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INTRODUCAO GERAL

O avanco tecnoldgico que a odontologia sofreu no século XX foi bem
significativo, no entanto, seguramente nenhum abriu mais horizontes e perspectivas de
tratamento que o bem sucedido uso de implantes na clinica odontologica.! O interesse
por parte dos odontdlogos aumentou a cada dia, e isso ocorreu devido a disponibilidade
de pesquisas embasadas cientificamente ¢ o elevado nivel de seguranca e sucesso
alcangado com a osseointegragao.

Branemark et al® definiram osseointegragio como a conexdo direta, estrutural e
funcional entre o osso ordenado e saudavel com a superficie do implante, em nivel de
microscopia Optica, estdvel e capaz de suportar as forcas mastigatorias. Entretanto
biologicamente ndo existe evidéncia de contato completo entre o osso e a superficie do
titdnio, mas sim maior ou menor quantidade de tecido conjuntivo, sem que clinicamente
haja falha ou perda do implante.’

Do ponto de vista clinico, osseointegragdo foi definida como o processo pelo qual
a fixacdo rigida e assintomatica de um material aloplastico no osso ¢ obtida e mantida
durante carga funcional.* Ducheyne & Healy’ afirmaram que o sucesso de qualquer tipo
de implante depende de seu tamanho, propriedades de superficie, trauma tecidual
durante a implantagdo, do movimento na interface entre osso ¢ implante e do sitio de
implantacdo, ou seja, da qualidade e quantidade de tecido 6sseo.

O processo de reparagdo na interface entre osso e implante ocorre pela migragao
de células osteogénicas derivadas da camada medular o6ssea, incluindo células
mesenquimais indiferenciadas, ostedcitos e osteoblastos, direto para um arcabougo
fornecido pelo coagulo sangiiineo.*”® A modelagem anabélica parece ser a primeira
resposta de reparagdo dssea ap6s a instalagdo de um implante no osso cortical, similar

ao processo ocorrido na cicatrizagdo de uma fratura.’
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Recentemente, com a descoberta das proteinas da superfamilia dos TNF, estudos

vém mostrando seu papel na dinidmica do tecido 6sseo.'™'""'*!* Entre estas proteinas,

destacam-se a OPG, RANK ¢ RANKL que estdo presentes nas células oOsseas,'’

controlando o processo de neoformacio e reabsor¢io Ossea,'” e consequentemente o

metabolismo do calcio.
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Este artigo foi escrito de acordo com as normas estabelecidas pelo periddico:

JOURNAL OF ORAL AND MAXILLOFACIAL SURGERY.

RESUMO:

“Aplicacao do copolimero PLA/PGA adicionado ao fosfato de calcio ao redor de
implantes osseointegraveis sem estabilidade primaria instalados em tibia de coelhos.
Estudo biomecanico, histométrico e imunoistoquimico.”

Proposicdo: O objetivo do presente trabalho foi avaliar comportamento mecanico e
bioldgico do tecido 6sseo ao redor de implantes associados ao copolimero acido

polilatico/poliglicolico adicionado ao fosfato de célcio.

Materiais e Métodos: Para tal foram usados vinte e cinco coelhos Albinus. Apds

procedimento cirurgico os animais foram divididos em 4 periodos, sendo o ultimo
periodo, 60 dias, composto por 10 animais. Os animais tiveram perfuragdes realizadas
com sobrefresagem na por¢ao medial das tibias direita e esquerda. Na tibia direita o
leito cirargico foi preenchido com codgulo sanguineo e na tibia esquerda com o
copolimero. Em ambos leitos cirtirgicos a instalacdo dos implantes osseointegraveis
ocorreu imediatamente apos a fresagem. Nos periodos de 5, 15, 40 e 60 dias os animais
foram anestesiados e sofreram eutanasia por meio de perfusdo de Formaldeido 4% no
ventriculo esquerdo. Nos periodos de 40 e 60 dias realizou-se o torque reverso para
remocao dos implantes. As pegas dos 5 animais restantes do periodo de 60 dias foram
levadas ao microtomo Exakt para realizacdo de cortes histoldgicos com os implantes.
Nas demais pegas, realizou-se analise imunoistoquimica mediante a utilizagdo dos

anticorpos primarios contra as proteinas OPG, RANK ¢ RANKL.
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Resultados: As médias de torque para o grupo controle foram de 10,2 e 5,6 N/cm nos
periodos de 40 e 60 dias respectivamente, enquanto para o grupo tratado foram de 7,6 e
7,0 N/cm nos mesmos periodos. Houve um balango na expressao das proteinas com leve
predominio de RANKL. Nao houveram diferencas estatisticamente significativas entre

0s grupos quanto a extensao linear do contato entre tecido 6sseo e implante.

Concluséo: Conclui-se que o material foi biocompativel permitindo o crescimento
6sseo ao redor dos implantes e que houve osseointegracdo em ambos grupos mesmo

sem estabilidade primaria dos implantes.
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ABSTRACT

Application of PLA/PGA copolymer added to calcium phosphate around
osseointegrated implants with no primary stability in rabbits’s tibia. A biomecanical,

histometric and immunohistochemistry study.

Purpose: The aim of the present study was to evaluate the mechanical and biological
behaviour of bone tissue formed around the implants associated to copolymer
polilactic/poliglicolic acids added to calcium phosphate.

Materials and Methods: In the present study, twenty five Albinus rabbits, divided in 4

periods, and the last period, referred to 60 days, was composed by 10 animals. The
animals had perfurations performed with osteotomy in the medial portion of right and
left tibias. In the right tibia, the surgical bed was filled with blood clot and in the left
tibia, the copolymer was used. In the same way in both surgical beds, the
osseointegrated implants installation occurred immediately after the osteotomy. In the
periods of 5, 15, 40 and 60 days, the animals were anesthetized and were sacrificed by
perfusion with 4% formaldehyde, in the left ventricule. In the periods of 40 and 60 days,
the reverse torque was performed in order to remove the implants. The pieces of the 5
remaining animals of the 60 days period were processed in the Exakt microtome in
order to realize undecalcified histological sections with the implants. In the other pieces,
the immunohistochemical analysis was performed in order to detect the presence of the
OPG, RANK and RANKL proteins in the bone tissue.

Results: The mean of torque for the control group were 10.2 and 5.6 N/cm in the

periods of 40 and 60 days respectly, while in the treated group were 7.6 and 7.0 N/cm in
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the same periods. There was a balance in the expression of the proteins with moderate
predominance of RANKL protein. There were no statistically differences between the
groups in relation to the linear extension of contact between bone and implant.

Conclusion: The results of this study allow us to conclude that the material was
biocompatible allowing the formation of bone tissue around the implants and there was

osseointegration in both groups even with no primary stability of implants.
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INTRODUCAO

O processo de reparagdo da interface formada entre osso e implante tem sido
largamente estudado e discutido nos ultimos anos. Para promover uma melhor
reparacao ao redor de implantes osseointegraveis e enxertos Osseos em situagdes
desfavoraveis, varias medidas vém sendo sugeridas, buscando sempre um maior contato
entre osso e implante, mas quase sempre relacionadas com as caracteristicas de
superficie do implante,' mais precisamente material, topografia e quimica da
superficie.”

Outro fator que deve ser mencionado na reparagao do tecido dsseo ao redor de
implantes € a ancoragem primaria. Ela ¢ determinada pelo contato direto entre o 0sso € a
superficie do implante. Altos indices de fracassos na osseointegragdo tém sido
associados a implantes instalados em osso de qualidade ruim e consequentemente
ancoragem primaria diminuida.’ A ancoragem priméaria ocorre no momento de
instalagdo do implante e esta relacionada com o contato 6sseo primario, enquanto a
ancoragem secunddria esta relacionada com as respostas teciduais ocorridas no decorrer
do processo de reparagio.’

No intuito de melhorar o processo de reparagdo em casos especificos como sobre
fresagem, fenestragdes, complemento de um alvéolo em casos de implantes instalados
imediatamente apds uma exodontia ou osso de baixa densidade, substitutos 6sseos
homogenos vem sendo usados a fim de melhorar as condigdes do leito cirtrgico.® Com
este mesmo propdsito podemos langcar mao de outros substitutos 6sseos como o0s
materiais aloplasticos, que sdo exclusivamente sintéticos e biocompativeis. Neste grupo
incluem o fosfato de calcio e os polimeros.

O fosfato de calcio é uma cerdmica bioativa, exclusivamente osteocondutora,

similar a hidroxiapatita, muito embora ndo seja um componente natural do osso.”™ Ja
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os polimeros sdo compositos microporosos, com uma superficie de hidroxido de célcio
que lentamente vdo sendo reabsorvidos e substituidos por tecido dsseo.” Os polimeros
degradaveis mais comuns sao os poli a hidroxi-ésteres, derivados dos acidos polilatico e
SUTRPRT 1 . . 10,11,12,13,14,15
poliglicolico, amplamente utilizados em engenharia tecidual. O fosfato de
calcio pode ser incorporado ao acido polilatico/poliglicélico na propor¢ao de 30%, para
. , . A . 1

promover efeitos benéficos nas propriedades mecénicas e controle do pH.'®

Atualmente com a recente descoberta das proteinas da superfamilia dos TNF,

A ~ 7 17,18,19,20,21,22
estudos vém mostrando seu papel no controle da remodelagio ossea,''®!%-202!

entretanto esta é controlada e ajustada também por fatores bioquimicos e fisicos.'
Dentre as proteinas que controlam o metabolismo 6sseo podemos destacar a RANK, a
RANKL e a OPG como marcadores da atividade celular. A RANK ¢é uma proteina
receptora que controla a osteoclastogénese e o metabolismo do célcio, e estd presente na
membrana dos osteoclastos e células dendriticas.'™'*** Ja o ligante da RANK, chamada
RANKL, também conhecida como OPG ligante ¢ uma proteina produzida pelos
osteoblastos, células do estroma dsseo e pelos linfonédos T ativados, e quando ligada a
RANK pode promover a reabsorgio ossea.'™'*** Sua expressio ¢ limitada as areas de
reabsor¢do ossea e linfonodos. '"**** Por outro lado a OPG inibe a formacio
osteoclastica no estagio do desenvolvimento, impedindo a ligacdo da RANKL a
MNKZ 1,26,27

Embora a OPG e a RANKL apresentem muitas outras fungdes no organismo,
estas proteinas vém sendo estudadas principalmente com a finalidade de analisar a
dindmica do processo de remodelacdo/reabsor¢do que ocorre na homeostasia
6ssea.'™** O metabolismo Osseo em condicdes fisiologicas apresenta um equilibrio

entre a atividade osteobldstica e osteocldstica, sem que o processo de reparacdo e

remodelagdo 6ssea seja prejudicado. Portanto o objetivo do presente trabalho foi estudar
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o papel da associagao do copolimero acido polilatico/poliglicolico adicionado ao fosfato
de calcio no comportamento mecanico e bioldgico durante a reparacao ao redor de
implantes instalados sem estabilidade primaria em tibias de coelhos por meio de

analises imunoistoquimica, histométrica e biomecanica.

MATERIAIS E METODOS

Animais e Grupos Experimentais:

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizados 25 (Vinte e cinco) coelhos
(Nova Zelandia) machos, adultos, variagdo albinus, com aproximadamente 5 (cinco)
meses de idade, peso em torno de 3.1 a 4.3 Kg, mantidos em gaiolas unitarias, ambiente
climatizado, alimentados com rag¢do solida (Ragdo Procoelho, Primor) e¢ agua ad
libitum, durante todo o experimento. Os animais foram fornecidos pelo Biotério da
Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP.

Este estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos para a
Experimentacdo Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA), e foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da FOA-UNESP sob
protocolo 069/05. Os mesmos animais foram enquadrados em dois grupos
experimentais:

Grupo Controle: Animais que tiveram o implante instalado sem estabilidade

primaria em leito receptor criado artificialmente na tibia direita preenchido com coagulo
sangiiineo.

Grupo Tratado: - Os animais tiveram o implante instalado sem estabilidade

primaria em leito receptor criado artificialmente na tibia esquerda preenchido com o

biomaterial acido polilatico/poliglicolico (70%) adicionado ao fosfato de calcio (30%),
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além de codgulo sangiiineo.

Procedimento Cirurgico:
Anestesia:

Os animais foram mantidos em jejum oito horas antes do procedimento
cirargico. Para todos os procedimentos cirargicos foi realizada anestesia geral por
infiltragdo intramuscular de 50mg/kg de Ketamina (Vetaset — Fort Dodge, Saude
Animal LTDA, Campinas, Sdo Paulo, Brasil) ¢ 5 mg/kg de cloridrato de Xilazina
(Dopaser — Laboratério Calier do Brasil LTDA — Osasco, Sao Paulo, Brasil), além da
complementacdo anestésica na regido a ser operada com a infiltragdo de Cloridrato de
mepivacaina ( 0.3 ml/Kg, Scandicaine 2% com adrenalina 1:100.000, Septodont,
Franca).

Acesso Cirurgico:

A regido anterior das tibias direita e esquerda foram tricotomizadas e
posteriormente realizou-se a antissepsia pré-operatdria com Polivinil Pirrolidona Iodo
Degermante e topico (PVP-I 10%, Riodeine, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto). O
acesso cirurgico foi realizado através de uma incisdo dermo-periosteal por meio de uma
lamina de bisturi n°® 15 (Feather, Feather Safety , Japan) montada em cabo de bisturi n°
3 ( Hu-Friedy, German) na margem anterior da tibia, iniciada a um centimetro abaixo da
articulagdo tibio-femural, medindo aproximadamente 6 (seis) centimetros de
comprimento. Em seguida foi realizada a exposi¢do da porcdo medial da tibia onde
foram realizados os alvéolos artificiais.

Osteotomia para instalagdo dos implantes:
Ap0s a exposi¢do da por¢cao medial da tibia, foi realizada osteotomia de 3,0mm

de didmetro e 6,0 mm de comprimento, iniciando-se o preparo do leito receptor do
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implante com a broca em forma de langa, para romper a cortical dssea. Em seguida foi
utilizada a fresa helicoidal de 2.0mm, piloto de 2.0/3.0mm e fresa helicoidal de 3.0mm
montadas em um motor elétrico a uma velocidade de 1600 rpm, sob irrigacao constante
de solucdo fisiologica a 0.9% (Darrow, Rio de Janeiro, Brasil).

Instalagdao dos Implantes:

Os implantes foram confeccionados especificamente para este estudo, com as
dimensodes de 2,6mm de didmetro e 6,0mm de comprimento (Conexdo Sistemas de
Protese, Sao Paulo, Brasil), ¢ médulo de rebordo com encaixe para o torquimetro
analégico (15-BTG, Tonich, Japan) para realizar a analise de torque reverso. Os
implantes foram instalados com auxilio de pinga de titdnio (Conexdo Sistemas de
Protese, Sdo Paulo, Brasil) no leito receptor. Na perfuracdo da tibia direita (Grupo
Controle) o implante foi inserido no leito receptor preenchido apenas com coagulo
sangiliineo, enquanto na perfuracdo da tibia esquerda (Grupo Tratado) o implante foi
inserido no leito receptor preenchido com os biomateriais acido Polilatico/Poliglicélico
adicionado ao Fosfato de Célcio.

Sutura:

O tecido mole foi reposicionado e suturado por planos. A sutura muscular foi
realizada com fio absorvivel de Poliglactina 910 (Vicryl 5.0, Ethicon, Jhonson, Sao José
dos Campos, Brasil). No plano cutineo a sutura foi realizada em pontos simples
isolados com fio de nylon 5.0 (Ethicon, Jhonson, S@o José dos Campos, Brasil).
Prescricao Pos-Operatoria:

No pés-cirtrgico foi administrado via intra-muscular Dipirona Sédica no total de
trés doses,(1mg/kg/dia, Ariston Industrias Quimicas e Farmacéuticas LTDA, Sao Paulo,
Brasil), e Pentabiotico (0,1 ml/kg, Fort Dodge, Saide Animal LTDA, Campinas, Sao

Paulo, Brasil).
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Eutanasia e Coleta do Material:

Os animais foram anestesiados por infiltragdo intramuscular de 50mg/kg de
Ketamina (Vetaset — Fort Dodge, Saude Animal LTDA, Campinas, Sao Paulo, Brasil) e
5 mg/kg de cloridrato de Xilazina (Dopaser — Laboratorio Calier do Brasil LTDA —
Osasco, Sdo Paulo, Brasil). Foi realizada a eutanésia por meio de perfusdo no ventriculo
esquerdo de solugdo salina fisiologica a 0.9% ( Darrow, Rio de Janeiro, Brasil) por 10
(dez) minutos, ¢ em seguida de Formaldeido 4% (Paraformaldeido 4% - Acros
Organics) durante 40 minutos, usando uma bomba perfusora peristaltica (Masterflex®
Ls, Cole — Parmer Instrument Company), em grupo de cinco animais por periodo. Os
periodos de eutanasia ocorreu aos 5, 15, 40 e 60 dias apos a instalacdo dos implantes.
As tibias direita e esquerda foram removidas e o tecido mole excedente eliminado. A
pos-fixacao foi realizada em solugcdo de Formaldeido 4% a 4°C , durante um periodo

de 6 horas.

FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS

Analise Biomecanica de Torque Reverso:

Apoés anestesia geral e antes da eutanasia dos animais, os implantes do grupo
controle ¢ do grupo tratado foram removidos por torque reverso por meio de
torquimetro analdgico (15-BTG,Tonich, Japan) e foi medido o valor necessério para
remocao dos implantes. Esta analise foi realizada nos periodos de 40 dias e 5 animais do
periodo de 60 dias. Os valores do grupo controle como do grupo tratado foram levados
a andlise estatistica por meio do teste de andlise de varidncia. Alguns implantes dos

periodos de 40 e 60 dias foram levados a analise de microscopia eletronica de varredura
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para visualizagdo do tecido dsseo aderido a superficie do implante.

Analise Qualitativa Imunoistoquimica:

As tibias direita e esquerda de cada animal foram descalcificadas em EDTA
(4cido etileno-diamino-tetracético, Merck) a 5% dissolvida em dgua deionizada por um
periodo de 60 a 90 dias em temperatura ambiente.

Apds o término da etapa de descalcificacdo, o tecido dsseo ao redor do leito
receptor do implante foi reduzido com margens de 10mm ao redor de todo o negativo
do implante. Em seguida a peca foi crioprotegida em sacarose 30% (Merck) por 48
horas a temperatura de 4°C para possibilitar o corte em criostato. Obteve-se assim
cortes transversais com espessura de 14 pm, montados em laminas previamente
gelatinizadas.

Os anticorpos primdrios utilizados foram contra Osteoprotegerina — OPG (Goat
anti-opg — Santa Cruz Biotecnology), RANK (Goat anti-rank — Santa Cruz
Biotecnology) e RANKL (Goat anti-rankl — Santa Cruz Biotecnology). O método de
detec¢do usado foi imunoperoxidase, utilizando como cromédgeno a Diaminobenzidina
(DAB — Sigma, St. Louis, MO, USA).

Padronizou-se a realizagdo de coloracdo por Hematoxilina e Eosina (HE —
Merck & Co., Inc.), no corte seguinte em que foram preservadas as reagdes
imunoistoquimicas.

As andlises foram realizadas em microscopia de luz para a observagdo da
citoarquitetura do tecido ao redor do implante nos dois grupos estudados, bem como a
expressao das proteinas OPG, RANK e RANKL. A imunomarcagdo das proteinas foram

quantificadas por porcentagem, conforme apresentado abaixo:
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Auséncia de marcagao; (0%)
Marcagao positiva; (20%)
Marcagao superpositiva; (60%)
Marcagao hiperpositiva; (90%)
Os dados, porcentagens foram levados a analise estatistica por meio dos testes de

Wilcoxon e Kruskall-Wallis, com nivel de significancia 5%.

Analise Histométrica:

As pecas dos 5 animais restantes do periodo de 60 dias foram obtidas e apds a
fixagdo foram levadas direto a uma seqiiéncia de alcoois de concentracio crescente com
troca de solugdo a cada 24 horas, seguido de um banho de acetona por 24 horas. Apds o
banho de acetona as pecas foram imergidas em polimetil metacrilato lento com trocas
diarias durante 3 dias. A seguir, as pecas receberam 2 banhos de Metil Metacrilato. Na
seqiiéncia do processamento, foi realizada a inclusdo das pegas em Metil Metacrilato
associado ao catalisador, Peroxido de Benzoila 1%, aguardando-se o periodo de
polimerizacdo da resina. Apos obtengdo dos blocos em resina acrilica contendo as
pecas, estas foram levadas ao microtomo (Exakt Cutting Systen Apparatebau, Gmbh,
Hamburgo, Alemanha) e obtidos assim cortes com espessura em média de 70um. As
laminas foram coradas usando vermelho de alizarina e azul de Stevenel. As laminas
foram levadas a microscopia optica convencional, onde foi medido o perimetro de osso
calcificado e o perimetro de tecido conjuntivo (pré-osso). Os dados foram levados a

analise estatistica usando o teste paramétrico pareado t de Student.

RESULTADOS
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Analise Clinica:

Apos instalagdo dos implantes nas tibias dos coelhos os animais evoluiram com
ganho de peso durante o experimento. ApoOs reabertura das tibias para realizagdao do
torque de remogdo, observou-se que os implantes estavam estaveis devido a
neoforma¢dao Ossea. Houve neoformacao oOssea cobrindo o modulo de rebordo do
implante. O implante do grupo tratado apresentava-se na posi¢do mais proéxima a de
instalagdo, ja o implante do grupo controle apresentava-se numa posi¢do mais inclinada
comparada a posicao inicial de instalacdo. Foi necessaria a remogao de tecido 6sseo em
volta do médulo de rebordo do implante para melhor adaptacdo da chave intermediaria

para encaixe do torquimetro analdgico.

Analise Biomecanica:

Na tabela I(Figura 1 da lista de graficos e tabelas) sdo dados os valores de
torque-reverso, em N/cm, para os grupos Controle e Tratado, de acordo com o periodo
de avaliacdo. Sdo expostas também as médias e desvios padrdo de torque-reverso O
tratamento estatistico da avaliagdo de torque-reverso foi efetuado pela analise de
variancia com a corre¢do de Welch, procedimento recomendado quando esta presente
heterogeneidade das varidncias. As médias de torque-reverso, em N/cm, estdo
representadas graficamente (Figura 2 da lista de graficos e tabelas), juntamente com
intervalos de 95% de confianga para as médias populacionais. A dispersdao dos valores
na avaliacdo de torque-reverso aos 40 dias ¢ maior do que a dispersdo na avaliagdo de
60 dias, sugerindo que com o passar do tempo se perde precisdo nas medidas.
Entretanto ndo houve diferencas estatisticamente significantes entre os grupos

analisados nem entre os periodos de 40 e 60 dias.
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Analise Qualitativa Imunoistoquimica:

Foram realizadas reagdes imunoistoquimicas utilizando anticorpos contra as
proteinas OPG, RANK e RANKL, analisadas durante o processo de reparo da interface
formada entre osso e implante aos 5, 15, 40 e 60 dias pds-operatdrios. As andlises foram
realizadas na cortical superior, no canal medular e na cortical inferior das tibias, para o
entendimento das altera¢des celulares de maneira mais uniforme.

Ao analisarmos as imunomarcagdes contra a proteina RANK tanto no grupo
controle como no tratado, os resultados mostram baixa expressdo desta proteina nas
corticais superiores ¢ inferiores em todos os periodos analisados, ou seja, 5, 15, 40 e 60
dias. Ja ao analisarmos as imunomarcagdes contra a proteina RANK no canal medular
da tibia dos coelhos podemos observar expressao desta proteina nos periodos de 5 e 15
dias em células com morfologia semelhante a macréfagos, ou seja osteoclastos,
diminuindo as imunomarcagdes progressivamente nos periodos de 40 e 60 dias.

Ao analisarmos as rea¢des imunoistoquimicas realizadas para a identificacdo da
proteina OPG, notamos marcagdes especificas para osteocitos nos grupos controle e
tratado localizadas na cortical superior e inferior no periodo de 5 dias, diminuindo esta
expressao aos 15 dias e quase ndo existindo nos periodos de 40 ¢ 60 dias apds instalagdo
dos implantes. Ja ao analisarmos as imunomarcag¢des para Osteoprotegerina no canal
medular da tibia de coelhos notamos uma expressao positiva nos periodos de 5 e 15
dias, aumentando aos 40 dias, e chegando a uma expressdo maior ainda no periodo de
60 dias.

Nas reagodes realizadas para a evidenciagdo da proteina RANKL, observamos
marcagoes especificas nos grupos controle e tratado de células com citoarquitetura de
linhagem osteoblastica nas corticais superiores ¢ inferiores em grande expressdo aos 5

dias apds instalagdo de implantes. Esta expressdo diminuiu aos 15 e 40 dias e quase ndo
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existiu aos 60 dias. Para a imunomarcacdo de RANKL no canal medular da tibia de
coelhos observamos grande expressao em células com morfologia semelhante a
linfécitos. Essa expressdao diminui aos 15 e 40 dias e voltou a aumentar aos 60 dias.

Estas expressdes foram quantificadas em porcentagem como explicado
anteriormente, ou seja, as marcagdes de células de expressao das proteinas RANK,
RANKL, OPG, de acordo com o periodo de avaliacdo 5, 15, 40 e 60 dias para os grupos
Controle e Tratado foram representadas por médias porcentuais (0, 20, 60 e 90). Essas
medidas foram obtidas em seis por¢des do implante de trés a cinco animais em cada
grupo experimental. As aplicacdes do teste de Kruskal-Wallis para cada proteina e
periodo ndo evidenciaram diferencas relevantes na marcacdo de células entre essas
porcdes. Entdo os seis valores de marcagdes de células foram considerados
indistinguiveis e utilizados para a avaliagdo pretendida, tentando-se aumentar o poder da
analise em identificar diferengas quanto a marcagdo de células.

Em seguida, aplicou-se o teste de Kruskal-Wallis para a comparagdo de médias
percentuais de marcagdes de células considerando-se as proteinas e periodos. Tanto para
o grupo controle como o grupo tratado houve evidéncia de diferengas significativas
quanto a marcacdo de células, mas nao foi possivel definir um padrio de
comportamento, com pouca evidéncia de diferenca entre os periodos.

Apbs este passo, os valores de marcacdes de células foram agrupados para se
realizar a comparagdo entre as proteinas independentemente dos periodos. A aplicagdo
do teste de Kruskal-Wallis indicou haver evidéncia de diferenga significativa entre
proteinas quanto a marcagao de células tanto para o grupo controle (p<<0,001) como para
o grupo tratado (p=0,002). Na figura 4 (lista de graficos e tabelas), sdo mostradas as
freqliéncias porcentuais de médias de marcagdes de células de expressdao de proteinas,

independentemente do periodo de avaliagdo, para os grupos: Controle e Tratado. E
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possivel por essas freqiiéncias avaliar as diferengas entre os centros das distribui¢des de
marcacoes de células apontadas pelo teste de Kruskal-Wallis. A proteina RANK
apresentou valores mais baixos de marcacdao de células, predominando a auséncia de
marcacdo. Para as outras proteinas, em relacdo ao grupo tratado houve um equilibrio
entre a auséncia de marcagao e score de 20 em diante, mas nessas marcagdes prevaleceu
0 20. No controle prevaleceram os score de 20 e 60 das proteinas RANKL e OPG,

sendo o score de 20 praticamente a metade das medidas.

Analise por Microscopia eletronica de varredura:
Nos implantes removidos no periodo de 40 dias observam-se areas de tecido
6sseo aderidas a superficie do metal, ja no periodo de 60 dias os implantes encontraram-

se quase totalmente recobertos por tecido 6sseo neoformado em ambos os grupos.

Analise Histométrica:

Foram analisadas as porcentagens de extensdo linear de contato entre tecido
6sseo ¢ implante e tecido conjuntivo e implante. O teste pareado t de Student ndo
revelou evidéncias de diferengas estatisticas entre grupo controle e tratado (p= 1,32).

A andlise qualitativa da interface revelou a presenga de areas de tecido Osseo
neoformado (coradas pelo vermelho de alizarina) em toda extensdo de implante, em
ambos os grupos, principalmente na area de modulo de rebordo, tendo em vista que esta
area estava localizada em osso cortical enquanto as roscas do implante encontravam-se
no canal medular. J4 as areas remanescentes da interface apresentavam-se em contato
com o tecido conjuntivo, corados pelo azul de Stevenel. As médias percentuais de
contato entre tecido Osseo neoformado e implante foram de 35,36% e 21,44%,

respectivamente para os grupos controle e tratado. Para a interface entre tecido
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conjuntivo e implante as médias foram de 64,64% e 78,56% respectivamente para os
grupos controle e tratado. Estas diferencas ndo foram estatisticamente significantes.

Nao foram observados neste periodo remanescentes do biomaterial implantado.
O tecido 0sseo neoformado apresentou-se bastante celularizado com a presenca de
inimeros osteocitos. Em algumas areas adjacentes ao implante observou-se o tecido
conjuntivo celularizado em contato direto com o osso formado, sugerindo sua

maturacdo em tecido 6ssco.

Discussao

A realizagdo deste trabalho iniciou pela determinagdo do modelo animal a ser
empregado. A escolha foi pelo coelho por ser um animal largamente utilizado em
pesquisas de implantes realizadas anteriormente a esta, bem como pelo seu porte fisico,
constituindo-se num animal experimental capaz de receber implantes de comprimento e

282930 muito embora os

diametro compativeis aos implantes de uso clinico rotineiro,
implantes usados neste trabalho nao fossem compativeis com os de uso clinico rotineiro,
mas apresentavam-se bem proximos aos implantes de menor diametro e comprimento
utilizados atualmente na clinica implantodontica.

No presente estudo, implantes osseointegraveis foram instalados em defeitos
0sseos maiores que o diametro da fixagdo, levando a auséncia de estabilidade primaria.
Este tipo de cavidade experimental usada no presente modelo de trabalho pareceu ser
eficiente para estudo mecanico e biologico de materiais biocompativeis no processo de
reparacao da interface formada entre osso e implante.

A forga necessaria para remocdo de implantes por torque reverso tem sido

largamente utilizada nos ultimos anos em estudos animais para avaliar mesmo que
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indiretamente o processo de formacdo 6ssea ao redor de implantes.**' Neste presente
estudo observou-se que nao houve diferencas estatisticamente significativas nos valores
medidos de torque reverso nos grupos controle e tratado, bem como nos periodos
experimentais de 40 e 60 dias. Entretanto pode-se observar que o torque partiu de um
valor zero, ja que os implantes foram instalados numa cavidade experimental maior que
o didmetro do implante e foram atingidos valores semelhantes tanto nos periodos
experimentais de 40 como 60 dias, demonstrando que houve neoformagdo Ossea,
propiciando assim uma estabilidade secundaria aos implantes. Porém durante a analise
clinica na fase de eutanasia dos animais pode-se observar que os implantes do grupo
tratado estavam em uma posi¢ao mais proxima a posicao inicial de instalagdo. Este fato
pode ser explicado pela manutengdo do posicionamento do implante, proporcionada
pelo biomaterial no ato da instalagdo dos mesmos no leito cirGrgico devido a sua
consisténcia em forma de gel.

A estabilidade primaria em implantodontia ¢ um dos principais fatores que
influenciam as taxas de sobrevivéncia do implante. E considerada um pré-requisito para
estabelecer um suporte mecanico, essencial para ndo perturbar o processo de
osseointegracio.”>*** Lioubavina-Hack et al* avaliaram a importincia da estabilidade
inicial para a osseointegracdo em um modelo experimental de membrana de teflon
fixada no ramo mandibular de ratos para o aumento 6sseo, utilizando implantes de
2,8mm instalados com e sem estabilidade primdria. Os autores concluiram que a
estabilidade primaria é pré-requisito para o sucesso da osseointegragdo e que implantes
instaveis resultaram em encapsulacao fibrosa. Em nosso estudo verificamos a presenca
de neoformacdo Ossea ao redor de implantes instalados sem estabilidade primaria,
confirmado pela analise biomecanica, MEV e pela analise histométrica por meio do

corante de vermelho de Alizarina que corou o tecido dsseo calcificado em intima
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aposicao com a superficie do implante. Entretanto os diferentes resultados encontrados
estdo relacionados as inumeras variaveis, destacando-se como fator fundamental a
auséncia de leito receptor intra-6sseo para os implantes instalados sem estabilidade
primaria.

Os defeitos 0sseos experimentais criados neste estudo apresentaram dimensao de
3.0mm de didmetro e 6.0mm de comprimento. Foi observada a presenca de
neoformacdo 6ssea em ambos os grupos, mesmo na auséncia de estabilidade primaria.
Botticelli et al’**>*%*7 demonstraram que amplos defeitos periimplantares, de 1,0 até
2,25 mm associados ou ndo a remogdo intencional da parede vestibular podem ser
preenchidos com tecido 6sseo neoformado, fornecendo alto grau de osseointegragao.
Além disso, estes autores concluiram que este reparo € influenciado pelas caracteristicas
de superficie do implante. Contudo, em todos os estudos realizados por estes autores os
implantes apresentavam-se travados na por¢do apical, e portanto, com estabilidade
primaria.

Outro fator que pode ter interferido neste trabalho foi o copolimero PLA/PGA
que ¢ um material osteocondutor, Ele vem sendo rotineiramente pesquisado nos ultimos

P : ~ . 39,40
anos para régeneracao O0Ssca gulada,38 regeneragao de tecido nervoso™”

e engenharia
tecidual.”>*" Este copolimero pode ser utilizado em diferentes consisténcias para
cirurgia, sendo que na forma gelificada apresenta inimeros poros pequenos, em torno de
3um,” que contribuem com a neoformagio dssea por osteocondugio.

O intuito de adicionar um composto basico inorganico, ou seja, o Fosfato de
Célcio ao copolimero acido Polilatico/Poliglicélico foi de melhorar as propriedades

41,424 ’ 42,44 7 .
424 ¢ controle do pH do copolimero.**** Além disto, o

mecanicas do acido Polilatico,
Fosfato de Calcio atua diretamente no processo de degradacdo do biomaterial pelo

organismo, diminuindo a propor¢do de absorcdo do acido Polilatico bem como do
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Poliglicolico.'** Entretanto Ara et al'® salienta que a incorporagdo de aditivos nos
polimeros absorviveis ¢ um processo complexo, necessitando avaliar muitos critérios e
ser investigado com mais detalhes no futuro préximo.

A imunoistoquimica ¢ uma ferramenta metodoldgica que foi introduzida
recentemente no estudo do processo de reparo 6sseo.*”* Esta técnica necessita de uma
padronizagdo que vai desde a eutandsia do animal, de todo o preparo da peca até a
obtencdo dos cortes congelados. A principal preocupagdo foi quanto ao processo de
descalcifica¢do, para que este ndo tornasse os cortes histologicos invidveis para as
reacdes imunoistoquimicas, ou seja, sem os epitopos disponiveis para a ligacdo do
anticorpo primario.

O objetivo do estudo imunoistoquimico foi expressar as proteinas OPG, RANK
e RANKL no tecido 6sseo ao redor de implantes instalados em defeitos 6sseos de
diametro maior que o corpo do implante, preenchidos com acido Polilatico/Poliglicélico
adicionado ao Fosfato se Calcio na propor¢ao de 30%. Os estudos relacionados a
expressao destas proteinas iniciaram-se a partir de 1997, quando foram descritas pela
primeira vez.'®'**" A expressio destas proteinas reflete a dindmica do tecido dsseo, uma
vez que a presenga de OPG e RANKL em concentracdes similares, indicam o equilibrio
do tecido 6sseo, onde a taxa de reabsor¢do equivale a taxa de neoformagdo Ossea.
Entretanto, o predominio de OPG, sinaliza a neoformagdo Ossea, bem como o

18,19,20,21,24,25 Os resultados

predominio de RANKL sinaliza a reabsorcdo &ssea.
mostraram que as proteinas expressam-se de formas diferentes durante os periodos pds-
operatorios analisados e a forma como elas se expressaram deram uma idéia da
dindmica do processo de remodelacdo Ossea. A expressdo destas proteinas ocorreu em

células da linhagem o6ssea. Sendo assim as proteinas OPG e RANKL expressaram-se em

osteoblastos, osteocitos e células de revestimento, conforme resultados encontrados em
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outros estudos.'™! Ja para a proteina receptora RANK, estudos mostraram que ela
expressou-se em macrofagos da linhagem osteoclastica, ou seja, pré osteoclastos, além
de células dendriticas e fibroblastos.'” Nos resultados analisados no grupo tratado, foi
possivel observar principalmente no periodo de 05 dias, muitas células com aspecto
semelhante a macréfagos osteoclasticos com imunomarcagdo para a RANK. Este fato
comprova que o material utilizado no defeito dsseo no intuito de promover estabilizagao
ao implante estava sendo absorvido pelo organismo, ndo causando reagdo de corpo
estranho, comprovando sua biocompatibilidade. No entanto no grupo controle a
expressdo desta proteina foi em menor intensidade, mesmo ndo havendo diferengas
estatisticamente significantes da porcentagem no grupo controle e grupo tratado. Este
fato pode ser explicado pela auséncia do biomaterial, por exigir menor nimero de
células da linhagem osteoclastica, pois codgulo sangiiineo interferiu menos nas
respostas dos tecidos quando comparado ao biomaterial.

Diante da metodologia empregada e dos resultados obtidos foi possivel concluir
que ocorreu a expressdo das proteinas Osteoprotegerina, RANK ¢ RANKL durante a
deposicdo dssea em implantes osseointegraveis sem estabilidade primaria instalados em
defeitos dsseos preenchidos com o biomaterial acido Polilatico/Poliglicélico adicionado
ao Fosfato de Calcio.

Apds andlise qualitativa ordinal, podemos notar que ocorreu um balango na
presenga destas proteinas, sendo a maior expressdo da OPG aos 40 e¢ 60 dias pods-
operatérios e da RANK aos 05 dias pds-operatorios. A RANKL, semelhante a OPG,
apresentou-se com maior expressao, principalmente aos 40 e 60 dias pos-operatorios.

Conclui-se que o copolimero de acido polilatico/poliglicolico incorporado ao
fosfato de calcio foi biocompativel no tecido 6sseo, e permitiu neoformacdo 6ssea ao

redor dos implantes instalados com auséncia de estabilidade primaria em defeitos 6sseos



46

de 3.0mm de didmetro ¢ 6.0mm de comprimento. Além disso, houve o processo de
osseointegracao em ambos os grupos, mesmo na auséncia de estabilidade primaria dos

implantes.
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ANEXO “A” - COMITE DE ETICA EM
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TIBIA DE COELHOS. ESTUDO BIOMECANICO, HISTOMETRICO E
IMUNOISTOQUIMICO.” sob responsabilidade de ROBERTA OKAMOTO,
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com o protocolo n® 69/05.

Aracatuba, 11 de julho de 2005.
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Presidente



53

ANEXO “B” - TABELAS E GRAFICOS

Estatistica Periodo (dias)

40 60

Controle Tratado Controle Tratado
1 11 8 22 5
2 10 3 11 5
3 8 7 10 22
4 10 9 16 9
5 12 11 8 12
Média 10,2 7,6 5,6 7,0
Desvio padrao 15 3,0 42,1 66,2

Figura 1: Tabela dos valores de torque-reverso dos implantes do grupo controle e do
grupo tratado, nos periodos de 40 e 60 dias.
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Figura 2: Representagdo grafica de médias amostrais de torque reverso (colunas), em
N.cm, e de intervalos de 95% de confianca para as médias populacionais (barras

verticais)
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Figura 3: Representacdo grafica de % de ocorréncias de médias de marcagdes de

54

H 90

E20
oo

células de expressao de proteina, independentemente do periodo de avaliacdo, para os

grupos: Controle (Cr) e Tratado (Tr)
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ANEXO “C” - FIGURAS DO PROCEDIMENTO
CIRURGICO

Fig 1 - Antissepsia Fig 2 - Incisao

Fig 7 - Implante instalado Fig 8 - Sutura
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Fig 9 - Implante instalado com o Fig 10 — Posigdo do implante apés 60
biomaterial (Grupo Tratado) dias de instalagao

Fig 11 - Preparo do tecido 6sseo para Fig 12 - Remocéo do implante por
encaixe de chave para torquimetro contra torque
manual

Fig 13 - Negativo da &rea onde foi
instalado o implante
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ANEXO “D” - FIGURAS DOS RESULTADOS

Fig. 1 — tecido 6sseo (TO) formado ao redor da
area ocupada anteriormente pelo implante (1).
HE, original 63x-40 dias (Grupo Tratado)

Fig. 3 — Imunomarcagé&o para RANK em
células de revestimento 6sseo. DAB, original,
63x.- 5 dias (Grupo Tratado)
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Fig. 5 — Imunomarcacdo moderada para RANK
em pré-macrofagos no canal medular. DAB,
original, 63x.- 5 dias (Grupo Controle)

Fig. 7 — Imunomarcacéo para RANK em células
da linhagem osteoblastica. DAB, original, 63x.-
5 dias (Grupo controle)
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Fig. 2 — Imunomarcacgédo para RANK em
células de revestimento 6sseo. DAB, original,
63x.- 5 dias (Grupo Controle)
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Fig.4 — Imunomarcacéao baixa para RANK
em células de revestimento 6sseo. DAB,
original, 160x.- 5 dias (Grupo Tratado)

Fig. 6 — Imunomarcacéo para RANK em pré-
macréfagos no canal medular. DAB, original,
63x.- 5 dias (Grupo Tratado)

osteohlastos

Fig. 8 — Imunomarcacéo para RANK em células

de linhagem osteoblastica DAB, original, 63x.-
60 dias (Grupo Tratado)



Fig. 9 —-Imunomarcacédo de OPG em tecido
Gsseo (TO) formado ao redor da area ocupada
anteriormente pelo implante. DAB original 160x-
40 dias (Grupo Tratado)

ostede )

e
= E = = = -
3 Jtn :

ostedcitos na cortical superior. DAB, original,
63x.- 5 dias (Grupo Tratado)
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Fig. 13 — Imunomarcacéo para OPG em
ostedcitos na cortical superior. DAB, original,
63x.- 60 dias (Grupo controle)

Fig. 15 — Imunomarcagao para OPG em
ostedcitos no canal medular. DAB, original, 63x.-
5 dias (Grupo tratado)

58

<
Ly

| i
oy
- e

Fig. 10 — Imunomarcacéo para OPG em
ostedcitos na cortical superior. DAB, original,
63x.- 5 dias (Grupo Controle)
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Fig. 12 — Imunomarcacgéo para OPG em
ostedcitos no canal medular. DAB, original, 63x.-
5 dias (Grupo Controle)
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Fig. 14 — Imunomarcacéo para OPG em
ostedcitos na cortical superior. DAB, original,
63x.- 60 dias (Grupo Tratado)

Fig. 16 — Imunomarcacéo para OPG em
ostedcitos na cortical inferior. DAB, original,
63x.- 60 dias (Grupo controle)



Fig.17— Imunomarcacédo de RANKL em
linfocitos no canal medular. DAB original
160x-5 dias (Grupo Controle)

e

Fig. 19 — Imunomarcacao para RANKL em
ostedcitos na cortical superior. DAB, original,
63x.- 5 dias (Grupo Controle)
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Fig.18— Imunomarcacédo de RANKL em linf6citos
no canal medular. DAB original 160x-60 dias
(Grupo Tratado)
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Fig. 20 — Imunomarcagao para RANKL em
ostedcitos na cortical superior. DAB, original,
63x.- 5 dias (Grupo Tratado)
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Fig. 21 — Imunomarcacao para RANKL em
ostedcitos na cortical superior. DAB, original,
63x.- 60 dias (Grupo Controle)
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Fig. 23 — Imunomarcacao para RANKL em
ostedcitos na cortical inferior. DAB, original, 63x.-
5 dias (Grupo Controle)

Fig. 22 — Imunomarcagao para RANKL em
ostedcitos na cortical superior. DAB, original,
63x.- 60 dias (Grupo Tratado)
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Fig. 24 — Imunomarcacao para RANKL em
ostedcitos na cortical inferior. DAB, original, 63x.-
60 dias (Grupo Tratado)
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Fig. 25 — tecido ésseo (TO) formado ao
redor do implante. Vermelho de
alizarina e azul de Stevenel 4x — 60dias
(Grupo Controle)

L

Fig. 27 — tecido 6sseo (TO) formado ao
redor do implante. Vermelho de alizarina e
azul de Stevenel-160x (Grupo Controle)

Fig. 29 — tecido 6sseo (TO) formado ao redor do
implante (roscas). Vermelho de alizarina e azul

de Stevenel-160x (Grupo Controle)
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Fig. 26 — tecido 6sseo (TO) formado ao
redor do implante. Vermelho de
alizarina e azul de Stevenel 4x — 60
dias (Grupo Tratado)

Fig. 28 — tecido 6sseo (TO) formado ao
redor do implante. Vermelho de alizarina e
azul de Stevenel-160x (Grupo Tratado)

Fig. 30 — tecido 6sseo (TO) formado ao redor do
implante (roscas). Vermelho de alizarina e azul
de Stevenel-160x (Grupo Tratado)
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Fig. 31 — Tecido 6sseo aderido na superficie do implante. MEV 56x- 60 dias (Grupo Tratado).

10SC EHT=20.88 kU WD= 21 mmn  Mag= 1.8 K X Detector= SE1
16pn Photo No.=5 8-Aug-2006

Fig. 32 — Tecido 6sseo aderido na superficie do implante. MEV 1.00 k x - 60 dias (Grupo Tratado).
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ANEXO “E” - NORMAS PARA PUBLICACAO

Journal of Oral and Maxillofacial Surgery

Guide for Authors

Notice to Contributors

Reprints of the notice are available from the Editor-in-Chief and are also available at
www.joms.org. The JOURNAL publishes articles reflecting a wide range of opinions
and techniques, provided they are original, contribute new information, and meet the

standards of scientific thought, rational procedure, and literary presentation.

Journal of Oral and Maxillofacial Surgery uses an online, electronic submission

system. By accessing the website http://ees.elsevier.com/joms , authors will be guided

through the electronic submission process; original source files (text documents in
Word, image files in TIFF or EPS) are required. The author should specify a category
designation for the manuscript (original investigation, review article, letter to the editor,
etc) and choose a set of classifications from the list provided online. All authors must

download and fill out the AAOMS disclosure statement regarding dual commitment.

Authors may send queries concerning the submission process, manuscript status, or

journal procedures to the Editorial Office (juliush@ohsu.edu). All correspondence,

including the Editor?s decision and request for revisions, will be sent via e-mail.
All author correspondence may be directed to the Editorin- Chief:

Dr Leon A. Assael

Oral and Maxillofacial Surgery
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School of Dentistry?SD-522

Oregon Health & Science University
611 SW Campus Dr

Portland, OR 97239

Phone: (503) 494-0293

Fax: (503) 494-0294

E-mails: assaell@ohsu.edu, juliush@ohsu.edu

Original articles are considered and accepted for publication on the condition that
they have not been published, or submitted for publication, elsewhere. The Editor
reserves the right to edit manuscripts to fit articles within the space available and to
ensure conciseness, clarity, and stylistic consistency. A title page should be included
with each article that lists the title, the authors? names, degrees, affiliations, complete
mailing address (including street number), and the telephone number, fax number, and
e-mail address for the corresponding author. Titles of articles should be descriptive but
as concise as possible. A structured abstract (introductory summary) of no more than
250 words should be included. It should be divided into four sections labeled Purpose,

Materials (or Patients) and Methods, Results, and Conclusions.

All Contributors to JOMS should refer to the Consort statement on clinical research

design and the Helsinki statement on medical protocols and ethics.

Consort statement:

http://www.consort-statement.org/statement/revisedstatement.htm

Helsinki:

http://www.wma.net/e/policy/b3.htm
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

