila,
permitindo a instalacdo de implantes osseointegraveis em regiao atréfica. As
caracteristicas histologicas, histomorfométricas e de expressdes génicas
demonstraram a possibilidade de melhores resultados biolégicos com o uso da
rhBMP-2/ACS, sugerindo uma potencial indicacdo em substituicdo ao enxerto 6sseo

autogeno particulado.
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Apéndice

Material e Método

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP (CEP-FO/CAr), sob o protocolo

n°32/09.

AMOSTRA E DESENHO EXPERIMENTAL

Um total de 24 pacientes desejando realizar tratamento de reabilitacao
oral por meio de implantes osseointegraveis foram selecionados para participar do
estudo. A selecdo foi realizada no Departamento de Diagnodstico e Cirurgia da
Faculdade de Odontologia de Araraquara, UNESP no periodo entre janeiro e

outubro de 2011, seguindo os critérios de incluséo:

edentulismo parcial na regido anterior da maxila (canino — canino)

* espessura Ossea alveolar <4 mm na regidao anterior da maxila avaliada
clinicamente e/ou utilizando tomografia computadorizada (CBCT - cone
beam computed tomography)

» ter mais de 18 anos de idade

» apresentar boas condicbes gerais de saude, sem historico de doencas
associadas ao tecido 0sseo ou uso de medicacbes que afetem o
metabolismo 6sseo

* auséncia de historico de Cancer

* nao estar gravida ou lactando



105

* pnao ser fumante

* auséncia de evidéncia clinica relacionada a periodontite e infeccfes orais

Uma vez selecionados e de acordo com o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) aprovado previamente pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP-FO/CAr), os pacientes foram randomicamente alocados em 2 grupos (12
pacientes em cada): Grupo 1 (teste) — aumento 6sseo utilizando rhBMP-2/ACS em
uma concentracdo de 1,5 mg/mL e dose total de 4,2mg por paciente (INFUSE®
Bone Graft, Medtronic, Memphis, TN, USA) e Grupo 2 (controle) — aumento 6sseo
alveolar com osso autdgeno intraoral particulado (regido retromolar da mandibula).
Uma malha de titanio foi adicionada em ambos os grupos objetivando a manutencao
de um arcabouco favoravel a formacdo éssea, reduzindo a compressao natural do
tecido mole na regido. A randomizacédo foi realizada pelo método de sorteio e os
pacientes foram alocados a um dos 2 grupos de estudo. Basicamente, 12 papeis
numerados (de 1 a 12) de acordo com a legenda de cada Grupo (teste ou controle)
foram armazenados em um recipiente ndo permitindo a leitura das legendas, e apos
inclusdo dos pacientes no estudo, um papel era retirado contendo a indicacdo do

tratamento a ser realizado.

PROCEDIMENTO CIRURGICO

A cirurgia para realizacdo de aumento 6sseo alveolar foi realizada apés
antissepsia extra (povidona-iodine 1%) e intra-bucal (digluconato de clorexidina
0,12%) do campo operatorio. O procedimento cirargico foi realizado com anestesia

local (Cloridrato de Articaina 4% + epinefrina 1:200.000, DFL, Rio de Janeiro, Brasil)
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e executado seguindo protocolo padrdo para este tipo de procedimento. Os

pacientes ndo receberam nenhum tipo de medicacéo pré-operatoria.

ApéOs anestesia, foi realizada incisdo em gengiva queratinizada
seguindo a orientacdo anatébmica da crista 0ssea do rebordo alveolar, incisdo
sulcular nos dentes adjacentes aumentando a visibilidade da regido a ser enxertada,
e incisdes relaxantes verticais na distal do primeiro ou segundo dente adjacente a
regido edéntula. O tecido foi descolado (retalho mucoperiostal) até a regido de
soalho nasal por vestibular e até exposicdo do forame nasopalatino por palatina,
proporcionando uma ampla visdo do leito 6sseo. Objetivando facilitar a instalacédo da
malha de titanio e eventualmente ser uma regido de instalacdo de implante

osseointegravel, houve o esvaziamento do canal incisivo®',

Pacientes alocados no grupo controle (autdgeno) foram anestesiados
para remocao do tecido 0sseo da regiao retromolar (linha obliqua externa) de acordo
com avaliacdo clinica e/ou por radiografia panoramica. Apés remocédo do bloco
0sseo (quantidade suficiente para preenchimento do defeito a ser enxertado), o
mesmo foi particulado utilizando um particulador 6sseo (Neodent, Curitiba, Brasil)
(Figura 1). No caso do grupo teste (rhBMP-2/ACS), o material foi preparado
seguindo orientacdo do fabricante, que resumidamente, consiste em distribuir
igualmente 2,8 mL da solucdo rhBMP-2/agua estéril em 2 esponjas de colageno (2,5

x 5 cm cada) e aguardar 15 minutos antes da utilizacao (Figura 2).
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Figura 1 — Fotografia representativa do procedimento de aquisicdo do enxerto 6sseo

autégeno na regiao retromolar da mandibula.

\—. - — - —— .

Figura 2 — Fotografia representativa da esponja reabsorvivel de colageno (ACS)

embebida com a solucdo de rhBMP-2 previamente a sua insercao no sitio cirdrgico.
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Apo6s obtencédo e/ou preparo do material a ser utilizado, o leito 6sseo
receptor foi decorticalizado com fresas cirargicas 700 e 701 (KG Sorensen, Cotia,
Brasil) acopladas a uma peca de mao cirdrgica e um motor de implante, permitindo a
liberacdo celular proveniente do tecido 6sseo, bem como irrigacdo sanguinea para
favorecer a neoformacéo 0ssea na regido. Em seguida, uma malha de titanio de 0,2
mm de espessura (Stryker, Freiburg, Alemanha) foi moldada e adaptada na regiao
de interesse, com o0 objetivo de atuar como mantenedor de espaco, propiciando um
arcabouco livre de compressao dos tecidos moles, bem como estabilizar o material
de enxertia na regido. Esta malha de titanio foi fixada em posi¢cado por parafusos

cirargicos de titanio (Neodent, Curitiba, Brasil).

Apés o preparo do leito 0sseo receptor, o material de enxertia foi
posicionado de acordo com a randomizacdo dos pacientes. Incisdo no periosteo
vestibular foi feita com o intuito de proporcionar um fechamento da regido e sutura
oclusiva livres de tenséo. A sutura foi realizada com fio de politetrafluoretileno (e-
PTFE, Gore-Tex, Flagstaff, EUA) combinado com fio mononylon (Ethicon, Sdo José
dos Campos, Brasil). Os pacientes receberam orientacdes referentes ao poés-
operatorio e foram medicados com analgésico (Paracetamol 750mg, via oral, a cada
6 horas em caso de dor), antinflamatério (Nimesulida 100mg, via oral, a cada 12
horas por 5 dias) e antibiético (Amoxicilina 500mg, via oral, a cada 8 horas por 7
dias), e orientados a fazer controle quimico da placa bacteriana (digluconato de
clorexidina 0,12%, solucdo de bochecho por 15 dias). As suturas foram removidas

apos 15 dias.
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Instalacdo dos implantes e obtencéo das bidpsias

Os procedimentos de reabertura dos enxertos 6sseos foram realizados
apos 6 meses de cicatrizacdo sob anestesia local (Cloridrato de Articaina 4% +
epinefrina 1:200.000, DFL, Rio de Janeiro, Brasil), descolamento de retalho total
mucoperiostal e em sequencia remocao da malha de titanio. Tecido conjuntivo
presente entre o tecido 0sseo neoformado e a tela de titanio foi descolado expondo
o leito 0sseo. Implantes de 3,5 mm de diametro (Flash, Conexado Sistemas de
Protese, Aruja, Brazil) foram instalados seguindo orientacdo do fabricante e

protocolo convencional de osteotomia.

Concomitante com o procedimento de reabertura, foi realizada a
obtencéo das bidpsias 0sseas. Essas bidpsias foram obtidas apds o posicionamento
e instalacdo dos implantes, portanto, ndo influenciando no planejamento
cirargico/protético e ndo representando prejuizo ao paciente. Foi utilizada uma fresa
trefina de 3mm de diametro interno (Dentoflex, Sdo Paulo, Brasil), montada em
contra-angulo redutor (20:1) e sob irrigacdo abundante com solugcdo salina estéril,
posicionada apicalmente a crista 6ssea alveolar, direcionada da regido palatina
sentido vestibular, de maneira a obter uma biépsia horizontal contendo tecido 6sseo
residente e neoformado no mesmo espécime. Apds remocdo das biopsias, as
mesmas foram gentiimente demarcadas na regido compativel com a palatina
utilizando tinta nanquim, proporcionando um facil reconhecimento espacial no

momento da avaliacdo microscopica (Figura 3).

Apos finalizacdo do procedimento cirargico, o retalho foi reposicionado

e suturado com fio ndo reabsorvivel (seda 4-0, Ethicon, S8o José dos Campos,
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Brasil) e os pacientes orientados e medicados seguindo o protocolo utilizado na

primeira cirurgia.
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Figura 3 — Fotografia representativa de uma biépsia coletada e marcada com tinta
Nankin na face referente a regido palatina, previamente ao processamento

histolégico.
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Processamento das bidpsias, andlise histologica e histomorfométrica

Essas biopsias foram fixadas em solugcdo de formaldeido a 10%,
tamponado a um pH 7.2 com 0.1 M de fosfato de sédio, em temperatura ambiente,
por um periodo de 48 horas, as mesmas foram descalcificadas em solucdo de
EDTA a 7% passando por processamento histolégico de rotina (desidratacdo em
concentracdes crescentes de etanol) e inclusdo em parafina. Cortes histolégicos
seriados de 5um em espessura foram obtidos do material processado e corados
com hematoxilina de Harri (HE) e uma coloracdo denominada “Oxone-Aldehyde
Fuchsin-Halmi” (Magic Stainning), ambas utilizadas para analise histolégica e
histomorfométrica.

A anadlise histologica e histomorfométrica foi realizada por 1
examinador calibrado (RMF) utilizando um microscopio de luz incandescente
contendo adaptador para polarizacdo (BX 51; Olympus America, Inc.), um sistema
de camera digital acoplado ao microscopio (Retiga 4000R Qlmaging, Burnaby, BC,
Canada) e um software especifico para analise de imagens (Image-Pro Plus; Media
Cybernetic, Silver Spring, USA). Trés cortes histolégicos localizados na regiao
central da biopsia a pelo menos 30 pum de distancia entre si foram avaliados por
paciente. A analise histologica foi realizada seguindo uma escala descritiva para 0s
seguintes parametros: tipo de tecido 0sseo (1 — somente 0sso ostedide a 5 —
somente 0sso lamelar), espaco medular (1 somente fibrovascular a 5 somente
adiposo), presenca de células indiferenciadas e/ou osteoblastos na superficie do
trabeculado 6sseo (positivo ou negativo), reacao inflamatoria (positivo ou negativo),
presenca de células osteoclasticas (positivo ou negativo), remanescente de
colageno bovino (positivo ou negativo) e formacao éssea cortical (1 — ausente a 3 —

completamente presente).
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Adicionalmente, utilizando o mesmo sistema de equipamentos ja
mencionados, foi mensurada a densidade 6ssea para cada um dos 3 cortes
avaliados por paciente. Essa densidade foi expressa em porcentagem referente a
uma fracdo de tecido 6sseo mineralizado em uma area de 2 mm? contendo
predominantemente osso neoformado, localizada o mais préximo possivel da cortical

Ossea vestibular e ao centro da bidpsia considerando sua espessura. (Figura 4)

Figura 4 — Imagem representando a area (2mm? de mensuracdo da

densidade 6ssea expressa em fracdo de tecido 6sseo mineralizado (%).
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Avaliacado quantitativa por transcricdo reversa (PCR em tempo real)

O PCR em tempo real foi realizado em amostras de tecido 6sseo
neoformado coletadas no procedimento de instalacdo dos implantes e obtencéo das
bidpsias (6 meses apOs 0 enxerto 0sseo). Durante o procedimento cirdrgico, com 0
leito 0sseo vestibular (osso neoformado) livre de peridsteo e/ou tecido conjuntivo
aderido, os implantes ja instalados e a biopsia adquirida, uma amostra de tecido
0sseo foi coletada com um raspador 6sseo (Neodent, Curitiba, Brasil). Esses
fragmentos 6sseos foram entdo envoltos em papel aluminio e armazenados em
eppendorfs devidamente rotulados com o nome e grupo de cada paciente, sendo

posteriormente mantidos em freezer a temperatura de -80°C.

O RNA total do tecido foi extraido das amostras de tecido 6sseo
obtidas utilizando o método de coluna de purificagcdo (RNAqueous - 4PCR, Ambion
Inc.) segundo as instru¢des do fabricante. O tecido coletado foi macerado em 100uL
de tampéo de lise em tubo de 1,5mL com o auxilio de pildao plastico fornecido com o
kit. O mesmo volume (100uL) de etanol 64% foi adicionado ao tecido lisado e
misturado cuidadosamente. Essa mistura foi transferida para um filtro e centrifugada
a 15000g por 1min. O filtrado foi descartado e o “cartucho” do filtro utilizado nos
passos seguintes. 700uL da solucdo de lavagem numero 1 foram passados pelo
filtro, utilizando a centrifuga, como no passo anterior. Do mesmo modo, o filtrado foi
descartado e o filtro preservado. O mesmo procedimento foi repetido por 2 vezes

com 500pL de solucéao de lavagem nuamero 2/3.

O filtro foi transferido para um novo tubo coletor e a solucdo de eluicéo
(previamente aquecida a 70°C) pipetada no centro do filtro. Essa primeira aliquota

foi de 40uL. Em seguida, o filtro foi fechado. A solucéo obtida foi centrifugada por



115

30s, a 15000g, em temperatura ambiente. Uma segunda aliquota de 10pL foi
pipetada no centro do filtro e a solucdo novamente centrifugada por 30s. (Essa

segunda aliquota foi coletada no mesmo tubo da primeira.)

A solucdo obtida foi misturada cuidadosamente e tratada com 5uL de
tampédo de DNAse 1 (volume igual a 10% do volume total da solucdo) e 1uL de

DNAse, para cada amostra. Em seguida, incubada por 30 min a 37°C.

Os passos seguintes removeram a DNAse da preparacdo. Foram
adicionados 5,6puL do reagente de inativacdo da DNAse (quantidade igual a 10% do
volume total da solucéo). O tubo foi agitado com cuidado (para dispersar o reagente)
e incubado por 2min em temperatura ambiente, sendo que, durante esse tempo, foi
agitado mais uma vez. Cada amostra foi centrifugada a 10000g por 1min para formar

um pellet do reagente de inativacdo da DNAse.

A quantidade e pureza do RNA foram determinadas em
espectrofotometro de luz UV por meio da avaliacdo das absorbancias a 260nm e da

relacdo entre as absorbéancias a 260/280nm, respectivamente.

A sintese de cDNA foi realizada subseqiientemente em termociclador
(Step One Plus), utilizando o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription. Foram
utilizados 100ng de RNA total por amostra na presenca de agua livre de nucleases,
buffer, dNTPs, inibidor de RNAse e enzima de transcriptase reversa, de acordo com
o protocolo do fabricante (Applied Biosystems) nas seguintes condicbes de

ciclagem: 25°C por 10 minutos, 37°C por 120 minutos e 85°C por 5 minuto.

A reacdo de PCR em tempo real foi realizada utilizando 2uL do produto
da reacdo de trasncricdo reversa (RT) num volume total de 20uL. Este volume

incluiu, além do produto da reacdo de RT, 6uL agua livre de nucleases, 10uL
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TagMan fast universal PCR master mix e 2uL TagMan gene expression assays
(Applied Biosystems) para deteccdo dos seguintes genes alvo: RANKL, OPG,
RUNX2, BMP2, BSP e OPN. Os niveis relativos da expressdo dos genes foram
calculados de acordo com as instru¢des do fabricante utilizando GAPDH como gene

normalizador. (Tabela 1).

Os dados foram expressos usando o método de ciclo limite (Ct ou
Cycle treshhold), ou seja, o numero de ciclos no qual a curva logaritmica de PCR
cruza uma linha de corte arbitrariamente calculada. Os valores foram normalizados
subtraindo-se o Ct obtido da amplificacdoo especifica do gene alvo pelo Ct do gene
normalizador (ACt). Devido a caracteristica logaritimica deste valor, houve a

utilizagdo do parametro 274

para expressdo dos dados. Os valores obtidos das
médias das duplicatas de cada amostra foram expressos como “fold change” em
relacdo as amostras do Grupo enxerto 6sseo autdgeno. Os resultados foram

submetidos ao teste paramétrico t-Student.
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Tabela 1 - Relacdo dos genes avaliados no PCR em tempo real (TagMan Gene

Expression Assays, Applied Biosystems).

Gene Alvo Assay ID Acession # (n=12) Amplicon lengh (bp)

RANKL Hs00243522_m1 NM_003701.3 67

BSP Hs00173720_m1 NM_004967.3 95

BMP2A Hs00154192_m1 NM_001200.2 60
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Avaliacao tomografica (CBCT — cone beam computed tomography)

A avaliacdo tomografica foi feita com base em imagens obtidas em um
tomégrafo de feixe conico (“cone-beam”), [-CAT Classic (Imaging Sciences
International, USA) programado com 120 kVp, 10 mA e 20 segundos de tempo de
exposicao. O tamanho de voxel utilizado na geracdo das imagens foi de 0.25 mm,
em uma escala de cinza de 14 bits e resolucédo de 96 dpi. Dessa forma, o tamanho
de cada pixel da imagem obtida € de 0.25 mm, e a espessura de corte minima
utilizada foi de 0.25 mm, ou seja, um voxel, aumentando a precisdo das medidas

que foram feitas sobre essas imagens.

Imagens parassagitais da regido enxertada foram obtidas em 3
momentos diferentes para cada paciente: previamente ao procedimento de enxertia
ossea (Inicial — In), 3 meses de acompanhamento pos operatorio (3m) e aos 6
meses apO0s 0 enxerto 0sseo, previamente a instalacdo dos implantes
osseointegraveis (6m). Essas imagens eram geradas em formato DICOM com uma
resolucdo de 96 dpi, e reconstituidas utilizando um software dedicado (OnDemand

3D 1.0.7.0295, Cybermed, Seoul, South Korea).

Objetivando uma padronizacdo no processo de geracdo das imagens,
bem como, a orientacdo espacial das mesmas, todas as imagens (In, 3m e 6m)
foram reorientadas apds sua aquisi¢ao utilizando o software especifico. As imagens
In e 3m foram reorientadas inicialmente em conjunto, e posteriormente, a imagem
6m foi orientada de acordo com a 3m, desta maneira, as imagens referentes aos 3

periodos (In, 3m e 6m) de cada paciente foram obtidas na mesma posicao espacial.

Apés a padronizacdo espacial das imagens tomograficas, foram

obtidas 4 imagens cross-seccionais com 0,25mm de espessura geradas
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perpendicularmente ao plano oclusal refletindo uma distancia aproximada de 7,5 e
12,5 mm em relacdo ao centro do forame incisivo bilateralmente, para cada um dos
3 periodos (In, 3m e 6m) por paciente. No final, cada paciente apresentava 4

imagens tomograficas da mesma regiao coincidindo entre os periodos (In, 3m, 6m).

Para cada uma das imagens seccionais padronizadas obtidas, foi
gerada uma imagem em TIF (tagged image file) com resolugcdo de 96 dpi,
semelhante a resolucdo do tomografo, evitando-se distorcfes. As 3 imagens (1 por
periodo) referentes a cada uma das 4 regides avaliadas foram posicionadas juntas
na forma de painel. Cada painel continha uma régua, permitindo a configuracéao
linear de cada imagem, e 3 linhas de referencia para padronizar a posicdo de
mensuracdo em 2, 6 e 10 mm acima da crista 6ssea alveolar (Figura 5). Um
software especifico (ImageJ, NIH, USA) foi utilizado para avaliacdo das imagens dos
painéis em TIF. As mensuracoes feitas refletiam a espessura do tecido mineralizado
nas alturas de rebordo pre-determinadas (2, 6 e 10 mm acima da crista 6ssea

alveolar).
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Figura 5 — Imagem tomografica representativa do periodo inicial (a, b, c, d), 3 meses
(e, f, g, h) e 6 meses pos-operatorio (i, j, k, 1) referente a uma paciente do Grupo
rhBMP-2/ACS. As imagens a/eli, blflj, c/g/k e d/h/l correspondem a mesma regiao
em periodos diferentes. As marcacbes em amarelo no rebordo alveolar
esquematizam a altura de mensuracdo 6ssea padronizada entre as imagens, por

regido e periodo, onde, o mais proximo da crista 0ssea alveolar corresponde a 2mm,

no centro a 6mm e préximo ao palato 10mm.
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Avaliacéao clinica

A avaliacdo clinica, constituida da mensuracdo da espessura 0ssea
alveolar, foi realizada no transcirurgico do procedimento de enxertia 6ssea (Inicial) e
no momento da instalagcdo dos implantes e obtencdo das bidpsias (6 meses pos
operatorio) com objetivo de se avaliar o ganho 6sseo médio em espessura entre 0s

grupos estudados.

As mensuracdes foram realizadas no momento inicial da cirurgia, apos
exposicao do leito 0sseo vestibular. Um guia cirdrgico suportado pelos dentes
adjacentes a regido de interesse foi confeccionado previamente a cirurgia inicial para
cada paciente (Figura 6). Este guia foi utilizado para padronizacdo da regido de
mensuracao clinica da espessura O0ssea alveolar inicial e aos 6 meses de pos
operatorio, que dependendo da extensdo do defeito 0sseo a ser avaliado, pode
corresponder de 3 a 6 regides mensuradas por paciente. Os valores em milimetros
(mm) equivalentes a cada uma das regibes mensuradas foram obtidos através de
um espessimetro analégico (Schwert, A. Schweickhardt GmbH & Co.,

Seitingen/Oberflacht, Germany).
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Figura 6 — Representacdo do guia cirdrgico utilizado para padronizacdo das
mensuracdes da espessura 0ssea alveolar clinica.
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Anexo 2 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
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/ TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

“Compara¢io entre enxerto 6sseo autélogo e rhBMP-2 (INFUSE B
Graft) na reconstru¢io de maxila atréfica anterior”

Nome do pesquisador responsével: Prof. Dr. Elcio Marcantonio Junior

' Nome: ! Idade: . i
RG: Prontudrio.Geral: Telefone:
Enderego: Cidade:
Responsdvel legal pelo paciente:
Idade: RG: Grau de parentesco:

Prova documental comprobatéria da responsabilidade (Nos casos de autorizagido fornecida por responsivel)

Eu estou ciente de que as pessoas que perdem os dentes apresentam, depois de um certo tempo, uma
diminui¢do da quantidade de osso para a instalagdo de implantes osseointegriveis, 0s quais possibilitam a
confecgiio de uma prétese onde antes isto nio era possivel. O tratamento da falta de 0sso pode ser feito por meio
de enxerto de osso retirado do proprio paciente de drcas de dentro da boca (0sso autélogo) ou por meio de um
material, uma proteina, capaz de formar osso (thBMP-2). Muitos estudos mostram que estes materiais sio
substancias que se transformam em osso humano e nio causam inflamacdo ou alergia, podendo ser usados com
seguranga em qualquer pessoa.

Assim sendo, fui informado sobre o objetivo desta pesquisa, que ¢ avaliar, por meio de exames clinicos,
imagens tomogrificas (radiografia). andlises laboratoriais e andlise através de células do sangue (imunologico)
os resultados da cirurgia de enxerto 6sseo autélogo e de rhBMP-2 na regido superior anterior (maxila anterior) e
que a indicacdio do tratamento proposto nesta pesquisa serd dado pelos pesquisadores ¢ néio conforme minha
vontade. i

Sei que para participar da pesquisa terei que comparecer, sempre que solicitado (a), no local indicado pelos
pesquisadores, para controles cirirgicos ¢ novas avaliagdes, ¢ estou ciente que serei submetido (a) a no minimo 3
cirlirgias. A primeira (1°) cirurgia serd a colocagiio do 0sso na regido superior anterior, a segunda (2°) serd a
colocagiio dos implantes na mesma regido, e a terceira (3°) serd a colocagdo do cicatrizador nos implantes (capa i
protetora do implante que prepara a gengiva para receber os dentes — prétese). Sei que o tratamento serd i
realizado em um tempo minimo de 18 meses. Ficou claro também que o tratamento proposto pelos pesquisadores
se restringe somente ao ganho de osso, colocacdo dos implantes e dos cicatrizadores, ¢ ndo inclui a confeccdo da
prétese. Fui informado dos valores previstos para a colocagdo das proteses, como também que estes valores i
poderiio ser diferentes de acordo com os materiais que serdo utilizados, tipo de protese que serd instalada ¢ os
valores dos profissionais (protéticos) no momento da colocagdo.

Para tanto, fui informado que o exame clinico sera feito no momento da primeira (1°) cirurgia ¢ 6 meses
depois, na segunda (2°) cirurgia. Como parte do exame clinico, serd feita a medico do osso da regido com 0 uso
de um espessimetro, instrumento de simples uso ¢ que ndo causa desconforto. Para a medida exata do 0sso, serd
realizada uma moldagem da regidio para confeccionar um guia de posicionamento para estc espessimetro. A
moldagem sera realizada com alginato (material usado pelos dentistas na maioria dos procedimentos clinicos),e
um guia serd confeccionado, este guia niio serd para uso didrio ¢/ou continuo. Sei que o procedimento de
moldagem pode causar desconforto devido a moldeira, escoamento do material ¢ eventual sensacdo de ansia de
vOmito passageira, mas sei que todos os cuidados serdo considerados visando meu bem estar. Fui informado que
todo instrumental utilizado nas moldagens estardo esterilizados.

Estou ciente de que necessitarei comparecer em um instituto radiolégico indicado pelos pesquisadores,
sendo esse nio vinculado a Faculdade de Odontologia — UNESP e portanto localizado fora desta institui¢do, para
realizar trés (3) tomografias: 1- uma antes da cirurgia para verificar o osso presente e planejar o enxerto. 2- wma
logo apos a realizacio do enxerto. para verificar a quantidade de osso imediatamente apds a cirurgia ¢ 3 —uma
6 meses depois da cirurgia de enxerto 6sseo. para avaliar o ganho 6sseo final e planejar o posicionamento dos l
implantes. Fui informado (a) que durante os procedimentos de tomada radiogrifica. necessitarei de utilizar uma
vestimenta confeccionada por chumbo (avental plumbifero) para protegdo, minimizagio da radiagdo,
procedimento utilizado rotineiramente nos consultérios odontolégicos na hora de tirar Raio-X.

Fui informado que deverei comparecer 3 vezes em um Laboratério de Analises Clinicas escolhido pelos
pesquisadores para coleta de sangue. sendo: 7 dias antes da cirurgia e 15, 30. 90 e 180 dias apés a cirurgia. Ficou
claro que o sangue coletado serd analisado pelos pesquisadores com o objetivo tnico de detectar possiveis
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alteragdes dos materiais estudados. e portanto fornecer uma maior seguranga no meu tratamento. Portanto,
autorizo os pesquisadores a realizarem um Hemograma Completo e um teste para verificar a presenca de
anticorpos (células prejudiciais ao organismo) ao material avaliado (thBMP-2).

No momento da segunda cirurgia, sera colhida, por meio de bidpsia, uma pequena quantidade de osso, na
regifio de preparagdo para colocacdio do implante sem prejuizo algum para o tratamento reabilitador. Esse
procedimento de bidpsia, ndo acarreta nenhuma agressdo fisica, nio aumenta o desconforto pos-operatério, néo
altera o planejamento cirtirgico dos implantes ou maior perda de osso na regido, pois seré realizado na regido que
ja seria removido o osso’ para posicionamento do implante. Portanto, autorizo os pesquisadores a realizarem as
analises laboratoriais necessirias ou seja. o estudo cientifico das biopsias (osso coletado).

Também fui informado sobre a possibilidade de ocorrer transtornos durante ou apdés a cirurgia. Essa
possibilidade ¢ pequena, mas pede haver, em casos raros, falta de integragdo do enxerto, reagdes inflamatérias
e/ou infecciosas pelo material de enxerto, ao anestésico local ou a medicacdo prescrita apés a cirurgia. A
medicagdo serd prescrita pelos pesquisadores conforme indicacdo de uso para cada paciente, ¢ normalmente ¢
um analgésico (para dor), um anti-inflamatério (para inchaco — inflamagdo) e um antibidtico (para combater a
infecgdo - bactérias).

O pesquisador responsével pela pesquisa bem como os demais profissionais responsdveis pelo tratamento
em questdo (citados abaixo como demais pesquisadores) se comprometem a dar resposta a qualquer pergunta e
esclarecimento a qualquer divida relacionada. Sei que posso deixar de participar da pesquisa a qualquer tempo,
sem prejuizo do atendimento, cuidados e tratamento pela equipe da especialidade da FOAr-UNESP. O sigilo ¢ o
carater confidencial das informagdes serdo mantidos, zelando pela minha privacidade e garantindo que minha
identificagdo niio serd exposta nas conclusdes ou publicagdes.

Nome do pesquisador Responsavel: Prof. Dr. Elcio Marcantonio Junior

Nome do responsavel pela equipe cinirgica: Prof. Dr. Elcio Marcantonio Junior

Nome dos demais pesquisadores: Rubens Moreno de Freitas, Prof. Dr. Luis Antonio Violin D. Pereira ¢ Profa.
Dra. Rosemary Adriana C. Marcantonio

Telefone para contato: 3301-6369/8165-8309

Telefone do Comité de Etica: 3301-6434/3301-6432

Assinatura do profissional responsdvel

Assinatura do paciente
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Autorizo a reproducéo deste trabalho

(Direitos de publicacéo reservado ao autor).

Araraquara, 25 de junho de 2013.

Rubens Moreno de Freitas



