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Resumo 



 

Resumo 

 

GEALH, W. C. Análise do processo de reparo de enxerto ósseo autógeno 

em mandíbula de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) não tratados e 

tratados com losartan. Estudo imunoistoquímico e histomorfométrico. 

Araçatuba, 2010. 79 f. Dissertação (Mestrado em Odontologia – Área de 

concentração: Cirurgia e Traumatologia Bucomaxilofacial). Faculdade de 

Odontologia de Araçatuba. Universidade Estadual Paulista, Araçatuba, 2010. 

  

 

A hipertensão arterial é o maior fator de risco para doenças 

cardiovasculares, caracterizada por uma disfunção endotelial, alteração no 

controle do crescimento das células vasculares e morte celular. Alterações como 

gradual perda óssea e diminuição no índice de massa óssea corpórea têm sido 

fortemente relacionadas com hipertensão, sendo que os mecanismos celulares e 

moleculares que envolvem a hipertensão e osteoporose não são compreendidos 

completamente como um todo. Objetivos: O presente projeto teve por objetivo 

estudar a interferência da hipertensão essencial no metabolismo ósseo durante o 

processo de reparo de enxerto ósseo autógeno, bem como analisar a influência 

do losartan, um medicamento anti-hipertensivo antagonista dos receptores de 

angiotensina, analisando a expressão das proteínas OC, OPG, RANK, RANKL, 

TRAP, VEGF e PECAM através da técnica de imunoistoquímica. Além disso, este 

projeto pretendeu realizar a análise histomorfométrica do tecido ósseo formado 

durante o processo de reparo. Material e métodos: Os grupos estudados 

compreenderam 24 ratos normotensos Wistar e 24 ratos espontaneamente 



 

hipertensos, divididos em grupos não tratados e tratados com Losartan, 

submetidos a procedimentos cirúrgicos para realização de enxertos ósseos em 

bloco na mandíbula, nos períodos de 7, 14 e 28 dias. Conclusão: Conclui-se que 

os animais SHR apresentam atraso no processo de reparo de enxertos ósseos 

autógeno em bloco quando comparados aos animais Wistar, e que o uso do 

losartan para redução da pressão arterial nestes animais demonstrou melhorar o 

processo cicatricial, apesar de não haverem diferenças estatísticas significantes.   

 

Palavras-chave: metabolismo ósseo, enxerto ósseo, antagonista do receptor de 

angiotensina II. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abstract 



 

Abstract 

 

GEALH, W. C. Bone healing analysis of the autogenous onlay bone graft in 

mandible of spontaneous hypertensive rats (SHR) non treated and treated 

by losartan. Histological and immunohistochemical study. Araçatuba, 2010. 

79 f. Dissertation (Master in Dentistry – Oral and Maxillofacial Surgery) Araçatuba 

School of Dentistry. São Paulo State University “Julio de Mesquita Filho”. 

 

 

Hypertension is the major risk factor to coronary diseases characterized by 

endothelial disfunction, alterations on the growing of vascular cell and death cell. 

Alterations like continuous bone loss and  lower body mass index have been 

strongly connected with hypertension, althought the mollecular and cellular 

mechanisms wich involve the hypertension and osteoporosis are not completely 

understood. Objectives: This study has the objective to observe the high blood 

pressure interference in the osseous metabolism during the bone healing of 

autogenous bone graft and carry out analysis about the administration of losartan, 

a receptor angiotensin antagonist by OC, OPG, RANK, RANKL, TRAP, VEGF and 

PECAM expressions by immunohistochemical technique and hystological analysis 

of the bone tissue. Material and methods: The groups studied were 24 

normotensive rats Wistar and 24 spontaneous hypertensive rats dealed out non 

treated and treated groups by losartan. Surgical procedures were carried out and 

an onlay bone grat were fixed on the mandible and the animmals were sacrified 

on the 7, 14 and 28 days. Conclusion: we conclued that the SHR has a late bone 

healing process when comparing with Wistar group and the losartan 



 

administration to reduce the blood pressure has the potential to become better the 

bone graft healing, althought significant estatistical differences not exist.   

 

Key-words: osseous metabolism, bone graft, receptor angiotensin antagonist. 
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ANÁLISE DO PROCESSO DE REPARO DE ENXERTO ÓSSEO AUTÓGENO 

EM MANDÍBULA DE RATOS ESPONTANEAMENTE HIPERTENSOS (SHR) 

NÃO TRATADOS E TRATADOS COM LOSARTAN. ESTUDO 

IMUNOISTOQUÍMICO E HISTOMORFOMÉTRICO1. 

 

Introdução 

A hipertensão arterial consiste do aumento da pressão sanguínea, sistólica 

e/ou diastólica além dos limites definidos atualmente pelo VII JNC (Joint National 

Committee on Prevention, Detection, Evaluation and Treatment of High Blood 

Pressure). É o maior fator de risco para doenças cardiovasculares, sendo 

caracterizada por uma disfunção endotelial, alteração no controle do crescimento 

das células vasculares e morte celular (Tea et al. 1999). Acomete cerca de 1 

bilhão de pessoas em todo mundo, e aproximadamente 65 milhões de pessoas 

nos Estados Unidos, sendo a principal causa de morte nos países 

industrializados (Kearney et al. 2005).  

Alterações na estrutura esquelética como gradual perda óssea e 

diminuição no índice de massa óssea corpórea têm sido fortemente relacionadas 

com hipertensão e morte por infarto (Cappucio 1999; Browner 1991), sendo que 

os mecanismos celulares e moleculares que envolvem a hipertensão e 

osteoporose não são compreendidos completamente como um todo, ou seja, em 

conjunto. Isto se deve, basicamente, porque tais patologias vêm sendo estudadas 

e tratadas praticamente de formas isoladas, apesar de estarem inter-

relacionadas.   

                                                
1 Trabalho apresentado como requisito de defesa do Mestrado em Odontologia (Área: Cirurgia e 
Traumatologia Bucomaxilofacial, a ser submetido para publicação segundo as normas da revista 
“Clinical Oral Implants Research” 



 

O sistema renina-angiotensina tem importante função na regulação da 

pressão arterial e no remodelamento de vários tecidos, sendo que vários 

trabalhos já reportaram a importância da angiotensina II (Ang II) e sua 

capacidade de interferir no metabolismo ósseo através de receptores localizados 

nos osteoblastos e osteoclastos ou através da ação no fluxo sanguíneo dos 

capilares da medula óssea. Existem dois principais subtipos de receptores de 

angiotensina, AT1 e AT2 (Whitebread et al. 1989; Chiu et al. 1989), sendo que a 

maioria das ações é mediada pelos receptores AT1, enquanto as ações dos 

receptores AT2 ainda não estão totalmente esclarecidas (Dzau 1995). 

O losartan, medicamento pertencente ao grupo dos antagonistas dos 

receptores de angiotensina (ARAs), consiste de um anti-hipertensivo que 

bloqueia seletivamente os receptores AT1 da Ang II no músculo liso vascular e na 

glândula supra-renal, bloqueando assim seus efeitos vasoconstritores e a 

secreção da aldosterona. Atualmente, tal medicamento ocupa lugar de destaque, 

pois além de eficaz tem capacidade de proteção dos órgãos-alvo, apresentando 

baixa incidência de eventos adversos (See 2001). 

O processo de remodelação óssea consiste basicamente na atuação 

acoplada de células que formam a matriz óssea (osteoblastos) e que reabsorvem 

osso (osteoclastos). Este ciclo de remodelação óssea é regulado por uma 

variedade de fatores produzidos local e sistematicamente como citocinas 

inflamatórias, fatores de necrose tumoral, fatores de crescimento, Vitamina D3 

(1,25(OH)2D3), hormônio paratireoidiano, prostaglandina E2, inteleucinas e outras 

proteínas, dentre as quais destacamos a osteocalcina (OC), osteoprotegerina 

(OPG), o receptor ativador de NF-Kappa B (RANK) e o receptor ativador de NF-

Kappa B ligante (RANKL), que apresentam um alto envolvimento no processo de 



 

remodelação óssea (Kong 1999; Van der Pluijm et al. 1991; Schwartz & Kneefe 

2000; Hofbauer et al. 2000; Buckley & Fraser 2002). Considerando que o tecido 

ósseo apresenta um equilíbrio entre a atividade osteoblástica e osteoclástica, 

simplificadamente duas proteínas (OPG e RANKL) podem ser utilizadas como 

marcadores da atividade celular. Assim, a RANKL apresenta-se como uma 

proteína liberada pelos osteoblastos que se liga à RANK, receptor localizado na 

superfície de pré-osteoclastos. Uma vez que ocorra a ligação RANK-RANKL, 

ocorre a diferenciação dos pré-osteoclastos em osteoclastos ativos e tem início o 

processo de reabsorção óssea (Stejskal et al. 2001; Khosla 2001). A OPG 

modera a osteoclastogênese, atuando como receptor chamariz, ligando-se à 

RANKL e impedindo sua ligação à RANK (Simonet et al. 1997; Khosla 2001; 

Aubin & Bonnelye 2000; Stejskal et al. 2001). O balanço entre a expressão do 

estimulador da osteoclastogênese (RANKL) e o inibidor (OPG) influencia a 

quantidade de osso reabsorvido (Teitelbaum 2000).  

A fosfatase ácida resistente ao tartarato (TRAP) consiste de uma enzima 

encontrada nas células de origem osteoclástica e eritrócitos, liberadas durante a 

reabsorção óssea e após o afastamento dos osteoclastos do seu local de 

atuação, sendo utilizada como importante marcador da atividade osteoclástica 

(Christenson 1997; Schwarz et al. 2000 & Bekker et al. 2001).  

A OC, importante proteína no processo de ossificação, é a mais abundante 

proteína não-colagenosa no osso, indicando o processo de mineralização na 

formação óssea. Tal proteína exibe atividade quimioatrativa para células 

progenitoras de osteoblastos e monócitos sanguíneos periféricos (Chenu et al. 

1994). A presença de osteocalcina é um marcador do turnover ósseo, quando 

reabsorção e formação estão unidas, e um marcador específico de formação 



 

óssea quando formação e reabsorção não estão no mesmo nível (Ducy et al. 

1996). Segundo Hagiwara (1998), a Ang II diminui a síntese de RNAm para 

osteocalcina, que consiste de um marcador da diferenciação osteoblástica.   

Em enxertos ósseos é fundamental a revascularização do tecido 

enxertado. Este processo, incluindo angiogênese e crescimento de vasos 

sanguíneos colaterais caracteriza em parte o reparo e remodelamento tecidual 

(Aicher 2007). Tem sido demonstrado que a quantidade de células progenitoras, 

bem como seu potencial angiogênico está reduzido nos casos de hipertensão 

arterial (You et al. 2008). Em ratos espontaneamente hipertensos (SHR), bem 

como em pacientes com hipertensão essencial, as funções endoteliais estão 

comprometidas e podem comprometer a regeneração de vasos sanguíneos 

(Konishi & Su 1983; Panza et al. 1990). Assim, o tratamento adequado da 

hipertensão é fundamental, visto que a redução na pressão arterial é o principal 

mecanismo que desencadeia a ativação da vasculogênese e crescimento de 

vasos sanguíneos (You et al. 2008). 

Várias citocinas e fatores de crescimento estão envolvidos na regulação da 

angiogênese, sendo o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) o agente 

de ação mais potente no endotélio vascular (Becit et al. 2001; Lantieri et al. 

1998). O VEGF é um fator de crescimento específico que aumenta a 

permeabilidade microvascular, estimula a proliferação de células endoteliais, 

induz a expressão de enzima proteolítica e a migração de células endoteliais, 

monócitos e osteoblastos (Dvorak et al. 1995; Connolly 1991; Sakuta et al. 2001). 

Já a PECAM-1(molécula de adesão plaquetas-células endoteliais) consiste de 

uma glicoproteína de membrana altamente expressa em células endoteliais e em 

níveis moderados na superfície de plaquetas e leucócitos (Newman 1997). Está 



 

envolvida em funções vasculares incluindo a formação inicial do contato entre as 

células endoteliais, permeabilidade vascular, angiogênese, migração celular e 

migração trans-endotelial (Springer 1994; Piedboeuf et al. 1998). 

Embora existam relatos que demonstrem que receptores da Ang II sejam 

expressos nos osteoblastos e osteoclastos, os efeitos deste peptídeo no 

metabolismo ósseo ainda são controversos (Hatton et al. 1997 & Hiruma et al. 

1997). Portanto, é interesse deste trabalho avaliar como se expressam as 

proteínas OC, OPG, RANK e RANKL, TRAP, denotando a atividade das células 

ósseas, bem como a proliferação vascular pela marcação da VEGF e PECAM 

durante o processo de reparo de enxertos ósseos autógenos em ratos 

normotensos e SHR tratados e não tratados com losartan.  

  

Material e métodos 

 Previamente à realização dos experimentos, o presente projeto de 

pesquisa foi enviado para análise pela Comissão de Ética em Experimentação 

Animal da Faculdade de Odontologia de Araçatuba – FOA/UNESP, tendo sido 

aprovado com número de protocolo 2008-005159 (Anexo B). 

Foram selecionados 24 ratos machos (Rattus novergicus albinus, Wistar-

Kyoto) e 24 animais SHR, adultos, com peso corporal variando de 250 a 300 

gramas, obtidos no Biotério do Departamento de Ciências Básicas da Faculdade 

de Odontologia de Araçatuba – FOA/UNESP, onde foram criados para fins de 

ensino e pesquisa. Durante todo o experimento os animais foram mantidos em 

gaiolas individualizadas, num ambiente com temperatura estável (22 ± 2° C), com 

ciclo de luz controlado (12 horas claro e 12 horas escuro), alimentados com ração 

balanceada (Ração Mogiana Alimentos S.A.) e quantidade de água controladas, 



 

exceto 12 horas antes da intervenção cirúrgica nas quais os animais foram 

mantidos com dieta jejum.  

Os animais foram divididos em quatro grupos: Grupo 1 (Wistar), controle, 

composto por 12 ratos normotensos que não foram tratados com losartan; grupo 

2 (Wistar-L), controle, composto por 12 ratos normotensos tratados com losartan; 

grupo 3 (SHR), composto por 12 animais hipertensos, os quais não foram 

tratados com losartan; e grupo 4 (SHR-L), composto por 12 animais hipertensos 

tratados com o anti-hipertensivo losartan. Os animais foram sacrificados em três 

períodos (7, 14, e 28 dias), abrangendo 4 ratos em cada período.  

Modo e meio de administração do Losartan 

O medicamento anti-hipertensivo losartan foi administrado por via oral, 

através da diluição do losartan (30 mg/Kg peso corporal/dia) em 50 mL de água. 

Este volume de liquido foi oferecido diariamente a cada animal, tendo início 7 

dias antes da realização do procedimento cirúrgico e se prolongando até o dia da 

eutanásia. Aos animais dos grupos não tratados pelo losartan foi oferecido 

somente água, na mesma quantidade (50 mL). A padronização deste volume é 

dada em função da necessidade de garantir que todos os animais façam a 

ingestão de todo o volume do liquido durante um período de 24 horas, 

assegurando que a dose desejada do medicamento tenha sido administrada. A 

cada 7 dias todos os animais foram pesados e a dose do medicamento 

recalculada para proceder o ajuste de acordo com o peso atual. 

 A fim de garantir que os animais ingeriam todo o medicamento, todos os 

dias os frascos foram verificados se estavam vazios e, antes do início do 

procedimento cirúrgico a pressão arterial de cada animal foi aferida para verificar 

a efetividade do medicamento quanto a redução da pressão arterial.  



 

 Técnica cirúrgica 

A metodologia empregada para realização do enxerto autógeno foi 

baseada na descrição de Jardini et al. (2001), exceto o método de fixação do 

bloco de enxerto ósseo, que foi modificado pelos autores deste trabalho e 

submetido à publicação (Anexo C).  

Em todos os procedimentos cirúrgicos os animais receberam anestesia 

geral intramuscular, administrando cloridato de xilazina na dose de 0,03 mL/100 

gramas de peso corporal e cloridrato de ketamina na dose de 0,07 mL/100 

gramas de peso corporal. 

Após a obtenção do efeito anestésico foi realizada tricotomia, antissepsia 

com PVPI tópico (Polivinilpirrolidona-iodo) e isolamento do campo operatório 

(Figura 1, Anexo C). A área doadora escolhida foi a região parietal direita. 

Realizou-se incisão em forma de meia lua no tegumento de revestimento do 

crânio e, após exposição da cortical óssea, com auxílio de trefina cirúrgica com 

diâmetro de 3,8 mm e velocidade constante de 800 rotações por minuto, sob 

irrigação contínua com soro fisiológico, realizou-se a remoção de toda a 

espessura da díploe do osso parietal direito (Figura 2, Anexo C). 

Realizou-se incisão linear na pele da região do ângulo mandibular direito, 

envolvendo cutâneo e subcutâneo, permitindo a visualização do músculo 

masséter que, em seguida, foi divulsionado com tesoura de ponta romba. Seguiu-

se com incisão no bordo inferior da mandíbula e descolamento do periósteo 

expondo somente a face lateral da mandíbula (Figura 3, Anexo C). O bloco ósseo 

removido da região parietal foi fixado na face lateral da mandíbula direita 

utilizando técnica compressiva (Figura 4, Anexo C). Em seguida foram realizadas 



 

as suturas, tanto nos planos musculares profundos quanto nos tecidos cutâneos 

superficiais com fio de nylon 5.0. 

Todos os animais receberam como medicação pós-operatória imediata 

dose única de antibiótico (penicilina G benzatina administrada por via 

intramuscular na dose de 0,2mL/animal). 

Decorridos 07, 14 e 28 dias após a realização dos enxertos, os animais 

foram sacrificados por sobredosagem anestésica. Após sacrifício realizou-se a 

remoção da hemi-mandíbula direita, procedendo a dissecção e remoção dos 

tecidos musculares adjacentes (Figura 5, Anexo C). 

Processamento histotécnico 

As peças obtidas foram fixadas em solução de formalina a 10% por 24 

horas e descalcificadas em solução de etilenodiaminotetracético (EDTA) 4,13% 

com pH 7,0 (Merck®, Darmstadt, Alemanha) por um período de três meses, com 

troca de solução a cada 15 dias. Após descalcificação, foram desidratadas, 

diafanizadas e incluídas em parafina, de maneira a obter cortes seriados 

longitudinais com 6 µm de espessura.  

Para avaliação histométrica foi realizado coloração pelo método de 

Hematoxilina-eosina. 

O processamento imunoistoquímico foi realizado pela inibição da atividade 

da peroxidase endógena com peróxido de hidrogênio, recuperação antigênica 

com tampão citrato e bloqueio das reações inespecíficas com leite desnatado e 

albumina bovina durante as incubações dos anticorpos. Foram utilizados 

anticorpos primários para anti-OPG (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, 

USA), anti-RANK (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA),anti- RANKL 

(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), anti-OC (Santa Cruz 



 

Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), anti-TRAP (Santa Cruz Biotechnology, 

Santa Cruz, CA, USA) , anti-VEGF (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, 

USA) e anti-PECAM (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA); e 

anticorpo biotinilado anti-cabras produzido em coelhos, como anticorpo 

secundário (Pierce Biotechnology,, Illinois, USA). O sinal da reação 

imunoistoquímica foi amplificado com o sistema streptavidina (Kit DAKO, DAKO 

Co, CA, USA) e reveladado utilizando diaminobenzidina (DAKO, DAKO Co, CA, 

USA) como cromógeno. A contra coloração foi obtida pela hematoxilina de Harris 

(Merk®, Darmstald, Alemanha).   

Para a realização das análises foi utilizado um microscópio óptico com 

objetiva de aumento 25x Leica Aristoplan Microsystems (Leitz, Benshein, 

Alemanha) acoplada a uma câmera de captação de imagem (Leica DFC 300FX, 

Leica Microsystems, Heerbrugg, Switzerland), conectado a um microcomputador 

Pentium III com software analisador de imagens digitalizadas (Leica Câmera 

Software Box, Leica Imaging Manager-IM50 Demo Software).  

 

Resultados  

A análise histométrica foi realizada com auxílio de microscópio óptico, 

visando analisar a quantidade do tecido ósseo formado na interface leito receptor 

e enxerto ósseo. O software Imagelab 2000 (Diracon Bioinformática Ltda., 

Vargem Grande do Sul, SP, Brasil) foi usado para análise dos dados quantitativos 

nos períodos de 7, 14 e 28 dias. A área total do tecido ósseo formado foi 

delineada e calculada através do referido programa (Tabela 1). A análise 

estatística dos dados obtidos foi realizada pelo software Sigma Stat 3.1. 



 

A análise imunoistoquímica foi realizada de forma semi-quantitativa, com 

auxílio de microscópio óptico, visando analisar as imunomarcações contra OPG, 

RANK, RANKL, OC, TRAP, PECAM e VEGF. A análise imunoistoquímica, por 

consistir de um exame qualitativo, foi estratificada por uma escala de valores com 

variação de 0 à 3 (0= sem expressão da proteína; 1= proteína com pouca 

expressão; 2= proteína com expressão intermediária; 3= alta expressão protéica), 

e posteriormente submetida a análise estatística. 

A análise estatística dos dados obtidos foi realizada pelo software Sigma 

Stat 3.1. A significância das diferenças entre grupos em relação às porcentagens 

de tecido ósseo neoformado na interface e expressão das proteínas OPG, RANK, 

RANKL, OC, TRAP, VEGF e PECAM foram determinadas pela análise de 

variância ANOVA e Kruskall Wallis, seguidas pelo teste de Tukey ou Holm Sidak 

para verificar a diferença entre os grupos. Os resultados foram considerados 

estatisticamente significantes quando p<0,05.  

Análise dos Resultados 

7 dias 

Na análise histométrica, com relação à quantidade de osso formado na 

interface entre leito receptor e enxerto não houve diferença estatística entre os 

grupos (p<0,05) (Figura 1). 

Através da análise semi-quantitativa pode-se observar diferença estatística 

na expressão de OPG (p<0,05), sendo significante a diferença entre os grupos 

SHR e Wistar, no entanto sem significância entre os demais grupos (Figura 2 e 

9).  Da mesma forma, houve diferença estatística (p<0,05) na expressão da 

RANK, também com predomínio no grupo SHR (Figura 3 e 9). Com relação à 

RANKL houve diferença estatística significante (p<0,05) entre os grupos Wistar e 



 

Wistar-L, com predomínio da proteína no grupo tratado, sem diferença entre os 

demais grupos (Figura 4 e 9). A expressão das proteínas PECAM e VEGF 

apresentaram diferenças estatísticas (p<0,05), com maior expressão da VEGF 

nos grupos SHR e SHR-L, e maior expressão da PECAM nos animais SHR 

(Figuras 5, 6 e 9). As proteínas TRAP e OC não apresentaram diferenças 

estatísticas (p<0,05) (Figuras 7, 8 e 9). 

14 dias 

A análise estatística da quantidade de osso formado na interface entre 7 e 

14 dias apresentou-se significantemente diferente (p≤0,01). Na análise entre os 

grupos houve predomínio do grupo Wistar sobre os demais grupos. Também 

houve diferença estatística (p≤0,01) entre os grupos SHR e SHR-L, com maior 

formação óssea no grupo tratado com losartan. Não houve diferença estatística 

entre os grupos Wistar-L e SHR (p=0,05) (Tabela 1; Figura 1). 

A expressão de OPG não apresentou diferença estatística entre os grupos 

estudados (Figura 2). A marcação da RANK foi estatisticamente superior nos 

grupos SHR e SHR-L quando comparados ao grupo Wistar (α=5%) (Figura 3). 

Houve diferença estatística na expressão da RANKL, com marcação mais 

abundante nos grupos SHR-L e Wistar-L quando comparados ao grupo Wistar 

(α=0,05) (Figura 4 e 9). A marcação da TRAP foi estatisticamente superior no 

grupo Wistar-L que SHR-L (p<0,05), enquanto a OC teve marcação 

estatisticamente superior nos grupos Wistar e Wistar-L que nos grupos SHR 

(p<0,05) (Figuras 7, 8 e 9). As proteínas VEGF e PECAM não apresentaram 

diferenças estatísticas entre os grupos (α=5%) (Figuras 5, 6 e 9). 

 

 



 

28 dias 

Apesar dos grupos Wistar apresentarem maior quantidade de osso 

neoformado, a análise estatística histométrica demonstrou não haver diferença 

significativa entre os grupos com relação à quantidade de osso ao final do 

período (p<0,05) (Figura 1). 

A marcação de OPG manteve-se sem diferenças estatísticas entre os 

grupos (Figuras 2 e 9). A expressão da RANK foi diferente estatisticamente entre 

os grupos Wistar e Wistar-L, com predomínio da proteína no grupo que recebeu a 

medicação (Figura 3 e 9). Observou-se predomínio da RANKL nos animais SHR 

e SHR-L, porém sem diferenças estatísticas entre os demais grupos (Figuras 4 e 

9). Os animais do grupo Wistar apresentaram maior expressão das proteínas 

TRAP e OC, com diferença estatística significante (p<0,05) quando comparado 

aos grupos SHR e SHR-L, respectivamente (Figuras 7, 8 e 9). A marcação das 

proteínas VEGF e PECAM não apresentou diferença estatística entre os grupos 

(p<0,05) (Figuras 5, 6 e 9). 

 

Discussão 

 Muitos estudos têm sugerido a associação entre hipertensão arterial e 

alterações no metabolismo de cálcio, levando ao aumento de perda óssea, 

ativação secundária da glândula paratireóidea e conseqüente aumento da 

remoção de cálcio dos ossos (Brickman et al. 1990 & Gadallah et al. 1991). Desta 

forma, trabalhos de pesquisa têm sido conduzidos no intuito de esclarecer a 

relação entre hipertensão e metabolismo ósseo, bem como a interferência que os 

medicamentos usados no tratamento desta enfermidade possam causar.  



 

A Ang II, maior e mais potente peptídeo efetor do sistema renina-

angiotensina, fundamental no controle em longo prazo da hipertensão arterial, 

pode controlar o crescimento de células ósseas isoladamente ou em combinação 

com outros fatores de regulação, através do estimulo dos receptores AT1, 

aumentando a síntese de DNA nas culturas de osteoblastos (Hiruma et al. 1998). 

Segundo Lamparter et al. (1998) a Ang II estimula a síntese de DNA, proliferação 

celular e síntese de colágeno nas células precursoras de osteoblastos. No 

entanto, em osteoblastos maduros este efeito não é observado, sendo sugerido 

por Lamparter et al. (1998) que efeitos parácrinos são responsáveis pelas 

alterações metabólicas nestas células.  

O trabalho realizado por Hagiwara et al. (1998) demonstrou que a Ang II é 

um potente supressor da diferenciação e mineralização de células osteoblásticas. 

Tal fenômeno pode explicar a razão pela qual o processo de reparo ósseo em 

animais com hipertensão é atrasado, como se observou neste experimento, no 

qual pode-se observar pela análise histométrica que os animais do grupo Wistar 

apresentaram maior quantidade de osso neoformado na interface leito 

receptor/enxerto quando comparados aos animais SHR (Tabela 1). Outro aspecto 

a ser considerado é que, apesar de não haver diferença estatística, pode-se 

observar que nos animais SHR as imunomarcações para OC sempre estiveram 

mais baixas que nos grupos dos animais normotensos (Figura 8 e 9). Isto é digno 

de nota visto que tal proteína consiste de importante marcador relativo ao 

processo de mineralizaçao óssea, ou seja, nos animais hipertensos o processo 

de mineralização é mais lento quando comparado aos animais normotensos.   

De acordo com Shimizu et al. (2008) a Ang II promove indiretamente a 

diferenciação e ativação dos osteoclastos, através da estimulação e regulação de 



 

RANKL pelos osteoblastos. No processo de diferenciação os osteoclastos não 

sofrem ação direta da Ang II. Esta induz diretamente a expressão da RANKL nos 

osteoblastos, através da ativação dos receptores AT1, que por sua vez leva a 

ativação indireta dos osteoclastos. Nos animais SHR é esperado maior produção 

de Ang II, já que esta é uma das causas da hipertensão, com consequente 

aumento na produção de RANKL pelos osteoblastos. Isto explica o fato de que 

neste trabalho pode-se observar maior expressão da RANKL nos animais SHR 

quando comparados aos animais controle (Figuras 4 e 9). Interessante ressaltar 

que esta maior concentração de RANKL não refletiu em maior concentração na 

imunomarcação da TRAP (Figuras 7 e 9), proteína responsável pela atividade 

osteclástica. Realizando uma análise geral do sistema OPG/RANK/RANKL pode-

se observar que, de uma forma global, o turnover ósseo é mais lento nos grupos 

SHR e SHR-L em virtude de que, apesar das altas concentrações de RANK e 

RANKL ressalta-se que há nestes grupos altos níveis de OPG (Figuras 2 e 9), 

com conseqüente neutralização dos elevados níveis de RANK e RANKL, 

resultando na menor expressão da TRAP (Figuras 7 e 9).    

Portanto, é de se suspeitar que o uso de medicamentos com mecanismo 

de ação relacionados a Ang II, sejam anti-hipertensivos inibidores da enzima 

conversora de angiotensina (IECA) ou ARAs, possam interferir de alguma 

maneira no metabolismo ósseo.  Segundo Akinci et al. (2007) & Gulcan et al. 

(2008), O uso de ARAs pode aumentar a tendência ao desenvolvimento de 

osteoporose pós menopausa por intermédio da diminuição do fator de 

crescimento de transformação β1 (TGF-beta1), que tem sido relacionado a 

manutenção da massa óssea.  



 

Nishiya & Sugimoto (2001) examinaram os efeitos de drogas anti-

hipertensivas nas funções dos osteoblastos e demonstraram que medicamentos 

bloqueadores dos canais de cálcio estimulam a diferenciação osteoblástica, 

enquanto medicamentos IECA ou ARAs parecem não afetar as funções dos 

osteoblastos. Segundo Broulik et al. (2001) enalapril (IECA) e losartan não 

apresentam efeitos no metabolismo ósseo de ratos normotensos sendo que a 

administração de losartan em dose similar a recomendada para tratamento da 

hipertensão não causou alterações significativas na densidade óssea, conteúdo 

mineral ou na morfometria do fêmur de animais saudáveis. Demonstrou-se 

também que ratas ovarectomizadas fazendo uso crônico de medicamentos ARAs 

apresentaram redução nos níveis séricos de TGF-b1, sendo que, no entanto, tal 

alteração não foi observada ao nível ósseo, não se detectando qualquer 

aceleração metabólica com relação a perda de massa óssea (Li et al. 2009). 

Entretanto, no estudo realizado por L Ma et al. (2010) a perda óssea induzida em 

SHR ovarectomizadas foi claramente diminuída com o uso de telmisartan, um 

medicamento ARAs.   

A análise histométrica deste trabalho revelou que, apesar de não 

apresentar diferença estatística pode-se observar que houve em ambos os 

grupos tratados com losartan, Wistar-L e SHR-L, maior formação óssea quando 

comparados aos grupos Wistar e SHR, respectivamente (Tabela 1; Figura 1). 

Acredita-se que, como relatado por Shimizu et al. (2008), houve uma diminuição 

da diferenciação osteoclástica mediada pela ação do losartan nos receptores 

AT1, mas não se pode discordar das citações de Nishiya & Sugimoto 2001; 

Broulik et al. 2008 & Li et al. 2009, já que tais diferenças não são significativas, 



 

indicando que o losartan não é capaz de afetar, sob o ponto de vista clínico, o 

metabolismo ósseo. 

Poucos trabalhos têm abordado fatores relacionados a densidade capilar 

em animais espontaneamente hipertensos, ou seja, relacionados ao 

desenvolvimento de hipertensão ou sobre a possível prevenção na rarefação 

capilar decorrente do uso de anti-hipertensivos. A Ang II, que também pode ser 

produzida localmente por células endoteliais, pode ter uma importante função na 

coordenação do crescimento de células capilares e formação óssea durante o 

remodelamento tecidual (Lamparter et al. 1998). Também potencializa a 

proliferação e formação de células de proliferação endotelial, e tal indução 

acentua a atividade biológica celular, podendo afetar o potencial de 

remodelamento vascular (Imanishi 2004). Segundo Emanueli et al. (2001) a 

hipertensão causa influência negativa no crescimento vascular, sendo este efeito, 

provavelmente, mediado por redução no nível dos fatores de crescimento pró-

angiogênico, como VEGF. Pode-se confirmar neste trabalho a veracidade de tal 

afirmativa ao se observar a menor expressão de VEGF e PECAM nos grupos 

SHR quando comparados aos grupos Wistar (Figuras 6, 7 e 9).  

Rizzoni et al. (2008) sugere que a normalização na densidade capilar nos 

músculos esqueléticos de animais SHR pode ser obtido com o tratamento anti-

hipertensivo, especificamente com losartan e enalapril. Bloqueadores do sistema 

renina-angiotensina, como losartan, parecem ser capazes de prevenir ou regredir 

a rarefação microvascular no coração e cérebro de ratos (Munzenmaier & Greene 

2006). You et al. (2008), demonstraram que a terapia anti-hipertensiva 

combinada com medicamentos IECA e diuréticos proporcionaram o 



 

restabelecimento da quantidade e potencial das células progenitoras, restaurando 

o potencial angiogênico diminuído em animais SHR. 

 Fato de extrema importância é que o tratamento anti-hipertensivo tem a 

capacidade de normalizar os processos envolvidos na diferenciação e 

proliferação celulares mediados pelos diversos fatores de crescimento. ARAs e 

IECA têm mostrado melhora na função vascular de animais SHR (Riveiro et al. 

2002; Potenza et al. 2006), sugerindo que a restauração da função do endotélio 

pode participar, pelo menos em parte, dos efeitos benéficos destes tratamentos 

(You et al. 2008). Niida et al. (2005) relata que a Ang II aumenta a expressão de 

VEGF, que por sua vez estimula a osteoclastogênese através da expressão de 

receptores nas células hematopoéticas. 

 Os dados deste trabalho vão de encontro às citações de Riveiro et al. 

2002; Niida et al. 2005; Potenza et al. 2006; Munzenmaier & Greene 2006; 

Rizzoni et al. 2008; You et al. 2008, nas quais o uso de medicamentos anti-

hipertensivos contribuiu para melhora nos padrões de angiogênese em quadros 

de hipertensão. No entanto, observa-se que nos animais normotensos o uso do 

losartan causou dimimuição nas imunomarcações da VEGF e PECAM, 

provavelmente relacionada à queda nos padrões normais da pressão arterial, 

comprometendo assim o processo de revascularização (Figura 5, 6 e 9).   

O metabolismo ósseo é regulado por uma gama de mediadores, muitos 

dos quais ainda haverão de ser descobertos e, portanto, há que se concordar 

com Asaba et al. (2009) no sentido de que mais estudos e pesquisas são 

necessários para melhor compreensão da dinâmica óssea, principalmente 

quando alterações sistêmicas como a hipertensão estiverem associadas. Pode-

se concluir, apesar das limitações do trabalho, que os animais SHR apresentam 



 

atraso no processo de reparo de enxertos ósseos autógeno em bloco quando 

comparados aos animais Wistar, e que o uso do losartan para redução da 

pressão arterial nestes animais demonstrou melhorar o processo cicatricial, 

apesar de não haverem diferenças estatísticas.    

 

Referências bibliográficas 

Aicher, A., Rentsch, M., Sasaki, K., Ellwart, J.W., Fändrich, F., Siebert, R., Cooke, 

J.P., Dimmeler, S. & Heeschen, C. (2007) Nonbone marrow-derived circulating 

progenitor cells contribute to postnatal neovascularization following tissue 

ischemia. Circulation Research 100:581-589.  

Akinci, B., Bayraktar, F., Saklamaz, A., Demir, T., Yener, S., Comlekci, A., Ozcan, 

M.A., Kebapcilar, L., Yuksel, F. & Yesil, S. (2007) Low transforming growth factor 

beta1serum levels in idiopathic male osteoporosis. Journal of Endocrinology 

Investigation 30(5): 350–355. 

Asaba, Y., Ito, M., Fumoto, T., Watanabe, K., Fukuhara, R., Takeshita, S., et al. 

(2009) Activation of renin-angiotensin system induces osteoporosis independently 

of hypertension. Journal of Bone and Mineral Research 24: 241-250. 

Aubin, J.E. & Bonnelye, E. (2000) Osteoprotegerin and its ligand: a new paradigm 

for regulation of osteoclastogenesis and bone resorption. Osteoporosis 

International 11: 905-913. 

Becit, N., Ceviz, M., Koçak, H., Yekeler I, Unlü Y, Celenk, C. & Akin, Y. (2001) 

The effect of vascular endothelial growth factor on angiogenesis. An experimental 

study. European Journal of Vascular and Endovascular Surgery 22: 310-316. 



 

Bekker, P.J., Hollowway, D., Nakanishi, A., Arrighi, M., Leese, P.T. & Dunstan, 

C.R. (2001) The effect of a single dose of osteoprotegerin in post menopausal 

women. Journal of Bone and Mineral Research 16: 348-60. 

Brickman, A.S., Nyby, M.D., von Hungen, K., Eggena, P. & Tuck, M.L. (1990) 

Hypertension 16: 515-522.  

Broulik, P.D., Tesar, V., Zima, T., Jirsa, M. (2001) Impact of antihypertensive 

therapy on the skeleton: effects of enalapril and AT1 receptor antagonist losartan 

in female rats. Physiology Research 50: 353-358. 

Browner, W.S. et al. (1991) Nontrauma mortality in elderly women with low bone 

mineral density. Study of osteoporotic fractures research group. Lancet 338: 355-

358. 

Buckley, K.A. & Fraser, W.D. (2002) Receptor activator for nuclear factor kappa B 

ligand and osteoprotegerin: regulators of bone physiology and immune 

responses/potential therapeutic agents and biochemical markers. Annals of 

Clinical Biochemistry 39: 551-556. 

Cappucio, F.P. et al. (1999) High blood pressure and bone-mineral loss in elderly 

White women: a prospective study. Study of osteoporotic fractures research 

group. Lancet 354: 971-975. 

Chen, N. T., Glowacki, J., Bucky, L. P., Hong, H. Z., Kim, W. K. & Yaremchuk, M. 

J. (1994) The roles of revascularization and resorption on endurance of 

craniofacial onlay bone grafts in the rabbit. Plastic and Reconstructive Surgery 93: 

714-722. 

Chiu, A.T., Herblin. W.F., McCall, D.E., Ardecky, R.J., Carini, D.J., Duncia, J.V., 

Pease, L.J., Wong, P.C., Wexler, R.R., Johnson, A.L. et al. (1989) Identification of 



 

angiotensin II receptor subtypes. Biochemical and Biophysical Research 

Communication 165: 196-203. 

Christenson, R.H. (1997) Biochemical markers of bone metabolism: an overview. 

Clinical Biochemistry 30(8): 573-593. 

Connoly, D. T. (1991) Vascular permeability factor. A unique regular of blood 

vessel function. Journal of Cellular Biochemistry 47: 219-223. 

Ducy, P., Schinke, T. & Karsenty, G. (2000) The osteoblast: a sophisticated 

fibroblast under central surveillance. Science 289: 1501-1504. 

Dvorak, H. F., Brown, L. F., Detmar, M. & Dvorak, A. M. (1995) Vascular 

permeability factor/vascular endothelial growth factor, microvascular 

hyperpermeability, and angiogenesis. American Journal of Pathology 146: 1029-

39. 

Emanueli, C., Salis, M.B., Stacca, T., Gaspa, L., Chao, J., Chao, L., Piana, A. & 

Madeddu, P. (2001) Rescue of impaired angiogenesis in spontaneously 

hypertensive rats by intramuscular human tissue kallikrein gene transfer. 

Hypertension 38: 136-141. 

Dzau, V.J. (1995) Molecular biology of angiotensin II biosynthesis and receptors. 

Canadian Journal of Cardiology 11: 21F-26F.  

Gadallah, M., Massry, S.G., Bigazzi, R., Horst, R.L., Eggene, P. & Campese, V.M. 

(1991) American Journal of Hypertension 4: 404-409.  

Gulcan, E., Gulcan, A., Toker, S., & Cosar, E. (2008) Are there any effects of 

angiotensin II receptor blockers on postmenopausal osteoporosis? Medical 

Hypothesis 70(3): 701–702. 



 

Hagiwara, H., Hiruma, Y., Inoue, A., Yamaguchi, A. & Hirose, S. (1998) 

Deceleration by angiotensin II of the differentiation and bone formation of rat 

calvarial osteoblastic cells. The Journal of Endocrinology 156: 143-150. 

Hatton, R., Stimpel, M. & Chambers, T.J. (1997) Angiotensin II is generated from 

angiotensin I by bone cells and stimulates osteoclastic bone resorption in vitro. 

The Journal of Endocrinology 152: 5-10. 

Hiruma, Y., Inoue, A., Hirose, S. & Hagiwara, H. (1997) Angiotensin II stimulates 

the proliferation of osteoblast-rich populations of cells from rat calvariae. 

Biochemical and Biophysical Research Communication 230:176-178. 

Hofbauer, L.C., Khosla, S., Dunstan, C.R., Lacey, D.L., Boyle, W.J. & Riggs, L. 

(2000) The roles of osteoprotegerin and osteoprotegerin ligand in the paracrine 

regulation of bone resorption. Journal of Bone and Mineral Research 15(1): 2-12. 

Imanishi, T., Hano, T. & Nishio, I. (2004) Angiotensin II potentiates vascular 

endothelial growth factor-induced proliferation and network formation on 

endothelial progenitor cells. Hypertension Research 27: 101-108. 

Jardini, M.A.N., de Marco, A.C. & Lima, L.A. (2005) Early healing pattern of 

autogenous bone grafts with and without e-PTFE membranes: A 

histomorphometric study in rats. Oral Surgery, Oral Medicine, Oral Pathology, 

Oral Radiology and Endodontics 100: 666-73. 

Joint National Committee on Prevention, Detection, Evaluation, and Treatment of 

High Blood Pressure. The Seventh Report of the Joint National Committee on 

Prevention, Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Pressure. 

Washington, DC: National Institutes of Health, National Heart, Lung, and Blood 

Institute; 2003. 



 

Kearney, P.M., Whelton, M., Reynolds, K., Muntner, P., Whelton, P.K. & He, J. 

(2005) Global burden of hypertension: analysis of worldwide data. Lancet 

365(9455): 217-223. 

Khosla, S. (2001) Minireview: The OPG/RANKL/RANK System. Endocrinology 

142: 5050-5055. 

Kong, Y.Y., Yoshida, H., Sarosi, I., Tan, H.L., Timms, E., Capparelli, C., Morony, 

S., Oliveira-dos-Santos, A.J., Van, G., Itie, A., Khoo, W., Wakeham, A., Dunstan, 

C.R., Lacey, D.L., Mak, T.W., Boyle, W.J. & Penninger, J,M, (1999) OPG is a key 

regulator of osteoclastogenesis, lymphocyte development and lymph-node 

orgamogenesis. Nature 397: 315-323. 

Konishi, M. & Su, C. (1983) Role of endothelium in dilator responses of 

spontaneously hypertensive rat arteries. Hypertension 5: 881-886. 

L. Ma, J.L. Ji, H. Ji, X. Yu, L.J. Ding, K. Liu & Y.Q.L. (2010) Telmisartan alleviates 

rosiglitazone-induced bone loss in ovariectomized spontaneous hypertensive rats. 

Bone 47: 5-11. 

Lamparter, S., Kling, L., Schhrader, M., Ziegler, R. & Pfeilschifter, J. (1998) 

Effects of angiotensina II on bone cells in vitro. Journal of Cellular Physiology 175: 

89-98. 

Lantieri, L. A., Martin-Garcia, N., Wechsler, J., Mitrofanoff, M., Raulo, Y. & Baruch, 

J. P. (1988) Vascular endothelial growth factor expression in expanded tissue. A 

possible mechanism of angiogenesis in tissue expansion. Plastic and 

Reconstructive Surgery 101: 392-398. 

Li, Y.Q., Ji, H., Shen, Y., Ding, L.J., Zhuang, P., Yang, Y.L. & Huang, Q.J. (2009) 

Chronic treatment with angiotensina AT1 receptor antagonists reduced serum but 



 

not bone TGF-b1 levels in ovariectomized rats. Canadian Journal of Physiology 

and Pharmacology 87: 51-55. 

Munzenmaier, D.H. & Greene, A.S. (2006) Chronic angiotensin II AT1 receptor 

blockade increases cerebral cortical microvessel density. American Journal of 

Physiology. Heart and Circulatory Physiology 290: H512–H516. 

Newmann, P. J. (1997) The biology of PECAM-1. Journal of Clinical Investigation 

99:3-8. 

Niida, S., Kondo, T., Hiratsuka, S., Hayashi, S., Amizuka, N., Noda, T, Ikeda, K. & 

Shibuya, M.  (2005) VEGF receptor 1 signaling is essential for osteoclast 

development and bone marrow formation in colony-stimulating factor 1 – deficient 

mice. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of 

America 102: 14016-14021. 

Nishiya, Y. & Sugimoto, S. (2001) Effects of various antihypertensive drugs on the 

function of osteoblast. Biological and Pharmaceutical Bulletin 24(6): 628-633. 

Panza, J.A., Quyyumi, A.A., Brush, J.E. Jr. & Epstein, S.E. (1990) Abnormal 

endothelium-dependent vascular relaxation in patients with essential 

hypertension. New England Journal of Medicine 323: 22-27. 

Piedboeuf, B., Gamache, M., Frenette, J., Horowitz, S. & Baldwin, H. (1998) 

Increased endothelial cell expression of platelet-endothelial cell adhesion 

molecule-1 during hyperoxic lung injury. American Journal of Respiratory Cell and 

Molecular Biology 19: 543-553. 

Potenza, M.A., Marasciulo, F.L., Tarquínio, M., Quon, M.J. & Montagnani, M. 

(2006) Treatment of spontaneously hypertensive rats with rosiglitazone and/or 

enalapril restores balance between vasodilator and vasoconstrictor actions of 



 

insulin with simultaneous improvement in hypertension and insulin resistence. 

Diabetes 55: 3594-3603. 

Riveiro, A., Mosquera, A., Alonso, M. & Calvo, C. (2002) Angiotensin II type 1 

receptor blocker irbesartan ameliorates vascular function in spontaneously 

hypertensive rats regardless of oestrogen status. Journal of Hypertension 20: 

1365-1372. 

Rizzoni, D., Pasini, E., Flati, V., Rodella, L.F., Paiardi, S., Assanelli, D., De 

Ciuceis, C., Porteri, E., Boari, G.E., Rezzani, R., Speca, S., Fávero, G., Martinotti, 

S., Toniato, E., Platto, C. & Agabiti-Rosei, E. (2008) Angiotensin receptor blockers 

improve insulin signaling and prevent microvascular rarefaction in the skeletal 

muscle os spontaneously hypertensive rats. Journal of Hypertension 26: 1595-

1601. 

Sakuta, T., Matsushita, K., Yamaguchi, N., Oyama, T., Motani, R., Koga, T., 

Nagaoka, S., Abeyama, K., Maruyama, I., Takada, H. & Torii, M. (2001) 

Enhanced production of vascular endothelial growth factor by human monocytic 

cells stimulated with endotoxin through transcription factor SP-1. Journal of 

Medical Microbiology 50: 233-237. 

Schwarz, E.M. & O`Keefe, R.J. (2000) Breakthrough in bone: the molecule 

mechanism of osteoclast/osteoblast coupling revealed. Current Opinion in 

Orthopaedics 11(5): 329-335. 

See, S. (2001) Angiotensin II receptor blockers for the treatment of hypertension. 

Expert Opinion on Pharmacotherapy  2(11): 1795-804. 

Shimizu, H., Nakagami, H., Osako, M.K., Hanayama, R., Kunugiza, Y., Kizawa, 

T., Tomita,T. Yoshikawa H, Ogihara T, Morishita R.et al. (2008) Angiotensin II 



 

accelerates osteoporosis by activating osteoclasts. FASEB Journal 22: 2465-

2475. 

Simonet, W.S., Lacey, D.L., Dunstan, C.R., Kelley, M., Chang, M.S., Luthy, R., et 

al. (1997) Osteoprotegerin: a novel secreted protein involved in the regulation of 

bone density. Cell 89: 309-319. 

Springer, T. A. (1994) Traffic signals for limphocyte recirculation and leucocyte 

emigration: the multistep paradigm. Cell 76: 301-314. 

Stejskal, D., Bartek, J., Pastorkova, R., Ruzicka, V. & Horalik, D. (2001) 

Osteoprotegerin, RANK, RANKL. Biomedical Papers of the Faculty of the 

University Palacky, Olomuc, Czechoslovakia 145(2): 61-64. 

Stejskal, D., Zurek, M.L., Bartek, J., Jedelsky, L. & Ruzicka, V. (2001) 

Osteoprotegerin and bone density. Biomedical Papers of the Faculty of the 

University Palacky, Olomuc, Czechoslovakia 145(2): 75-76. 

Tea, B.S., Dam, T.V., Moreau, P., Hamet, P. & deBlois, D. (1999) Apoptosis 

during regression of cardiac hypertrophy in spontaneously hypertensive rats: 

temporal regulation and spatial heterogeneity. Hypertension 34: 229–235. 

Teitelbaum, S.T. (2000) Bone resorption by osteoclasts. Science, 289: 1504-

1508. 

van der Pluijm, G., Most, W., van der Wee-Pals, L., de Groot, H., Papapoulos, S. 

& Löwik, C. (1991) Two distinct effects of recombinant human tumor mecrosis 

factor on osteoclast development and subsequent resorption of mineralized 

matrix. Endocrinology 129: 1596-1604. 

Whitebread, S., Male, M., Kamber, B. & De Gasparo M. (1989) Preliminary 

biochemical characterization of two angiotensin II receptor subtypes. Biochemical 

and Biophysical Research Communication 163: 284-291. 



 

You, D., Cochain, C., Loinard, C., Vilar, J., Mees, B., Duriez, M., Lévy, B.I. & 

Silvestre, J.S. (2008) Combination of the angiotensin-converting enzyme inhibitor 

perindopril and the diuretic indapamide activate postnatal vasculogenesis in 

spontaneous hypertensive rats. The Journal of Pharmacology and Experimental 

Therapeutics 323(3): 766-773. 

You, D., Cochain, C., Loinard, C., Vilar, J., Mees, B., Duriez, M., Lévy, B.I. & 

Silvestre, J.S. (2008) Hypertension impairs postnatal vasculogenesis. Role of 

antihypertensive agents. Hypertension 51: 1537-1544. 
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Tabela 1 – Média das porcetagens de osso neoformado na interface leito 

receptor/enxerto 

 

 Wistar Wistar-L SHR SHR-L 

7 dias 4,360 3,140 3,534 3,703 

14 dias 25,997 13,943 9,681 15,143 

28 dias 30,433 31,325 26,256 29,993 

 

 

 

Figura 1 – Histometria da região leito receptor/enxerto. Hematoxilina-eosina 

 

 

 

 

 



 

Figura 2 – OPG. Imunoistoquímica da região leito receptor/enxerto.  

 

 

Figura 3 – RANK. Imunoistoquímica da região leito receptor/enxerto. 

  

 

 



 

Figura 4 – RANKL. Imunoistoquímica da região leito receptor/enxerto. 

 

 

Figura 5 – PECAM. Imunoistoquímica da região leito receptor/enxerto. 

 

 

 



 

Figura 6 – VEGF. Imunoistoquímica da região leito receptor/enxerto. 

 

 

Figura 7 – TRAP. Imunoistoquímica da região leito receptor/enxerto. 

 

 

 



 

Figura 8 – OC. Imunoistoquímica da região leito receptor/enxerto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Figura 9 – Gráficos das análises semi-quantitativas das proteínas OPG, RANK, 

RANKL, TRAP, OC, VEGF e PECAM. Imunoistoquímica. 
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Resumo 

Vários métodos de reconstrução do rebordo alveolar têm sido reportados 

no intuito de possibilitar futura reabilitação com implantes, sendo que muitos 

destes advêm de estudos realizados em animais, principalmente ratos. Com a 

prática da clínica baseada em evidências científicas a realização de 

procedimentos experimentais que possam ser extrapolados para a realidade é 

fundamental. Assim, pesquisas que simulem o mais próximo possível as técnicas 

utilizadas em humanos são importantes. Proposição: este trabalho tem por 

objetivo descrever a modificação da técnica para a fixação de enxerto ósseo em 

bloco (onlay) em ratos, utilizando a técnica tipo “lag screw”, normalmente adotada 

em procedimentos clínicos de enxertos em humanos. Conclusões: A realização 

dos procedimentos descritos minimiza interferências no fluxo sanguíneo local 

pela manutenção das inserções musculares na face medial da mandíbula, 

propiciam melhor estabilidade do enxerto e melhor interface de contato 

enxerto/leito receptor. 

 



 

Palavras-chave: enxertos ósseos; enxertos ósseos onlay; ratos; técnica cirúrgica 

 

Introdução  

A reabilitação com implantes osseointegrados tornou-se uma terapia 

consolidada e viável devido vários estudos que têm demonstrado sua alta 

previsibilidade em período de tempo prolongado, tanto em pacientes parcial 

quanto totalmente edêntulos.1-3 Entretanto, um fator fundamental para a 

realização destes procedimentos é a necessidade de um rebordo alveolar ósseo 

em volume adequado para a instalação do(s) implante(s), algo nem sempre 

possível, pois após a extração dental o osso alveolar sofre reabsorção e 

remodelação, e altera suas dimensões em altura e espessura inviabilizando 

muitas vezes a reabilitação com implantes osseointegrados4. 

A fim de contornar tal problema, vários métodos para aumento do rebordo 

alveolar têm sido reportados no intuito de possibilitar futura reabilitação com 

implantes. As técnicas para reconstrução do rebordo ósseo incluem: regeneração 

óssea guiada5-10; enxerto ósseo autógeno obtido de diferentes áreas doadoras11, 

12; osso homógeno desmineralizado e hidroxiapatita13; combinação de osso 

autógeno e biomaterial14. Para que tais procedimentos pudessem ser feitos com 

segurança e ética fez-se necessário a realização de diversos estudos para 

melhor compreensão da fisiologia e metabolismo ósseo15-19, utilizando para tal 

modelos animais diversos, como ratos20-26, coelhos15, 27, 28, cães27, macacos18 

entre outros19. 

Este trabalho tem o objetivo de descrever uma evolução da técnica para a 

fixação de enxerto ósseo em bloco (onlay) em ratos, adotando a mesma técnica 

utilizada em procedimentos clínicos de enxertos em humanos, já que é de 



 

fundamental importância a realização de procedimentos experimentais que 

possam ser extrapolados para a realidade clínica. 

 

Técnica cirúrgica 

Antes de iniciar o procedimento cirúrgico todos os animais são submetidos 

à anestesia geral com administração intramuscular de xilazina (0,3 mL/100 mg de 

peso corporal) e quetamina (0,7 mL/100 mg de peso corporal). Após a indução 

anestésica é realizada a tricotomia na região parietal e submandibular direitas, 

seguido de anti-sepsia com PVPI (polivinilpirrolidona-iodo) tópico (Figura 1). O 

procedimento cirúrgico para remoção do bloco osso da região parietal é descrito 

detalhadamente por Luize e cols.24 (Figura 2).  

O acesso submandibular é realizado através de uma incisão linear 

envolvendo as camadas cutâneas e subcutâneas. Em seguida, a divulsao romba 

pelos planos musculares é realizada até a base da mandíbula, onde é feita uma 

nova incisão na região correspondente a alça ptérigomassetérica para prosseguir 

com o descolamento periosteal e exposição da face lateral da mandíbula do rato. 

Nesta fase é importante frisar e consiste do primeiro detalhe na modificação da 

técnica, a manutenção da inserção da musculatura na face medial da mandíbula 

(Figura 3).  

Em seguida é realizada o preparo do leito receptor, com a remoção de 

todo tecido fibroso da superfície óssea da mandíbula com uma broca esférica 

diamantada no 8 (KG Sorensen, Barueri, São Paulo, Brasil), em peça reta com 

velocidade de 800 rpm sob irrigação constante com solução salina, a fim de 

remover qualquer tecido fibroso remanescente. Este momento cirúrgico não 

difere tecnicamente de outros estudos24, 25.  



 

O segundo detalhe na variação da técnica consiste na perfuração do bloco 

ósseo. Deve ser feita no centro, com uma broca de mesmo diâmetro do parafuso 

utilizado para a fixação do enxerto na mandíbula, neste caso, uma broca de 1.5 

mm (Neodent, Curitiba, Paraná, Brasil).  

E por fim, o terceiro detalhe na evolução da técnica que consiste no uso de 

miniparafusos autoperfurantes com 1.5 mm de diâmetro e 4 mm de comprimento 

(Neoortho, Curitiba, Paraná, Brasil), eliminando a necessidade da perfuração no 

leito receptor. Sugerimos que, se possível, o sistema de microparafusos 1.3 ou 

1.1 mm seja utilizado. Tais parafusos são freqüentemente encontramos nos 

sistemas de fixação utilizados no tratamento de fraturas do terço superior da face. 

O uso de miniparafusos autoperfurantes, associado à perfuração do bloco 

ósseo com broca de mesmo diâmetro, confere maior compressão e, 

conseqüentemente, maior contato entre o enxerto ósseo e o leito receptor. Desta 

forma, realizamos a técnica “lag screw” nos experimentos de enxerto em bloco 

realizados nos ratos, que consiste na mesma técnica utilizada nas cirurgias de 

enxerto em bloco em humanos (Figua 4 e 5). 

Os demais passos cirúrgicos seguem normalmente, com sutura dos planos 

musculares com vicryl 5.0 (Johnson & Johnson/Ethicon) e planos cutâneos com 

nylon 5.0 (Johnson & Johnson/Ethicon). Todos os animais recebem medicação 

antibiótica no pós-operatório imediato (0,2 mL de pentabiótico/animal).  

 

Discussão  

 Pela facilidade de obtenção e manutenção ratos têm sido utilizados como 

modelo experimental nos diversos estudos realizados sobre enxertos ósseos. 

Dentre estes estudos, observamos aqueles que se dedicam a observar o 



 

comportamento dos enxertos em bloco, também conhecidos como enxertos onlay 

ou veener.  

Donos e cols.20, 21 foram os primeiros a tentar reproduzir em ratos técnicas 

de fixação de enxertos ósseos em bloco com uso de microparafusos semelhantes 

às técnicas utilizadas em humanos. Em estudo subseqüente observamos uma 

melhora na técnica cirúrgica pelo fato de que o leito receptor, na face lateral da 

mandíbula, oferece melhores condições do que a base da mandíbula por 

apresentar uma área superficial mais ampla, facilitando a adaptação do enxerto. 

Inicialmente descreveram técnica na qual era necessário recortar o bloco ósseo 

após sua remoção, a fim de adaptá-lo na base mandibular, já que se trata de uma 

região estreita e com pouca área de contato. Em ambos os trabalhos já se 

observava a fixação dos enxertos com parafusos. 

De forma semelhante, outros estudos com enxertos ósseos tipo “onlay” na 

face lateral da mandíbula de ratos foram realizados, sendo que nestes casos a 

estabilização do bloco foi realizada com fio de poliéster 5.022-26. 

Em tais técnicas observamos alguns fatores que não coincidem com 

aqueles realizados em procedimentos de enxerto em humanos, que pela 

crescente importância da prática clínica baseada em evidências científicas 

julgamos não ser ideal. Três pontos principais foram modificados das técnicas 

anteriores20-26. 

 A primeira diferença consiste na manutenção da inserção das fibras 

musculares na face medial da mandíbula. Nas demais técnicas descritas há o 

descolamento da musculatura lateral e medial, principalmente quando é utilizado 

fio de poliéster para a estabilização do enxerto. Apesar da vascularização 

periosteal não ser a principal fonte de suprimento sanguíneo mandibular, ela 



 

contribui de forma importante na revascularização e processo de reparo29. Assim, 

a manutenção das inserções musculares na face medial da mandíbula, conforme 

descrito nesta técnica, pode contribuir favoravelmente no processo de 

revascularização e incorporação do enxerto.  

 O segundo detalhe na modificação da técnica consiste na perfuração do 

bloco ósseo com uma broca que apresente o mesmo diâmetro que o diâmetro 

externo das espiras do parafuso que será utilizado para fixar o enxerto na face 

lateral da mandíbula. Tal cuidado permite que durante o aperto do parafuso na 

fixação do enxerto haja maior compressão deste contra o leito receptor. Para 

tornar esta compressão efetiva outro detalhe deve ser executado, consistindo no 

terceiro detalhe na modificação da técnica: o uso de microparafusos 

autoperfurantes. O uso destes dispensa a perfuração do leito receptor para a sua 

introdução, permitindo maior estabilidade num osso fino. A associação da 

perfuração do bloco ósseo com uma broca do mesmo diâmetro do microparafuso, 

e que este seja autoperfurante, é conhecida como técnica “lag screw”. Tal efeito 

também pode ser executado com o uso de parafusos que não sejam 

autoperfurantes, bastando realizar a perfuração no leito receptor com uma broca 

de diâmetro inferior ao correspondente ao diâmetro do micro-parafuso30.   

O uso desta técnica tende a favorecer a incorporação do enxerto pelo leito 

receptor, já que é necessário uma imobilização absoluta do bloco ósseo para se 

evitar a formação de tecido fibroso31. Nos demais trabalhos em que se utiliza a 

fixação dos enxertos com microparafusos20, 21, apesar de não haver a descrição 

da técnica, não há a compressão do bloco ósseo contra o leito receptor. Isso é 

facilmente observado pelo fato de que os microparafusos utilizados apresentam 



 

um desenho diferenciado, com uma extensão sem roscas acima do bloco ósseo, 

a fim de ancorar as membranas para regeneração tecidual guiada.  

 No intuito de melhorar a revascularização do enxerto alguns trabalhos 

defendem a realização de perfurações na cortical do leito receptor27, enquanto 

outros concluem que tal procedimento é desnecessário28. Apesar de alguns 

trabalhos não descreverem como foi realizado o preparo do leito receptor20-23, 26 

optamos por manter a técnica descrita no trabalho de Luize e cols.24, com a 

realização da decorticalização da superfície mandibular no intuito de remover 

quaisquer remanescentes do periósteo ou tecido fibroso que possa permanecer 

interposto entre o bloco ósseo e o leito receptor. 

 

Conclusões 

A realização dos três procedimentos descritos minimiza interferências no 

fluxo sanguíneo local, pela manutenção das inserções musculares na face medial 

da mandíbula, e propiciam melhor estabilidade e interface de contato enxerto/leito 

receptor, pelo uso da técnica “lag screw”. Tais detalhes consistem numa 

modificação importante da técnica cirúrgica, por reproduzir com exatidão em 

animal algo realizado em seres humanos. Apesar disso, julgamos ser necessária 

a realização de estudos que comparem se estas diferenças na técnica cirúrgica 

são capazes de interferir no resultado final do processo de incorporação do 

enxerto na mandíbula de ratos.     
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Figura 1 
 

 
 
 
 

Figura 2 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1 – Tricotomia realizada após indução anestésica. 

Figura 2 – Remoção do enxerto ósseo da região parietal direita do rato. 



 

Figura 3 
 

 
 
 
 
 
Figura 4 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 3 – Exposição do leito receptor. Observar a manutenção da inserção 
muscular na face medial da mandíbula. 

Figura 4 – Enxerto ósseo em bloco fixado na mandíbula do rato. 



 

Figura 5 
 

 
 

Figura 5 – Enxerto ósseo em bloco fixado na mandíbula do rato, após sua 
remoção para processamento laboratorial. 



Livros Grátis
( http://www.livrosgratis.com.br )

 
Milhares de Livros para Download:
 
Baixar livros de Administração
Baixar livros de Agronomia
Baixar livros de Arquitetura
Baixar livros de Artes
Baixar livros de Astronomia
Baixar livros de Biologia Geral
Baixar livros de Ciência da Computação
Baixar livros de Ciência da Informação
Baixar livros de Ciência Política
Baixar livros de Ciências da Saúde
Baixar livros de Comunicação
Baixar livros do Conselho Nacional de Educação - CNE
Baixar livros de Defesa civil
Baixar livros de Direito
Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia
Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educação
Baixar livros de Educação - Trânsito
Baixar livros de Educação Física
Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmácia
Baixar livros de Filosofia
Baixar livros de Física
Baixar livros de Geociências
Baixar livros de Geografia
Baixar livros de História
Baixar livros de Línguas

http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1


Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço 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

