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Resumo

Morais JAND. Efeito do Diabetes Mellitus e da insulinoterapia na osseointegragdo
estabelecida ao redor de implantes instalados em tibia de ratos [Tese de

Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2007.

O Diabetes Mellitus (DM) ¢ uma alteragdo metabdlica que pode
comprometer a estabilidade do implante dentario devido a influéncia no tecido
0sseo. O objetivo do estudo foi avaliar o efeito do Diabetes Mellitus e da
insulinoterapia na osseointegracdo estabelecida ao redor de implantes instalados
em tibia de ratos. Foram utilizados 80 ratos Wistar, os quais foram divididos em 4
grupos: controle de 2 meses (C2m), controle de 4 meses (C4m), diabético (D) e
insulinico (I). Os implantes de superficie lisa (2,2mmx4mm) foram instalados na
tibia do rato. Apos um periodo de 2 meses para osseointegracdo, o grupo C2m foi
sacrificado. A indu¢@o do DM foi realizada com dose Unica de estreptozotocina
(40mg/Kg) pela veia peniana. Os ratos do grupo I receberam insulina subcutinea
(8,5 U/dia) e os demais receberam solucdo salina (0,9%) pela mesma via. Os
niveis da glicemia plasmatica foram avaliados periodicamente pelo método
enzimatico da glicose-oxidase. Dois meses apos a indu¢do do DM, os grupos

C4m, D e I foram sacrificados. A relagdo do tecido dsseo com o implante foi



avaliada pelas andlises: radiografica (subtragdo radiografica digital); bioquimica;
histométrica e torque de remog¢do do implante. Os dados das analises radiografica,
bioquimica e histométrica foram comparados nos grupos pelo teste ANOVA,
p>0,05. Os dados da andlise do torque de remog¢do foram comparados nos grupos
pelo teste Kruskal Wallis e Friedman, p>0,05. Os resultados mostraram que o
grupo D apresentou niveis de glicemia plasmatica acima de 300mg/dL e
significativamente mais alto do que os grupos C4m e I apds a indu¢do do DM e
esta condicdo sistémica foi mantida até o final do experimento. Os resultados
bioquimicos evidenciaram um aumento significativo da determinagdo plasmatica
de fosfatase alcalina e da excregdo urindria de célcio do grupo D apos a indugdo
do DM. Os resultados da subtragdo radiografica digital determinaram que o grupo
D foi estatisticamente inferior em relacdo ao grupo insulinico nos valores de
ganho de nivel de cinza. Os resultados histométricos da area dssea determinaram
que o grupo D (69,34+5) apresentou diferenga estatistica significante em relagao
aos grupos C4m (78,2+5,5) e I (79,63+5,27). O torque de remog¢do no grupo D
(12,9+2,5) foi estatisticamente inferior ao grupo I (17,1+3) (p<0.05), porém sem
diferengas significantes com os grupos C2m (13,1+2,6) e C4m (16,9+5,3). A
indugdo experimental do DM parece prejudicar a osseointegracdo de implantes
devido apresentar uma tendéncia negativa nos resultados em relacido a densidade
Ossea radiografica na subtragdo digital, ao contato entre osso e implante e a area
Ossea, ao torque para remog¢do do implante além de apresentar elevados valores de
componentes dsseos bioquimicos relacionados a perda 6ssea. A insulinoterapia

evitou a ocorréncia das alteragdes dsseas detectadas em animais diabéticos.



Palavras chaves: Diabetes Mellitus; implante dentario; radiologia.



Abstract

Morais, JAND. Effect of Diabetes Mellitus and insulin therapy on
osseointegration around dental implants installed in tibiae of rats [Tese de

Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2007.

The Diabetes Mellitus (DM) is a metabolic disease that can impair
the dental implant establishment by bone tissue influence. The aim of this study
was evaluate the effect of Diabetes Mellitus (DM) and insulin therapy on
osseointegration around dental implants. Eighty implants were placed in 80 tibiae
of adult rats. After a healing period of two months, the animals were divided into
four groups of 20 animals each and subdivided into 10 rats for removal torque
analysis and 10 rats for histometric analysis. Group C2m was sacrificed at this
time. DM was induced using 40mg/kg Streptozotocin in a diabetic group (group
D) and an insulinic group (group I). During two months, group I received
subcutaneous doses of 8.5 Ul insulin twice a day. Groups C4m (control of
4months) and D received only saline. After two months, the animals of groups D,
I and C4m were sacrificed. The glycemic control of the animals was monitored

during the experiment. The relation of bone with implant was evaluated by



radiographic (digital subtraction radiography), bioquimic, histometric and removal
torque analysis. Data obtained with radiographic, bioquimic and histometric
analysis were analyzed and compared by ANOVA test, p>0,05. Data obtained
with removal torque analysis were analyzed and compared by Kruskal Wallis and
Friedman tests, p>0,05. The glycemic controls were within normal range for
groups A, C and I and higher for group D and maintained during experiment.
Greater significant values of ALP serum and Ca urinary were determined in group
D after DM induction. There was a significant difference in gray shade values in
the subtraction image between groups D (123+49) and I (136+5) (p<0.05) on bone
formation around the implant while there were no significant differences between
control groups A (127+13) and C (133+10) and insulinic group. The histometric
analysis about bone volume determined that group D (69.34+5) showed
significant difference in relation to groups C4m (78.2+5.5) and e I (79.63+5.27).
In torque reverse analysis, group D (12.9+2.5) was statistically lower than g

(17.14£3) (p<0.05), but without significant differences with groups __...
(13.142.6) and C4m (16.9+5.3). In conclusion, Diabetes Mellitus appear to impair
the osseointegration of dental implants because the results presented a negative
tendency on density bone in SRD values, on volume bone and bone-implant
contact values, on reverse torque values. Besides, high values of bone bioquimic
components relationed with bone loss were showed in DM. The insulin therapy

was able to avoid the occurrence of bone alterations observed in diabetic animals.

Keywords: Diabetes Mellitus; dental implant; radiology.



1 Introducdo

7

A implantodontia ¢ uma opc¢do de tratamento na reabilitagdo

. " . . A 3,8,46
funcional e estética de pacientes parcial ou totalmente edéntulos™" ™.

A condic¢do de saude geral e bucal do paciente é um dos aspectos a

3294 Dentre as alteragdes do

ser avaliado previamente a indicacdo do tratamento
estado geral de saude, destaca-se o Diabetes Mellitus (DM), o qual apresenta uma
variagdo patologica no metabolismo da glicose. A hiperglicemia pode ser causada
pela deficiéncia na produ¢do de insulina e/ou uma alteracdo na sensibilidade
celular a insulina podendo ocasionar complicacdes sistémicas como miopatias,
doengas macrovasculares e fatores que comprometem o processo de cicatrizagéo,
assim como a formacdo e a remodelagdo Ossea” 2>+,

Considerando a instalacdo de implantes em pacientes diabéticos, ha

24,42

opinides controversas na literatura Estudos experimentais em animais

mostram que o DM pode interferir negativamente na cicatrizacdo dssea ao redor
de implantes, devido a ocorréncia de uma formagao 6ssea reduzida e lenta, menor

contato entre o osso e o implante e o osso neoformado apresenta-se imaturo e

42,49,58 1 58

menos organizado . Por outro lado, Nevins et al.”™ (1998) descreveram
auséncia de falha nos implantes e infec¢des durante o experimento determinando

o estabelecimento da osseointegragdo mesmo na presenca do DM. Os resultados
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de McCracken et al.”' em 2000 ¢ McCracken et al.”* em 2006 apresentaram maior
volume 6sseo ao redor de implantes em ratos diabéticos em relacdo aos ratos
insulinicos e controles, porém o osso era menos organizado. Além disso, estudos
clinicos demonstraram taxas de sucesso moderadas de implantes em pacientes

2,5-6,22-23

diabéticos com niveis de glicose controlados , porém alguns desses estudos

foram realizados em pacientes que receberam implantes entre os forames
mentuais, area de melhor qualidade 6ssea®®.

Um outro aspecto encontrado na literatura é a influéncia da
insulinoterapia na osseointegragdo. Ha estudos que reportaram a capacidade da

. . . . . . - , 24.49.82
insulina em regular e reduzir os efeitos do DM na cicatrizagdo Ossea” "

. ~ 7 24,82
apresentando maior formagdo 6ssea®*® e outros estudos mostraram
significantemente menos contato osso-implante nos animais tratados com insulina

24,4 . 5
#° " Finalmente, a manutencio da

em compara¢do a animais sem doenga
osseointegracdo por um longo periodo é outro importante aspecto que deve ser
avaliado em diabéticos. Somente um estudo foi encontrado na literatura sobre esta
condi¢do e os resultados indicaram a redu¢@o do contato osso-implante em um
periodo de quatro meses em ratos diabéticos e nos ratos tratados com insulina a
porcentagem de contato osso-implante medular foi mantida®, porém este aspecto
ndo foi analisado em animais sem o DM. Além disso, mais estudos precisam
elucidar a influéncia do DM e da insulinoterapia nos implantes dentais ja
osseointegrados.

A radiografia ¢ um exame complementar no planejamento e

proservacdo dos implantes, pois oferece informagdes adicionais ao exame clinico
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sobre o tecido 6sseo. A subtragdo radiografica digital (SRD) ¢ um método de
analise radiografica desenvolvido para ser utilizado na detec¢do de sutis alteragdes
osseas em relagdo a densidade e a area entre duas tomadas radiogréaficas do
mesmo objeto em periodos diferentes de tempo®'. A técnica da subtracdo requer
que as duas radiografias apresentem semelhangas em relacdo aos fatores
geométricos e aos pardmetros de contraste e densidade’. A SRD tem apresentado
melhores resultados do que radiografias convencionais em estudos com espécimes
macerados, experimentais em animais e clinicos'®*'***"* Na Implantodontia, a
SRD pode oferecer informagdes sobre o processo de cicatrizagdo, a influéncia de
doengas e tratamentos na osseointegracdo e o diagndstico e acompanhamento da
periimplantite.

Considerando a importancia de avaliar provaveis modificagdes na
quantidade e qualidade o6ssea do leito receptor de implantes dentais ja

osseointegrados, sob a influéncia do Diabetes Mellitus e da insulinoterapia ¢ que

foi proposto este estudo.



2 Revisdo da Literatura

2.1 Implantes dentdrios

2.1.1 Conceito

O sucesso dos implantes dentdrios estd diretamente relacionado
com o principio de osseointegracdo, que foi definido como o “contato direto entre
0sso e implante em funcdo, sem interposicdo de qualquer outro tecido™®.

A cicatrizagdo Ossea ao redor de implantes dentais é dependente de
uma série de fatores. O tempo tem sido descrito como um fator importante, uma
vez que se observa um crescimento progressivo do osso entre as espiras do
implante e um aumento da porcentagem de tecido 6sseo em contato direto com a
sua superficie. Testes biomecanicos tém comprovado este fendmeno, ja que a
forca necessaria para desrosquear o implante aumenta gradualmente com o passar
do tempo*®. Os estudos em ratos avaliando osseointegracio tém estabelecido entre
28 e 56 dias como periodos longos de acompanhamento dos animais, apds esse

r A x . . s n24,82
periodo os pardmetros ndo aumentam de forma significativa®**,

Um outro aspecto fundamental para o sucesso dos implantes
dentais é a avalia¢do das condigdes de saude geral e bucal do paciente, as quais
R . . 294 ~
tém sido extensivamente estudadas®**°. Ndo foram encontrados trabalhos na

literatura que comprovem cientificamente contra-indicagdes para a colocagdo de
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implantes dentais, em pacientes com alteragdes sistémicas. No entanto, como
diversas alteragdes sistémicas podem influenciar na progressdo da doenga
periodonta153, fatores como fumo, discrasias sangiiineas, osteoporose,
radioterapia, alteragdes psicoldgicas, alcoolismo e Diabetes Mellitus (DM) ndo
controlada vém sendo apontadas como contra-indicacdes relativas, podendo
resultar em uma taxa de sucesso reduzida na reabilitagdo com implantes

o 14
dentarios .

2.1.2 Avaliacdo da osseointegracdo

Em pacientes, Albrektsson et al.* (1986) propuseram um indice de
sucesso no qual ¢ analisada a mobilidade dos implantes individualmente; auséncia
de radiolucidez periimplantar; auséncia de sinais e sintomas persistentes ou
irreversiveis como dor, desconforto, alteragdes sensoriais ou infec¢do atribuida ao
implante; perda da crista 6ssea marginal menor que 0,2mm por ano ¢ Imm apds o
primeiro ano do implante em fun¢@o. Portanto, para avaliacdo dos implantes ¢
imprescindivel a realizacdo do exame radiografico nas consultas de retorno do
paciente, sendo de extrema importancia para a Implantodontia determinar
métodos eficientes e sensiveis para deteccdo de alteracdes dsseas.

Entretanto, o entendimento do processo de osseointegracdo precisa
ser realizado em estudos experimentais em animais. Branemark et al.® (1969)
foram os primeiros autores a relatar a osseointegracdo, obtida em cdes, os quais
tiveram os dentes extraidos e posteriormente receberam implantes de titanio. Apos

a cicatrizacdo por 3 a 4 meses, os implantes receberam proteses e as andlises
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radiograficas e histologicas indicaram estabilidade dos implantes sendo estes
capazes de suportar 100kg de carga na mandibula e 30kg a 50kg na maxila. Além
disso, os autores relataram que ao tentar separar os implantes do osso ocorria
fratura Ossea, mas a interface osso-implante permanecia intacta. Em estudos
experimentais € possivel utilizar métodos eficazes para acompanhar o processo de
osseointegracao.

Um deles ¢ a avaliagdo da interface osso-implante por meio do
método histolégico apresentado por Donath, Breuner® (1982). Este método
consiste no corte e desgaste de pegas histoloégicas contendo osso, dentes,
implantes cerdmicos e metalicos sem a necessidade de descalcificacdo da peca
histoldgica, previamente ao corte, e oferecendo ldminas histologicas com
espessuras de Sum a 50um. A andlise da interface osso-implante por meio de
cortes ndo descalcificados tornou-se o padrio ouro para avaliagio da
osseointegracdo em implantes dentdrios. O método permitiu a inser¢do de duas
analises quantitativas na avaliagdo histoldgica: o contato osso-implante e a 4rea de
formacdo Ossea entre as espiras do implante. Com essa andlise histologica, a
osseointegracdo pode ser definida como a por¢@o do tecido dsseo em contato com
o metal do implante. Entretanto, uma desvantagem do método é que poucas
laminas histologicas, geralmente 1 ou 2, de cada pega sdo disponibilizadas para
analise, dependendo do tamanho da peca. Em estudos utilizando miniimplantes
em ratos, normalmente, uma lamina histologica € obtida. Além disso, artefatos de
técnica podem determinar areas do metal que ndo estdo em contato com o 0sso,

mas também ndo apresentaram nenhum tipo de tecido mole interposto. Mas ¢
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considerada uma superficie osseointegrada, em virtude desse espago ter sido
originado pela contracdo da peca durante o processo de desidratagdo ou de
polimerizago de resina®.

A andlise histoldgica ¢ encontrada com diferentes critérios na
literatura: 1- as trés ou quatro melhores espiras consecutivas para inclusdo da
analise histomorfométrica "% 2- uma espira da regido cortical*®; 3- todas as
espiras do implante analisadas totalmente'’; 4- todas as espiras do implante
analisadas de forma segmentada (cortical ¢ medular)*'. Cada critério de analise
apresenta sua especificidade e como esses estudos sdo realizados geralmente em
ossos longos dos animais, ha a presenga do osso cortical e da medula dssea. A
analise restrita da cortical reduz a variabilidade dos resultados. J4 a andlise
integral das espiras dos implantes oferece valores mais baixos dos pardmetros
histolégicos de contato osso-implante e da formagdo Ossea e maior variabilidade
dos resultados. Porém, a andlise de todo o implante de forma segmentada parece
ser mais coerente, uma vez que o tipo de osso, cortical ou medular, apresenta
diferenc¢a na velocidade do metabolismo.

Um outro parametro utilizado para avaliar a osseointegragdo ¢ a
mensuracdo do torque necessdrio para remover o implante que estd supostamente
osseointegrado. Este teste foi introduzido por Carlsson et al.'' (1989) e consiste na
adaptagdo de um torquimetro ao implante para mensurar a for¢a minima
necessaria para remover o implante do leito Osseo, ou seja, a resisténcia da

osseointegracdo. Assim, esse método tem sido utilizado para avaliar o
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15,21

comportamento de diferentes superficies , bem como os efeitos das alteragdes

sistémicas na osseointegracio™"”.

Além disso, ha pesquisadores utilizando programas de andlise
radiografica, como a subtragdo radiografica digital, para avaliar a densidade 6ssea
ao redor de implantes. A SRD consiste na detec¢cdo de pequenas alteragdes Osseas.
Assim, estudos em implantodontia tém apresentado resultados significativos na
avaliacdo do efeito de farmacos na osseointegracio’’ e preservacio do tratamento
da periimplantite’®. Considerando esses resultados e os somando a vantagem do
método radiografico ser uma técnica ndo invasiva de andlise, avaliar os métodos
radiograficos ¢ os métodos de avaliagdo da osseointegracdo conhecidos na
literatura em estudos experimentais, como o histolégico e o biomecanico, ¢ uma
forma de enriquecer cientificamente o conhecimento sobre o assunto e

proporcionar um melhor atendimento de pacientes reabilitados com implantes

dentdrios na clinica odontologica.

2.2 Diabetes Mellitis

Um dos processos metabdlicos do organismo € a conversdo de
alimentos em energia e calor dentro do corpo. O carboidrato ¢ a principal fonte de
glicose para as células, mas entre as refeicdes o figado libera glicose estocada na
forma de glicogénio para a corrente sanguinea. Para a glicose penetrar em cada
célula do corpo € necessario que haja insulina circulante, produzida pelo pancreas.
Quando a glicemia aumenta apds uma refeicdo, a quantidade de insulina também

aumenta para que o excesso de glicose possa ser rapidamente absorvido pelas
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células. Neste momento, o figado cessa a degradagdo do glicogénio e passa a
armazenar a glicose presente no sangue. A insulina ¢ degradada apos sua acado,
portanto, o organismo renova a insulina utilizada no metabolismo da glicose a
cada processo' ™.

Quando ha um distarbio na produ¢do de insulina ou uma alteracio
na sensibilidade celular a insulina ocorre uma alteracdo patologica na regulagdo
do metabolismo da glicose (hiperglicemia) determinando o diagnostico de um

42,54 r1es r
4 Na ultima década o

disturbio metabolico chamado Diabetes Mellitus (DM)
DM afetou 140 milhdes de individuos no mundo e estima-se que 220 milhdes
sejam portadores em 2010°*. E aproximadamente 10 milhdes de individuos sdo
portadores do DM no Brasil™.

O DM ¢ classificado em dois tipos: tipo 1 e tipo 2. No diabetes tipo
1, as células do pancreas sdo incapazes de produzir o horménio da insulina. Se
ndo hé insulina circulando pelo corpo em concentragdes ideais, a absorcdo de
glicose fica prejudicada. Desse modo as células ndo sdo supridas pela glicose e o
nivel de glicose circulante fica elevado. A solucdo ¢ injetar insulina subcutanea
para que possa ser absorvida pelo sangue. Fatores hereditdrios parecem ter um
papel importante, mas o distirbio, em geral, nunca ¢ diretamente herdado. O DM
tipo 1 é caracterizado por hipercalcitria, hipomagnesemia e osteopenia’*. No
diabetes tipo 2 as células do pancreas sdo capazes de produzir insulina e mantém
esta fun¢do durante toda a vida do paciente. O principal motivo que faz os niveis

de glicose no sangue permanecerem altos € a incapacidade das células musculares

e adiposas de utilizarem toda a insulina secretada pelo pancreas. Assim, a glicose
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presente no sangue ¢ pouco aproveitada por essas células. Os sintomas do diabetes
tipo 2 sdo menos pronunciados, mas deve ser tratado com extrema cautela, pois ¢
uma patologia que pode por em risco a saude do individuo'™**.

O tratamento ndo adequado do DM pode ocasionar complicagdes
sist€émicas como miopatias, retinopatias, doengas macrovasculares e fatores
microvasculares que comprometem o processo de cicatrizagdo, assim como a
formacdo e a remodelacdo 6ssea” >+

Ainda considerando as alteragdes microvasculares nos pacientes
diabéticos, eles tém um pobre potencial de cicatrizacdo nos tecidos mole e duro
(6sseo), devido a reducdo do metabolismo de proteinas e a fun¢do neutrofilica
prejudicada®. A insulinopenia causa alteragdes no horménio da paratiredide, no
metabolismo da vitamina D e na absor¢do do calcio®™. A perda dssea ndo esta
vinculada apenas a um aumento da atividade osteoclastica. A hiperglicemia inibe
a diferenciacdo osteobléstica e altera a resposta do hormonio da paratiredide que
regula o metabolismo do fosforo ¢ do calcio™ e produz um efeito deletério na

matriz éssea afetando a aderéncia, o crescimento e acumulo de matriz

extracelular’”.

2.2.1 Diabetes experimental

O péancreas ¢ constituido pelas ilhotas de Langerhans compostas
por células a produtoras de glucagon, células B produtoras de insulina, células o
produtoras de somatostatina e células PP produtoras de polipeptideo pancreatico.

As ilhotas pancredticas podem sofrer alteracdes funcionais e morfoldgicas,



31

decorrentes de varios fatores. Existem farmacos (aloxana e estreptozotocina)
capazes de produzirem radicais livres que destroem as células B do pancreas
. . . 44
induzindo um DM tipo 1.

Deste modo, para possibilitar a andlise experimental do Diabetes
Mellitus em animais, um dos métodos utilizados para inducdo consiste na
administracdo do antibidtico estreptozotocina (STZ), que causa a degranulacdo
das células produtoras de insulina e, consequentemente, promove o aparecimento
do diabetes. A droga age da seguinte maneira: o nucleo glicidico, presente na
estrutura das células B, permite a entrada da STZ e o grupo nitrosdreia, também
presente na célula, promove o acimulo de substincias tdxicas e conseqiiente

. 536 o . .

morte da célula em questdo™. A seguir, é apresentado um esquema ilustrativo da

acdo da estreptozotocina na célula beta do pancreas.

STZ | ... nucleo glicidico

Célula beta

nucleo nitrosuréia ‘

Esquema criado apartir das informagdes do artigo de Murata et al.>, 1999.
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A morfologia do pancreas endocrino apds a administragdo de STZ
tem mostrado o aumento do nimero de células o e & e aumento dos niveis
plasmaticos de glucagon e somatostatina em detrimento a auséncia de células B,
porém esse quadro pode ser revertido porque as células B sdo capazes de
diferenciacdo ou proliferacdo com o passar do tempo™*.

A indu¢do do DM pela STZ pode ser constatada em 24h. As
alteracdes fisiologicas manisfestadas sdo: hiperglicemia, glicosuria, polidipsia,
polifagia e poliuria. A hiperglicemia plasmatica aumenta a absor¢do de glicose
pelos néfrons dos rins levando a um aumento da excrecdo de glicose na urina
(glicosuria), gerando um aumento da pressdo osmotica e maior retencdo de dgua
na urina (politria); conseqiientemente a ingestdo de 4agua ¢ aumentada
(polidipsia). O aumento do consumo de racdo (polifagia) pode ser associado com
o fato da auséncia de insulina comprometer o transporte de glicose para as células,
sendo assim as células ficam sem energia, portanto o animal aumenta a ingestao
de racdo para suprir a falta de energia celular e mesmo assim ocorre a perda de
peso'®.

Em relacdo a influéncia do DM experimental no osso, baixas taxas
de formag¢do de nova matriz dssea podem ser explicadas pela redu¢do do numero
de osteoblastos™ ou pela redu¢do da atividade dos osteoblastos. No inicio da
doenga, a redugdo da formacgdo o0ssea em diabéticos estd mais relacionada com o
menor numero de osteoblastos, os quais continuam funcionando normalmente.
Nos animais diabéticos, uma relacdo normal e diretamente proporcional ¢

observada entre os eventos de formagao da matriz 6ssea ¢ de mineralizagdo dssea.
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Porém, ao longo do tempo, a menor producdo de matriz dssea mineralizada
devido ao menor numero de osteoblastos presentes no osso gera distirbios na
atividade dos osteoblastos, fato observado nas alteragdes das taxas da sintese da
matriz do colageno e/ou da mineralizacdo 6ssea”®.

Goodman, Hori®® (1984) concluiram que a formagio e aposi¢io da
matriz 6ssea foram reduzidas em 50% nos ratos diabéticos em rela¢do ao controle
e que a insulina recuperou esta condi¢do. A largura e a area de matriz ostedide
foram similares entre os grupos diabético e insulinico e os dois grupos foram
inferiores ao grupo controle. A mineralizagdo Ossea nos ratos diabéticos nao foi
prejudicada, ou seja, a matriz dssea neoformada foi mineralizada. As
determinagdes bioquimicas ndo apresentaram correlagdio com os resultados
histoldgicos. Os autores observaram uma heterogeneidade dos resultados no osso
de animais diabéticos e concluiram que a formacdo 6ssea e o volume 6sseo sdo
prejudicados na presenca do DM, fatos que suportam a hipdtese que no diabetes o
turnover 6sseo ¢ mais lento.

Outros fatores como baixa circulagdo dos niveis de 1,25(OH),Ds
(1,25 dihidréxi-vitamina D3), hipercalcitria, hipercortisolemia e redugdo dos
niveis do horménio paratiredide também foram observados e associados com as

79 A disfungdo renal

anormalidades Osseas presentes nos ratos diabéticos
demonstrada por hipercalcitria, baixa regulagdo da expressdo extracelular da

proteina CaR (receptor sensivel de calcio/cation polivalente) e alta regulagdo da

NCCT (co-transportador de NaCl sensivel a tiazida, relacionada com a captagdo
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de Na' que & inversamente proporcional a excrecio de Ca’") sdo observadas no
DM experimental e associadas a osteopenia’.

Reforcando as afirmativas anteriores, o trabalho de Shires et al.*
(1981) evidenciou que o metabolismo 0sseo nos ratos diabéticos ¢ afetado pelo
DM e ndo s6 por uma privacdo de nutrientes (grupo sem doenca e com restricao
de ragdo), porque os marcadores bioquimicos foram diferentes nos dois grupos, no
diabetes foi observado maior concentra¢do de fosfatase alcalina esquelética e
perda de calcio urindrio.

Apds a introdugdo dos implantes dentarios como forma de
tratamento de pacientes edéntulos, inclusive debilitados sistemicamente, se fez
necessario compreender o mecanismo da formagdo 6ssea ao redor dos implantes.
Por isso, a seguir serdo apresentados estudos experimentais, em animais ¢ em

humanos, com o objetivo de avaliar o impacto do DM na osseointegracio.

2.2.2 Estudos em animais

As taxas de sucesso e fracasso de implantes em pacientes tém sido
avaliadas, mas somente estudos em animais tem mostrado o efeito bioldgico do
diabetes e da insulinoterapia na osseointegra¢do de implantes. Em geral, os
estudos experimentais do efeito do DM tém revelado uma alteracdo nos processos
de remodelacdo e mineralizagdo 6ssea. H4 comprovagdes cientificas que mostram
uma quantidade de osso neoformado semelhante ou inferior no animal diabético

em relacdo ao animal sem doencga, porém hd uma redug¢do no contato osso-
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implante, fato que pode confirmar o comprometimento da osseointegracdo em
animais diabéticos**>*,

De acordo com o tipo de osso (cortical ou medular) e a variagdo da
qualidade 6ssea no leito receptor pode-se esperar uma velocidade diferente dos
efeitos negativos do diabetes experimental no padrio de osseointegracao.
Takeshita et al.*’ (1997) mostraram no grupo controle células semelhantes a
osteoblastos e 0sso ao redor do implante, ja no grupo diabético demonstrou que
havia células semelhantes a fibroblastos presentes em areas com pouco tecido
0sseo. No osso medular do grupo controle, foi observado maior contato entre
osso-implante e maior area de tecido 6sseo. Os efeitos do DM parecem atuar de
forma mais rapida no osso medular. Refor¢ando esses resultados, Iyama et al.*
(1997) avaliaram histologicamente implantes de titdnio recobertos por
hidroxiapatita em ratos diabéticos e sem doenga. No grupo controle a formagao
Ossea ocorreu ao redor de implantes, proximo ao endosteo e ao periosteo € no
grupo diabético a densidade Ossea foi menor no periodo de 21 dias. Esses
resultados sdo indicativos que apartir de 21 dias do DM, a formagdo dssea ao
redor de implantes fica comprometida pela doenca, principalmente na porc¢ao
medular.

Nevins et al.>®

(1998) avaliaram a osseointegragdo de implantes
(2mm X 1mm) instalados 10 dias apos a indug¢do do DM (70mg STZ/Kg — via
intraperitoneal) em ratos nos periodos de 28 e 56 dias. Os animais com glicemia

superior a 350mg/dL foram considerados diabéticos.Os resultados histométricos

indicaram que a quantidade de osso formado foi similar para animais controle e
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diabético (p>0,05). Entretanto menos contato entre osso e implante foi
determinado nos animais diabéticos quando comparado aos animais controles nos
dois periodos analisados. (p<0,0001). Este estudo demonstrou que o processo de
osseointegracdo ¢ afetado pelo DM induzido por STZ. Esses resultados foram

comprovados também por Giglio et al.”’

(2000) ao avaliarem a osseointegracdo de
implantes laminados instalados em ratos diabéticos e comparado com ratos sadios
em dois periodos (14 e 30 dias) determinaram que o 0sso, no grupo diabético, era
menos mineralizado do que no grupo controle, no periodo de 14 dias, sendo este
fato evidenciado no periodo de 30 dias. Além disso, a avaliagdo histométrica
mostrou menor porcentagem de area 6ssea neoformada no grupo diabético em
comparagdo com o controle. Considerando a diferenca entre os periodos, o grupo
diabético teve menor area 6ssea neoformada em 30 dias do que em 14 dias. Com
esses dados, € possivel dizer que o DM atrasa a cicatrizagdo 6ssea.

O estudo de Ottoni, Chopard® (2004) quantificou durante 8
semanas a neoformacdo Ossea, no fémur de ratos Wistar diabéticos. Implantes
foram instalados nos animais pertencentes aos grupos controle e diabético. O o0sso
neoformado nas regides cortical e do peridsteo, proximo ao implante, ndo
diferiram entre os grupos. Entretanto, houve diferenca significante na
neoformagdo Ossea total no canal medular e na area de contato osso-implante na
por¢do medular. Também nesse estudo, o periodo de maior atividade osteogénica
foi determinado no comeg¢o da quarta semana e no final da quinta semana.

Depésitos 0Osseos aderidos a superficie dos implantes demonstraram que os

implantes sdo biocompativeis e capazes de osseointegrar.
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McCraken et al.’' (2000) avaliaram o efeito do DM na cicatriza¢io
de implantes, para isso, foram instalados implantes em 32 ratos apds o DM ser
induzido em 16 animais (65 mgSTZ/kg) e outros 16 animais serviram como
controle em um periodo de 14 dias. Foram realizadas andlises bioquimicas
(glicose, fosfatase alcalina e osteocalcina) e histométricas (porcentagem de
osseointegracdo, area oOssea e frequéncia de contato). Os animais diabéticos
apresentaram um total de osseointegracdo de 16,2% significantemente menor que
os animais controle (24,5%). Porém, a porcentagem de area dssea neoformada foi
4 vezes maior no grupo diabético (25%) em relagdo ao controle(6,2%). As
analises bioquimicas determinaram maior taxa de fosfatase alcalina no grupo
diabético em relagdo ao grupo controle. Novamente, McCraken et al.>* (2006)
reforcaram seus resultados anteriores em um estudo avaliando a area dssea ao
redor de implantes em ratos diabéticos e ratos insulinicos. A amostra foi de 152
ratos divididos em trés grupos: controle, diabético e insulinico em quatro
periodos: 2, 7, 14 e 24 dias. A indu¢do do DM foi com STZ 65mg/Kg via
parenteral, considerando como diabético o valor de glicemia>300mg/dL. Nos
ratos insulinicos foi introduzido um dispositivo com liberagdo lenta de insulina.
Trés dias apos a indugdo, implantes com superficie usinada (1.5mmX8mm) foram
instalados na tibia e a drea Ossea foi determinada apos o sacrificio. Os resultados
mostraram que o tempo influenciou positivamente na osseointegragdo, porém sete
dias foi o periodo que apresentou maior area dssea em todos os grupos. O grupo
diabético mostrou maior area 6ssea do que os grupos controle e insulinico, mas a

analise descritiva determinou que o osso no diabético era menos organizado.
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Além disso, o grupo insulinico teve um comportamento intermedidrio entre o
controle e o diabético. Os autores sugerem que esse aumento maior de volume
0sseo no diabético seja por efeito das AGES (advanced glycation end-product)
interagindo com as proteinas, causando alteragdo no metabolismo 6sseo podendo
as vezes inibir a atividade osteoclastica. No grupo insulinico existe a regulacdo do
nivel glicémico, entdo as alteragdes Osseas poderiam ser influenciadas por outros
fatores. Talvez as alteragdes sejam provenientes da indug¢do do DM pela STZ, ja

que Siqueira et al.**

(2003) mostraram resultados entre insulina e controle iguais e
os animais haviam sido induzidos com aloxana. Outro fato observado neste estudo
foi a maior 4rea 6ssea na regido do osso proximal ao implante do que na regido
distal, fato que poderia ser explicado pela presenca de maior irrigagdo sangiiinea,

maior quantidade de células mesenquimais indiferenciadas e maior proximidade

da epifise dssea (area de maior formagdo 6ssea em 0ssos longos).

2.2.3 Estudos em humanos

De acordo com o trabalho de Mellado-Vallero et al.>* (2007), o
consenso estabelecido no World Workshop in Periodontics (1996) em relagdo a
terapia de implantes em diabético foi que “hd uma auséncia de evidéncias que a
instalacdo de implantes em um paciente com Diabetes Mellitus controlado é um
fator de risco maior que na populacdo em geral”, mas o National Institute of
Health Consensus Development Conference Statement on Dental Implants em
1998 determinou que “nenhum paciente diabético sem controle glicémico rigoroso

deve ser considerado paciente para cirurgia de implantes”. Portanto, o DM ¢
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classificado como uma contra-indicagdo relativa para o tratamento com
. 4
implantes™.

29,60.66,68
Estudos em humanos?>®%"%¢

tétm avaliado a instalacdo de
implantes osseointegraveis em diabéticos. Ha estudos que demonstram indices de
sucesso elevado em diabéticos controlados, porém a maior parte desses estudos
foi realizada em pacientes que receberam implantes entre os forames mentuals,
area de maior quantidade 6ssea™®.

Peled et al.®® (2003) realizaram um estudo de instalagio de
implantes em pacientes diabéticos tipo 2 controlados. Neste estudo 141 implantes
foram instalados em 41 pacientes. Cerca de 2 a 4 implantes foram instalados na
regido anterior da mandibula e posteriormente os implantes receberam préteses do
tipo overdentures. As taxas de sucesso foram de 97,3% apds 1 ano (na reabertura
falha de 2 implantes) e 94,4% apds 5 anos (2 implantes falharam apds 2 anos de
fun¢do). Com este estudo € possivel determinar que pacientes diabéticos
controlados quando bem selecionados podem ter bom indice de sucesso, mas
diferentes niveis da doenca e sucesso de implantes precisam ser esclarecidos.

Por outro lado, artigos revisados na literatura mostram taxas de
sucesso dos implantes em pacientes diabéticos controlados variando entre 88,8% e
97,3% um ano apds a cirurgia de instalagdo e de 85,6% a 94,6% um ano apds a
protese estar em fungdo™. Quando comparadas com as taxas de sucesso em
pacientes sem doenga, o0 DM apresenta taxas de sucesso menores™ .

1‘23

Fiorellini et al.”” (2000) realizaram um estudo retrospectivo com

215 implantes instalados em 40 pacientes diabéticos controlados, 31 implantes
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falharam, 24 falhas (11,2%) ocorreram ap6s um ano de carga funcional. Esta
analise mostrou uma taxa de sobrevida de 85,6% apos 6 anos e meio. O maior
numero de perda de implantes aconteceu apds 1 ano da instalagdo da prétese. Em
outro estudo, Balshi, Wolfinger® (1999) demonstraram uma taxa de sucesso de
94,3% antes da insercdo da protese em 227 implantes instalados em 34 pacientes
diabéticos controlados.

Um estudo prospectivo com pacientes diabéticos tipo 2 controlado
que receberam 178 implantes na mandibula, apresentaram uma taxa de falha de
2,2% durante a osseointegragdo aumentando para 7,3% apds 1 ano da cirurgia de
instalacdo dos implantes, determinando uma taxa de sucesso de 92,7% ap6s 1 ano
da instalagdo e apds 5 anos a taxa de sobrevida foi de 90%°. De acordo com
Farzard et al.** (2002) e Peled et al.”* (2003) a maioria das falhas nos implantes
ocorre apds o segundo estagio cirtrgico e durante o primeiro ano da protese em
funcdo e pode ser inferido que alteragdes na microvascularizagdo levam a uma
diminui¢do na resposta imune e a uma redu¢do no processo de remodelamento
0sseo.

Recentemente, Balshi et al.” (2007) avaliaram a estabilidade de 18
implantes Branemark System que receberam carga imediata em pacientes
diabéticos controlados com insulina, média de 71 anos de idade, na regido anterior
da mandibula, durante um acompanhamento de 30 meses, por meio de andlise da
freqtiéncia de ressondncia. Todos os 18 implantes permaneceram em fun¢@o por
dois anos e meio. A média de estabilidade dos implantes reduziu para 12,7%

durante os primeiros 30 dias, e aumentou suavemente no periodo de 60 dias.



41

Durante os 30 meses de acompanhamento, a média de estabilidade dos implantes
continuou a aumentar, mas ndo atingiu os valores medidos no inicio do
experimento. Os autores concluiram que se as diferengas metabdlicas nos
pacientes diabéticos forem respeitadas € possivel a instalagdo de prétese fixa total
(protocolo de Branemark) com carga imediata com obten¢do de sucesso na

osseointegracao.

2.2.4 Insulina

A insulina ¢ um horménio que promove a entrada de glicose nas
células e que também atua no metabolismo de lipideos e proteinas'®.

A constituicdo quimica da insulina consiste em uma estrutura
covalente formada por duas cadeias de aminoacidos, podendo ser diferente nas
espécies de mamiferos. Porém, as diferencas ndo afetam sua atividade bioldgica.

A estrutura da insulina humana ¢ apresentada abaixo:

Cadeia B

Ph
1

Esquema retirado do site da Unifesp (http://www.unifesp.br/)18
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Existe uma semelhanga muito grande entre os tipos de insulina
humana, suina e bovina. A insulina suina difere em um uUnico aminoacido,
substituicdo de alanina ou treonina na posicdo B30, enquanto que a bovina tem
esta modificagcdo mais as substituigdes de alanina por treonina em A8 e valina por
isoleucina em A10. Estas modificagdes ndo levam a mudanca na atividade
biologica e pouca diferenca em antigenicidade. Embora todos os pacientes que
recebem insulina heterdgena desenvolvem baixos titulos de anticorpos contra a
molécula, poucos alcangam titulos clinicamente significativos. As insulinas suina
e bovina so terapias padrdo paro DM, assim como a insulina humana, que é
produzida pela técnica do DNA recombinante'®.

A func¢do da insulina consiste no transporte de glicose para o
interior das células. Quando a molécula de insulina liga-se ao seu receptor ocorre
um sinal que promove a translocagdo de vesiculas que contém transportadores de
glicose para a superficie da célula. O receptor de insulina nas células ¢ um
heterodimero constituido de duas subunidades, designadas a e b ligadas por pontes
dissulfeto. Ambas as subunidades s3o extensivamente glicosiladas, e a remog¢ao
do 4cido sidlico e galactose diminuem a ligacdo e a agdo da insulina. A
subunidade a (PM = 135.000) ¢ inteiramente extracelular e se liga a insulina via
regido rica em cisteina. A subunidade b (PM = 95.000) ¢ a proteina
transmembranica que desempenha a segunda fung¢ao principal do receptor o sinal
da transdug@o. A porcdo citoplasmatica da subunidade b tem atividade de tirosina
quinase e um sitio autofosforilavel. Os receptores de insulina sdo encontrados na

maioria das células de mamiferos, em concentragdo acima de 20.000/célula.
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Quando a insulina se liga ao receptor, ocorrem muitos eventos: mudanga
conformacional do receptor; cruzamento dos receptores formando
. . . ~ ~ . 1
microagregados; internalizagdo do receptor e geragdo do sinal'®.

No esquema abaixo ¢ apresentado o mecanismo de a¢do da insulina

na célula para a captacdo de glicose:
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Esquema retirado do site da Unifesp (http://www.unifesp.br/)'®

Existem varios tipos de insulina, com inicio e duracdo do efeito e
periodo de concentragdo maxima variando conforme o tipo de insulina. A sele¢do
da insulina mais apropriada ou a combinag¢do delas dependem da resposta
individual ao farmaco, das condi¢des do DM e dos habitos do paciente.

Os trés tipos de insulina (humana, suina e bovina) causam efeito

semelhante no homem e sdo denominadas insulinas regulares ou simples ou de
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single peak (Gnico pico de agdo). Sdo cristalinas, soluveis em agua e com inicio do
efeito imediato pela via venosa ou apds 30 minutos pela via subcutanea. Sdo
também denominadas insulinas soluveis ou insulinas ndo modificadas. A insulina
regular pode ser complexada com proteinas para liberacdo lenta (ex: insulina
1sofana ou NPH e insulina PZI) ou modificando o tamanho da particula (ex:
suspensdo de insulina zinco). As insulinas bifésicas sdo constituidas por dois tipos
de insulina de modo a proporcionar picos ¢ tempos de duragdo diferentes durante
o periodo de efeito'*™.

Os diferentes tipos de preparagdo da insulina irdo determinar a
velocidade da absorcdo pelo tecido subcutaneo ou pela corrente sanguinea (inicio
da a¢@0) e pelo tempo que o organismo leva para absorver toda a insulina injetada
(duragdo da a¢do). De acordo com a duragdo do efeito, podem ser classificadas
como de curta duragdo (em torno de 6h - insulina regular ou simples), de efeito
intermedidrio (duracdo até 24h) e de longa duragdo (em torno de 36 horas).

Evidéncias sugerem que a insulina atua no metabolismo do
esqueleto, pois esta relacionada com a incorporagdo do aminodcido no 0sso, o
aumento da sintese de nucleotideo pelos osteoblastos e estimula a produgdo de
colageno in vitro™.

Em consideragdo a insulinoterapia e a osseointegracdo, o0s
resultados s@o controversos na literatura. Embora a administragdo de insulina
permita o restabelecimento dos niveis glicémicos possibilitando a reducdo parcial

24,82

das alteragcdes 0sseas provocadas pelo DM“"", a insulinoterapia ndo mostrou uma

. . -~ . L, 48
cicatrizacdo 6ssea completa em coelhos diabéticos controlados™.
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Fiorellini et al.**

(1999) utilizaram parametros histométricos para
comparar a cicatrizagdo dssea ao redor de implantes em ratos diabéticos e ratos
tratados com insulina. O DM foi induzido por uma inje¢do intraperitoneal de STZ.
Implantes de titdnio foram inseridos no fémur de cada animal. Os resultados
indicaram que a insulinoterapia foi capaz de regular a formagdo de osso ao redor
dos implantes nesse modelo experimental. Embora os parametros histométricos
indicassem que a quantidade de formagdo dssea foi maior no grupo insulinico do
que no grupo diabético, houve menos contato entre osso ¢ implante de forma
significativa em relagdo ao grupo controle (sem doenca).

1.2 (2003) avaliaram o comportamento do

Também, Siqueira et a
tratamento insulinico. Para isso, implantes de titdnio foram instalados na tibia de
ratos Wistar, divididos em trés grupos: controle, diabético induzido com aloxana e
insulinico (2 Ul/dia) e analisados em dois periodos (10 e 21 dias). Foram
considerados diabéticos, o nivel de glicemia >200mg/dL. As andlises histoldgicas
e histométricas determinaram uma redu¢do de 50% na area de osso neoformado
(p<0,001) e de 50% no contato osso-implante (p<<0,01) nos ratos diabéticos apds
21 dias da instalacdo do implante em relacao ao grupo controle. No periodo de 10
dias ndo houve diferencas entre os grupos. O grupo insulinico retornou
parcialmente aos niveis normais dos parametros Osseos analisados neste estudo.
Na analise histoldgica, foi observado no grupo diabético, a presenga de células
parecidas com condrdcitos envolvidos por uma matriz cartilaginosa, sugerindo um

atraso no reparo 0sseo, no grupo insulinico foi observada uma estrutura celular,

células semelhante a osteoblasto, similar ao grupo controle. Os autores sugerem
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que o reparo 6sseo ao redor de implantes € regulado, pelo menos em parte, pela
insulina.

Neste mesmo artigo, os autores explicam baseados na literatura, o
processo dindmico da formacdo Ossea pelos osteoblastos e da reabsor¢cdo dssea
pelos osteoclastos. As células osteobldsticas expressam receptores de insulina e as
concentragdes fisioldgicas de insulina aumentam a produgdo de colageno pelos
osteoblastos e condrécitos em cultura de célula®®. Também tem sido demonstrado
que células semelhantes a osteoclastos expressam receptores de insulina. A
insulina inicia a resposta celular ligando-se ao receptor da tirosina quinase, que
regula uma variedade de sinais do crescimento e do desenvolvimento do osso. Os
substratos receptores de insulina (SRI) sdo proteinas essenciais no sinal de
transducdo que media o efeito da insulina na fungdo celular'®. A expressdo de
SRI-1 ¢ limitada as células osteoblasticas e SRI-2 ¢ expresso pelas células
osteoblasticas e osteoclasticas. Observacdes em relagdo a expressdo génica para
SRI 1 e 2 demonstraram que o SRI-1 ¢ indispensavel para a manutengdo do
turnover 6sseo € o SRI-2 mantém a relag@o positiva entre a formagdo e reabsorcio
Ossea. A integragdo desses sinais causa uma potente atividade anabdlica do osso
pela insulina e pelo fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1)".
Portanto, a auséncia de insulina no organismo gera uma alteracdo no metabolismo
0sseo.

Margonar et al.* 2003, avaliaram a influéncia do diabetes e da
insulinoterapia usando o torque de remocédo de implantes em coelhos. O estudo foi

constituido por trés grupos (controle, diabético e insulinico -10 U/dia) e trés
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periodos (4, 8 e 12 semanas). Apds a inducdo do DM com aloxana, foi instalado 1
implante na tibia. Os valores do torque de remocdo do implante foram
estatisticamente superiores no grupo controle em relacdo aos grupos insulinico e
diabético nos periodos de 8 e 12 semanas. Ndo houve diferenca estatistica
significante entre os grupos insulinico e diabético em nenhum periodo.
Reforcando esses resultados, Margonar®™ (2005) mostrou que seguindo a
metodologia anterior, os trés grupos ndo apresentaram diferencas em relagdo a
area Ossea. Para a extensdo de contato osso-implante o grupo controle apresentou
o maior valor (p<0,001) e os grupos diabético e insulinico ndo apresentaram
diferengas estatisticas significantes (p=0,75). Assim, o DM influenciou
negativamente a retencdo mecanica de implantes e o contato entre osso-implante.
A insulinoterapia ndo foi capaz de modificar as alteragdes provocadas pelo DM,
mas provavelmente devido a uma dificuldade da manuten¢do do controle
metabolico nos coelhos diabéticos tratados com insulina.

Outros medicamentos sdo estudados na literatura no controle do
DM. Kopman et al.*' (2005) analisaram o efeito da aminoguanidina e doxiciclina
na regido periimplantar de ratos diabéticos. Trinta e dois ratos Sprangue-Dawley,
divididos em quatro grupos (1 controle e 3 diabéticos), receberam implantes duas
semanas apds a inducdo do DM. Um grupo diabético recebeu administragdo
intraperitoneal de aminoguanidina e outro grupo diabético recebeu via oral por
gavagem de doxiciclina, ambos os medicamentos foram administrados
diariamente a partir do dia da instalagdo do implante, durante 28 dias. O terceiro

grupo diabético ndo recebeu medicagdo. Os resultados de contato entre osso e
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implante mostraram que o grupo controle foi significativamente superior ao
diabético sem medicamento (p<0,001). O grupo que recebeu aminoguanidina foi
estatisticamente superior ao grupo diabético (p<0,01) e o grupo de doxiciclina nio
apresentou diferengas significativas em relagdo ao grupo diabético (p>0,05). De
acordo com os autores, este estudo mostra que o DM prejudica a osseointegracao.
Em adi¢do, a administracdo sistémica de aminoguanidina reduz os efeitos da
doenga na osseointegragdo e a administracdo de doxiciclina melhora suavemente o

parametro de osseointegracdo em ratos diabéticos.

2.2.5 Manutencdo da osseointegracdo X Diabetes

Mellitus

o . 43
Em estudo recente e unico presente na literatura, Know et al.

(2005) avaliaram a manutencdo de implantes em diabéticos, instalados em 32
ratos divididos em dois grupos (diabético e insulinico) e em quatro periodos (1, 2,
3 e 4 meses). Apos 28 dias da instalacdo dos implantes foi realizada a indu¢do do
DM (70mgSTZ/kg-via intraperitoneal) nos animais. O grupo insulinico recebeu
duas aplicagdes didrias de insulina. A andlise histométrica foi realizada por trés
examinadores e consistiu na determinagdo da porcentagem de contato do osso
medular com o implante. O contato osso-implante medular foi maior para o grupo
insulinico do que para o grupo diabético, nos quatro periodos analisados, sendo as
diferengas significativas nos periodos de 2, 3 e 4 meses (p<0,001). Os autores
determinaram que a manutencdo da osseointegragdo de implantes em ratos

diabéticos controlados ndo foi comprometida por um periodo de 4 meses, porém
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em animais diabéticos ocorreu uma reducdo do contato osso-implante que se
caracteriza por ser tempo dependente.

Know et al.¥ (2005) explicaram, baseados na literatura, que no
diabetes induzido em ratos ocorre uma perda da atividade da somatomedina,
peptideo com estrutura semelhante a insulina e atividade idéntica ao IGF-1. A
somatomedina atua na formac¢do Ossea, media efeitos dos hormonios de
crescimento no esqueleto e estimula a formagdo do colageno e a sintese de DNA
osseo. Em adig¢do, as complicagdes geradas pelo diabetes podem ser resultante da
interagdo das AGEs com a superficie de 6xido do implante. AGEs causam
alteracdes qualitativas e quantitativas no componente da matriz extracelular do
colageno, laminina e vitronectina. A qualidade ¢ quantidade de proteoglicanas
também sdo afetadas no diabetes experimental. As AGEs no osso podem inibir de
forma competitiva que proteinas de formagdo dssea consigam aderir na superficie
do implante’.

Porém, nesse estudo ndo foi avaliado o comportamento em um
grupo sem doencga. Como a osseointegracdo ocorre pela associacdo da area Ossea e
pelo contato-osso implante, seria interessante avaliar o comportamento da area
Ossea diante dessas condicdes sistémicas.

Em relacdo a manutencdo da osseointegracdo dos implantes, mais
estudos precisam elucidar o efeito do DM e da insulinoterapia utilizando métodos

de andlise como histologico, bioquimico, biomecanico e radiografico.
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2.3 Métodos radiogrdficos

O exame radiografico periapical contribui na preservagdo dos
pacientes, submetidos a reabilitacio com implantes, devido a informagao
detalhada do padrio trabecular, além do baixo custo, maior disponibilidade dos

. . 8 3
aparelhos ¢ de doses relativamente reduzidas®””

. Recentemente ¢ possivel a
obtencdo de imagens digitais, tanto de forma direta ou indireta (digitalizada). O
sistema digital consiste na obten¢cdo da imagem do objeto direto na tela do
computador por meio de um sensor ou de forma semi-direta por meio de uma
placa de armazenamento de fésforo (PAF), apds serem sensibilizados pelos raios-
X. A imagem digitalizada consiste na transforma¢do da imagem radiografica
convencional em digital, utilizando um escaner ou maquina fotografica digital.
Em ambos os sistemas, as informacdes sdo arquivadas em linguagem binaria,
possibilitando a manipulagdo da imagem e permitindo o envio das imagens para
outros locais via internet. A manipulagdo da imagem pode melhorar a eficacia da
interpretagdo radiografica®”’

A manipulacdo da imagem digital ou digitalizada é um recurso
disponivel que podera oferecer novas informagdes, sendo desnecessarias
exposicdes radiograficas adicionais, com a possibilidade de aumentar a eficacia
diagnostica em fung¢do do tipo de les@o. Para a manipulacdo da imagem, podem-se
utilizar os programas especificos que promovem uma alteracdo de brilho e
contraste, magnificacdo, subtracdo, inversdo e coloriza¢gdo. Também permitem

. T e L . 89,93
determinar mensuragdes lineares e mostram a distribui¢cdo dos niveis de cinza™ "
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De acordo com Wenzel, Grondah!®’

(1995) para a detecgdo precoce
da doenga periimplantar assim como de tratamentos periodontais regenerativos, ¢
necessario utilizar métodos de diagnosticos que apresentem exatiddo e
sensibilidade. Exames histologicos sdo considerados padrdo-ouro, pois mostram a
quantidade exata da alteracdo sofrida pelos tecidos. Entretanto, hd duas limitagdes
na analise histoldgica, o método histoldgico ndo descalcificado oferece apenas
uma lamina histolégica da pega e ndo ¢ possivel realizar exame histologico em
humanos, exceto se a remogdo 6ssea ndo comprometer a integridade do paciente.
Portanto, ¢ desejavel que métodos de diagnostico ndo invasivos sejam utilizados
em aplicacgdes clinicas. O exame radiografico ¢ considerado nio invasivo, porém a
radiografia convencional apresenta um valor limitado de diagndstico, na detecgao
de pequenas alteragdes Osseas. Cientificamente esta comprovado que a quantidade
de reabsor¢cdo Ossea periodontal geralmente ¢ subestimada, pela radiografia
convencional. Esta limitagcdo pode ser justificada pela imagem bidimensional das
radiografias, fato que determina a sobreposicdo de varias estruturas anatomicas,
impedindo a detec¢do de pequenas mudancas na densidade Ossea. As faces
vestibular e lingual ndo podem ser separadas, portanto as anélises em relagdo as
alteragdes do aspecto morfologico, como a falta ou alteragdo do trabeculado,
formag@o de bordas escleroticas e mudancas de densidade bem definida ndo
podem ser realizadas em uma andlise radiografica subjetiva. Todas essas
afirmativas ocorrem porque o osso medular apresenta menor mineralizagdo do que

o 0sso cortical, entdo lesdes restritas ao osso medular ndo sio visiveis na

radiografia, sendo necessario o envolvimento do osso cortical para as alteracdes
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serem detectadas. Para se identificar radiograficamente alteracdes Osseas sdo
necessarias a presenca de 30% a 60% de alteragdo na mineralizacdo dssea TUA
introducdo da Subtragdo Radiografica Digital (SRD) facilitou a deteccdo de
pequenas alteragcdes Osseas entre duas imagens, por um periodo de tempo. Com
este método a progressdo da doenca ou o efeito de um tratamento pode ser

. . . 2
avaliado de uma forma quantitativa’>"".

2.3.1 Densidade radiogrdfica

A disponibilidade de programas de analise radiografica permitiu
que radiografias digitais ou digitalizadas pudessem ser analisadas, utilizando
métodos como a andlise da densidade. Os métodos de analise de densidade
radiografica sdo considerados mais sensiveis e ndo invasivos, viabilizando o
acompanhamento radiografico nas fases iniciais do remodelamento 6sseo.

Em Implantodontia, a anélise de densidade, baseado na analise dos
niveis de cinza, foi empregada para medir a regido Ossea periimplantar ao redor de
implantes, com diferentes tratamentos de superficie. Os resultados mostraram que
a superficie rugosa apresentou uma maior densidade dssea radiografica embora
ndo tenha ocorrido diferengas estatisticas e foram similares a achados histoldgicos
apresentados na literatura®™. Semelhante a metodologia anterior, Sakakura et al.”
(2006) avaliaram a influéncia da ovariectomia na densidade Ossea periimplantar
apés a osseointegracdo estabelecida. Determinando que a andlise O&ssea

individualizada das diferentes regides dsseas ao redor do implante foi

significantemente menor (p<0,05) na regido medular (77,484+23,39 niveis de
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cinza) do grupo ovariectomizado em relagdo aos grupos controle e sham — cirurgia
ficticia (91,61+32,10 e 102,57+32,50, respectivamente). Esta diferenga nao foi
observada na regido cortical. Neste mesmo estudo, os autores ressaltam que o
sistema digital detecta uma variacdo de niveis de cinza de 0 a 256, fato que
melhora a andlise da imagem quando comparada com a capacidade do olho
humano.

Estes resultados radiograficos nos permitem indicar a analise de
densidade como um método adicional de avaliagdo na regido periimplantar por
oferecer um dado numérico da imagem radiografica, além disso, ¢ um método nao
invasivo, sem custos adicionais e¢ de facil execu¢do. Porém, durante as tomadas
radiograficas, um cuidado deve ser realizado para evitar variacdes nos fatores de
exposicdo, devido ao risco de causar um viés no estudo. Uma forma ¢ utilizar a
escala de densidade de aluminio e relacionar os valores de densidade do osso com
a densidade dos degraus da escala, pois € possivel determinar a espessura em

milimetros de cada degrau, evitando assim resultados falso-positivo ou negativo.

2.3.2 Subtracdo radiogrdfica digital (SRD)

2.3.2.1 Conceito de SRD

O artigo de Grondahl, Grondahl®' (1983) relatou que a técnica de
subtragdo fotografica foi descrita primeiramente por Ziedses des Plantes'®* em
1961 para uso em exames de angiografia. Em 1962, Mathis, Hielscher™
indicaram a possibilidade do emprego da SRD na Odontologia. O processo

consistia na subtracdo de um par de radiografias realizadas em um intervalo de
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tempo. Klein®® (1967) sugeriu o emprego da subtragdo digital para analise de
radiografias seriadas e Kasle, Klein® em 1976 demonstraram a precoce detecgo
de lesdo periapical na subtragdo radiografica digital quando comparada com a
radiografia convencional.

A imagem radiografica digital ¢ representada por uma matriz
matematica, na qual cada casa representa um pixel, cujo valor pode variar de 0 a
255 (tons de cinza em um sistema de 8 bits). Quando duas imagens radiograficas
sdo subtraidas, o computador realiza uma operagdo de subtracdo entre uma matriz
(imagem inicial) e outra (imagem final) gerando uma terceira matriz (imagem
subtraida), os valores podem ser zero representa auséncia de mudanga, positivo ou
negativo. Para facilitar a interpretagdo da imagem subtraida, os programas de SRD
acrescentam automaticamente aos valores subtraidos o valor de 128, o que
representa um tom médio de cinza. Portanto, quando um sitio sem alteragdo 0ssea
for analisado pela subtracdo o resultado serd um nivel de cinza de 128. Os pixels
de uma regido onde ocorreu ganho de densidade deverdo apresentar nivel de cinza
superior a 128. Pixels de uma regido com perda de densidade apresentardo nivel

de cinza inferior a 128'%%,
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Portanto, a operagdo de SRD pode ser resumida na seguinte formula:

(imagem inicial) — (imagem final) = imagem subtraida+128 (tom médio de cinza)

n+ 128
- —
—
125 130 145 25 125 130 145 25 o] o ol o
15 59 145 4 15 59 145 4 0 0 of o
198 185 147 145 198 185 147 145 0 0 ol o
121 123 164 187 121 123 164 187 0 o ol o

Esquema ilustrativo da técnica de subtragdo radiografica digital.

2.3.2.2 Interferéncia (“Noise”)

Na SRD atengdo ¢ dada ao processo de padronizacdo das imagens,
para isso, as duas imagens a serem subtraidas devem apresentar a mesma proje¢ao
geométrica e densidade radiografica®' %%,

Como a projecdo geométrica reprodutivel deve ser considerada de
suma importancia para a subtracdo, muitos pesquisadores tém utilizado
dispositivos que buscam padronizar o alinhamento entre filme, objeto e fonte de
raios-X. Em estudos clinicos, o alinhamento geométrico entre as radiografias pode
ser obtido com posicionadores oclusais ou cefalostato. Os dispositivos para a

padronizagcdo de séries radiograficas descritos previamente, geralmente sao

confeccionados com métodos de moldagem dos dentes, de resina acrilica ou
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materiais de impressdo e fixados entre filme, paciente e feixe de raios X°*. Os
posicionadores oclusais permitem o alinhamento dos dentes em relag@o ao filme,
porém esta condicdo ¢ adequada para nimero pequeno de pacientes e para

1 . .
638 introduziram um

periodos de acompanhamento que ndo ultrapassem dois anos
método que combina o posicionamento cefalométrico da cabeca do paciente e o
aumento da distancia foco-objeto, a desvantagem desse método, relatada pelos
autores, ¢ o alto custo do dispositivo. Nummikoski et. al.”® (2000) em um estudo
de validag¢do mostrou ndo haver diferencas entre essas duas técnicas para obtengao
da projecdo geométrica.

Em relacdo a densidade radiografica, as mudangas na densidade
ossea podem ser avaliadas como ganho ésseo, sem alteragdo e perda dssea. Além
disso, para a padronizacdo da densidade radiografica deve ser padronizado o
tempo de exposi¢do, a quilovoltagem e a miliamperagem, o processamento e a

digitalizagio do filme radiografico'?'3!370.777.98

Algumas distor¢des de
projecdo e variagcdo de densidade durante a obteng¢do das imagens podem gerar
resultados na imagem subtraida, que n@o sdo originarios do processo de
doenga/tratamento ocorrido no periodo compreendido entre as duas imagens
radiograficas. Esse resultado falso-positivo ou negativo conceitua-se como
interferéncia da imagem”.

Devido a esta limitacdo, os programas de SRD devem ser capazes
de compensar pequenas interferéncias que inevitavelmente ocorrem na obtengao

de duas imagens padronizadas. Programas de SRD prévios proporcionavam uma

sobreposi¢do manual, e pequenos desajustes geométricos eram corrigidos com
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movimentos rotacionais e translacionais’. O ajuste geométrico disponivel nos
programas atuais ¢ baseado em pontos de referéncia que permitem um ajuste
matematico e automatico entre a imagem inicial e a final, facilitando a obteng¢édo
de uma melhor sobreposi¢do das imagens®>®’

Além da corre¢do de pequenas interferéncias provenientes da
tomada radiografica € preciso caracterizar se a origem da diferenga presente na
imagem subtraida é devido a uma alterag¢do fisiologica do tecido ésseo (noise),
como por exemplo, o crescimento do animal, ou ao tratamento instituido (sinal).
Para isso, a interferéncia pode ser quantificada pelo desvio-padrdo do histograma
determinada na regido de controle. O desvio-padrio define a distribui¢do dos
niveis de cinza na imagem subtraida’.

Segundo Wenzel, Sewerin®®

(1991) uma imagem subtraida
homogénea ¢ aquela que apresenta uma pequena variacdo nos tons de cinza em
seus pixels. O uso do histograma, na regido de controle (RC), fornece a amplitude
de variagcdo nos tons de cinza na imagem subtraida. Histogramas da RC com
grande amplitude de tons de cinza podem significar que ha grande quantidade de
interferéncia. De qualquer forma, toda imagem subtraida apresenta interferéncia
que ndo pode ser evitada e isso deve ser considerado na avaliacdo quantitativa das
alteracdes na densidade dssea. Nesses casos recomenda-se considerar como
interferéncia um ou mais desvios-padrdo observados no histograma da RC da

imagem subtraida. Schou et al’®

(2003), avaliando regeneracdo Ossea ao redor de
defeitos peri-implantares em macacos encontraram um desvio-padrdo de 10 niveis

de cinza nas regides de controle e consideraram como alteracdo Ossea de
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ganho/perda 128 mais ou menos dois desvios-padrdo (20 niveis de cinza).

1.7% (2003) avaliando a remodelagio éssea pos-extragio dentaria

Schropp et a
também utilizou dois desvios-padrdo como interferéncia na andlise por SRD.
Entretanto, segundo Wenzel”® ndo existe um numero de desvios-padrio correto a
ser adotado e deverd ser definido a critério do pesquisador dependendo da

natureza de cada experimento e do grau interferéncias entre as duas imagens

digitais.

2.3.2.3 Precisdo da SRD

Uma vantagem da SRD em relagdo a radiografia convencional ¢
que a subtragdo oferece um resultado quantitativo sem considerar o osso pré-
existente. De acordo com van der Stelt” (1989) a limitagio da radiografia
convencional em detectar pequenas alteragdes Osseas ¢ devido a presenca da
sobreposi¢do das estruturas anatdmicas na regido de interesse, dificultando
significantemente o diagndstico. Outros estudos demonstram uma pequena relacio
entre as medidas clinicas de sondagem do nivel de inser¢do e as medidas obtidas
da radiografia convencional. Mas com a subtracdo radiografica a relacdo entre
avaliacdo radiografica e medida clinica ¢ aumentada.

Mensuragdes realizadas em radiografias convencionais e digitais
demonstram altera¢des 0sseas somente em dois planos (ex. altura e largura 6ssea),
por outro lado, a SRD pode proporcionar informagdes a respeito das alteragdes
6sseas em relagio & densidade Ossea e area. Christgau et al.”’ (1998)

demonstraram em estudo in vitro uma alta correlagdo entre aumento de espessura
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e mudanca na densidade 6ssea, detectada pela SRD. As correlagdes lineares
variaram de 0,89 a 0,99 para osso cortical e 0,61 a 0,86 para osso medular.
Aumentos de 200pum no osso cortical e de 500 um no osso medular foram
detectados na SRD, ja para a deteccdo na radiografia convencional, os aumentos
osseos necessarios foram de 600um e de 2850um respectivamente para o 0Sso
cortical e medular.

As alteragdes na massa de calcio também s3o detectadas pela SRD.
Christgau et al.'* (1998), em estudo in vitro, demonstraram uma alta correlagio
linear entre alteracdes de calcio na massa Ossea e mudangas na densidade Ossea
detectada por SRD. Uma média de 0,1-0,15mg de célcio foi o minimo de perda
Ossea necessaria para a detec¢do na SRD.

Assim, a SRD pode ser aplicada com o objetivo de detectar
discretas alteracdes em tecido duro como osso, esmalte e dentina®”’®. Devido a
precoce deteccdo de alteracdes, a subtracdo estd sendo empregada em diversas
areas da Odontologia como evolugdo de caries, lesdes periapicais, progressdo da
doenga periodontal e periimplantar, acompanhamento da osseointegragdo em

implantes dentarios e eficacia de tratamento.

2.3.2.4 FEmprego de SRD em Periodontia e

Implantodontia

Em especifico na Periodontia e Implantodontia, a SRD tem
fundamental importancia na deteccdo de sutis alteracdes Osseas ocasionadas pelas

doencas periodontal e periimplantar, proporcionando uma interveng@o profissional
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mais precoce’ . Essa técnica também ¢ empregada na avaliacdo dos resultados de
terapias regenerativas como enxertos Osseos e regeneracdo tecidual guiada
o o 12-13,75-77
oferecendo resultados qualitativos e quantitativos bem como no estudo da
~ 7 4
remodelacdo dssea em humanos’”.

Em Periodontia Wenzel et al.”’

(1992) realizaram um estudo
comparando a subtragdo radiografica digital e a radiografia convencional com as
medidas clinicas de defeitos 6sseos periodontais tratados cirurgicamente com a
técnica de regeneracdo tecidual guiada. O periodo de analise foi 6 ¢ 12 meses apds
a cirurgia. Ndo houve uma correlacdo significante entre as medidas clinicas e
avalia¢do na radiografia convencional r=0,28 enquanto uma forte correla¢do entre
a SRD e as medidas clinicas. Uma possivel explicagdo seja devido ao fato da SRD
eliminar o osso pré-existente do defeito 6sseo e depois ser capaz de detectar o
preenchimento 6sseo da regido estudada.

Resultado semelhante foi apresentado no estudo de Cury et al.'
(2004) que compararam a radiografia convencional e a SRD no acompanhamento
longitudinal de defeitos de furca grau II apds o tratamento cirtrgico de raspagem
ou regeneragdo Ossea nos periodos de 6, 12, 18 e 24 meses. Os resultados
mostraram baixa concorddncia entre as radiografias convencionais e a subtragio
radiografica digital (Kappa < 0,36) assim como baixa concordancia entre os
examinadores na interpretacdo de radiografias convencionais (Kappa < 0,40). Os

acertos do diagnostico de areas dsseas modificadas e ndo modificadas variaram

entre 38,9% e 47,2% para os trés examinadores. Portanto, este estudo mostra a
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superioridade da SRD em relagdo a radiografia convencional para
acompanhamento deste tipo de lesdo.

Grondahl, Grondahl®' (1983) realizaram um estudo comparando a
validagao radiografica de defeitos dsseos periodontais, criados no osso vestibular
e proximal na regido de pré-molar e molar em mandibula humana macerada.
Foram realizadas duas tomadas radiograficas, a radiografia inicial sem defeito e a
radiografia final com defeito dsseo. Dez examinadores analisaram as radiografias
convencionais, inicial e final, e a radiografia resultante da subtracdo radiografica
quanto a presenca de defeitos 6sseos. Os resultados mostraram 72,8%+9,1% de
diagnéstico correto para a radiografia convencional e 93,8%+1,9% de diagnéstico
correto para a radiografia de subtragdo. Os autores concluiram que a subtragio
poderia ser um método adequado para estudos longitudinais da doenga
periodontal, devido a superioridade da precisdo diagnostica em relacdo a
radiografia convencional.

Na Implantodontia a SRD pode ser empregada na andlise de
terapias regenerativas como apresentado por Schou et al. (2003)”>"". Os autores
realizaram um estudo de periimplantite experimental ao redor de 64 implantes
instalados em macacos. Quando a periimplantite causou defeitos dsseos de 4mm-
6mm, terapias regenerativas foram estabelecidas, sendo elas: 1 - enxerto dsseo
particulado e membrana de e-PTFE; 2- somente enxerto dsseo particulado; 3-
somente membrana de e-PTFE e 4 — apenas cirurgia de retalho para debridamento.
Apos seis meses da cirurgia regenerativa, os animais foram sacrificados e anélise

clinica, histologica e radiografica foram realizadas. Os resultados da SRD e
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histolégica foram semelhantes, ambas determinaram que todos os grupos
apresentaram ganho 6sseo apos 6 meses da cirurgia , porém o grupo em que o
enxerto Osseo particulado foi associado a membrana de e-PTFE houve um ganho
0sseo maior tanto no histologico (45% média de contato osso-implante) quanto na
SRD (172 média de ganho de niveis de cinza) em relagdo aos demais grupos, cujo
resultados do histologico foram 22% para grupo somente osso, 21% para grupo
somente membrana e 14% para o grupo controle. A média dos valores de ganho
de niveis de cinza da SRD foi 157 para os trés grupos. Portanto, com estes
resultados os autores concluiram que a SRD pode ser utilizada com seguranca
para este tipo de experimento. Em um terceiro estudo, a indicagdo do emprego da

SRD ¢ confirmada, pois, Schou et al.”’

(2003) seguindo o mesmo delineamento
experimental para avaliar a capacidade de regeneracdo do osso bovino
mineralizado (Bio-Oss®) encontraram resultados semelhantes entre a SRD e o
histoldgico e com os valores dos estudos anteriores.

Recentemente, Sakakura et al.”' (2007) utilizaram a SRD para
analisar a influéncia da administracdo de ciclosporina A no tecido 6sseo ao redor
de implantes ja osseointegrados em coelhos. Os resultados mostraram um valor
significativamente menor de densidade radiografica, determinado pelo ganho dos
niveis de cinza, entre o grupo teste e os grupos controles. Neste estudo, os autores

determinaram a importancia deste método para detectar pequenas alteragdes

Osseas que o 0sso pode sofrer com a influéncia de fairmacos.
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2.3.2.5 X-Poselt

Este programa de subtracdo radiografica estd baseado no
posicionamento de ilimitados pontos de referéncia, com o objetivo de permitir o
alinhamento das duas imagens a serem subtraidas. Apds o posicionamento dos
pontos de referéncia nas duas imagens a serem subtraidas, a precisdo dos pontos ¢
conferida e em seguida sdo realizadas as corre¢des de alinhamento (rotacio,
translacdo, tamanho, distor¢do). A qualidade da SRD reduz com o aumento dos
desvios geométricos entre as duas tomadas radiograficas, devido a esse fato os
programas de subtracdo buscam desenvolver ferramentas para atenuar esta
dificuldade®. A precisdo da sobreposi¢do manual das duas imagens ¢ outro fator
de interferéncias, pois depende da destreza manual e da precisdo da colocagdo dos
pontos de referéncia. Um estudo demonstrou que 10 pontos de referéncia sio
suficientes quando as imagens inicial e final sdo bem padronizadas e 15 pontos de
referéncia devem ser utilizados para imagens com menor padronizagdo'. O X-
Poselt também permite a correcdo gama automatica com o objetivo de padronizar
a densidade e o contraste das radiografias a serem subtraidas.

No programa ¢é possivel definir véarias regides de controle e
interesse com auxilio do mouse. Tanto os pontos de referéncias como as regides
de interesse/controle podem ser eliminadas e refeitas. Também ¢ possivel definir,
em nivel de «cinza, a interferéncia provocada pelo processo de
exposicao/processamento da radiografia. Isso é feito por meio das opgdes do
programa, onde podem se definir quantos desvios-padrdo serdo considerados na

subtrac¢io.
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Nas imagens subtraidas, as regides que sofreram perda ou ganho
Osseo aparecem, respectivamente, mais escuras € mais claras que a imagem
subtraida. O programa permite que essas alteracdes sejam coloridas de acordo
com a necessidade do pesquisador.

Todos os dados quantitativos referentes ao nivel de cinza e a area,
tanto da regido de ganho, de perda ou de auséncia de alteracdes sdo
automaticamente exportados para um banco de dados para futura andlise
estatistica.

Um estudo realizado por Haiter-Neto, Wenzel®> (2005)
comparando os programas de subtra¢do X-Poselt ¢ Emago determinaram que as
imagens subtraidas no X-Poselt apresentaram menor interferéncia na imagem,
devido ao valor de desvio-padrio do histograma dos niveis de cinza ser
significantemente menor (6,2) em relacdo ao Emago (7,8) (p<0,05). Além disso,
os autores consideram que o programa X-Poselt tem uma maior capacidade de
sobrepor as imagens e corrigir variagdes na projecdo geométrica entre as duas
imagens. O programa Emago permite a colocacdo somente de quatro pontos de

referéncia.



3 Proposicdo

A proposi¢do geral desse estudo foi avaliar o efeito do Diabetes
Mellitus e da insulinoterapia na osseointegracdo estabelecida ao redor de
implantes instalados na tibia de ratos.

Sendo as proposi¢des especificas:

Avaliar bioquimica, radiografica, biomecénica e histometricamente
o efeito do Diabetes Mellitus e da insulinoterapia na osseointegracdo estabelecida

ao redor de implantes.



4 Material e Método

4.1 Estudo piloto

O estudo piloto foi realizado com 23 animais visando a
determina¢do da dose de estreptozotocina (STZ) e da via de administracdo para
indu¢do do DM, da dose adequada de insulina e dos exames bioquimicos na urina.
Este estudo foi realizado para estabelecer esses pardmetros em ratos adultos de
grande porte, com cinco meses de vida e 500g de peso corporal,
aproximadamente, pois ndo havia na literatura estudos que fornecessem
informacdes para esses animais. Foram dois meses de acompanhamento, que
correspondeu ao tempo de observacdo do DM. Os resultados do estudo piloto
permitiram estabelecer as seguintes determinagdes, para a metodologia do
experimento:

1 — Os melhores resultados da inducdo de Diabetes Mellitus em
ratos adultos foram obtidos com a administragcdo intravenosa, pela veia peniana, €
na concentracdo de 40mg STZ/Kg. Nestes parametros o nivel glicémico inicial
(350+18 mg/dL) foi considerado diabético e durante o experimento o nivel
glicémico foi aumentando (final: 524+49). Portanto, durante o periodo
experimental, com essa dosagem os animais permaneceram diabéticos por dois
meses, houve baixo indice de morte, apenas 1 animal, e auséncia de reversdo do

quadro clinico (Anexo 2).
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2 — Apds 5 monitoramentos da insulina, determinou-se que duas
administracdes diarias de insulina, sendo 5U na dose noturna e 3,5U na dose
diurna, oferecem niveis glicémicos aceitaveis para o grupo insulinico. O
monitoramento de 24 horas determinou que o nivel glicémico em animais
diabéticos controlados ndo é permanente, portanto apds a administracdo o nivel
glicémico reduz consideravelmente a niveis préximos de hipoglicemia e ao final
de 12 horas o nivel glicémico ¢ alto necessitando de outra administracdo
insulinica.

3- O exame bioquimico determinou que valores de célcio na urina
foram estatisticamente superiores nos animais diabéticos em relacdo ao controle,

porém no sangue esta diferenga ndo foi observada.

4.2 Amostra

Foram utilizados, neste estudo, 80 ratos Wistar machos com
aproximadamente trés meses de idade e inicialmente peso médio corporal de
300g. Os animais foram mantidos em gaiolas, em ambiente com temperatura,
umidade e luz controlada, tendo acesso a ragdo e a dgua ad /libitum no Biotério da
Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP. O estudo foi aprovado pelo
Comité de Experimentacdo em Animais da Faculdade de Odontologia de

Araraquara — UNESP, processo n° 27/2003 (Anexo 1).
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Os animais foram divididos em 3 grupos, como ¢ apresentado no

quadro a seguir:

Periodo 2 meses 4 meses Total
Grupo Finalidade estudo

Controle Torque 10 10 20
© Histométrico 10 10 20
Diabético Torque 10 10
(D) Histométrico 10 10
Insulinico Torque 10 10
1)) Histométrico 10 10
Total 20 60 80

A divisdo de cada grupo, em animais para andlise do torque de
remog¢do do implante e em animais para analise histométrica ocorreu devido ao
procedimento de analise dos resultados. Apds a realizagdo do torque de remogao
do implante, o implante ¢ deslocado do osso inviabilizando a analise histométrica
neste mesmo animal. As analises radiografica e bioquimica foram realizadas em

todos os animais.

Grupo controle (C) — 40 animais.

e Grupo controle torque (CT): 20 animais.

e Grupo controle histométrico (CH): 20 animais.

O grupo controle foi subdividido em 2 periodos (2 € 4 meses). O periodo

de 2 meses foi realizado para avaliagdo da osseointegragcdo antes da inducgda do

DM.




Grupo diabético (D) — 20 animais.

e Grupo diabético torque (DT): 10 animais.

e Grupo diabético histométrico (DH): 10 animais.

Grupo insulinico (I) — 20 animais.

e Grupo insulinico torque (IT): 10 animais.

e Grupo insulinico histométrico (IH): 10 animais.
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Os animais foram sacrificados nos periodos de 60 dias (2 meses) e

120 dias (4 meses) apo0s a cirurgia de instalacdo do implante, como ¢ apresentado

no esquema a seguir:

Periodos (dias)

Grupos Experimentais
C2m: controle 2 meses
C4m: controle 4 meses
D: diabético

I: insulinico

Indugao
Diabetes Mellitus Insulinoterapia
A

—N ~

0 60 62 120
bt y
Cirurgia Sacrificio Sacrificio

C2m C4m, D, 1
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4.3 Procedimento cirurgico

Os animais receberam anestesia geral com injecdo intramuscular de
ketamina (Quetamin® - Virbac do Brasil Ltda, Brasil.) na propor¢do de
0,08mL/100g de peso corporal, sedagdo e analgesia com inje¢do intramuscular em
dose unica de xilasina (Dopaser® - Bayer S. A — Saude Animal, Brasil) na
propor¢do de 0,04 mL/100g de peso corporal e aplicagdo de Cloridrato de
Prilocaina a 3% com Felipressina (Citanest®) para anestesia local e hemostasia do
campo operatdrio. Posteriormente, os animais foram submetidos a tricotomia na
regido a ser operada (Figura 1). A anti-sepsia foi realizada com gaze estéril
embebida em solu¢do de iodo (Figura 2).

Uma incisdo de aproximadamente trés centimetros foi realizada,
em planos, na regido interna da perna do animal, sobre a metéfise tibial (Figura 3).
Apdés uma dissec¢do delicada (Figura 4), o tecido 6sseo foi submetido a
osteotomia realizada por meio de uma seqiiéncia progressiva de fresas (fresa
langa; fresa espiral de 2.0mm)(Figuras 5 e 6) para acomodar um implante de
titanio (Titanium Fix® — As Technology , Sdo José dos Campos, Brasil) com
superficie lisa com as seguintes dimensdes: 4mm de comprimento e 2,2mm de
diametro(Figura 7). Todas as perfuragdes foram realizadas com um motor elétrico
ajustado a 1200 rpm (BLM 600 — Driller”), sob abundante irrigago salina estéril.
O implante foi instalado com uma chave manual

Um total de 80 implantes de titdnio comercialmente puro com
superficie maquinada, esterelizados por raios gama, foram instalados nos animais

sendo um implante em cada animal (Figura 8).
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Os tecidos foram suturados com pontos interrompidos com fio seda
(Seda Ethilon 3.0, Johnson Prod., Sdo José dos Campos, Brasil) (Figura 9). Os
animais receberam dose unica de antibidtico (0,1 ml/Kg) (Pentabidtico®, Wyeth-
Whitehall Ltda, Sao Paulo, Brasil) por via intramuscular e analgésico (15mg/Kg)

(trés gotas de paracetamol — Tylenol bebé — Janssen-Cilag Farmacéutica LTDA).



74

FIGURA 1 - Animal com a perna

direita tricotomizada.

FIGURA 2 — Anti-sepsia com

soluc¢do de iodo.

FIGURA 3 — Inciséo.

FIGURA 4 — Osso da tibia exposto
apods o descolamento dos tecidos

moles.

FIGURA 5 — Perfura¢do com

a fresa lanca.

FIGURA 6 — Perfuragdo
com a fresa espiral

2.0mm.

FIGURA 7 — Implante de

superficie lisa de 4mm x 2,2mm.

FIGURA 8 — Implante

instalado.

FIGURA 9 — Sutura.
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4.4 Inducdo de Diabetes

Apbs dois meses da cirurgia de instalacdo dos implantes, os
animais do grupo C2m foram sacrificados e os animais dos grupos C4m, D e I
permaneceram um periodo de 16 horas de jejum, exceto agua ad libitum. Apos o
periodo de jejum, os animais foram aleatoriamente selecionados nos Grupos
Diabético (D) e Insulinico (I) receberam dose Unica de estreptozotocina (STZ)
(Sigma, St. Louis, MO, USA) dissolvida em tampdo citrato (0,01M pH 4,5), na
concentragdo de 40 mg STZ/Kg, pela veia peniana, como estabelecido no estudo
piloto (Anexo 2). A indugdo foi realizada sob anestesia inalatéria com éter. A
alimentagdo foi restituida aos animais 1 hora apos a administragio da droga

(Figuras 10 e 11).

4 4 1 Preparo da STZ

No dia anterior a administragdo, todos os animais foram pesados e
foi calculado a média do peso corporal. O calculo foi realizado da seguinte forma:

40mg STZ 1000 g de peso corporal

c média de peso corporal (g)

c= quantidade de STZ (mg) que seré aplicada de acordo com o peso corporal.

Cada animal recebeu a droga dissolvida 0,2mL do tamp3o citrato,

em média. Assim:

Meédia de peso corporal (g) 0,2mL de tampao citrato

Peso de cada animal no dia da administragdo (g) ---------- d (mL de solugdo)
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4.5 Controle glicémico

Apbs 24 horas da inducdo do DM, foi feita a comprovagdo do
quadro diabético por meio da anélise da taxa glicémica®.

A determinagdo da glicemia foi realizada por meio da coleta de
sangue apds corte com tesoura a cerca de 2mm da extremidade distal da cauda de
cada animal, o qual permaneceu em uma caixa aquecida durante 2 minutos para a
vasodilatagdo (Figura 12). As amostras de sangue foram coletadas em Eppendorf,
contendo liquemine (Roche, Sdo Paulo, Brasil) (Figura 13). Apos centrifugagio
do sangue (2500 rpm por 10 minutos) (Figura 14) para obten¢do do plasma foi
realizado o teste de glicemia pelo método enzimatico da glicose-oxidase (Kit
colorimétrico de Glicose PAP Liquiform (Labtest Diagnostica S.A., Lagoa Santa,
Minas Gerais, Brasil) no laboratério da disciplina de Bioquimica Clinica da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — UNESP (Bergmeyer,
Bernt’ 1974). A taxa glicémica foi avaliada periodicamente durante o
experimento. Para critérios de inclusdo, foram aceitos animais com glicemia
inicialmente superior a 300mg/dL, visto que a taxa glicémica de ratos com
diabetes induzido varia de 250 a 600mg/dL e de ratos ndo diabéticos, nas
condi¢des de coleta de sangue usadas pelo laboratorio a glicemia chega ao

méaximo 160mg/dL**%

. Os animais foram separados nos grupos diabético e
insulinico, apds a indugdo, por meio de pareamento utilizando os valores de

glicemia.
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O esquema a seguir, mostra o periodo de indu¢do do Diabetes

Mellitus e da administracdo da insulina. A inducdo do DM foi apos o periodo de

osseointegracdo dos implantes (60 dias).

Periodos (dias) 60 61 62 120
— —~— _/
Administragdo STZ Exame Administragdo
de sangue insulinica

4.6 Administracdo de insulina

4.6.1 Grupo I

Duas inje¢des didrias subcutdneas de insulina humana NPH

(Neutral Protamine Harguerdon) (Biohulin NU-100, 100 U/ml, Biobras, Montes

Claros, MG, Brazil) sendo 3,5 unidades no periodo da manha (6 horas) e 5

unidades no periodo noturno (18 horas), estabelecido pelo piloto, foram

administradas nos animais do grupo I durante 58 dias. A insulina foi diluida em

solugdo de cloreto de sodio a 0,9% totalizando 0,25ml (Figura 15).
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4.6.1.1 Preparo da insulina

A solugdo de insulina foi preparada todos os dias pela manha e pela
noite a partir da solugdo-mae que contém 100U/mL.

Primeiramente, o numero de Unidades de insulina por mL de
insulina foi calculado:

Exemplo: 3,5 U de insulina 0,25mL de insulina

Y 1 mL de insulina

Y= 14 U/mL de insulina

A quantidade diaria de solugdo correspondia a:
0,25mL de insulina x 10 ratos x1 aplicagcdo (6 horas) = 2,5mL de insulina, que
foram preparados diariamente, pela manhad.

A solucdo-mide de insulina continha 100U/mL, portanto, para
calcular qual o volume a ser pipetado desta solucdo, tem-se:
14U/mL x 2,5 mL = 100U/mL x V
V= 0,35mL de insulina 14 U/mL, sendo V o volume a ser pipetado da solu¢do de
100 U/mL

Como se deve preparar 2,5mL de solugdo e ja se tem 0,35mL de
insulina, a diferenca corresponde a quantidade de solvente, no caso, a salina:
2,5 mL de solu¢do — 0,35mL de insulina = 2,15mL de salina a ser adicionada a
0,35mL de insulina 100U/mL.

O mesmo célculo foi realizado para a dose de insulina noturna.
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4.6.2 Grupos Ce D

Os grupos controle e diabético receberam injecdes diarias de
cloreto de sddio a 0,9% contendo o mesmo volume (0,25mL), o mesmo intervalo
de tempo e pela via de administracdo do grupo I durante todo o periodo
experimental.

Os animais foram sacrificados com sobredose do anestésico geral

apods 2 meses da indug¢do do DM.

FIGURA 10 — Streptozotocina.

FIGURA 11 — Indug@o do Diabetes Mellitus pela veia peniana.



FIGURA 12 — Aquecimento do animal para vasodilata¢do da veia caudal.

FIGURA 13 - Coleta de sangue da cauda.

FIGURA 14 — Centrifuga de Eppendorf.
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FIGURA 15 - Biohulin nu-100 insulina humana NPH (neutral protamine

harguerdon) (100 u/ml).

4.7 Obtencdo da imagem radiogrdfica

4.7.1 Radiografia convencional

As tomadas radiogréficas foram realizadas em dois momentos do
experimento: apos a instalacdo do implante e no sacrificio, utilizando filme
radiografico periapical Kodak Insight. O filme radiografico foi posicionado
paralelo ao implante por meio de um posicionador especialmente confeccionado
para este fim (Figuras 16 e 17). Para a realizacdo da tomada radiografica foi
utilizado o aparelho de raios-X com os seguintes fatores de exposicdo: 0,6
segundos, 65 kVp, 10 mA e 40cm de distancia foco/filme. Apds o processamento
radiografico automatico, as radiografias foram digitalizadas com uso de um
escaner (Snapscan TPO, Agfa Taiwan, China) com um adaptador de transferéncia
de radiografia (Snapscan 1236 s, Agfa, Taiwan, China). As imagens foram
digitalizadas com resolu¢do de 640 dpi, tamanho da imagem de 985x726 dpi e

tamanho do pixel de 40 um. As imagens digitalizadas foram arquivadas com o
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formato TIFF (Tagged Image File Format) e armazenadas no disco rigido do
computador. Essas imagens digitalizadas foram utilizadas para a andlise de

Subtracdo Radiografica Digital.

FIGURA 16 — Posicionador determinando o paralelismo do filme radiografico com o

implante e perpendicular ao feixe de raios-x.

FIGURA 17 — Chave adaptada ao implante e filme radiografico paralelo ao implante.
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4.8 Andlise radiogrdfica

4.8.1 Subtracdo radiogrdfica digital

As imagens digitalizadas foram importadas para o programa de
subtracdo digital (X-Poselt, versdao 3.1.17, Image Interpreter System, Denmark).
As duas imagens radiograficas foram abertas no programa e posicionadas lado a
lado. Dez pontos de referéncia foram posicionados ao redor do implante
utilizando o mouse, especificamente na extremidade das espiras ao longo dos dois
lados do implante (cinco pontos de cada lado) na mesma posi¢do em ambas as
imagens inicial e final (Figura 18). A precisdo dos pontos de referéncia foi
avaliada por meio de uma ferramenta de precisdo presente no programa € o0S
pontos foram reposicionados, se a distancia entre os dois pontos fosse maior que 2
pixels.

Para restringir as areas de analise, as regides de interesse foram
determinadas na radiografia inicial e automaticamente transferidas para a imagem
final. A regido de osseointegracdo (RO) foi uma janela retangular com 10 pixels
de largura e trés espiras do implante de altura envolvendo o osso proximo ao
implante. Esta regido de interesse foi desenhada na mesial e distal do implante. A
outra regido foi a de controle (RC) que compreendia uma regido de osso cortical
localizado distante da RO, a RC foi uma janela com dimensdo de 1000 pixels”
com a fun¢do de corrigir interferéncias ndo detectadas pelo programa e pelas
mudancas dsseas fisioldgicas, provocadas pelo remodelamento dsseo (Figura 19).

O histograma de distribuicdo na RC determinou que um desvio

padrdo da escala de cinza da RC na imagem subtraida poderia ser interpretado
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como um sinal ou uma interferéncia na imagem subtraida. Quando ¢ usado um
desvio-padrdo dos niveis de cinza isto corresponde a média de 3,68 niveis de
cinza. A subtragdo radiografica foi realizada automaticamente pelo programa e os
dados foram estocados no banco de dados do programa. Para facilitar a
visualizag¢do, a imagem subtraida, apresentada pelo programa, foi mostrada com a
adicdo de 128 tons de cinza. O resultado da subtragdo, nas regides de
osseointegracdo, mostrou areas de ganho em claro e areas de perda em escuro
(Figura 20). O programa também permitiu que a imagem subtraida fosse

apresentada em cores, o azul representava ganho e a vermelha representava perda.

FIGURA 18 — Dez pontos de referéncia inseridos ao longo do implante.

FIGURA 19 — Regifo de osseointegracdo (#1e2) localizado no osso entre as trés espiras

iniciais e regido de controle (#3).
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FIGURA 20- Imagem subtraida com a regido de osseointegracéo (escuro significa perda e

branco significa ganho).

4.9 Andlise do torque de remogcdo do

implante

Apoés o sacrificio, a tibia, contendo o implante dos animais que
seriam submetidos ao torque de remog¢ao do implante foi removida. Com o auxilio
de um torquimetro manual (15-BTG, Tonich, Japan.), a pe¢a foi mobilizada e o
implante foi removido com um movimento anti-horario do aparelho de forma que
o valor minimo de torque necessario para o rompimento da osseointegracio fosse
registrado em N.cm para cada implante. Nao foi aplicado for¢a na diregdo vertical

para evitar alteragdes nos dados.
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4.10 Andlise bioquimica

A andlise bioquimica foi realizada em todos os animais de cada
grupo, na parte para o estudo histométrico e para o estudo do torque de remogao.

Durante o experimento foram realizadas cinco determinagdes
bioquimicas, nos seguintes periodos: - antes da cirurgia de instalacdo dos
implantes (Dia 1); - antes da indug¢do do diabetes (Dia 60); - 20 dias apds a
inducdo do diabetes (Dia 80); - 40 dias apods a inducdo do diabetes (Dia 100) e -
60 dias apds a indugdo do diabetes (Dia 120). Exceto para o teste de glicemia que
também foi realizado o exame 1 dia apds a indugdo do DM.

No plasma foi determinado a concentracdo de glicose, calcio,
fosforo e fosfatase alcalina. Para isso, 1500 pl de sangue foram coletados de cada
animal. A amostra foi centrifugada a 2500 rpm por 10min para a separag@o do
plasma. Todos os exames foram realizados por meio do método colorimétrico
utilizando o Kit Labtest Diagnostica® (Labtest Diagnostica S.A., Lagoa Santa,
Minas Gerais, Brasil), de acordo com as normas do fabricante. Os resultados
foram expressos em mg/dL. Os exames foram realizados sempre pelo mesmo
operador, previamente treinado. As amostras eram numeradas de forma que o
operador desconhecia a que grupo pertencia o animal.

Dois dias antes da coleta do sangue, os animais foram colocados
em gaiola metabodlica individual permitindo assim, a adaptacdo dos animais
(Figura 21). O objetivo da gaiola metabdlica era poder determinar a quantidade de
racdo e agua ingeridas e quantidade de urina excretada por cada animal em

24horas. Além disso, na urina foi determinada a concentracdo de calcio e fésforo,
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usando o Kit Labtest Diagnéstica® (Labtest Diagndstica S.A., Lagoa Santa, Minas
Gerais, Brasil). Antes da realizacdo dos exames bioquimicos, a urina foi

acidificada com acido cloridrico até atingir um ph entre 1 e 3.

FIGURA 21 — Animal na gaiola metabolica para coleta de urina de 24 horas.

4.10.1 Teste de glicemia

O teste da glicose PAP Liquiform ¢ um sistema enzimatico para
determinagdo da glicose no sangue em método colorimétrico. O principio consiste
na capacidade da glicose oxidase catalisar a oxidag¢do da glicose. O perdxido de
hidrogénio reage com 4-aminoantipirina e fenol, sob acdo catalisadora da
peroxidase, através de uma reag¢do oxidativa de acoplamento formando uma
antipirilquinonimina vermelha cuja intensidade de cor ¢ proporcional a

concentracdo da glicose na amostra’.

Glicose oxidase
Glicose + O,+H,0 »  Acido Gluconico + H,0,

Peroxidase
H,0, + 4-Aminoantipirina + fenol » Antipirilquinonimina + 4H,0
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Para o exame foram pipetados 20ul do plasma e 2000ul do
reagente; no vortex foi realizado a mistura e colocado em banho maria a 37°C
durante 15 minutos. Foram realizados trés exames utilizando o liquido padrio que
contém uma concentragdo conhecida. A leitura do exame foi feita no
espectrofotometro Femto modelo 660 S com 505nm de comprimento de onda.

Para determinacdo do valor de glicemia em mg/dL € necessario a
realizacdo de um célculo que consiste inicialmente na determinacdo do fator. O
fator ¢ obtido da divisdo de 100 que corresponde a concentracdo de glicose em
g/dL no padrdo pela média das 3 absorbancias (leitura dos trés tubos padrdes).. O
fator ¢ multiplicado pelo valor de absorbancia resultante de cada amostra.

Para a interpretagdo dos resultados, ratos diabéticos apresentam

valor de glicemia entre 250-600mg/dL e ratos controle entre 120-160 mg/dL.

4.10.2 Teste da Fosfatase Alcalina (ALP)

O teste da ALP foi realizado nas amostras de plasma dos animais
pelo método de medig¢do colorimétrico. O principio consiste na capacidade da
ALP presente no plasma hidrolisar a timolftaleina monofosfato, presente no
reagente, liberando timolftaleina, que tem cor azul em meio alcalino. A cor

formada ¢ azul e diretamente proporcional a atividade enzimatica.

Fosfatase alcalina

Timolftaleina monofosfato hidrolise Timolftaleina

»

Meio alcalino
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A técnica consistiu na mistura de 50ul do substrato e 50ul da
solucdo tampao, provenientes do kit, e foi colocada em banho maria a 37°C
durante 2 minutos. Em seguida foi colocado 50ul da amostra de plasma na mistura
e novamente em banho maria a 37°C durante 10 minutos. E finalmente ¢
adicionado 2000ul do reagente de cor na mistura. Foram realizados trés exames
utilizando o liquido padrido que contém uma concentrag@o conhecida. A leitura do
exame foi feita no espectrofotdmetro Femto modelo 660 S com 590mm de
comprimento de onda.

Para determina¢do do valor de ALP U/L € necessario a realizagdo
de um célculo que consiste inicialmente na determinagdo do fator. O fator é obtido
da divis@o de 45 que corresponde a concentragdo de ALP em g/dL no padrao pela
média das 3 absorbancias (leitura dos trés tubos padrdes). O fator é multiplicado

pelo valor de absorbancia resultante de cada amostra.

4.10.3 Teste de Cdlcio (Ca)

O teste de calcio foi realizado nas amostras de sangue e de urina
acidificada pelo método colorimétrico. O principio consiste no calcio reagir com a

purpura de ftaleina em meio alcalino formando um complexo de cor violeta.

Calcio + o-cresolftaleina complexona » Complexo de ftaleina
Nesse exame foi feito uma mistura com duas partes do reagente 1 e

uma parte do reagente 2. A leitura do exame foi feita no espectrofotometro com
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5"nm de comprimento de onda. Foi colocado 1ml da mistura na cubeta do
espectrofotometro, apds zerar o aparelho, 20 ul da amostra, sangue ou urina
acidificada, foi adicionada na cubeta e entdo determinado o valor de absorbancia.
Foram realizados trés exames utilizando o liquido padrdo que contém uma
concentragdo conhecida. A leitura do exame foi feita no espectrofotometro Femto
modelo 660 S com 570nm de comprimento de onda.

Para determinagdo do valor de Ca no sangue em mg/dL ¢
necessario a realizagdo de um cdlculo que consiste inicialmente na determinagao
do fator. O fator € obtido da divisdo de 10 que corresponde a concentracdo de Ca
em g/dL no padrdo pela média das 3 absorbancias (leitura dos trés tubos padrdes).
O fator ¢ multiplicado pelo valor de absorbancia resultante de cada amostra. Para
determinagdo do valor de Ca na urina de 24h, ¢ multiplicado o valor do exame
pelo volume da urina e dividido por 100. O resultado do célcio urinario € expresso

em mg/24horas.100g peso corporal.

4.10.4 Teste de ‘Fosforo (P)

O teste de fosforo foi realizado nas amostras de sangue e de urina
acidificada (1:10) pelo sistema de reagcdo de ponto final. O principio consiste na
reagdo dos ions de fosfato da amostra com o molibdénio em meio &cido formando
um complexo amarelo, o qual, por agdo de um tampao alcalino ¢ reduzido a azul-

molibdénio que € medido colorimetricamente.
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Fosforo + molibdénio + meio alcalino

inorganico l

v

Complexo azul-molibdénio

O exame consistiu na associagdo de 2000ul de agua destilada,
100ul da amostra e 1 gota do catalisador; apds a mistura, foi adicionado 1 gota do
reagente molibdato; banho de 4gua fria (20-25°C) durante 3 minutos ; adicionar 2
gotas de tampao e colocar em banho de dgua fria (20-25°C) durante 5 minutos.
Foram realizados trés exames utilizando o liquido padrio que contém uma
concentragdo conhecida. A leitura do exame foi feita no espectrofotometro Femto
modelo 660 S com 650nm de comprimento de onda.

Para determina¢do do valor de P no sangue em mg/dL ¢é necessario
a realizacdo de um calculo que consiste inicialmente na determinagdo do fator. O
fator ¢ obtido da divisdo de 5 que corresponde a concentragdo de P em g/dL no
padrdo pela média das 3 absorbancias (leitura dos trés tubos padrdes). O fator €
multiplicado pelo valor de absorbancia resultante de cada amostra. Para
determinag¢do do valor de P na urina de 24h, ¢ multiplicado o valor do exame pelo
volume da urina e dividido por 100. O resultado do célcio urinério € expresso em

mg/24horas.100g peso corporal.
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4.11 Andlise histométrica

4.11.1 Processamento histologico

Apos o sacrificio dos animais, as tibias contendo os implantes, da
parte da andlise histométrica, foram removidas, os tecidos duros circundantes
reduzidos a aproximadamente 1cm do implante e fixadas com formol tamponado
neutro a 4% por 48 horas. As pecas foram preparadas para cortes nao
descalcificados de acordo com a técnica proposta por Donath, Breuner®® (1982).
Apobs o processo de fixagdo foi realizada lavagem com agua por 24horas, os
espécimes foram desidratados em solucdo de alcool etilico gradativamente (60%,
80%, 96%, 100%, 100%) durante 1 semana em cada solug¢3o.

A infiltragdo pléstica foi feita com misturas de glicolmetacrilato
(Technovit 7200 VLC - Kulzer, Wehrheim, Alemanha) e dlcool etilico, seguindo
variagdes gradativas, 30 e 70; 50 e 50; 70 e 30, respectivamente, finalizando com
duas infiltragdes de glicolmetacrilato puro. A peca foi infiltrada no sentido dsseo
mésio-distal. Apds a infiltragdo plastica, os espécimes foram incluidos em resina e
polimerizados durante 10horas.

O bloco foi removido do molde e montado em uma lamina acrilica
com o auxilio da resina Technovit 4000(Kulzer, Wehrheim, Alemanha). Por meio
da utilizacdo de um sistema de corte (EXAKT Cutting System, Apparetebau
Gmbh, Hamburgo, Alemanha), foi realizado o corte preliminar e obtida uma
seccdo espessa (300-500 pum). Esta sec¢do foi submetida a um sistema de
microdesgaste, que resultou em uma sec¢do de aproximadamente 50 a 70 um de

espessura. As laminas histologicas foram coradas com azul de toluidina.
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4.11.2 Andlise histométrica

Primeiramente as ladminas foram codificadas visando néo
influenciar o examinador durante a analise. Cada lamina codificada foi analisada
uma vez, de forma aleatdria pelo mesmo examinador, previamente treinado. Para
avaliacdo do tecido 6sseo proximo ao implante, dois pardmetros foram analisados:
a) a extensdo linear do implante apresentando tecido 6sseo em contato com o
metal, entre as trés espiras iniciais do implante, na mesial e distal (Figura 22); b)
area entre as espiras, ocupadas por tecido ésseo, conforme metodologia utilizada
por Sennerby et al.”’ (1992), entre as trés espiras iniciais do implante na mesial e
distal (Figura 23).

As laminas histologicas foram visualizadas utilizando-se um
microscopio Optico para aumento de 4 vezes (Olympus BX 51). As imagens
foram selecionadas e transferidas para um microcomputador (Pentium IV Intel)
por meio de uma camera fotografica (Olympus CAMEDIA C5060/ wide zoom)
acoplada ao microscopio dptico. As imagens foram salvas em formato TIFF. As
imagens digitais da lamina histolégica foram importadas para o programa de
analise de imagem UTHSCSA — Image tool for windows (version 3.00, Texas,
USA). Os dados da extensdo linear de contato osso/implante e da area entre as
espiras ocupadas por tecido dsseo obtidos em pixels e pixels ao quadrado,

respectivamente, foram convertidos para valores de porcentagem.
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FIGURA 22 — Representagao histométrica da extensao linear de contato entre a superficie

do implante e o tecido 6sseo.

FIGURA 23 — Representagdo histométrica da area do tecido dsseo no interior da rosca do

implante.

4.12 Andlise estatistica

Neste estudo, todos os dados foram submetidos ao teste de
normalidade de Shapiro-Wilk (p<0,05).

O peso corporal (g) e o volume de urina em 24h (ml) foram
analisados com teste ANOVA (andlise de varidncia multivariada) considerando
p<0,05. Havendo diferenga estatistica significante foi aplicado o teste de Tukey.

As determinagdes bioquimicas (glicose, calcio, fosforo e fosfatase

alcalina) apresentaram normalidade dos dados, para comparar os grupos em cada
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exame foi aplicado o teste paramétrico ANOVA (analise de variancia
multivariada) considerando p<0,05. Havendo diferenca estatistica significante foi
aplicado o teste de Tukey. As mudangas intragrupo ao longo do tempo foram
analisadas pelo teste t pareado.

O programa de subtracdo radiografica automaticamente determinou
a distribuicdo dos niveis de cinza na RO e RC, os dados para ganho 6sseo e perda
ossea foram calculados e enviados para banco de dados. A média dos valores da
subtragdo do lado mesial e distal das ROs dos implantes foram usados para
comparar os grupos controle 2 meses, controle 4 meses, diabético e insulinico
pelo teste ANOVA, considerando p<0,05.

Para a analise histométrica, a média da porcentagem dos dados da
extensdo linear de contato osso-implante e da area de volume dsseo na mesial e
distal das trés espiras iniciais do implante foram normais e os grupos foram
comparados pelo teste ANOVA (andlise de variancia multivariada) considerando
p<0,05. Havendo diferenga estatistica significante foi aplicado o teste de Tukey.

A média dos valores do torque para remog¢do dos implantes dos
grupos ndo apresentaram normalidade, sendo assim o teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis (p<0,05) foi usado para comparar os grupos. Havendo diferenca

estatistica significante foi aplicado o teste de Dunn.



5 Resultado

Para facilitar a leitura, os resultados serdo apresentados em duas partes. A
primeira parte consiste nos dados dos animais submetidos as andlises bioquimica,
radiografica (subtragdo radiografica digital) e histométrica pertencentes aos
grupos controle histométrico de 2meses (CH 2m); controle histométrico de
4meses (CH 4m); diabético histométrico (DH) e insulinico histométrico (IH) e a
segunda parte consiste nos dados obtidos dos animais submetidos ao torque de
remocdo do implante pertencentes aos grupos controle torque de 2meses (CT 2m);
controle torque de 4meses (CT 4m); diabético torque (DT) e insulinico torque (IT)

(Anexo 3).

5.1 Resultados da primeira parte

5.1.1 Avaliacdo clinica

Para avaliar como o DM e a insulinoterapia podem influenciar na
manutengdo da osseointegragdo, neste estudo foi utilizado um modelo
experimental seguro de inducdo do diabetes com STZ em ratos. Durante o
experimento foi observado que os animais ndo apresentaram o mesmo padrio de
desenvolvimento, fato que pode ser observado pela diferenga de peso corporal

entre os grupos e entre os periodos inicial e final do experimento. Além disso, no
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final do experimento, o grupo DH apresentou um peso corporal significativamente
menor em relacdo aos grupos CH4m e IH (Tabela 1). Este fato pode ser observado
na Figura 24, a qual mostra um animal diabético e outro controle no momento do

sacrificio, € notavel a debilidade do animal diabético apds 2 meses do DM.

Tabela 1 — Média e desvio padrao do peso corporal(g) para os diferentes grupos

durante o experimento: inicio; 2 meses e 4 meses

Tempo (m)
Grupos 0 2 4
Controle 2m 294+36 411435
Controle 4m 276+33 427+38 487+27
Diabético 277426 393+35 260+51*
Insulinico 283+45 431+47 511+60

* Diferenca estatistica significante dentro do periodo (p< 0,05)

FIGURA 24 — Ratos no momento do sacrificio com dois meses de diabetes. Note
a debilidade do animal diabético (a), quando comparado ao animal controle da

mesma idade (b).
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Outros sintomas clinicos do DM puderam ser observados neste
estudo. O aumento na excrecdo urinaria do grupo DH foi estatisticamente
significante em relagdo aos grupos CH4m e IH apos a indugdo do DM. No grupo
IH houve uma corre¢do da politria (Tabela 2). A polifagia e polidipsia também
foram observados no grupo diabético. A ingestdo de ragdo, obtido no ultimo
exame - antes do sacrificio, no grupo diabético (45+5g) foi maior que nos demais
grupos CH4m e IH, respectivamente, 24+6g e 26+5g. Em relagdo a ingestdo de
agua, o grupo DH ingeriu 200ml de dgua em 24h enquanto os grupos CH4m e IH
ingeriam em torno de 30ml e 50ml, respectivamente. Os valores de ingestdo
alimentar, tanto de racdo quanto de agua, foram limitados ao tamanho dos
recipientes; apds 24h foi possivel observar que os animais diabéticos consumiam

toda a dgua e quase toda a racdo que era disponibilizada a eles.

Tabela 2 — Média e desvio padrdo da urina excretada em 24horas(ml) para os
diferentes grupos durante o experimento (antes da cirurgia de instalacdo dos
implantes-exame 1; antes da indu¢do do diabetes — exame 2; 20 dias apos a

inducdo do diabetes — exame 3 e antes do sacrificio — exame 4)

Urina (ml)
Exames
Grupos 1 2 3 4
Controle 4m 12,8 + 6,1 10,35+4,1 11,42+4 1 11,9437
Diabético 10,5+3 15+5 117,88+30* 130,55+36*
Insulinico 10,7+1,8 13,6+5,5 27,1+5,6 20,6+10,8

* Diferenca estatistica significante dentro do periodo (p< 0,05)
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5.1.2 Controle glicémico

Os niveis de glicemia plasmaticaestio presentes na Tabela 3.
Nenhuma diferenca estatistica (p<0,05) nos niveis de glicose plasmatica foi
encontrada entre os grupos nos exames iniciais (exames 1 e 2). O DM foi induzido
com sucesso nos grupos DH e IH, fato determinado pelos niveis hiperglicémicos
(>300mg/dL) significantes em relacdo ao grupo CH4m (exame 3), no grupo DH
este comportamento foi mantido até o final do experimento. Em relacdo ao grupo
IH, houve uma significativa redug¢do dos niveis de glicose plasmatica apds a
administracdo de insulina (exames 4 e 5). Embora os valores glicémicos no grupo
IH apresentados nos exames 4 e 5 possam ser considerados um quadro de
proximos da hipoglicemia (abaixo de 50mg/dL), o estudo piloto (Anexo 2)
mostrou que estes valores sdo restabelecidos durante o dia atingindo niveis
glicémicos normais e niveis hiperglicémicos proximo ao periodo de nova

administracdo da insulina.
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Tabela 3 — Média e desvio-padrdo dos niveis de glicemia plasmatica(mg/dL) para
os diferentes grupos durante o experimento (antes da cirurgia de instalagdo dos
implantes —exame 1; antes da indu¢@o do diabetes — exame 2; 1 dia ap6s a indugio

do diabetes — exame 3; 20 dias apds a indugdo do diabetes — exame 4 ¢ antes do

sacrificio — exame 5)

*SDiferenca estatistica significante entre os grupos no exame (ANOVA, p< 0.05)

*Diferenga estatistica significante intragrupo em rela¢do ao examel (teste t pareado, p< 0.05)
"Diferenca estatistica significante intragrupo em relagdo ao exame2 (teste t pareado, p< 0.05)
‘Diferenga estatistica significante intragrupo em relagdo ao exame3 (teste t pareado, p< 0.05)
“Diferenca estatistica significante intragrupo em relagdo ao exame4 (teste t pareado, p< 0.05)
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5.1.3 Marcadores 0sseos plasmdticos e urindrios

Neste estudo trés marcadores 6sseos plasmaticos foram analisados:
a fosfatase alcalina (ALP); o calcio (Ca) e fosforo (P) e dois marcadores urinarios:
calcio (Ca) e fosforo (P). A ALP tem fun¢do de promover a transferéncia do grupo
fosfato no processo de formacdo 6ssea. Quando ocorre a disfungdo enzimatica da
ALP detectada pelo exame de sangue ¢ provavelmente em reflexo a uma
disfuncdo hepatobiliar ou doengas 6sseas™®. Nossos resultados apontaram a
ocorréncia da disfun¢do plasmatica da ALP no grupo DH, aproximadamente 5
vezes maior, apos a indug¢do do DM, e o grupo IH foi capaz de evitar essa

disfung¢do (Tabela 4).

Tabela 4 - Média e desvio-padrdo dos niveis de fosfatase alcalina (U/L) para os
diferentes grupos durante o experimento (antes da cirurgia de instalacdo dos
implantes —exame 1; antes da indu¢do do diabetes — exame 2; 20 dias apds a

inducdo do diabetes — exame 3; antes do sacrificio — exame 4)

Exame 1 2 3 4
Grupo
Controle 2 meses 103,82+9,17 59,18+11,83 - -
A C
Controle 4 meses 103,21+31,24 54,28+13,75 41,07+5,78 52,43+12,74
A BCDE D BDE
Diabético 106,33+30,61 58,89+17,54  235,22+89,04 274,11+68,61
A A B* B*
Insulinico 101,86 + 32,03 60,29 +10,85 65,29+ 15,76 53,29+ 22,72
A BC BCD BCDE

*Diferenca estatistica significante entre os grupos no exame (ANOVA, p< 0.05)
Diferentes letras = diferenga estatisticamente significante entre os exames no mesmo grupo
experimentais com p<0.05.
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Considerando que Ca e P sdo elementos quimicos com relagdo
direta na mineralizagdo Ossea, os niveis desses marcadores Osseos foram
determinados no plasma e na urina de 24h. Em relacdo a determinacao do fésforo,
ndo foram observadas grandes variagdes tanto entre os grupos quanto em relagao
aos periodos de analise, porém nas duas determinag¢des de fosforo o grupo
diabético teve uma quantidade maior que os demais. Esse comportamento do
fosforo foi observado no plasma e na urina (Tabelas 5 e 6). Por outro lado, ao
analisar o Ca, foi determinado uma excrecdo significantemente superior do Ca
pela urina no grupo diabético em relag@o ao insulinico e o controle de 4 meses.
Esse mesmo resultado ndo foi observado no nivel de Ca plasmatico, porque
provavelmente o controle hemodindmico do célcio, responsavel pela vitalidade de
orgdos como cérebro e coragdo ndo foi afetado pelo diabetes durante o periodo do

experimento (Tabelas 7 e 8).
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Tabela 5 - Média e desvio padrio da determinagdo plasmatica de fosforo (mg/dL)
para os diferentes grupos durante o experimento (antes da cirurgia de instalagdo
dos implantes —exame 1; antes da indug@o do diabetes — exame 2; 20 dias apos a
indugdo do diabetes — exame 3; 40 dias apos a inducdo do diabetes — exame 4 ¢

antes do sacrificio — exame 5)

Exame 1 2 3 4 5
Grupo
Controle 2 meses 6,45+1,75 6,15+0,95 5,2+0,99
Controle 4 meses 6,99+1,72 5,87+0,53 5,58+0,66 4,33+0,6 4,56+0,97
A ABC BCE CD CDE’
Diabético 7,46+1,16 A 5,77+1 5,13+0,87 5,01 + 0,85 6,53+2,06
ABCD BCD CD ABCD*
Insulinico 6,24+ 2,48 6,06+1,2 5,44+0,62 4,82 + 0,66 4+1,37%
A AB AB AB B

¥ p<0.05, estatisticamente significante entre os grupos no mesmo periodo de exame
Diferentes letras = diferenga estatisticamente significante entre os exames no mesmo grupo
experimentais com p<0.05.

Tabela 6 - Média e desvio padrdo da determinagdo de fésforo na urina (mg/dL)
para os diferentes grupos durante o experimento (antes da cirurgia de instalagao
dos implantes —exame 1; antes da inducdo do diabetes — exame 2; 20 dias apods a
inducdo do diabetes — exame 3; 40 dias ap6s a inducdo do diabetes — exame 4 e

antes do sacrificio — exame 5)

Exame 1 2 3 4 5
Grupo
Controle 2 meses 20,27+7,06 24,79+11,38 14,14+5,26
AB A B
Controle 4 meses 17,27+8,81 18,01+5,89 14,03+4,08 12,39+7,62 19,94+ 8,68
AB AB* AB A* B
Diabético 15,11+ 6,62 31,33 + 14,41 17,77+ 12,5 27,88+16,29 25,55+6,56
A B” AB AB* AB
Insulinico 14,57 + 5,5 27,14 + 9,34" 14,14 + 4,14 21,85+12,4" 22,5749,93

* p<0.05, estatisticamente significante entre os grupos no mesmo periodo de exame
diferenca estatisticamente significante entre os exames no mesmo grupo
experimentais com p<0.05.

Diferentes letras =
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Tabela 7 - Média e desvio padrdo da determinagdo plasmatica de célcio (mg/dL)
para os diferentes grupos durante o experimento (antes da cirurgia de instalagdo
dos implantes —exame 1; antes da indug@o do diabetes — exame 2; 20 dias apos a
indugdo do diabetes — exame 3; 40 dias apds a indugdo do diabetes — exame 4 ¢

antes do sacrificio — exame 5)

Exame 1 2 3 4 5

Grupo

Controle 2 meses 10,29+0,44 9,83+0,84 9,52+1,21

Controle 4 meses 9,92+0,38 10,04+ 0,96 9,07+1,49 10,45+0,92 9+0,73
A AB ABD AC AD*

Diabético 9,97+0,33 10,54 + 0,76 9,02 + 0,79 10,45+ 0,75 8,32+0,46
A A BC A c’

Insulinico 9,76+0,72 9,97+0,7 8,67+0,77 10,81+0,39 9,21+0,49
A AB ACD AB ABD*

* p<0.05, estatisticamente significante entre os grupos no mesmo periodo de exame

* p<0.05, estatisticamente significante entre os grupos no mesmo periodo de exame

Diferentes letras = diferenga estatisticamente significante entre os exames no mesmo grupo
experimentais com p<0.05.

Tabela 8 - Média e desvio padrdo da determina¢do de célcio na urina (mg/dL)
para os diferentes grupos durante o experimento (antes da cirurgia de instalagdo
dos implantes —exame 1; antes da indug@o do diabetes — exame 2; 20 dias apos a
indugdo do diabetes — exame 3; 40 dias apds a indugdo do diabetes — exame 4 ¢

antes do sacrificio — exame 5)

Exame 1 2 3 4 5
Grupo
Controle 2 meses 1,32+0,62 1,28+0,47 0,97+0,53
Controle 4 meses 1,36+0,51 0,88+0,42 0,91+0,56 0,59+0,24 1,11+0,38
A B ABC BC* AB*
Diabético 1,05+0,42 1,16+0,45 0,97+0,43 10,76+0,61 12,2+3,17
A A A B B
Insulinico 1,09+0,22 1,41+0,75 1+0,35 1,78+0,58* 2,06+1,16*

* p<0.05, estatisticamente significante entre os grupos no mesmo periodo de exame

* p<0.05, estatisticamente significante entre os grupos no mesmo periodo de exame

Diferentes letras = diferenga estatisticamente significante entre os exames no mesmo grupo
experimentais com p<0.05.
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5.1.4 Andlise radiogrdfica

5.1.4.1 Caracteristicas radiogrdficas

Duas observacdes foram detectadas no exame radiografico: 1- na
imagem radiografica digitalizada final, de todos os grupos, foi observada a
formacdo de osso ao longo das espiras do implante, principalmente na por¢ao
cervical e apical. Isto pode ser explicado pela osteoconducdo permitida pela
camada de 6xido de titdnio; 2 — as tibias do grupo DH em geral, apresentavam-se

visualmente com espessura menor na imagem radiografica em relagdo aos grupos

CH4m e [H.

5.1.4.2 Subtracdo radiogrdfica digital

Para este estudo foi definido que um desvio padrao (3,68 niveis de
cinza) seria considerado como valores de niveis de cinza relacionados as
interferéncias nas imagens radiograficas digitalizadas, este desvio padrdo foi
determinado pelo histograma de distribuicdo dos niveis de cinza na regido
controle (RC). As imagens subtraidas demonstraram que houve uma diferenga
estatistica significante nos valores de ganho de niveis de cinza entre os grupos DH
(122+7) e IH (136+5) (ANOVA, p<0,05) relacionados com a formagdo 0ssea ao
redor dos implantes, porém ndo houve diferenca significante entre os grupos
CH2m (127+13) e CH4m (133+10) e o grupo IH. Os grupos controles de 2 meses
e 4 meses ndo apresentaram diferencas estatisticas significantes nos niveis de
cinza, este resultado sugere que 2 meses pode ser o tempo necessario para

osseointegracdo de implantes neste modelo experimental. O grupo DH mostrou o
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menor valor de ganho de densidade 6ssea, mas ndo foi diferente estatisticamente
dos grupos controles. Estes resultados podem indicar uma tendéncia do DM em
reduzir ou atrasar a formacdo Ossea. Além disso, no grupo IH, o nivel de
densidade éssea foi mantido em relagdo ao grupo CH4m (Tabela 9, Figura 25).
Para os niveis de cinza relacionados a perda ossea, ndo houve diferenca estatistica

entre os quatro grupos (Tabela 9, Figura 26).

Tabela 9 — Média e desvio padrio dos niveis de cinza, determinados pela
Subtracdo Radiografica Digital quantitativa, relacionado ao ganho désseo e perda

ossea nos diferentes grupos

Grupos Niveis de cinza
Ganho Perda
Controle 2 meses 127 + 13 85 +45
Controle 4 meses 133 +10 58 +57
Diabético 122 +7* 86 + 39
Insulinico 136 + 5* 65 + 53

p=0.012 para os niveis de cinza de ganho ésseo
*Diferenca significante entre os grupos (p< 0.05)
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FIGURA 25 — Média dos niveis de cinza determinados pela subtracdo radiografica

digital quantitativa relacionada com ganho 6sseo nos diferentes grupos.
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FIGURA 26 — Média dos niveis de cinza determinados pela subtracdo radiografica

digital quantitativa relacionada com perda 6ssea nos diferentes grupos.
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5.1.5 Histometria
5.1.5.1 Extensdo [inear de contato osso-implante

Os resultados histométricos em relagdo a extensao linear de contato
osso-implante mostraram que o tempo influenciou positivamente no contato
osso-implante, determinado pela superioridade significante do grupo CH4m em
relagdo ao grupo CH2m. No grupo DH, o contato entre osso-implante foi maior
que no grupo CH2m, mas com auséncia de diferenca estatistica significante. Em
adicdo a esses resultados, foi observado que no grupo insulinico o contato entre
osso e implante manteve-se semelhante ao grupo CH4m e estatisticamente
superior ao grupo CH2m. Ao observar o periodo de 4 meses, a porcentagem de
contato osso-implante ndo apresentou diferencas estatisticas entre os grupos
estudados, porém o grupo DH mostrou o menor valor indicando provavelmente
um turnover dsseo mais lento em relacdo aos grupos IH e CH4m (Tabela 10,

Figura 27).

Tabela 10 — Média e desvio padrdo da porcentagem de contato entre 0sso €

implante nos diferentes grupos

Grupos Contato osso-implante (%)
Controle 2m 53,9349,31
Controle 4m 63,37+5,88"

Diabético 60,80+6,83
Insulinico 66,97+4,13*

ANOVA, p=0.014985
*Indica diferenga estatistica significante em relagéo ao grupo C2m (p< 0.05)
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FIGURA 27 — Média da porcentagem de contato entre osso-implante nos

diferentes grupos.

5.1.5.2 Area ossea

A média da porcentagem da area Ossea entre as trés espiras iniciais
mesial e distal do implante no grupo DH (69,34+5) foi significativamente menor
em relagdo aos demais grupos (CH4m: 78,2+5,5 e IH: 79,63+5,2) considerando o
mesmo periodo de estudo (4 meses). Quando se analisou a influéncia do tempo foi
possivel observar um pequeno aumento da area dssea, nos grupos CH4m e [H em
relacdo ao grupo CH2m, mas sem apresentar diferencas estatisticas significantes.
No grupo DH, este fato ndo foi observado, houve uma pequena reducdo da area

ossea do que no CH2m (Tabela 11, Figura 28).
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Tabela 11 — Média e desvio padrio da porcentagem de area dssea nos diferentes

grupos

ANOVA, p=0.0005518
* Indica diferenca estatistica significante em relagdo ao grupo D (p< 0.05)

@ Controle 2m
m Controle 4m
O Diabético

O Insulinico

% Volume 6sseo

Grupos

FIGURA 28 — Média da porcentagem de area Ossea nos diferentes grupos.
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5.1.5.3 Observacdes histologicas

As Figuras 29 até 39 mostram imagens das laminas histologicas,
dos grupos pertencentes ao estudo.

Neste estudo, os implantes podem ser considerados
osseointegrados, pois em todos os grupos foi observado o contato direto, parcial
ou total, entre o osso e o implante. Histologicamente, a osseointegragdo ¢
determinada por uma aparente inser¢do direta entre o osso vital e a superficie do
implante sem interposi¢c@o de tecido conjuntivo.

Neste modelo experimental, a tibia dos ratos possui duas corticais
osseas, superior ¢ inferior, ¢ uma medula Ossea interposta. Na cortical Ossea
superior era visivel a remodelacdo Ossea proxima a regido do implante em todos
os grupos. No grupo CH2m havia menor preenchimento dsseo entre as espiras e
menor contato entre o 0sso e o implante interposto por tecido de granulagdo.
Porém, no periodo de 4 meses, a presenga de um maior preenchimento 6sseo entre
as espiras do implante ¢ o aumento de contato entre o 0sso € o implante foram
evidentes, principalmente para os grupos CH4m e IH. O preenchimento ésseo no
grupo DH apresentou diferengas em relagdo aos demais grupos. Houve um
aumento do preenchimento 0sseo entre as espiras do implante, no grupo DH em
relagdo ao grupo CH2m, porém o osso no grupo diabético era menos compacto
em relagdo aos grupos CH4m e IH, ou seja, havia espagos com tecido conjuntivo
interposto no tecido 6sseo.

Na por¢do medular, principalmente nos grupos de 4 meses foi

observado uma formagdo Ossea entre as espiras, provavelmente pelo estimulo
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osteocondutor da camada de 6xido do implante e também por fragmentos 6sseos
deslocados durante a instalacdo do implante e remodelados no espaco medular.
Na cortical 6ssea inferior, foi observado um extenso contato osso-
implante, assim como a presenca de um osso mineralizado e compacto, em todos
os grupos (CH2m, CH4m, D e I). Provavelmente, os danos dsseos causados pelo

procedimento cirdrgico sdo menores na cortical dssea inferior

Inicio do implante Final do implante

FIGURA 29 - Visao geral do implante do grupo C2m, mostrando as corticais

superior e inferior € o espaco medular. Aumento 4x, coloragdo azul de toluidina.
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FIGURA 30- A area analisada corresponde a porcentagem de osso entre as trés
espiras iniciais do implante na mesial e distal. Osso entre as espiras do implante
no grupo C2m. O osso ndo preenche todo o espago da espira e ha tecido de
granulagdo interposto entre osso e implante. Aumento 10x, colora¢do azul de

toluidina.

FIGURA 31 - Imagem ampliada do osso na espira do implante no grupo C2m.

Aumento 10x, colora¢do azul de toluidina.
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FIGURA 32 - Osso nas trés espiras cervicais do implante no grupo C4m. Maior
preenchimento 6sseo das espiras € o maior contato do osso com o implante.

Aumento 10x, coloragdo azul de toluidina.

FIGURA 33 — Imagem ampliada do osso na cortical superior do grupo C4m,
mostrando o remodelamento ésseo. E possivel observar a linha de divisdo entre o
0sso pré-existente € o osso neoformado. Aumento 20x, coloracdo azul de

toluidina.
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FIGURA 34 - Osso nas espiras cervicais do implante no grupo D. O
preenchimento dsseo das espiras e o contato do 0sso com o implante. Aumento

10x, coloracdo azul de toluidina.

FIGURA 35 - Osso nas espiras cervicais do implante no grupo D preenchimento
0sseo das espiras e o contato do osso com o implante. Aumento 10x, coloragdo

azul de toluidina.

FIGURA 36 — Imagem ampliada da cortical dssea superior no grupo D,
mostrando o remodelamento ésseo. E possivel observar a linha de divisdo entre o
0sso pré-existente e o o0sso neoformado. Aumento 20x, coloracdo azul de

toluidina.
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FIGURA 37 - Osso nas espiras cervicais do implante no grupo I. Preenchimento
0sseo das espiras e o contato do osso com o implante. Aumento 10x, coloragio

azul de toluidina.

FIGURA 38- Preenchimento dsseo das espiras do implante ¢ o contato do 0sso

com o implante no grupo I. Aumento 20x, colora¢do azul de toluidina.
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FIGURA 39 — O completo preenchimento 6sseo da espira do implante contendo
0sso compacto e mineralizado no grupo I. Aumento 20x, coloracdo azul de

toluidina.
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5.2 Resultados da segunda parte

A segunda parte consiste nos dados obtidos dos animais submetidos a
analise de torque de remogao do implante, pertencentes aos grupos controle torque
de 2meses (CT 2m); controle torque de 4meses (CT 4m); diabético torque (DT) e

insulinico torque (IT).

5.2.1 Avaliacdo clinica e controle glicémico

Durante os 2 meses da cirurgia de instalagdo dos implantes, os implantes
de todos os grupos apresentaram uma cicatrizacdo adequada, com auséncia de
perda de implante e de infec¢do durante esse periodo. Porém, apds o periodo de 2
meses do Diabetes Mellitus, os animais do grupo DT (inicial - 302,77g+22,80g ;
final - 299,77g+55,80g) apresentaram um peso corporal consideravelmente menor
em relagdo aos grupos CT4m (inicial - 320,28g+34,64¢g ; final — 517,64g+36,84g)

e IT (inicial - 333,71g+22,10g; final — 528,71g+23,60g).

A Tabela 12 apresenta os niveis glicémicos nos grupos controle 2 meses,
controle 4 meses, diabético e insulinico em 5 exames. O grupo DT apresentou
niveis glicémicos elevados (hiperglicemia) estatisticamente significantes durante o

periodo experimental do Diabetes Mellitus em relagdo aos grupos CT4m e IT.
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Tabela 12 - Média e desvio padrdo da determinagdo plasmatica de glicemia nos
grupos (controle 2 meses, controle 4 meses, diabético e insulinico) durante o
experimento (antes da cirurgia de instalagdo dos implantes —exame 1; antes da
indugdo do diabetes — exame 2; 1 dia apos a inducdo do diabetes — exame 3; 40

dias apos a indugdo do diabetes — exame 4 e antes do sacrificio — exame 5)

Exames 1 2 3 4 5
Grupos
Controle 2m 134+12 108+15
A B
Controle 4 m 136+16 110+ 10 106+13 93,5+16 127+14
A BC CD* D AB?
Diabético 127+17 107+27 510+34 422+45 494+58
A A B* C* BD*
Insulinico 135+9 121+20 450+25 64+6 75+11
A A B BC" BCD*

73 p<0,05, estatisticamente significante entre os grupos no exame

Diferentes letras = diferenca estatisticamente significante entre os exames no mesmo grupo
experimental com p<0,05.

5.2.2 Torque de remoc¢do do implante

O torque de remocdo do implante foi comprometido pelo DM. Este
fato pode ser observado, pela média do torque de remog¢do do implante no grupo
DT (12,9+2,5 N.cm) ser significativamente menor em relacdo ao grupo IT
(17,143 N.cm) (p<0.05), porém sem diferengas significativas com o0s grupos
CT2m (13,142,6 N.cm) e CT4m (16,9+5,3 N.cm). No grupo IT observou-se uma
recuperagdo dos valores do torque de remocdo do implante, sendo este semelhante
ao CT4m e significativamente superior ao CT2m (Tabela 13). Observe na Figura
40 que os valores do torque de remocdo foram semelhantes entre os grupos CT4m

e IT e superiores em relagdo aos demais grupos. O valor do torque de remogdo do
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implante no grupo DT foi inferior aos grupos CT4m e IT e muito proximo ao

valor do grupo CT2m.

Tabela 13- Média e desvio padrdo dos valores do torque de remog¢ao do implante

nos diferentes grupos

Grupos Torque de remogao (N.cm)
Controle2m 13,1+2,6
Controle4m 16,9+5,3

Diabético 12,9+2,5
Insulinico 17,143%&

*Indica diferenca estatistica significante em relagdo ao grupo D (p< 0.05)
Indica diferencga estatistica significante em relagdo ao grupo C2m (p< 0.05)

@ Controle 2meses
m Controledmeses
O Diabético
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Torque (N.cm)
o

Grupos

FIGURA 40 — Média do torque de remog¢ao do implante nos grupos.



6 Discussdo

O efeito do Diabetes Mellitus e da insulinoterapia nos implantes
dentais tem sido estudado nos anos recentes, porque essa doenga pode prejudicar a
qualidade 6ssea *°*%. Os resultados desta investigagdo indicam que o diabetes
tem uma tendéncia a prejudicar o osso ao redor dos implantes j& osseointegrados e
a insulina ¢ capaz de manter a estabilidade da osseointegracao.

Para este estudo foi utilizado o rato como modelo experimental,
pela possibilidade de se trabalhar com um nimero maior de animais e sdo animais
de facil manuseio. Além disso, é o animal mais utilizado no estudo de diabetes,
com a vantagem de usar menor quantidade de droga na inducdo e facilitar a
reposicdo de animais, pois a perda ¢ comum ap6s a inducdo, devido a severidade
da agdo da estreptozotocina’. Neste estudo houve um indice de morte de 35%,
aproximadamente, até trés dias apds a indugdo, semelhante aos resultados de
Shires et al.*® (1981). Apés esse periodo critico, os animais diabéticos suportaram
o periodo de 2 meses correspondentes a duragdo do experimento. E finalmente, ¢
o modelo experimental mais utilizado na avaliacio da osseointegracdo de
implantes em grupos diabéticos™**'"*%* facilitando assim a comparagdo dos
resultados.

Este estudo foi realizado em duas fases, devido a limitagdo do
espaco, ndo havia acomodacdo na gaiola metabdlica para os animais e pela

dificuldade de manipulacdo de muitos animais a0 mesmo tempo, inviabilizando a
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coleta de sangue e aplicacdo das drogas no horario correto. A primeira fase
correspondeu aos procedimentos com animais do torque, nesse momento
ocorreram dois eventos: o primeiro foi a morte de 50% dos animais apds a
indugdo e o segundo foi a perda de 60% dos animais do grupo insulinico na gaiola
metabolica, apos a indugdo de diabetes. O primeiro evento ocorreu,
provavelmente, devido a uma parte dos animais serem menos resistentes € nao
suportarem a quantidade de insulina liberada pelas células B, que estavam
estocadas no momento da degradacdo da célula, logo apds a inducdo por STZ,
causando hipoglicemia grave até coma, este processo foi observado durante trés
dias apds a indugdo do DM. O segundo evento ocorreu porque 0s animais nio
conseguiram chegar ao recipiente de ra¢do devido ao tamanho dos animais, este
fato foi observado porque os animais apresentaram ferimento no focinho e o
problema foi resolvido aumentando a largura do recipiente.

Na segunda fase que corresponde aos procedimentos com os
animais para andlise histoldgica, apds a indu¢do do DM houve a morte de 3
animais entre 15. Semelhante a estes resultados, o estudo de Shires et al.** (1981)
tiveram morte de 4 animais em 15, nas 72h apds a inducdo. Houve a perda de 3
animais do grupo insulinico.

Os grupos sdo constituidos por uma amostra contendo 10 animais,
porém sempre foram induzidos 15 animais para os grupos diabéticos e insulinicos
por causa das mortes e para eliminar animais que tivessem valores discrepantes.

O reparo Odsseo nesse modelo experimental apresenta uma

diferenca em relagdo a origem do 0sso, 0ssos longos tém origem endocondral e os
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ossos da maxila e da mandibula tém origem intramembranosa’®. Porém, apds uma
intervengdo cirurgica no osso da cavidade bucal ou em ossos longos ocorre a
reparagdo nos dois tipos 0sseos. Portanto, os resultados obtidos nessa investigagcdo
com implantes instalados na metafise tibial de ratos podem ser inferidos para os
implantes dentais para analise de reparagdo Ossea.

Em ordem a avaliar a osseointegragdo antes da presenga do DM foi
incluido nesse estudo o grupo controle 2 meses (C2m). Apo6s dois meses da
instalacdo do implante, todos os implantes foram considerados osseointegrados
pelas analises radiografica e/ou pelo torque de remoc¢do do implante. Nao houve
nesse periodo casos de fratura 0ssea, presenca de abscesso ou perda de implante.

A concentragdo de STZ de 40mg/kg foi capaz de induzir o DM nos
ratos Wistar com 5 meses de idade, pois os animais apresentaram hiperglicemia e
outras caracteristicas clinicas da doenga como perda de peso, polifagia, politria e
polidpsia, logo apds a inducdo e ao longo dos dois meses do experimento como
observado nos exames 3 do controle glicémico, havendo ainda uma manutengao
da hiperglicemia sem haver a perda dos animais. Ao contrario dos resultados de
Wong, Wu'®" (1994) que determinaram a dose de 60mg STZ/kg a mais adequada
para obtencdo do DM em ratos Lewis com 2 meses de idade. Esses autores
determinaram que a dose de 40mg STZ/Kg era insuficente para gerar um diabetes
inicial rigoroso, nosso estudo piloto também evidenciou esta condi¢do porém o
diabetes tornou-se rigoroso durante a avaliagdo, e os resultados dos exames
glicémicos, no nosso experimento, nas Tabelas 3 e 12 mostraram um valor

hiperglicémico logo apds a inducgdo. Portanto, o fato de ocorrer variagdo dos



126

niveis glicémicos imediatamente apos a indugdo utilizando a mesma concentragdo
da droga, possa ser explicado por diferenca na linhagem e raca dos animais, assim
como na idade e no peso dos animais. No estudo piloto, a indugdo com a
concentragcdo de 60mg STZ/kg causou morte de todos os animais.

Em relagdo aos dados bioquimicos este estudo mostrou um
evidente aumento da ALP ¢ da excre¢do urindria de célcio € um aumento discreto
da excregdo urindria do fosforo do grupo D em relacdo ao grupo C4m apods o
diabetes, ¢ esses valores sdo semelhantes aos resultados apresentados por
Goodman, Hori®® (1984), Shires et al.** (1981) ¢ Ward et al.”* (2001). Embora
Goodman, Hori®™® (1984) tenham determinado ndo haver relagio dos resultados
bioquimicos com a osteopenia, provavelmente justificado pelo fato que o periodo
de acompanhamento foi de curta duragdo (10 dias), o nosso estudo avaliou o
Diabetes por um tempo mais prolongado, e a manutengdo dessas alteragdes
bioquimicas nos faz concordar com Ward et al.”* (2001) que relataram a
ocorréncia de uma deficiéncia renal gerando um desequilibrio na excre¢io de Ca'™
e de P', além disso, a ALP plasmatica evidencia um metabolismo dsseo alterado.
A ALP neste estudo foi 5x maior que no grupo controle 4 meses. Portanto, nos
consideramos que ao longo do tempo as alteragdes bioquimicas evidenciadas no
diabetes podem estar associadas a uma osteopenia.

Os resultados de hipercalciiria nos animais diabéticos estdo de
acordo com as fortes evidéncias que demonstram que o diabetes causa uma
hipercalcitria e reduzida massa 6ssea™*'”*. Ward et al.”* (2001) comprovaram

~ +2 ’ . o5 +2
uma excrecdo tubular renal de Ca ~ aumentada e os niveis plasmaticos de Ca
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mantidos em ratos com diabetes por STZ. Os autores consideram o calcio, o
eletrolito mais excretado nos animais diabéticos ndo podendo apenas ocorrer
devido difusdo osmotica, ou seja, provavelmente o DM age no célcio renal e na
calcificagdo ossea. Porém no sangue, os niveis de calcio ndo sdo alterados. Este
achado poderia ser explicado pelo controle hemodindmico do célcio, responsavel
pela vitalidade de orgdos como cérebro e coracdo ndo serem afetados pelo
diabetes durante o periodo do experimento, porém com o passar do tempo e os
danos do diabetes aumentarem, o controle hemodindmico possa apresentar
desequilibrio. Esses achados estdo de acordo com outros estudos da
literatura®>**"*,

Neste estudo foram utilizadas as analises histométricas do contato
entre osso-implante e da 4rea 6ssea entre as espiras do implante por serem formas
de andlise usadas em estudos com animais sadios ou comprometidos

sistemicamente' 6780

para avaliar a osseointegracdo. As duas andlises foram
realizadas na 4rea Ossea das trés espiras cervicais do implante, mesial e distal, a
area foi determinada por trés razdes: regido contendo osso cortical; regido dssea
mais lesada na cirurgia e regido dssea avaliada na subtrag@o radiografica digital
permitindo uma comparacdo dos resultados.

Os resultados histométricos mostraram que o grupo D teve menor
porcentagem de preenchimento de osso entre as espiras do implante (volume
0sseo) de forma significativa e menor contato entre o 0sso e o implante em
relacdo aos grupos C4m e 1. Esse efeito deletério observado nos animais

diabéticos pode ter ocorrido porque o DM prejudica a reparagdo Ossea'’
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promovendo reducdo da formagdo de matriz 6ssea®’; alterando a sintese
protéica®; aumentando o tempo necessario para mineralizacio da matriz
ostedide® ; reduzindo o turnover (’)sseogl; diminuindo a expressdo dos fatores de
transcri¢do que regulam a diferenciagio osteoblastica’’, o numero de osteoblastos
e osteoclastos; produzindo alteracdes metabolicas'’; e provocando redugdo na
producio de colageno’™® e osteocalcina'®. Tais alteracdes adquirem maior
severidade com o passar do tempo®, talvez pelo acimulo dos produtos da
glicosilacdo (AGEs)"'. Esses fatores podem justificar o comprometimento 6sseo

24,4 .
4% como foi observado neste estudo.

ao redor de implantes em animais diabéticos
Porém nossos achados apresentam menor intensidade dos parametros observados,
provavelmente porque foi avaliado o osso que ja havia cicatrizado por certo
periodo livre de influéncias como o DM e a insulinoterapia, introduzidas apds 60
dias de osseointegragdo, diferentemente da maioria dos estudos que analisaram a
influéncia da doenga e do tratamento no inicio da osseointegracdo. Os achados
histologicos em relagdo ao contato entre osso e implante no osso cortical superior

~ : 43
sdo parecidos aos de Know et al.

(2005) que tiveram diferenca estatisticamente
significante no contato entre osso e implante medular, apartir de dois meses entre
os grupos diabético e insulinico, porém as andlises foram feitas em areas Osseas
diferentes e sabe-se que o DM exerce maior influencia no tecido ¢ésseo medular.
Avaliando a porcentagem do volume 06sseo e do contato osso-
implante nos animais diabéticos, podemos determinar que o DM ndo inviabilizou

a formag¢@o e mineralizacdo Ossea, apenas os eventos 0sseos foram mais lentos em

relacdo aos demais grupos. Esses achados poderiam ser explicados pelo fato que
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ratos diabéticos continuam a formar osso novo, mas em menor quantidade, ja a
maturacdo ostedide e a mineraliza¢do ocorrem de forma mais lenta e proporcional
a quantidade de formacio Ossea existente™. O turnover 6sseo lento, evidenciado
nos artigos de Devlin et al.l’ 1996, Dixit et al.’’ 1987, Follak et al.® 2004,
Goodman, Hori®® 1984, Lu et al.¥’ 2003, Grandini et al.¥ 1990, Shyng et al.®!

2001, Spanheimer et al.*

1988, provavelmente também pode ter contribuido para
a hipercalciuria observada nos ratos diabéticos. Shires et al.* (1981)
determinaram que embora ocorresse a absor¢do do calcio no intestino, o esqueleto
ndo consegue manter o reservatorio de céalcio acabando por eliminar pela urina,
em adi¢do a supressdo da fungdo da paratiredide, hipercorticoteronismo e um
efeito solvente da glicosuria s3o provaveis para o aumento da excre¢do do calcio,
¢ improvavel que hipercalciiria ocorra apenas por nefrotoxicidade pelo DM
induzida.

Considerando as afirmativas que a redug¢do da formagdo dssea em
diabéticos estd relacionada com a redugio do nimero de osteoblastos®' que
continuam funcionando normalmente, porém esta condigdo em longo prazo pode
levar a disturbios no metabolismo do coldgeno e/ou a calcificagdo tornando-se
evidente no osso diabético. Podemos esperar que os resultados encontrados neste
trabalho possam ser agravados em estudos experimentais mais longos.

Em relagdo a 4rea Ossea, a literatura demonstra resultados
controversos. A formagdo dssea foi prejudicada nos animais diabéticos quando
comparados aos sadios no estudo de Takeshita et al.*” (1997). Ja no estudo de

1.58

Nevins et al.”” (1998), foram observados resultados semelhantes para a drea Ossea
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e, no estudo de McCracken et al.”* (2006) os resultados obtidos foram maiores aos
14 dias e menores aos 28 dias quando comparados aos animais sadios, porém o
diabético teve maior formagdo dssea. Um dos aspectos relatados na literatura ¢
que a taxa elevada de glicose sanguinea apresenta um efeito negativo sobre a

27,48,51 2 ~ .
TA8SLI88L o nossos resultados estdo condizentes com esta

osseointegracao
afirmativa.

Outro aspecto que pode dar diferencas entre os estudos ¢ a area do
osso analisada, o nosso estudos avaliou as trés espiras cervicais, Margonar™
(2005) avaliou a segunda rosca do implante tendo resultados menos variaveis,
pois sempre estava em contato com osso. Gerritsen et al.”® (2000) avaliaram 0sso
ao redor de todo o implante e teve muita variabilidade de resultados.

Enfim, a influéncia deletéria do DM na osseointegracdo tem sido
demonstrada em modelos diabéticos experimentais. Os resultados histologicos
deste estudo estdo de acordo com autores que sugerem que o DM pode ser
associado com uma reduzida formagdo Ossea ao redor de implantes e uma
incompleta e atrasada resposta na reparagdo 6ssea do implante inserido™. Outra
informagdo foi que a nova formagdo dssea ao redor dos implantes foi imatura e
menos organizada em ratos diabéticos sem controle em relagdo aos ratos ndo

S1923862 Margonar et al.* (2003) também reportaram um menor valor

diabéticos
para o torque de remocdo em animais diabéticos e esta observagdo parece ser

tempo-dependente.
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Estudos apresentados na literatura demonstram que a administragdo
de insulina € capaz de restaurar os niveis glicémicos e corrigir algumas das

17,25,81 y
72581 Bste estudo estd em

alteragdes dsseas provocadas pelo Diabetes Mellitus
concordancia com esses achados, pois, com a administracdo de insulina os niveis
glicémicos foram restabelecidos e em todas as analises realizadas no experimento
(radiografica, bioquimica, do torque de remocéo e histométrica) os resultados do
grupo insulinico foram similares ao grupo controle de 4 meses. Também foi
observado um ganho 6sseo ao longo do tempo, pois os valores das analises do
grupo insulinico foram superiores em relagdo ao C2m. Nos poderiamos assumir
que neste modelo experimental ndo foram detectados diferengas na
osseointegracdo do grupo insulinico devido ao fato da administragcdo de insulina e
ao fato da osseointegracdo ter ocorrido sem influéncias de doengas,
provavelmente dois dias do DM sem controle, ndo chegou a causar danos
irreversiveis ao organismo dos animais.

Além disso, a insulinoterapia, neste estudo mostrou resultados
positivos evidenciando a obtencdo do controle metabolico desses animais, este
fato pode ser explicado pela realizagdo do estudo piloto prévio, padronizando
adequadamente a dose de insulina de forma que o animal permanecesse grande
parte do tempo com niveis de glicose normais, porque é evidente nos artigos a

I . SN ” - 28,48-49
determinagdo dos niveis de glicemia plasmatica mais altos™

mostrando que
ndo houve um controle glicémico adequado dos animais, talvez pela dose de

insulina ou pela quantidade de administragdo. Outro fato ¢ que a insulinoterapia

foi iniciada dois dias apds a indugdo e provavelmente a doenga ndo havia causado
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danos irreversiveis aos animais. Porque a perpetuacdo do DM pode causar danos
sist€émicos, reversiveis ou irreversiveis ao organismo € um tratamento insulinico
tardio pode retificar parcialmente os danos, como mostrado por Hoskins, Scott®
(1984) que ndo tiveram recuperacdo total dos danos renais com administracido de
insulina.

Reforcando essas informagdes, McCracken et al.’* (2006) relatam
que as alteracdes Osseas em animais insulinicos poderiam ser influenciadas por
mais fatores, além dos niveis glicEémicos e talvez as alteragdes sejam provenientes
da inducdo por STZ ja que Siqueira et al.** (2003) mostraram resultados entre os
grupos de insulina e controle iguais e os animais foram induzidos com aloxana.
Com os achados deste estudo, nds ndo concordamos com esta afirmativa, pois os
animais deste trabalho foram induzidos com STZ e apresentaram resultados

.. . . 2
similares ao de Siqueira et al.®

(2003), provavelmente esta condigdo estd
vinculada ao inicio do tratamento insulinico ¢ a manutengdo do controle
glicémico, evitando a ocorréncia de danos irreversiveis ao organismo pelo
diabetes do que ao tipo de droga utilizada na inducio.

Os resultados histométricos mostraram que a densidade Ossea e o
contato osso-implante nos animais insulinicos foram semelhantes ao controle.
Também, Siqueira et al.*? (2003) encontraram resultados similares com relagdo a
formacdo dssea ao redor dos implantes em animais tratados com insulina quando

. . . .. 24
comparados aos sadios. Todavia, Fiorellini et al.

(1999) apresentaram
recuperagdo na densidade dssea, porém o contato osso-implante permaneceu

~ : . 48
menor em relagdo ao animal sadio. Da mesma forma, Margonar™ (2005) mostrou
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que a terapia insulinica ndo foi capaz de melhorar os valores de contato entre 0sso
e implante.

Portanto, podemos resumir que os resultados histométricos deste
estudo mostraram que apos dois meses de reparagdo ossea apos inducdo do DM,
houve uma tendéncia de reduzir a densidade dssea ao redor dos implantes dentais
na presenca do DM. Por outro lado, a insulinoterapia foi capaz de manter a
densidade 6ssea similar nos ratos insulinicos quando comparados aos ratos sem

doenga.

Observagdes semelhantes, mas com significancias estatisticas
diferentes, foram apresentadas com a subtracdo radiografica digital (SRD). Neste
estudo, a SRD realizada com as radiografias contendo o o0sso ao redor de
implantes em ratos diabéticos mostrou uma densidade dssea reduzida comparada
com os ratos insulinicos, determinada por uma média dos valores de niveis de
cinza menor no grupo D. Em adicdo, o grupo diabético apresentou o maior valor
de perda ossea. A associagdo entre o menor valor de ganho e o maior valor de
perda pode ser interpretada como menor conteido mineral no grupo diabético
como definido por Christgau et al."* (1998). Nossos achados estdo de acordo com

Kwon et al.¥

(2005), que reportaram o comprometimento da manuten¢do da
osseointegracdo nos implantes dentais nos ratos diabéticos, porém com redugio no
contato entre o 0sso e o implante ao longo do tempo. Além disso, um menor

conteudo mineral, representado por menos ganho e mais perda de densidade dssea

foi observado no grupo diabético do que no grupo controle de 2 meses. Mesmo
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com auséncia de diferenga estatistica significante, este resultado demonstrou que
ndo houve um aumento continuo da densidade dssea com a idade no grupo
diabético, o qual foi observado no grupo C4m e I quando comparados com o
grupo C2m. Isto pode confirmar a hipotese que o osso pode ser afetado pelo DM
mesmo apds ter sido esperado um periodo de 2 meses de cicatrizagdo, podendo ser
explicado pelo metabolismo 6sseo continuo e que no Diabetes ocorre uma redugao
na quantidade de osteoblastos; redugoa na formagao de matriz ostedide; e perda de
substancias minerais de Ca e P relacionados com o processo inicial da doenga (3-4
semanas) atingindo uma condi¢@o osteopordtica com redugdo da resisténcia apos

um periodo longo de (12 semanas)gl'92

. Em adig¢@o, nossos resultados sugerem que
o efeito do DM no osso ja cicatrizado pode ser mais lento do que no osso em
cicatrizacdo, provavelmente este fato poderia ser explicado pela curta duragdo do

DM neste estudo pois de acordo com Verhaeghe et al.”>

(1990) o turnover 6sseo
no DM ¢ lento.
A SRD ¢ considerada um método sensivel e valido para determinar

. ~ r 16,31,36,57,94
sutis altera¢des Osseas 77"

, € 0 exame mostrou que o grupo diabético teve
uma reduzida densidade dssea comparada com os outros grupos, interpretado
como menor conteido mineral e esses resultados seguiram o mesmo
comportamento que o resultado histométrico de porcentagem de volume dsseo em
todos os grupos do nosso estudo, mesmo ndo sendo determinado uma correlagio
positiva.

Em relagdo ao tratamento da insulina, foi observado que os valores

para a densidade éssea foram similares aos grupos controles (C2m e C4m). Este
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achado sugere que o tratamento com insulina foi apto para manter a
osseointegracdo durante o periodo experimental. Novamente, este resultado &
dependente da metodologia empregada, no estudo piloto foi determinado uma
adequada dose de insulina para obter niveis de glicose normais sem causar
hipoglicemia nos ratos. Nossos resultados estdo de acordo com Kwon et al.*’
(2005) porque no grupo insulinico controlado ndo houve reduc¢do no contato osso-
implante ao longo do tempo. Este achado esta de acordo com Thissen et al.*
(1994) que mostraram que a insulina mantém os niveis de glicose e
consecutivamente modula o crescimento do esqueleto. Além disso, a insulina
estimula direta e indiretamente a sintese de matriz osteobldstica similar ao fator de
crescimento insulinico (IGF-1) produzido pelo figado. A insulina e o IGF- 1 t€ém
demonstrado influenciar as proteinas de coldgeno e ndo-colageno®.

Estudos prévios tém mostrado resultados controversos em relag@o a
insulinoterapia; a explicagdo para estas diferencas estd provavelmente no controle
das doses e na freqiiéncia de administragdo de insulina. Nos nossos resultados, o
valor mais alto de ganho dsseo de nivel de cinza no grupo I estd corroborando
com alguns autores que reportaram a capacidade da insulinoterapia para regular e
reduzir os efeitos do DM na cicatrizagdo®***’® determinado por maior formagao
6ssea”™"”.

Neste estudo, os resultados da SRD ¢ do histométrico foram
semelhantes em todos os grupos, ambos exames determinaram que os grupos C4m

e | apresentaram ganho 6sseo apds 2 meses da inducdo do DM e o grupo D

apresentou perda dOssea. Essa relagcdo positiva entre os achados quantitativos do
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histologico e da SRD j4 havia sido mostrada anteriormente em uma seqiiéncia de

trabalhos realizados por Schou et al.”'”

(2003), analisando o tratamento da
periimplantite. Portanto, com essas evidéncias poderiamos determinar o emprego
da SRD com segurancga para analise do osso ao redor de implantes.

Em relagdo ao torque de remog¢do do implante esse estudo
determinou que o diabetes prejudicou a retencdo dos implantes, pois o grupo D
apresentou a menor média do torque de remog¢do no periodo de 4 meses, esse
achado esta de acordo com outros autores** que apresentaram a necessidade de
aplicar uma forca menor para remover os implantes nos animais diabéticos.
Diferentemente dos resultados de Margonar et al.** (2003), o tratamento insulinico
foi capaz de corrigir os efeitos do DM, no aspecto da reten¢do mecanica. A
resisténcia dos implantes ao torque de remogao pode ser correlacionada ao contato
do tecido 6sseo com o implante e ao grau de mineralizagdo dssea. Estudos
mostraram que os valores de torque reverso aumentam nos maiores periodos e
que, quanto maior o contato osso/implante, maior a resisténcia ao torque
reverso' "', Além disso, a resisténcia Ossea em 4reas de reparagio &
comprometida em animais diabéticos, como relatado na literatura®. Porém, o DM
ndo compromete integralmente a retencdo do implante porque o osso cortical sofre
menor influéncia da doenca, os achados histoldgicos mostraram que a cortical
Ossea inferior pouco foi alterada no grupo diabético em relacdo aos demais
grupos.

Considerando estes fatos, os resultados das analises histométricas

deste estudo apresentaram uma possivel relagdo positiva com os achados
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mecanicos. Embora nio tenha sido realizado no mesmo animal, neste estudo a
porcentagem do volume dsseo entre as espiras € do contato entre 0 0sso € o
implante apresentaram uma relagdo positiva com o torque, ou seja, 0 grupo
diabético teve menor volume 6sseo, menor contato entre osso € implante e menor
retencdo do implante no osso, € quando se analisa o grupo insulinico todos esses
parametros foram mais elevados em relacdo ao grupo D e muito semelhante ao
grupo controle 4 meses.

No homem, avaliagdes longitudinais realizadas em pacientes
diabéticos controlados que receberam implantes dentais mostraram resultados
semelhantes aos encontrados em pacientes sadios. Contudo, a maior parte desses
estudos foram realizados em pacientes que receberam implantes entre os forames
mentuais, area de maior condensacdo 6ssea > ***°%>?_ Por outro lado, ha estudos

2
em humanos demonstrando moderadas taxas de sucesso>">°

para tratamento de
implantes em pacientes diabéticos quando comparados a pacientes ndo-diabéticos.
Fatores como tipo e duragdo do diabetes e os niveis de hemoglobina glicada ainda
necessitam ser verificados em pacientes diabéticos em relacdo a severidade e
duracdo da doenga. Um outro fator que pode influenciar a taxa de sucesso ¢é a
qualidade do osso na regido da instalagdo, o tipo do implante e da prétese como,
por exemplo, protese de carga imediata em paciente diabético. Esses fatores ainda
precisam ser avaliados.

Finalmente, nossos achados mostraram que o DM, determinado

pelos altos niveis de glicose, tiveram resultados menores mas ndo excessivamente

distantes do grupo C4M. Deste modo, talvez o DM ndo seja uma contra-indicacdo
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para implantes dentais, por outro lado a manutengdo dele ao longo do tempo
necessite de atencdo porque a formagdo Ossea parece ser negativamente
influenciada pelo diabetes, este fato pode ser observado pela perda de peso
continuo dos animais e perda de substancias envolvidas com a manutencio
6ssea’ 8788

Deste modo, pode ser esperado que o DM tenha um impacto
negativo na qualidade do processo de reparacdo e ha uma tendéncia de impacto
negativo no osso ja reparado ao redor de implantes. Este fato deveria ser
considerado em situagdes clinicas para pacientes que tém indicagdo para
colocacdo de implantes e pacientes que ja tém implantes osseointegrados quando
se tornam diabéticos, porque além das alteragdes 0sseas também ha a presenca de
outros fatores que comprometem a reparacdo desses pacientes. Entretanto, este
estudo ndo oferece informagdes sobre alteragdes 0sseas que poderiam prejudicar a
manuten¢do do implante apds a instalacdo da prdétese nem quais mudangas dsseas

poderiam acontecer em um periodo mais longo do que o estabelecido no nosso

estudo.



7 Conclusdo

De acordo com a metodologia empregada e diante das limitagdes deste

estudo € possivel concluir que:

1 — A indugdo experimental do Diabetes Mellitus parece prejudicar o
tecido 0sseo ao redor de implantes osseointegrados, pois houve uma tendéncia
negativa dos resultados em relagdo a subtracdo radiografica digital, ao torque para
remog¢do do implante, ao contato entre osso e implante e a area dssea. Além de
apresentar elevados valores de componentes Osseos bioquimicos (fosfatase

alcalina plasmatica e célcio urinério) relacionados a perda dssea.

2 — A insulinoterapia evitou a ocorréncia de alteragdes Osseas detectadas
em animais diabéticos e a osseointegracdo ndo foi comprometida nesse grupo

experimental.
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ANEXO 1 - Comité de Ftica

O Comité de Etica em Experimentagdo Animal-CEEA da
Faculdade de Odontologia de Araraquara, reurido em 19/04/2004, apos a avaliagio
final do Projeto de sua responsabildade mtilulado “Analise da textura da imagem
radiografica digital direta em implantes apos o periodo inicial de
osscointegragdo om  ceelhos com  inducde de diabetes mellitus o
insulinaterapia” (Proc CEEA nr 27/2003), considerou-o APROVADO. devendo o
relatério final ser apresentado em margo/2007,
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Anexo 2 - Resultado do estudo piloto

No Anexo 2, nove tabelas sdo apresentadas.
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Tabela 2A — Piloto dos animais para adequagdo da dose de estreptozotocina na

indugdo de Diabetes Mellitus nos ratos adultos.

Animal | Grupo | Droga Via de Glicemi | Glicemi | Glicemia | Glicemia | Glicemia | Glicemia | Glicemia

(mg/Kg) | indugao | a a 8/6/2005 | 15/6/2005 | 23/6/2005 | 6/7/2005 | 18/7/2005
26/5/05 | 1/6/2005

1 D 40 P 317,5 283 461 545 495 morreu

2* D 40 J 252 144 reversao | reversao | reversao | reversao

3 D 40 P 363 384 635 552 610 569 489

4 D 40 J 337 299 549 560 545 520 559

5 D 50 J 336 396,5 455 morreu morreu morreu

6 D 50 P 323 morreu | morreu morreu morreu morreu

7 D 60 P 433,5 522 550 416 511 566

8 D 60 P 413 morreu morreu morreu morreu

9 D 60 P 367 morreu morreu morreu morreu

10 D 60 J 156 reversao | reversao | reversao | reversao

11 D 65 P 506,5 488 530 625 morreu

12 D 65 P 354 498 548 403 morreu

13 D 60 P 426 479 515 404 morreu

14 D 65 P 410,5 323 508 491 morreu

20 C 0 - 96 99 78 - 134

21 C 0 - 105 131 101 124 127

22 C 0 - 129 136 143 136 167

Animal 2 — reversdo porque ndo foi injetado toda a droga no momento da indugao.
P = via intravenosa peniana.
J=via intravenosa jugular.
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Tabela 2B — Primeiro monitoramento de insulina (24 horas), com uma

administracao diaria noturna de 3U de insulina.

Animal | Tempo pés Glicemia | Diferenga entre Hora do
insulina os periodos* exame

16 t0 481 17

17 t0 453 17

Administragao de insulina - 3U - 18h

16 1h 100 -79% 19

17 1h 203 -55% 19

16 12h 459 -5% 6

17 12h 396 -13% 6

16 15h 419 -13% 8

17 15h 403 -11% 8

16 18h 460 -4% 12

17 18h 425 -6% 12

16 20h 418 -13% 14

17 20h 444 -2% 14

16 24h 339 -29% 18

17 24h 511 -13% 18

*Diferenca entre os periodos: consiste no valor da glicemia em relacéo ao t0
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Tabela 2C — Segundo monitoramento de insulina (24 horas), com duas

administracdes diarias de 4U de insulina (diurna e noturna).

Animal Tempo pés Glicemia | Diferenga entre | Hora do
insulina os periodos exame

15 to 512 17

19 to 417 17

Administracéo de insulina - 4U - 18h

15 2h 399 -22% 20

19 2h 252 -40% 20

15 5h 331 -35% 23

19 5h 378 -9% 23

15 13h 572 +12% 7

19 13h 517 +24% 7

Administracdo de insulina - 4U - 7h

15 15h 366 -28% 9

19 15h 259 -38% 9

15 20h 143 -72% 14

19 20h 180 -57% 14

15 24h 490 -5% 18

19 24h 394 -6% 18
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Tabela 2D — Terceiro monitoramento de insulina (24 horas), com duas

administracdes diarias, 4,5U de insulina na dose diurna e 6U de insulina na dose

noturna.

Animal | Tempo pés Glicemia | Diferenga entre Hora do
insulina os periodos exame

15 t0 724 17

16 t0 536 17

Administragao de insulina - 6U - 18h

15 2h 416 -42% 20

16 2h 316 -41% 20

15 5h 416 -42% 23

16 5h 340 -37% 23

15 13h 496 -31% 7

16 13h 516 -4% 7

Administragéo de insulina - 4,5U - 7h

15 15h 388 -46% 9

16 15h 344 -36% 9

15 20h 692 -5% 14

16 20h 376 -30% 14

15 24h 648 -10% 18

16 24h 595 +11% 18
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Tabela 2E — Quarto monitoramento de insulina (24 horas), com duas

administracdes diarias, 5,5U de insulina na dose diurna e 9U de insulina na dose

noturna.
Animal | Tempo pés Glicemia Diferenga entre | Hora do
insulina os periodos exame

15| 10 624 17
19 | tO 554 17

Administragao insulina 9U - 18h
15 | 2h 332 -46% 20
19 | 2h 192 -65% 20
15 | 5h 364 -42% 23
19 | 5h 194 -65% 23
15| 13h 372 -40% 7
19 | 13h 264 -52% 7

Administragdo de insulina 5,5U - 7h
15 | 14h 324 -48% 8
19 | 14h 220 -60% 8
15 | 15h 312 -50% 9
19 | 15h 220 -53% 9
15 | 16h 372 -40% 10
19 | 16h 290 -48% 10
15| 18h 300 -52% 12
19 | 18h 311 -44% 12
15 | 24h 507 -19% 18
19 | 24h 492 -11% 18
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Tabela 2F — Quinto monitoramento de insulina (24 horas), com duas

administracdes diarias, 7U (animais 15 ¢ 19) e 5U de insulina (animais 23 e 26) na

dose diurna e 11U (animais 15 e 19) e 5U de insulina (animais 23 e 26) na dose

noturna.
Animal | Tempo pdés Glicemia Diferenga entre Hora do
insulina os periodos exame
15 t0 716 17
19 t0 558 17
23 t0 466 17
25 t0 424 17
Administragdo insulina 11U para 15 e 19 18
5U para 23 e 26
15 2h 471 -34% 20
19 2h 391 -28% 20
23 2h 358 -23% 20
25 2h 79 -81% 20
15 5h 471 -34% 23
19 5h 404 -28% 23
23 5h 352 - 25% 23
25 5h 122 -71% 23
15 13h 515 -28% 7
19 13h 454 -18% 7
23 13h 100 -78% 7
26 13h 353 -17% 7
Administragao insulina 7U para 15 e 19 7
5U para 23 e 25
15 14h 396 -45% 8
19 14h 248 -56% 8
23 14h 145 - 69% 8
26 14h 153 - 64% 8
15 15h 398 -44% 9
19 15h 269 -52% 9
23 15h 110 -76% 9
26 15h 80 -81% 9
15 16h 450 -37% 10
19 16h 277 -50% 10
23 16h 118 -75% 10
26 16h 59 - 86% 10
15 18h 398 -44% 12
19 18h 319 -43% 12
23 18h 109 -76% 12
26 18h 50 - 88% 12
15 24h 346 -51% 18
19 24h 534 -4% 18
23 24h 448 -4% 18
26 24h 293 -30% 18
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Tabela 2G — Extensdo do quinto monitoramento de insulina para 5 dias, com duas
administracdes diarias, 7U (animais 15 ¢ 19) e 5U de insulina (animais 23, 25 e

26) na dose diurna e 11U (animais 15 ¢ 19) e 5U de insulina (animais 23, 25 ¢ 26)

na dose noturna.

Animal | Tempo Glicemia | Diferenca entre | Hora do
pos os periodos exame
insulina

15 2h 446 -38% 20

19 2h 324 -41% 20

23 2h 167 -64% 20

26 2h 90 -719% 20

Segundo dia de monitoramento

15 12h 84 -88% 7

19 12h 236 -58% 7

23 12h 231 -50% 7

25 12h 378 - 7

26 12h 328 -23% 7

Administracdo insulina - 7h

15 2h 153 -79% 9

19 2h 127 “T7% 9

23 2h 70 -85% 9

25 2h 163 -57% 9

26 2h 51 -88% 9

Quinto dia de monitoramento

15 12h 107 -85% 7

19 12h 45 -92% 7

23 12h 438 -6% 7

25 12h 237 -37% 7

26 12h 123 -71% 7

Administragéo de insulina - 7h

15 2h 35 -95% 9

19 2h 51 -91% 9

23 2h 43 -90% 9

25 2h 62 -84% 9

26 2h 50 -88% 9
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Tabela 2H — Extens@o do quinto monitoramento de insulina para 11 dias, com
duas administrag¢des diarias, 3,5U de insulina na dose diurna e 5U de insulina na

dose noturna.

Animal | Tempo | Glicemia Diferenga | Hora
pos entre do
insulina os exame

periodos

Nono dia de monitoramento

23 12h 314 -33% 7

25 12h 381 -1% 7

26 12h 382 -10% 7

Administragdo de insulina

23 2h 45 -90% 9

25 2h 37 -90% 9

26 2h 14 -97% 9

Décimo primeiro dia de monitoramento

23 12h 481 +3% 7

25 12h 461 +22% 7

26 12h 307 +28% 7

Administracao de insulina

23 2h 36 -92% 9

25 2h 24 -94% 9

26 2h 33 -93% 9
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Tabela 2I — Determinagdo bioquimica da glicemia, calcio no soro e na urina,

fosforo no soro e na urina e fosfatase alcalina.

Animal | Grupo | Peso Volum | Glicemia | Calcio Calcio | Fésforo Fésforo Fosfatas
e urina soro urina soro urina e alcalina

1 D 274 190 495 9,63 14,06 mat insuf | 15,2 222

3 D 318 180 610 8,11 16,2 4,95 29,2 233

4 D 313,5 190 545 8,93 13,3 6,2 11,5 211

7 D 310 110 416 7,85 10,56 5,2 0,99 234

11 D 282,5 110 625 mat insuf | 10,97 mat insuf | 47 231

12 D 225,5 180 403 8,87 14,04 11,35 18,54 234

13 D 236 170 404 10,2 19,72 6,7 29,8 232

14 D 248 140 491 8,8 10,92 6,4 32 236

Média 275* 159* 498,6* 8,91 13,72 | 6,8 23,03 229,12*

Desvio 36 34 89,1 0,81 3,12 2,33 14,34 8,46

Padrao

20 C 493 20 78 9,03 1,1 5,6 18,7 28

21 C 425 50 101 8,08 44

22 C 532 20 143 7,72 2,02 5,3 19,2 43

Média 483 30 107,3 8,28 1,56# 5,45 18,95 38,33

Desvio 54,17 17,3 329 0,68 0,65 0,21 0,35 8,96

Padrao

* P<(.05 — diferenca estatistica significante entre os grupos
# P<0.05 — diferenca estatistica significante entre os grupos
D= grupo diabético; C= grupo controle
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Anexo 3 - Tabelas dos dados do estudo

Tabela 3A — Valores de glicemia dos animais do histométrico

Glicemia
Exames Exames
Grupo 1 2 3 4 5 Grupo 1 2 3 4 5
Controle 2 Diabético
meses
42 128 96 181 2 146 87 589 360 544
44 138 117 198 4 161 86 673 404 524
45 190 95 115 6 150 106 597 464 536
63 146 144 163 7 153 96 497 450 376
64 117 99 145 28 81 112 688 364 520
69 120 90 177 29 125 119 638 448 600
66 139 121 149 30 133 98 628 320 512
67 114 112 150 46 177 81 543 344 532
70 141 99 156 59 127 109 543 350 528
média 137 108.1111 159.3333 35 106 94 667 470 600
dp 22.9401 17.1788  24.1506 média 135.9 98.8 606.3 477 .4 527.2

ep 7.6467 5.7263 8.0502 dp 27.9422 124258 63.7966 56.4049 61.5879
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ep 8.8361  3.9294  20.1743 17.8368 19.4758
Controle 4 Insulina
meses
54 169 119 115 123 99 60 132 107 410 39 39
49 150 100 127 113 90 31 144 118 606 57 42
13 215 127 188 119 106 57 121 76 638 33 32
38 144 101 160 113 108 38 120 92 589 55 48
21 130 79 150 126 51 1 153 86 743 59 51
24 125 142 189 125 118 15 153 117 664 40 40
26 131 105 158 162 100 33 161 90 645 54 43
71 122 112 171 122 109 50 131 125 658 25 26
12 179 97 157 142 123 17 189 80 710 65 46
23 138 109 169 108 103 61 153 95 463 55 50
média 150.3 109.1 158.4 125.3 100.7 média 145.7 98.6 612.6 48.2 41.7
dp 29.3941 17.4066  23.6371 15.9308 19.8329 dp 20.9393 17.0893 103.7713 13.0111 7.931
ep 9.2952 5.5044 7.4747 5.0377 6.2717 ep 6.6216  5.4041 32.8154 4.1145 2.508
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Tabela 3B - Dados da andlise da subtracdo radiografica

Niveis de cinza de ganho

Cont2m Cont4m Diab Ins

109.79 132.54 129.04 143.27

145.51 113.14 128.05 142.91

118.12 102.31 123.96 137.75

145.06 146.47 126.35 141.17

124.67 129.22 105.99 113.83

117.39 159.48 129.69 136.4

126.53 139.16 119.44 132.17

143.61 142.33 122.14 128.39

115.19 122.11 114.23 131.8

132.36 142.78 136.46 129.9

média 127.823 132.954 123.535 133.759

dp 13.24617 16.90707 8.672177 8.814581

Niveis de cinza de perda

Cont 2m | Cont 4m Diab Ins

47.46809 0 52.41481 0

119.257999.67422 | 115.5412 | 130.7297

104.4364 0 0 125.8935

127.3871|127.4555 51 0

109.556 |54.71429|88.96721 0

52.5 0 117.5943 |161.77419

118.806 | 120.763 | 101.7558 | 121.7832

131.4339131.4439 | 112.9094 | 106.5884

44.32468 0 100.1111 | 55.90385

0 51.7 118.9725| 54.625

média 85.517 |58.57509 | 85.92663 | 65.72978

dp 45.45045 | 57.15203 | 39.28142 | 53.59602




Tabela 3C - Dados da andlise histométrica de contato osso implante

C2m C4m D |I
774 72.58 76.66 80.9
76.62 78.34 68.25 87.09
77.98 84.73 74.96 85.93
76.63 81.24 69.33 80.09
73.39 85.14 61.06 77.25
68.25 73.41 63.29 70.59
65.18 70.6 67.26 73.65
74.64 79.6 67.72 80.61
75.9 78.2 70.52 80.6
70.51 78.2 74.42 79.63
média 73.65 78.204| 69.347| 79.634
dp 4.312558 | 4.879823 | 5.007384 | 4.968944
FONTES DE
VARIACAO GL SQ QM
Tratamentos 3| 613.074| 204.358
Erro 33| 829.576| 25.139
F= 8.1292
(p) = 0.0006
Média (Coluna 1) = 73.65
Média (Coluna 2) = 78.205
Média (Coluna 3) = 69.347
Média (Coluna 4) = 79.6344
Tukey: Diferenca | Q (p)
1.00E+02 | Médias (1a 2)= 4.555| 2.7086 |ns
1.00E+03 | Médias (1a 3) = 4.303| 2.7139|ns
1.00E+04 | Médias (1a 4) = 5.9844| 3.6738|ns
2.00E+03 | Médias (2a 3) = 8.858| 5.2673|<0.01
2.00E+04 | Médias (2 a 4)= 1.4294 | 0.8298 |ns
3.00E+04 | Médias (3 a 4) = 10.2874| 6.3153|<0.01
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Tabela 3D - Dados da analise histométrica da area dssea

C2m C4m D I
46.35 65.13 62.54 64.6
33.53 55.12 59.46 74.26
62.41 71.65 62.82 63.61
67.53 68.97 65.6 65.64
56.21 63.81 50.71 68.28
50.33 68.93 68.49 67.74
57.82 54.56 53.57 63.41
57.96 57.79 69.66 61.66
53.23 64.2 51.43 73.2
53.93 63.54 63.81 67.3

média 53.93 63.37 60.809 |66.97

dp 9.312526 5.884594 |6.8355 |4.135483

Teste de normalidade Shapiro-Wilk

Resultados -1- - 2- - 3- -4-

Tamanho da amostra = 10 10 10 10

Média = 53.93 63.37| 60.809 66.97

Desvio padrdo = 9.3125| 5.8846| 6.8355| 4.1355

W= 0.9398| 0.9231 0.9144| 0.9206

p= 0.5218| 0.4135| 0.3631 0.3989

FONTES DE

VARIACAO GL SQ QM

91.0
Tratamentos 3| e+01 303.294
16.7

Erro 36 | e+02 46.294

F= 6.5514

(p) = 0.0015

Média (Coluna 1) = 53.93

Média (Coluna 2) = 63.37

Média (Coluna 3) = 60.809

Média (Coluna 4) = 66.97

Tukey: Diferenca Q (p)

Médias (1a 2)= 9.44 4.3874 <0.05

Médias (1a 3) = 6.879 3.1971 ns

Médias (1a 4) = 13.04 6.0606 <0.01

Médias (2a 3) = 2.561 1.1903 ns

Médias (2a 4) = 3.6 1.6732 ns

Médias (3 a 4) = 6.161 2.8634 ns
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Tabela 3E - Dados do torque de remo¢do do implante

Controle2m | Controle4m | Diabético | Insulinico
14 14 14.5 21
17.5 14.5 15.5 20.5
13 16.5 15 17.5
9.5 15 13 15.5
13.5 16.5 14.5 20
16.5 15.5 10.5 18
14.5 18 15 15
13 29.5 7 14
13.5 20.5 12 14.5
10.5 10.5 12 12
9 16 13 20
média 13.13636| 16.95455|12.90909 | 17.09091
dp 2.656039| 4.844866 |2.508168 | 3.064459
Teste de normalidade perna direita — Shapiro Wilk — ndo houve normalidade
Resultados - 1- -3- -5- -7-
Tamanho da amostra = 11 9 11 11
Média = 13.1364 16.9444 12.9091
Desvio padrao = 2.6560 5.3935 2.5082

W= 0.9446 0.8222 0.8686 0.9263
p= 0.5553 0.0447 0.0858 0.4146
Teste estatistico de Kruskal Wallis
Resultados
H= 12.6449

Graus de liberdade = 3

(p) Kruskal-Wallis = 0.0055
R 1= 166.5000
R 3= 243.0000
R 5= 167.0000
R 7= 326.5000

R 1 (posto médio) = 15.1364
R 3 (posto médio) = 27.0000
R 5 (posto médio) = 15.1818
R 7 (posto médio) = 29.6818

Comparagdes (método de Dunn)  Dif. Postos  z calculado  z critico
Postos médios C2m e C4m 11.8636 2.15162.635 ns

Postos médios C2m e C4m 0.04550.0087 2.635 ns

Postos médios C2me | 14.5455 2.7806 2.635 <0.05
Postos médios C4me D 11.8182 2.14332.635 ns

Postos médios C4me | 2.68180.4864 2.635 ns
Postos médios Del 14.5000 2.77192.635 <0.05
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