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RESUMO




Fontanari LA. Influéncia de uma superficie modificada por fluoretos na
osseointegracdo de implantes dentais em ratos diabéticos [Tese de Doutorado].

Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2013.

RESUMO

Estudos pré-clinicos e clinicos tém demonstrado que algumas condicBes
sistémicas como o Diabetes mellitus podem alterar o processo de reparo 6sseo. Na
cavidade bucal, o diabetes pode estar associado a deficiéncia na osseointegracdo e
pior prognostico no tratamento com implantes dentais. Assim, modificacdes na
superficie dos implantes que favorecam a reparacao do tecido ésseo poderiam ajudar
a compensar as influéncias deletérias relacionadas ao diabetes. Este estudo tem por
objetivo avaliar, em animais diabéticos, a influéncia de uma superficie modificada por
fluoretos na osseointegragdo. A amostra consistiu de 180 ratos (90 para teste
biomecanico e 90 para histometria) aleatoriamente divididos em trés grupos de 60
animais: grupo controle (Grupo C), composto por ratos saudaveis; grupo Diabetes
descompensado, composto por animais em que foi realizada inducdo de Diabetes
mellitus (Grupo D); e grupo Diabetes Controlado (Grupo DC) em que o diabetes
induzido experimentalmente foi controlado com administragéo de insulina. O diabetes
foi induzido em ratos por injecdo de estreptozotocina. Apds 4 semanas da inducdo,
cada animal recebeu 2 implantes nas metafises tibiais proximais, sendo 1 de superficie
maquinada (M) e o outro de superficie tratada com fluoretos (F). Os animais foram
sacrificados 2, 4 e 6 semanas ap0Os a instalacdo dos implantes. A resisténcia
biomecanica foi avaliada ex-vivo por meio do torque de remocéo, e a qualidade do

tecido 6sseo formado ao redor dos implantes por meio de cortes histoldgicos nédo



descalcificados, aonde mediu-se a superficie de contato osso/implante (BIC) e a
fracdo de area de tecido 6sseo entre as roscas do implante (BAFO). Os dados
numéricos (peso, glicemia, torque de remocdo, BIC e BAFO) foram avaliados
estatisticamente por meio do teste de normalidade de Shapiro-Wilk e pelos testes
paramétricos ANOVA complementado pelo teste de Tukey aplicados com 5%
(p<0.05) de nivel de significancia. Em relacdo a analise biomecénica, para 0s
implantes maquinados o grupo D obteve menores valores de torque (p<0,05) que o
grupo C, mas similares ao grupo DC em 4 e 6 semanas. Para os implantes F, o grupo
D apresentou menores valores (p<0,05) quando comparado aos outros 2 grupos.
Quando as superficies F e M foram comparadas no mesmo periodo de avaliacdo, F
sempre apresentou valores maiores que M (p<0.0001), para todos os grupos. N&o
houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos quando o BIC foi
analisado, independente da superficie utilizada. Quando o BAFO foi analisado,
observou-se diferenca estatistica (p<0.05) em 4 semanas para 0s grupos C e DC em
comparacdo ao grupo D, apenas para superficie M. Na analise intra-grupos, a
superficie F apresentou tendéncia a maiores valores de BAFO para os 3 periodos de
avaliacdo no grupo D, em comparacao a superficie M. Pode-se concluir que o DM
afetou negativamente a osseointegracdo, porém a insulina foi capaz de reverter esse
efeito. A superficie F favoreceu a retengdo mecanica dos implantes e foi capaz de
reverter levemente o efeito negativo do diabetes sobre o percentual de preenchimento

0sseo entre as roscas.

Palavras-chaves: Implantes dentérios; Fluoretos; Diabetes Mellitus.



ABSTRACT




Fontanari LA. Influence of a surface modified by fluoride in the osseointegration of
dental implants in diabetic rats [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de

Odontologia da UNESP; 2013.

ABSTRACT

Pre-clinical and clinical studies have been showed that some systemic diseases
like the diabetes mellitus may alter the bone repair process. At the oral cavity, the
diabetes may be associated with poor osseointegration of dental implants and
worsening of the prognosis of dental implants treatment. Thus, modifications on the
dental implants surfaces that enhance the bone repair could help to offset the
deleterious influences related to diabetes. The aim of this study was to evaluate, in
diabetic rats, the influence of different implants surfaces on the osseointegration. A
sample of 180 rats (90 for the biomechanical analysis and 90 for the histometric
analysis) was randomly allocated in 3 groups of 60 rats each: Control Group (C):
Healthy animals; Non-controlled diabetes Group (D): Animals with uncontrolled
diabetes; Controlled Diabetes Group (DC): Animals with controlled diabetes. The
diabetes was induced by injection of streptozotocin and it was controlled by injectios
of insulin. After 4 weeks of the diabetes induction, all the animals received 1 implant
in each tibia, one with a machined surface (M) and the other one with a fluoride
surface modification. The animals were euthanized 2, 4 and 6 weeks after the
implants placement. The biomechanical analysis was performed ex vivo by means of
removal torque resistance, and the quality of the bone tissue formed around the
implants was assessed by histometric analysis of bone / implant contact (BIC) and
bone area between the threads of the implant (BAFO). The numerical data (Weight,

Glicemic index, removal torque, BIC, and BAFO) were evaluated by the normality



test of Shaprio-Wilk and the one-way Anova complemented by the Tukey’s test. All
the statistical test were applied with a significance level of 5%. Regarding the
biomechanical analysis, for the machined surface implants, the group D showed lower
removal torque values (p <0.05) than the group C, but similar to the group DC at 4
and 6 weeks. For fluoride modified implants, the group D had the lowest value of
removal torque (p <0.05). The fluoride modified implants had the higher values than
the machined implants in all the periods of evaluation (p <0.001). No differences in
the BIC analysis were detected between the groups. The BAFO analysis showed that
the groups C e DC presented a higher values than the group D (p<0.05), only when
the machined implants were used. The fluoride modified surfaces showed a tendency
of higher values of BAFO than machined implants in the group D. It can be concluded
that the Diabetes Mellitus had an adversely effect on the osseointegration, but the
insulin was able to partially counterattack it. The fluoride modified implants improves
the mechanical retention of implants and it was able to slightly reverse the negative

effect of diabetes mellitus on the percentage of bone fill between the threads.

Key-Words: Dental implants, diabetes mellitus, fluoride.
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1 INTRODUCAO

O Diabetes mellitus (DM) é um grupo de doencas caracterizadas pela
hiperglicemia cronica resultante de defeitos na secrecéo de insulina pelo pancreas, em
sua agdo ou em ambos 2. O DM é um dos mais importantes problemas mundiais de
salde na atualidade, tanto em termos de numero de pessoas afetadas, incapacitacao,
mortalidade prematura, como dos custos envolvidos no seu controle e no tratamento
de suas complicagdes. A prevaléncia do DM na populagdo adulta mundial é de cerca
de 6,4%, e ha uma tendéncia ao aumento desta nos paises desenvolvidos com uma
previsdo de 7,7% para 2030, devido a longevidade progressiva das populacfes e as
modificag®es socioculturais decorrentes do desenvolvimento urbano .

A glicemia elevada que caracteriza os pacientes portadores de diabetes
interage com diversas proteinas plasmaticas (por ex., hemoglobina) num processo de
glicacdo, formando os chamados produtos finais da glicacdo avancada (Advanced
Glycation End-products, AGEs) “°. Estes AGEs interagem com receptores multi-
ligantes presentes em diversos tipos celulares, os receptores para produtos finais da
glicacdo avancada (Receptor for Advanced Glycation End-products, RAGE),
induzindo alteracdes no metabolismo celular que, além de influenciar a resposta
imune e vascularizacdo, levam a modificacdes no turnover do coladgeno e de
proteoglicanas da matriz extracelular, afetando tanto o tecido conjuntivo n&o-
mineralizado quanto mineralizado °*®® ", As complicacdes sistémicas relacionadas a
descompensacdo metabdlica apresentam-se como doencas macrovasculares,
microvasculares, neuropaticas e alteracdes da resposta imune/inflamatéria. Todas
estas manifestagdes acabam comprometendo o processo de cicatrizacdo de pacientes

com diabetes, assim como a formag&o e a remodelacéo dssea 2 2.
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As alteracdes relacionadas a formacéo 6ssea podem ser descritas como % *:

 Inibicdo da formacdo da matriz colagena

» AlteracGes na arquitetura 6ssea

* Aumento no periodo de mineralizacdo intramembranosa e endocondral
do tecido osteoide

* Reducdo do turnover 6sseo

» Diminuicdo do numero de osteoblastos e osteoclastos

¢ Alteracdo do metabolismo dsseo

* Reducéo na producéo de osteocalcina

Diabetes afeta negativamente a osseointegracao

O implante dental é uma opg¢do de tratamento na reabilitacdo funcional e
estética de pacientes parcial ou totalmente edéntulos * **, e toda a sua aplicabilidade é
fundamentada pelo principio da osseointegracdo. Estudos demonstram que adultos
com DM apresentam risco 2,8 a 3,4 vezes maior de desenvolver periodontite do que
individuos sem diabetes ® . Considerando a prevaléncia desta patologia * na

3 e a perda dental,

populacdo mundial, a severidade da doenca periodontal
tratamentos reabilitadores sdo realizados com frequéncia nesses pacientes, e a
implantodontia oferece uma importante opcéo de tratamento .

A osseointegracao é definida como o contato direto do tecido 6sseo vivo com
o metal de um implante em funcéo **, observado em microscopia optica. Segundo
Albrektson et al. ° (1981) alguns fatores relacionados ao implante podem ser

controlados para se alcancar a osseointegracdo, como biocompatibilidade do material,

técnica cirdrgica utilizada para instalagdo, desenho, condi¢cdes das cargas aplicadas
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apo6s sua instalacdo e qualidade da superficie utilizada. No entanto, os fatores
relacionados a capacidade de reparo ndo estdo sob o controle do clinico e podem
variar segundo caracteristicas genéticas e fenotipicas de cada individuo, incluindo a
qualidade do tecido dsseo e influéncias de doencas e condicfes sistémicas, como 0
diabetes.

A insercdo de implantes é um procedimento que provoca um trauma cirdrgico
direto no tecido 6sseo, afetando no peridsteo e porcdo medular diversos tipos
celulares incluindo fibroblastos, osteoblastos, células da resposta imune e células
endoteliais. Os mediadores biolégicos produzidos pelas células da regido conduzirdo
0 processo reparativo, e condicOes sistémicas, como o diabetes, que modulem a
funcdo destas células podem afetar a extensdo, velocidade e natureza do reparo. A
osseointegracdo dos implantes requer o recrutamento de células precursoras de
osteoblastos, sua ancoragem, adesdo, espraiamento, proliferacdo, e diferenciacdo em
osteoblastos que produzirdo matriz extracelular calcificada sobre a superficie de

54,80 todos estes eventos celulares sio altamente sensiveis a0 microambiente e

titanio
a mediadores biol6gicos presentes.

Estudos tém demonstrado que algumas condigdes sistémicas como doencas
reumatoldgicas e hormonais (Diabetes mellitus), podem alterar o processo de reparo
6sseo ao redor dos implantes dentais, levando a uma deficiéncia na osseointegragio 2
22, 42, % Assim, a presenca do DM tem sido considerada como uma relativa
contraindicagdo & instalacdo de implantes # %, havendo ainda controvérsias nos
estudos que avaliaram o efeito do DM e/ou do controle metabodlico no sucesso da
osseointegracao.

Estudos em animais mostram que o DM pode interferir negativamente no

reparo 6sseo ao redor de implantes, devido a ocorréncia de formacdo 6ssea reduzida e
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lenta, menor contato osso/implante e 0sso neoformado imaturo e menos organizado **
*2_ por outro lado, Nevins et al. *® (1998) n&o verificaram falha nos implantes e/ou
infeccdo durante o experimento, constatando o estabelecimento da osseointegracéo
mesmo na presenca do DM. Os resultados de McCracken et al. ¥ em 2000 e
McCracken et al. ** em 2006 revelaram maior volume 6sseo ao redor de implantes em
ratos com diabetes descompensado quando comparados aos ratos com diabetes
controlado e aos animais sem diabetes, porém, verificaram que o osso formado era
menos organizado. Entretanto, em nenhum destes estudos o tipo de superficie do
implante foi alvo de discussdo dos autores, sendo que estudos em animais com DM
que utilizaram implantes de superficie maquinada mostraram menor retencao
mecanica e reparacdo 6ssea deficiente ** 2.

Por outro lado, alguns estudos clinicos relatam taxas de sucesso moderadas a
excelentes para implantes inseridos em pacientes portadores de diabetes compensado
3.7.21.28.50 o) ngo °. Deve-se ressaltar que alguns desses estudos foram realizados em
pacientes que receberam implantes entre os forames mentonianos, considerada uma

4rea de melhor qualidade 6ssea " *°, enquanto outros avaliaram os implantes apenas

no periodo inicial de reparacdo, previamente & instalacéo da protese .

Implantes dentais com superficies tratadas com fluoretos como alternativa para
favorecimento do reparo 6sseo

Nos Gltimos anos a busca por um aumento na integracdo osso-implante e
formacdo Gssea mais rapida tem voltado a atencdo para modificacdes nas superficies
dos implantes. A diminuicdo do tempo de osseointegracdo poderia favorecer o
adiantamento da fase protética e até, a utilizacdo de técnicas mais modernas como a

carga imediata. Alteragdes na superficie favorecem a reparacdo acelerando a
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formacdo 6ssea *°, aumentando o contato osso-implante ® e influenciando eventos
celulares, como adesdo, migracdo, diferenciacdo e expressdo génica de células em
contato com o implante e nas suas proximidades ** 3 .

Portanto, modificacbes na superficie do titanio podem favorecer a
osseointegracdo, e a adicdo de ions fluoreto é um dos métodos usados para tal. Esta
técnica é Util para a producdo de camadas superficiais mais reativas, as quais sao
integradas ao substrato. A adicdo de fluoretos a superficie aumenta a
biocompatibilidade *, favorece a formacdo dssea durante os periodos iniciais de

10, 69

cicatrizacdo ', estimula a proliferacdo de osteoblastos e aumenta a afinidade da

camada de di6xido de titanio aos fons calcio e fosfato *, que consequentemente
favorece o processo de deposicéo e formagao 6ssea 2> %0 .

Estas caracteristicas da superficie modificada com fluoretos, além de otimizar
0 procedimento, poderiam permitir a colocacdo dos implantes em fungdo mais

precocemente e ampliar a gama de aplicagdes possiveis com osso alveolar de

densidade inferior ou em situacdes de reparo deficiente, como no caso do DM.
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2 PROPOSICAO
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2 PROPOSICAO

Avaliar por meio de teste biomecénico (torque de remocao) e histométrico, a
influéncia de uma superficie modificada por fluoretos na osseointegracéo de

implantes dentais em ratos diabéticos.
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3 CAPITULO 1

* Artigo serd submetido a publicagdo no periodico Minerva Stomatol égica
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Resumo

O objetivo desse estudo foi avaliar, por meio de revisdo sistematica da literatura, a
influéncia de diferentes superficies de implante sobre a osseointegracdo no diabetes.
Foi executada uma busca na base de dados Pubmed, utilizando a combinacdo das
seguintes palavras-chave “Implants surface” OR *“Dental Implants” AND “Diabetes”
OR “Hiperglycemia”. Foram selecionados artigos publicados em inglés, no periodo
de Janeiro de 1960 a Maio de 2013. Todos os modelos experimentais foram
considerados nessa busca, porém relatos de casos clinicos e estudos in vitro foram
excluidos da revisdo. Foram encontrados 175 artigos e, ap0s a leitura dos titulos e
abstracts, foram selecionados 37 artigos para leitura na integra. Finalmente, 3 artigos
foram selecionados para serem descritos e discutidos nessa revisdo. Devido a grande
heterogeneidade metodoldgica dos estudos selecionados nao foi possivel a realizacdo
de uma metanalise dos dados. Foi concluido que, apesar da plausibilidade biol6gica
da modificacdo da superficie de implantes com o objetivo de melhorar a
ossointegracdao em individuos com DM, ainda existem poucas evidéncias quanto aos

beneficios dessas modificacoes.

Palavras chaves: Diabetes mellitus, Implantes dentarios, Osseointegracao.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate, through a systematic review, the effect of
different implant surfaces modification on the osseointegration in diabetic subjects. A
search was performed in Pubmed database, using a combination of the following
keywords "Implants surface” OR "Dental Implants® AND "Diabetes" OR
"Hiperglycemia”. Papers published in english between January 1960 until May 2013
were selected. All experimental models have been considered in this search, but case
reports and in vitro studies were excluded of this review. The initial search identified
175 articles. After reading the titles and abstracts 37 articles were selected for full
reading. Finally, 3 papers were selected after the elavuation of the entire paper and it
were discussed in this review. Due to methodological heterogeneity of the selected
studies it was not possible to perform a meta-analysis of the data. It can be concluded
that although the benefits of surface modifications present in individuals with diabetes
have a biological plausibility, there is a lack of evidence for the benefits of these

modifications.

Key Words: Dental implants, Diabetes mellitus, Osseointegration



28

Introducéo

A implantodontia é uma opcdo de tratamento na reabilitacdo funcional e estética de
pacientes parcial ou totalmente edéntulos (1) e toda a sua aplicabilidade ¢é
fundamentada pelo principio da osseointegracdo (2, 3). Segundo Albrektson et al.
(1981) (4) alguns fatores relacionados ao implante séo determinantes para se alcangar
a osseointegracdo, como biocompatibilidade do material, técnica cirdrgica, desenho
do implante, condi¢bes das cargas aplicadas apds sua instalacdo, qualidade da
superficie utilizada e sitio de instalacdo. Dentre esses fatores, as condigdes do sitio
cirtrgico nao estdo sob o controle do clinico, pois variam de acordo com as condi¢des
sistémicas do paciente (5).

A insercdo de implantes é um procedimento que provoca um trauma cirdrgico
direto no tecido 6sseo afetando diversos tipos celulares, presentes no peridsteo e na
porcdo medular, tais como fibroblastos, osteoblastos, células da resposta imune e
células endoteliais, sendo que os mediadores bioldgicos produzidos por estas células
conduzirdo o processo de osseointegracdo (6). Esse fendmeno requer o recrutamento
de células precursoras de osteoblastos, assim como sua ancoragem, adesao,
espraiamento, proliferacdo, e diferenciacdo em osteoblastos, os quais produzirdo
matriz extracelular calcificada sobre a superficie de titanio (6, 7). Entretanto todos
estes eventos celulares sdo altamente sensiveis ao microambiente e ao tipo e
concentracdo dos mediadores bioldgicos presentes.

Condicgoes sisttmicas como o Diabetes mellitus podem alterar o processo de
reparo 0sseo ao redor dos implantes dentais, levando a uma deficiéncia na
osseointegracdo (8). Estudos (9) mostram alguns mecanismos de influéncia do

diabetes sobre o tecido dsseo, tais como: inibicdo da formacdo da matriz de colageno;
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alteracbes na arquitetura 6ssea; aumento no periodo de mineralizacdo
intramembranosa e endocondral; reducdo do turnover dsseo; diminuicdo do nimero
de osteoblastos e osteoclastos; alteracdo do metabolismo ésseo e reducdo na producéao
de osteocalcina.

Assim, a presenca do DM tem sido considerada por alguns autores como uma
relativa contraindicacdo a instalacdo de implantes (5, 10, 11), havendo entretanto
controvérsias nos estudos quanto ao efeito do DM e/ou do controle metabolico no
sucesso da osseointegracdo. Dessa forma, a utilizacdo de modificacGes na superficie
dos implantes, que tem demonstrado acelerar o processo de cicatrizacdo em animais
saudaveis (12, 13), tem sido uma proposta para melhorar a osseointegracdo em
individuos com desordens metabdlicas que prejudicam o reparo 6sseo (14). O
objetivo dessa revisdo sistematica da literatura é discutir os estudos clinicos e pré-
clinicos que avaliaram a aplicacdo de diferentes superficies de implantes em
diabéticos.

Material e métodos

Para essa revisdo foi realizada uma busca de estudos clinicos e pré-clinicos que
avaliaram a aplicagdo de implantes com diferentes superficies. Foi executada uma
busca na base de dados Pubmed, utilizando a combinacdo das seguintes palavras-
chave “Implants surface” OR “Dental Implants” AND “Diabetes” OR
“Hiperglycemia”. Foram selecionados artigos publicados em inglés, no periodo de
Janeiro de 1960 a Maio de 2013. Todos os modelos experimentais foram considerados
nessa busca, porém relatos de casos clinicos e estudos in vitro foram excluidos da
revisdo. A selecdo dos artigos, a leitura dos abstracts, e 0 consenso sobre os artigos

que seriam incluidos foram realizados por trés autores (LAF, GJO e TLDB).
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Resultados

Resultados da busca

Ao fazer permutagdes com as palavras chave utilizadas para busca dos artigos nesse
estudo foram encontrados: “Implant Surface” AND *“Diabetes”=35, “Dental Implants”
AND *“Diabetes”= 146, “Implant Suface” AND “Hiperglycemia”=5 e “Dental
Implants” AND “Hiperglycemia”= 12, totalizando 198 artigos cientificos, sendo que
23 destes eram duplicatas. Apds a exclusdo das duplicatas, leitura dos titulos e
abstracts, foram selecionados 37 artigos para leitura na integra. Apos essa leitura, 3
artigos foram selecionados para serem descritos nessa revisdo. A figura 1 expde um

fluxograma com os detalhes da selecéo dos estudos para essa revisao.

Figura 1- Fluxograma dos estudos selecionados para a reviséo.
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Estudos Excluidos

Dos 37 estudos que foram avaliados na integra, 34 foram excluidos por diferentes
motivos, sendo que alguns deles se agrupavam em mais de uma justificativa porém
apenas a mais relevante foi considerada. Segue abaixo a justificativa da exclusédo

desses artigos:

- lyama et al., 1997 (15); Takeshita et al., 1997 (16); Nevins et al., 1998 (17); Balshi
& Wolfinger, 1999 (18); Fiorellini et al., 1999 (19); Fiorellini et al., 2000 (11); Morris
et al., 2000 (20); Abdulwassie & Dhanrajani, 2002 (21); Margonar et al., 2003 (22);
Peled et al., 2003 (23); Siqueira et al., 2003 (24); Ottoni & Chopard, 2004 (25); Kwon
et al., 2005 (26); McCracken et al., 2006 (27); Shyng et al., 2006 (28); Dowell et al.,
2007 (8); Alsaadi et al., 2008 (10); Bugea et al., 2008 (29); Casap et al., 2008 (30);
de Moraes et al., 2009 (31); Oates et al., 2009 (5); Turkyilmaz, 2010 (32); Wang et
al., 2010a (33); Colombo et al., 2011 (7); Guimardes et al., 2011 (34); Kuchler et al.,
2011 (35); von Wilmowsky et al., 2011 (36); Inbarajan et al., 2012 (37); Molon et al.,

2012 (38) - Utilizaram apenas um tipo de superficie de implante

- Wang et al., 2010b (39); Han et al., 2012 (40); Zou et al., 2012 (41)- Utilizaram
fatores de crescimento ou hormonios que ndo estavam agregados as superficies dos

implantes

-Farzad et al., 2002 (42); Tawil et al., 2008 (43)- Nao apresentaram informagdes sobre

os implantes utilizados.

Revisao dos artigos incluidos

Dos estudos selecionados, 2 deles foram realizados em humanos (3, 44) e apenas 1

em modelo animal (14). Dentro dos estudos em humanos, ambos tiveram essa
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avaliacdo em modelo prospectivo (3, 44). No estudo de Olson et al (2000) (44), a
variavel dependente foi a analise de sobrevivéncia dos implantes ap6s 5 anos de
acompanhamento, enquanto no estudo de Khandelwal et al (2013) (3), a variavel
dependente foi a andlise da estabilidade do implante ap6s um periodo de
acompanhamento de 16 semanas. Por outro lado, no estudo em animal as variaveis
dependentes foram o contato osso/implante (COIl) e a densidade 6ssea (DO), ambas

avaliadas por histometria (14).

Com relacdo ao tipo de diabetes avaliado, ambos os estudos em humanos
avaliaram portadores de diabetes tipo 2 (3, 44). O Unico estudo em animais aqui
incluido empregou um modelo de inducdo que reproduz o DM tipo 1 (14). Com
relagdo as superficies de implantes que foram avaliadas, em dois estudos houve a
comparacao direta de superficies SLA e SLActive (3, 14) e em um estudo houve a
comparacao das superficies usinadas e liga de Ti-6Al-4V; superficie usinada com
titnio comercialmente puro e com superficie modificada por plasma de spray de
tithnio (44). Devido & alta variabilidade metodoldgica entre os estudos, ndo foi
possivel a realizacdo de metanalise dos dados. Segue abaixo uma breve descri¢do dos

estudos que foram selecionados para serem discutidos nessa revis&o.

Olson et al. (2000) (44) realizaram um estudo multidisciplinar prospectivo no
qual foi avaliada a sobrevivéncia de implantes de dois estagios, instalados na regido
de sinfise mandibular em pacientes com DM tipo 2, ap6s 5 anos de acompanhamento.
Foram avaliados 178 implantes em 89 pacientes do sexo masculino, com idade entre
40 a 78 anos, edéntulos totais, que apresentavam DM tipo 2 compensado. Apos a
instalacdo das préteses do tipo overdenture, os pacientes foram avaliados nos periodos

de 3, 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42, 48, 54 e 60 meses apds a cirurgia, com relacdo a: 1-
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mobilidade do implante (sim ou néo); 2- periimplantite (sem, suave, moderada e
severa); 3-profundidade de bolsa; 4-presenca de placa, célculo e 5-nivel marginal.
Esses parametros foram correlacionados a variaveis inerentes ao hospedeiro (controle
glicémico durante o periodo de avaliacdo) e ao implante (comprimento do implante,
tipo de superficie). Foi verificado que, de 178 implantes, apenas 16 foram perdidos
(taxa de sobrevivéncia de 91%), sendo que a taxa de perda para os diferentes sistemas
de implantes foram 8 de 72 (11.1%) para implantes com superficie usinada e liga de
Ti-6Al-4V; 4 de 42 (9,5%) para superficies usinadas de titdnio comercialmente puro e
4 de 64 (6.3%) para implantes com superficie modificada por plasma spray de titanio.
Os resultados demonstraram que o tipo de superficie ndo influenciou na taxa de

sobrevivéncia de implantes instalados em pacientes com DM tipo 2.

Khandelwal et al. (2011) (3) compararam, por meio de analise de frequéncia
de ressonancia (RFA), a estabilidade de implantes osseointegrados com superficies
SLA e SLActive em individuos com diabetes tipo 2 descompensado. 48 implantes
foram instalados em 24 pacientes com DM tipo 2 descompensado, sendo que cada
paciente recebeu dois implantes, sendo um com superficie SLA e outro com
superficie SLActive, contralaterais na regido posterior de mandibula. A RFA foi
avaliada nos periodos baseline e 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12 e 16 semanas apés a cirurgia.
Apesar de ndo terem sido encontradas diferencas estatisticamente significantes entre
as 2 superficies quanto a estabilidade, os autores destacaram que 47 dos 48 implantes
apresentaram sucesso no que concerne a osseointegragdo, o que demonstra alta taxa
de sucesso para ambas as superficies avaliadas em pacientes com DM tipo 2

descompensado.
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Schlegel et al. (2011) (14) avaliaram: 1- a formacdo éssea periimplantar em
animais diabéticos comparados aos saudaveis; e 2- as diferencas entre as superficies
SLA e SLActive quanto a osseointegracdo nesse modelo animal. 16 mini-pigs foram
utilizados nesse estudo, sendo 4 animais saudaveis (controle) e 12 animais diabéticos.
Apo6s 15 meses da inducdo do diabetes nos animais, 6 implantes foram instalados na
calota de cada animal sendo 3 de superficie SLA e 3 SLActive, resultando em um
total de 96 implantes instalados. Os animais foram sacrificados apds 30 (2 controles e
6 diabéticos) e 90 dias (2 controles e 6 diabéticos) da instalagdo dos implantes. Os
espécimes foram analisados histometricamente, quanto ao contato osso/implante
(COI) e a densidade dssea (DO), e quanto a expressdo das proteinas osteocalcina e
colageno tipo I, por imunoistoquimica. Em relacdo ao contato osso/implante, ndo
foram verificadas diferencas estatisticamente significantes entre as superficies para os
animais controle, porém, em animais diabéticos a superficie SLActive demonstrou
resultados superiores em relacdo a superficie SLA. Comparando-se animais controle e
diabéticos, foi verificado que o COIl foi sempre menor para os diabéticos,
independente do tipo de superficie avaliada. Quanto a DO, esta foi maior para as
superficies SLActive aos 30 e 90 dias, tanto para animais saudaveis quanto para
diabéticos. Além disso, a expressdo de colageno tipo I foi maior para superficies SLA
em comparacdo a superficie SLActive, em animais diabéticos. Os resultados indicam
o efeito negativo do Diabetes mellitus ndo tratado sobre a osseointegracao precoce de
implantes dentarios. Entretanto, pelo fato da superficie SLActive ter provocado uma
aceleracdo no processo de osseointegracdo, sugere-se que modificacdes na superficie
do implante podem melhorar o prognéstico desse tipo de tratamento em pacientes

com diabetes.
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Discussao

O efeito do DM sobre a osseointegracdo ainda é pouco entendido, uma vez que
existe divergéncia na literatura quanto a contraindicacdo real ou relativa para a
instalacdo de implantes osseointegrados em portadores de diabetes (3, 11, 32, 36, 38,
44). Apesar de ndo existirem parametros consistentes sobre o grau de osseointegracdo
necessario para se obter sucesso clinico, a pesquisa de novas superficies de implantes
tem sido executada com o intuito de aumentar e/ou acelerar o contato osso/implante
(12), sendo que esses beneficios poderiam ser mais claros para pacientes com

condicBes ou doencas que alteram o metabolismo 6sseo (14).

Existe uma grande gama de pesquisas que avaliaram o efeito do DM sobre a
osseointegracdo, porém foi verificado na presente revisdo que apenas 3 delas
avaliaram o efeito de diferentes superficies sobre a osseointegracao no diabetes (3, 14,
44). Além disso, hd uma grande heterogeneidade metodoldgica entre esses estudos, o
que ndo permitiu uma metandlise dos dados. Essas variacbes metodoldgicas sao
provavelmente responsaveis pelas diferentes conclusdes encontradas nos estudos

incluidos nessa reviséo.

Em dois estudos foi verificada a auséncia de diferenca entre as superficies de
implantes (3, 44). Apenas um estudo demonstrou a superioridade de uma superficie
especifica SLActive em relacdo a outra SLA (14). Vérios fatores podem ser descritos

como responsaveis por essa diferenca nos resultados encontrados.

Um primeiro fator que pode justificar tais diferencas é o tipo de modelo
utilizado. Outro importante fator de influéncia é o tipo de analise empregada. O

estudo que detectou diferencas entre as superficies foi realizado em mini-pigs e o grau
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de osseointegracdo foi analisado histometricamente (14). As analises histométricas
sdo capazes de identificar pequenas diferencas entre 0s grupos que podem n&o
consistir em uma diferenca clinica significativa, e isso pode justificar a superioridade
encontrada na superficie SLActive para os parametros BIC e DO (14). O estudo de
Khandelwal et al (2011) (3), embora tenha comparado as mesmas superficies, ndo
encontrou diferenca nos resultados. Entretanto, deve-se chamar a atencdo para as
diferengas quanto ao modelo (animal x humano), a forma de avaliacdo (histometria x
RFA), ao sitio de instalacdo dos implantes (calota x mandibula) e ao tempo de

avaliacdo pds-instalacdo dos implantes.

Um ponto importante também a ser discutido é quanto ao grau de controle
metabolico. Estudos em animais sdo mais eficazes no controle da padronizacdo dos
niveis glicémicos. Tém sido verificado que o nivel de controle metabdlico de
pacientes com DM durante estudos que avaliaram osseointegracdo tem altas taxas de
variacdo em boa parte da amostra (8), sendo que um individuo que no inicio do estudo
apresentava bom controle glicémico poderd apresentar uma descompensacao no
decorrer do estudo, o que pode reduzir a possibilidade de se encontrar diferencas

estatisticamente significantes entre as diferentes superficies avaliadas (44).

O tipo de DM apresentado também € fator importante no resultado final da
osseointegracdo, sendo que os diferentes tipos de DM estudados nos artigos incluidos
na revisdo também foi um fator que impossibilitou a comparacao direta dos estudos.
Os estudos clinicos avaliaram pacientes com DM tipo 2 (3, 44) enquanto que o estudo
em modelo animal incluido na presente revisdo fez uso de um farmaco
(streptozotocina), que é tdxico as células B-pancredticas, o que representa um modelo

de inducéo de DM tipo 1 (14).
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Outra fonte de heterogeneidade foram os diferentes tipos de superficies
avaliadas nos estudos. Dois dos estudos selecionados utilizaram 0s mesmos tipos de
superficie (3, 14) enquanto que o outro avaliou implantes com superficie usinada e
liga de Ti-6Al-4V, superficie usinada com titdnio comercialmente puro e modificada
por plasma spray de titanio (44). Como citado anteriormente, mesmo os dois estudos
que avaliaram superficies iguais apresentaram diferencas no modelo de estudo, tipo
de analise, tempo de acompanhamento e a presenca de um grupo controle (3, 14). A
superficie usinada, que normalmente é usada como referéncia de comparacdo em
estudos que avaliam o efeito de modificacdes de superficies, foi utilizada somente em
um estudo (44). Dessa forma, as grandes variagfes impossibilitaram a comparacao

direta dos resultados.

Outros fatores que dificultaram a comparacdo dos dados dos estudos clinicos
foram a auséncia de grupo controle sem DM, a auséncia de aleatorizacdo quanto ao
tipo de implante a ser inserido, os diferentes métodos de anélise (RFA x Analise de
sobrevivéncia) e os diferentes periodos de acompanhamento (16 semanas x 5 anos) (3,
44). Apesar de ambos os estudos relatarem auséncia de diferenca entre as superficies
empregadas, entende-se que a avaliacdo do impacto das modificacfes de superficie na
auséncia de um grupo sem DM ou da comparacédo da superficie modificada com uma
superficie usinada, pode levar a conclusdes precipitadas. A importancia dessas
comparacGes pode ser confirmada pelos resultados de estudos clinicos que avaliaram
apenas uma superficie de implante em individuos diabéticos, com resultados
conflitantes quanto ao sucesso clinico do tratamento para esses pacientes. Como
exemplo, temos estudos com pacientes diabéticos que empregaram apenas implantes

com superficie usinada e demonstraram pior taxa de sobrevivéncia desses implantes
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(11, 20), enquanto estudos onde foi utilizada apenas a superficie do implante

modificada demonstraram melhores taxas (8, 32, 37).

Concluséao

Pode-se concluir que apesar dos beneficios das modificacGes de superficie em
individuos com DM apresentar plausibilidade bioldgica, ainda existem poucas
evidéncias dos beneficios dessas modificacBes, necessitando portanto de estudos

comparativos.
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Fluoride-treated implant surfaces enhancing removal torque values in diabetic

rats: a biomechanical study

Abstract

Objectives: To evaluate, biomechanically, fluoride-treated implant surfaces in rats
with uncontrolled diabetes, testing the hypothesis that the beneficial effect of these

surfaces would trespass an impaired bone formation.

Materials and Methods: Ninety Wistar rats, divided into three experimental groups
(control - C, rats with uncontrolled diabetes — D, and rats with insulin-controlled
diabetes — CD) were used in this study. One month after diabetes induction, each
animal received two titanium implants in the tibiae (4.0 x 2.2 mm): one had a
machined (M), and the other had a fluoride-treated (F) surface. Implants’ removal
torque value (RTV) was assessed after 2, 4 and 6 weeks, and a comparison among the
groups, periods and implant surfaces was carried out. Results: For M implants, RTV
for D group were lower (p<0.05) than those achieved in C group, but similar to CD
group, 4 and 6 weeks after implant placement. For F implants, D group presented the
lower values (p<0.05) when compared to the other two groups. When tested surfaces
were compared in the same period of evaluation, F performed better than M

(p<0.0001), for all evaluated groups.

Conclusions: Fluoride-treated surfaces lead to higher RTV than machined implants,
in all periods of evaluation and for all evaluated groups. The RTV achieved in
animals with uncontrolled diabetes indicate that the benefits of this type of surface
might lead to a better biomechanical performance for the implants installed in cases of

possible impaired bone formation and remodeling.
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Introduction

According to the American Diabetes Association (1), Diabetes mellitus * is one of
the most relevant public-health problems of the last decade, regarding the number of
affected people, the chronicle problems caused in those people, and the costs related
to both the control of the disease itself and its related systemic complications. The
mechanisms of bone formation and remodeling are markedly compromised in diabetic
patients (2), including those responsible for the osseointegration of dental implants
(3), such as the impaired synthesis collagenic connective tissue (4). Literature has
shown that DM, when not controlled, negatively affects the osseointegration of

implants in both animal (5, 6) and human (7) study models.

Diabetic patients with good glycemic control can be treated as healthy
subjects, and will present high implant-success rates (5, 7, 8). But in many cases a
constant and rigid glycemic control is difficult to achieve, and alterations in the
glucose levels following the period in which the osseointegration of implants will take
place might lead to fails (9). In these cases, using implants with better osteoinductive
properties can be a viable solution. The manipulation of implants’ surfaces in order to
achieve faster and stronger bone-to-implant contact is a feasible approach (10).
Among the techniques used in that aim, fluoride-ions addition is a recent and
promising technic to enhance the biocompatibility (11), stimulate osteoblast
proliferation (12) and enrich bone formation surrounding the implants at early healing
stages (13). Therefore, it is plausible to hypothesize that implants with fluoride-
treated surface would be useful in cases in which bone formation and remodeling are

impaired, as seen in patients with uncontrolled diabetes.
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In this study our objective was to evaluate the effect of using implants with
fluoride-treated surfaces in rats with controlled and uncontrolled diabetes, using
biomechanical evaluation, testing the hypothesis that the beneficial effect of these
surfaces would enhance the biomechanical performance of implants installed in cases

of possible impaired bone formation and remodeling.

Methods and Materials (Apéndice)

The study protocol was approved by the committee of ethics for animal
experimentation of Araraquara Dental School, Univ. Estadual Paulista, Araraquara,
Brazil (protocol n°10/2011). All surgical and laboratorial procedures were performed
in the animal facilities of the Department of Periodontology, Araraquara Dental

School (UNESP — Univ. Estadual Paulista), Araraquara, Sdo Paulo, Brazil.

Animals

Ninety 3 to 4-week old male Wistar rats, weighing 150-200 g were used. The rats
were kept in a room with a 12h light/dark cycle and controlled temperature. They
were fed a standard laboratory rodent diet, and after a two-week acclimatization
period, they were randomly assigned to one of three experimental groups (30 animals
in each group), according to their systemic condition: control group (“C”,
normoglycemic rats), rats with uncontrolled diabetes (“D’), and rats with insulin-

controlled diabetes (“CD”).

Diabetes mellitus induction

Animals from D and CD groups were administered a 50 mg/kg body mass
intraperitoneal injection of Streptozotocin, dissolved in citrate buffer pH 4.5. Animals

from the C groups received saline intraperitoneal injections (14). Twenty-four hours
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following the injections, blood glycemic levels were evaluated to certify diabetes
induction. While glycemic levels lower than 180 mg/dl indicated normality, initial
glycemic levels higher than 300 mg/dl were used to define the diabetic condition (14).
To assure that diabetes induction would mimetize the systemic condition of an
installed disease, a one-month period separated the diabetes induction phase from the
baseline of the study. Considering the characterists of the animals used in the study,
this one-month period would represent almost 3 years for humans (15). Weekly
evaluations on the glycemic levels were done during the study, to assure this

condition.

Insulin treatment

Animals from CD group were administered subcutaneous injections containing 2.5 —
3 U of insulin (Humulin NPH U-100, Lilly, Fegershein, France), twice a day, starting
after the certification of the diabetic condition until the end of the study (16). Animals
from C and D groups were administered subcutaneous injections of sterile saline,
using the same protocol. To guarantee the glycemic condition in each group, animals
with glycemic levels lower than 180 mg/dl were kept in CD group, while glycemic

levels higher than 300 mg/dl were used to keep the animals in D group.

Implant Placement

Implants were installed one month after diabetes induction, and this was considered as
the baseline of the biomechanical study. Animals were anesthetized by an
intramuscular injection of xylazine (4 mg/kg body weight, Francotar, Virbac do
Brasil, Sao Paulo, Brazil) and ketamine (8 mg/kg body weight, Vyrbaxil, Virbac do

Brasil, Sao Paulo, Brazil). After aseptic preparation (cleaning of the surfaces using
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1% Chlorexidine gel), incisions of approximately 3 cm in length were performed
bilaterally at the internal side of the hind-leg, just below the knee. After gentle
dissection, the bone surface of the tibial metaphysis was exposed. Unicortical implant
beds were prepared using a progressive sequence of spiral drills under generous
sterile saline cooling (aproximately 10 - 15° C). Each animal received two implants
(4.0 mm in length and 2.2 mm in diameter, Conexdo Sistemas de Protese Ltda., SP,
Brazil), one in each tibial metaphysis. One of the implants had a conventional
(machined, “M”) surface, while the other was fluoride-treated. According to the
manufacturer, this fluoride-treated (“F”) surface was achieved after an acid attack
(H2SO4 + HCI + HNO3) followed by the implant immersion in a Na*and F~ solution,

which resulted in values of Ra=1,08 +0,16.

In the sequence, the soft tissues were repositioned and sutured to achieve
primary closure (Seda 4.0, Ethicon, Johnson Prod., Sdo José dos Campos, Brasil).
Each animal received an intramuscular injection of 0.1ml/kg penicillin G-benzathine
(Pentabiotico Veterinario Pequeno Porte, Fort Dodges Saude Animal, Campinas,
Brazil) and 0.1 ml/kg Metamizol as analgesic (Dipirona Ibasa 50%, Laboratorio

Ibasa, S&o Paulo, Brazil) postoperatively.

Each group of animals was divided into three subgroups (10 animals in each
group) for euthanasia at 2, 4 or 6 weeks postoperative, in a total of 10 animals / group
/ period of evaluation, providing a sample of 10 implants of each surface for each
group / period of evaluation. Sample size calculation was carried out based in the
results of previous studies using diabetic animals (16), and a sample of 7 samples /

group / period would already provide a 90% statistical power.

Removal torque value (RTV) evaluation
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After 2, 4 and 6 weeks, the implants were surgically exposed under general
anesthesia. A special key was adapted the prosthetic connector of the implant, and
connected to a digital torque meter (TQ-680, Instrutherm, Sdo Paulo, Brazil). An anti-
clockwise movement was performed to break the bone-implant interface. The
maximal torque necessary for manual removing each implant was measured in N cm,

and assigned as the RTV for that implant.

Data Analysis

Data from glycemic levels, body weight and RTV of each group / period of evaluation
were expressed as means and standard deviations. Commercially available software
(GraphPad Prism 5.0 for Windows, GraphPad Software Inc., USA) was utilized for
comparisons between groups and for drawing the graphics. Data was subjected to
normality test analysis (Shapiro-Wilk normality test). For all evaluated parameters,
data were normally distributed, and therefore paired t-test was used for intra-group
comparisons, and ANOVA followed by Tukey post-test was used for multiple inter-

group comparisons. Statistical significance was set at 5% (p < 0.05).

Results

Systemic data

At the day that the diabetic condition was certificated, animals from all groups
presented statistically similar body weight. At the baseline and after 2, 4 and 6 weeks,
rats from D group showed statistically lower (p<0.0001) body weight when compared
to C and CD rats. Intra-group comparison showed that CD animals kept gaining

weight up to the 6-weeks period of evaluation. In D group, after a significant body
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weight increase after 2 weeks, values reached lower levels in week 4 and stabilized

until the end of the experiment. These data are shown in Figure 1.

Regarding the glycemic levels, and proving the correct induction of the diabetic
condition, at the day that the diabetic condition was certificated animals from D and
CD group showed statistically higher values when compared to C-group animals
(p<0.0001). At baseline and also considering the 2-, 4- and 6-weeks periods of
evaluation, the glycemic levels for the D group were always significantly higher
(p<0.0001) than C and CD groups, which were always similar, proving the efficiency
of the insulin therapy for CD group. Intra-group evaluation showed that, in C group
the glycemic levels remained constant during all experiment. In CD group, the
glycemic peak was achieved with the induction of the diabetic condition and was
significantly reduced after the initiation of the insulin treatment. In D group, a
tendency for an increasing glycemic level was seen from baseline to the latest periods
of evaluation, but this was not statistically significant when animals from the 4- and

the 6-weeks period of evaluation were compared. These data are shown in Figure 2.

Removal torque values (RTV)

RTV data are shown in Table 1. Statistic evaluation showed that for M implants, 2
weeks after implant placement, RTV were similar among the groups, but after 4 and 6
weeks the values for C group were higher (p<0.05) than those achieved in CD and D
groups, which were statistically similar. For F implants, the 2-week evaluation period
showed statistically similar values for C and CD groups, and both were higher
(p<0.05) than D group. At the 4- and 6-weeks evaluation period, D group also
presented lower values (p<0.05) when compared to the other groups. When tested

surfaces were compared in the same period of evaluation, F always performed better
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than M (p<0.0001), for all groups. Intragroup comparison showed that, except for the
CD group when comparing 2 and 4 weeks, removal torque values upraised through

time (from 2 to 4 and from 4 to 6 weeks, p<0.01).

Considering the last period of evaluation (6 weeks), it is important to notice
that RTV achieved for F implants in D group are also statistically higher (p<0.01, t-

test) than those achieved by M implants in C or CD groups.
Discussion

In our study, the hypothesis that fluoride-treated surfaces would enhance bone
formation around titanium implants in diabetic animals was accepted, based on the
fact that fluoride-treated surfaces lead to higher RTV than machined implants, in all

periods of evaluation and for all evaluated groups.

The elevated glycemic level associated with Diabetes mellitus interacts with
several plasmatic proteins, originating the advanced glycation end-products (AGEs),
which will therefore interact with the receptors for advanced glycation end-products
(RAGEsS), present in an extensive hall of cell populations, and inducing alterations in
cellular metabolism (17). These cell disturbances may be regarded as adverse factors

on implant-dentistry.

Animal studies have shown that Diabetes mellitus ** negatively interferes in
bone remodeling around titanium implants, due to the reduced and slower bone
formation related to this systemic condition. According to literature, one of the most
aftected mechanisms is the synthesis of collagenic connective tissue (4). This leads to
a poorly-organized and less-dense bone formed around the implants, and therefore to

a smaller bone-to-implant contact (8, 18). In opposition to that idea, literature also
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shows studies in which DM did not decrease observed osseointegration parameters

(19, 20).

Clinical studies report elevated implant-success rates in well-controlled
diabetic patients (2), suggesting that a strong insulin-control of the systemic
condition would be a manner to put these patients in the hall of “healthy” subjects.
Although controlling the glycemic level of patients would be the ideal situation, an
effective and long-lasting glycemic control is difficult to achieve, and therefore in

these cases higher implant failures rates could exist (9).

A plausible attempt to avoid that the impaired bone healing following
glycemic level alterations would lead to a poor biomechanical environment around
installed implants would be the use of modified titanium surfaces. There are some
studies in literature which showed that some modified titanium surfaces can enhance
the osseointegration of implants even without control of the diabetic condition (21,
22). Modified surfaces can accelerate the bone remodeling process (3), enhancing
bone-to-implant contact (10), and positively influencing several cellular mechanisms,
such as adhesion, migration, differentiation and protein expression (such as collagen)
in the cells directly in contact with the titanium surface (23, 24). Among the
suggested techniques for titanium surface modification, the addition of fluoride-ions
is known to enhance osteoblast proliferation (12) and enrich bone formation

surrounding the implants at early healing stages (13).

Until the present moment, this is the first study in literature in which implants
with fluoride-treated surfaces were used in animals with established diabetes. In this
study, Streptozotocin injections were used to induce the diabetic state in the rats.

Streptozotocin is a toxic glucose analogue which accumulates in pancreatic beta cells,
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and is splitted into glucose and methylnitrosourea moiety. Methylnitrosourea moiety
modifies biological macromolecules, fragments DNA and destroys the beta cells,

causing a state of insulin-dependent diabetes (25).

In the present paper, by using a biomechanical evaluation (based on RTVs) of
fluoride-treated implant surfaces in rats with controlled and uncontrolled diabetes, we
tested the possible beneficial effects of these surfaces when in the presence of the
challenges of an impaired bone formation and remodeling. The removal torque of an
implant is directly correlated to the amount of histological bone-to-implant contact
(“osseointegration”), being influenced by both the quality and the quantity of bone
surrounding the implant (26, 27). The results assessed by this method of evaluation
are highly accepted in literature, as an indicator of osseointegration (28). RTV will

increase through time reflecting progressive bone remodeling (27).

Our results showed that, for M implants, RTV for D group were lower
(p<0.05) than those achieved in C group, but similar to CD group, 4 and 6 weeks after
implant placement, suggesting that diabetes can affect bone remodelling even in
controlled animals. When fluoride-treated implants were used, D group also presented
the lower values when compared to the other two groups, which were statistically
similar, both in 4 and 6 weeks after implant placement. A previous study has shown
that the impairment in bone repair/remodeling around titanium implants might be
primarily linked to continuing insulin deficiency, rather than to secondary
hyperglycemia occurring in the diabetic rats (29). In any case, independently if the
pitfall in bone turnover is due to hyperglycemia or insulin deficiency, it is suggested

that the adequate insulin-treatment would bring the bone healing back to
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physiologically normal values (8), although in our study this was seen only for F-

treated implants.

When tested surfaces were compared in the same period of evaluation, F
always performed better than M, for all groups. This might be related to the fact that
ion modification of the topographically enhanced titanium surface can affect bone
formation by modulating cell activities at relatively early stages in wound healing at
the implant surface. Fluoride increases alkaline phosphatase activity and increases
collagen synthesis, leading to a better biomechanical scenario for F-treated implants
(30). Recent findings in literature suggest that fluoride would enhance bone formation
through the modulation of tissue responses after implantation, determining the success
of the healing process (31). In addition, genes such as the Distal-less homeobox-2 and
Tuftelin-1, were reported as being more expressed in human osteoblasts in response
to fluoride treatment (31). The same study have shown other genes that would be
stimulated by both fluoride and titanium surface roughness, such as Collagen type |
and parathyroid hormone-like hormone, especially in the initial days following
implantation. Genes like Collagen type | are among the most assessed markers of
osteoblast activity, being classified as an early responsive gene to both roughness and
fluoride treatment (32, 33). According to literature, genes such as Distal-less
homeobox-2 and Tuftelin-1 would also be up-regulated in the presence of bone
morphogenic protein-2, and are also believed to directly activate Runx2 and Osterix
genes, directly connected to the bone formation mechanism (34). Parathyroid
hormone-like hormone gene is a modulator of bone remodeling, and a stimulator of
bone formation, promoting osteoblast differentiation and survival (35). These

mechanisms, acting in conjunct, could be related to the results found in our study.
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Based in our results, it is still unknown if after longer healing periods (such as 8 or 10
weeks), RTV would equalize in all groups. Further periods of evaluation were not
used in the present study due to the progressive impairment caused by the DM
condition, leading to high morbidity levels among animals after the 6-weeks period of

evaluation.

For the majority of groups and both tested surfaces, RTV upraised through
time. Interestingly, the effect of F surfaces was beneficial to the point that, in the
latest period of evaluation (6 weeks), RTV in D group, although inferior to the other
groups, were statistically higher than those achieved by M implants in C and CD

groups.

The present results might indicate fluoride-treated surfaces as a useful implant
surface for patients with higher susceptibility to bone remodelation derangements
such as diabetic ones. However, it is important to emphasize that the used implants
were not exposed to the intra-oral medium and therefore can not be directly
extrapolated to dental implants. Further studies are also needed in order to better

understand the mechanisms behind these results.

In conclusion, in our animal model, fluoride-treated surfaces lead to higher
RTV, in all periods of evaluation and for all groups, than regular (machined) surfaces.
The higher RTV values found even in diabetic animals indicate that the benefits of
this type of surface in enhancing the biomechanical performance of implants, might

be useful for conditions associated with impaired bone formation and remodeling.
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Table 1: Removal torque values, expressed in means and standard deviations,

according to group (C — control, CD — controlled diabetic, D — diabetic), period of

evaluation and implant surface (M — machined, F — fluoride treated)

2 weeks 4 weeks 6 weeks

M F* M F* M F*
C  153+0.73 |3.71+055° 2.86+0.71*" |7.74+2.06*°  3.79+0.78*° | 11.78+1.87°
CD 1.46+0.56 |3.80+1.6°  1.73+0.68 471+1.29°  2.87+0.94 9.64+2.69°
D 1.06+0.33 |2.49+0.81  1.62+0.51 3.710.77 2.26+0.46 5.24+1.06

*Different from the M surface, in all groups (p<0.0001, paired t-test); ®Different from the
Diabetic group, in the same period of evaluation and considering the same surface (p<0.05,
ANOVA followed by Tukey test); "Different from the Controlled-diabetic group, in the same
period of evaluation and considering the same surface (p<0.05, ANOVA followed by Tukey

test).
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Figures and figure legends

Figure 1: Means (bars) and standard deviations (error bars) for animals’ body mass (g).

(*) p<0.05; (***) p<0.0001.
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Figure 2: Means (bars) and standard deviations (error bars) for animals’ glycemic levels

(mg\dl). (***) p<0.0001.
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Resumo

Objetivo: Avaliar, por meio de histometria, o efeito de uma superficie de implante
modificada por fluoretos sobre a osseointegracdo em ratos diabéticos. Material e
Métodos: 90 ratos Wistar foram divididos em 3 grupos experimentais (grupo controle-
C, ratos saudaveis; grupo DC-animais com diabetes controlado por insulina; grupo D-
animais com diabetes descompensado. Apés um més da inducdo do diabetes, cada
animal recebeu 2 implantes na tibia (4.0 x2.2mm): um com superficie maquinada (M) e
outro com superficie modificada com fluoreto (F). O contato osso-implante (BIC) e o
percentual de preenchimento 0sseo entre as roscas (BAFO) foram avaliados apés 2, 4 e 6
semanas. O teste t-ndo pareado foi utilizado para comparagédo intra-grupos e o teste
Anova complementado por teste de Tukey foi utilizado para comparagdes entre 0s
grupos. O nivel de significancia foi definido em 5% (p<0.05). Resultados: Nao houve
diferenca estatisticamente significante entre os grupos quando o BIC foi analisado,
independente da superficie utilizada. Quando o BAFO foi analisado, observou-se
diferenca estatistica (p<0.05) em 4 semanas para os grupos C e DC em comparacgdo ao
grupo D, apenas para superficie M. Na analise intra-grupos, a superficie F apresentou
tendéncia a maiores valores de BAFO para os 3 periodos de avaliacdo no grupo D, em
comparacgdo a superficie M. ConclusBes: O diabetes mellitus afetou negativamente a
osseointegracdo, entretanto a aplicacdo de insulina foi capaz de reverter esse efeito. A
superficie F foi capaz de reverter de forma sutil o efeito negativo do diabetes

descompensado sobre o percentual de preenchimento 6sseo entre as roscas.

Introducgéo

Implantes dentais sdo uma forma efetiva de reposicdo de dentes perdidos e

ancoragem de proteses. Essa modalidade de reabilitacdo € altamente previsivel em
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pacientes saudaveis, com taxas de sucesso de 95.9 a 97.9% relatada apds 10 anos (1-4),
fundamentada pelo conceito de osseointegracdo. A osseointegracdo é definida como o
contato direto do tecido 6sseo vivo com o metal de um implante em funcéo, observado

em microscopia optica (5).

Biocompatibilidade do material, técnica cirtrgica utilizada para instalacao,
desenho do implante, condi¢des das cargas aplicadas e qualidade da superficie utilizada
sdo alguns fatores, relacionados ao implante, que podem ser controlados para se alcancar
a osseointegracao (6). No entanto, fatores relacionados a capacidade reparativa nao estao
sob controle do clinico e podem variar segundo caracteristicas genéticas e fenotipicas do
individuo, incluindo a qualidade do tecido 6sseo, e devido a influéncia de doencas e

condiges sistémicas, como o diabetes.

O Diabetes mellitus é definido como um grupo de doencas metabdlicas
caracterizadas pela hiperglicemia resultante da deficiéncia na secrecdo da insulina,
resisténcia a acdo do horménio ou ambos (7). O DM é considerado um fator de risco
para a periodontite, com maior progressdo da doenca periodontal e maior taxa de perda
dentéria (8). Este fato tem resultado na busca crescente pela reabilitagdo com implantes
dentais. Entretanto, alguns autores relatam maior perda de implantes dentais nesses

pacientes (9, 10).

Mecanismos de formacdo e remodelacdo 6ssea podem estar comprometidos em
pacientes com diabetes, levando a pobre cicatrizacdo e regeneragdo apo6s injdria (11);
sintese prejudicada de colageno (12); diminuicdo na expressdo de fatores de transcricao

que regulam a diferenciacdo de osteoblastos (13) e reducdo do turnover 6sseo (14).

Por outro lado, varios autores relatam que modificacbes na superficie do

implante podem favorecer a osseointegracdo, acelerando a formacdo Ossea (15),
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aumentando o contato osso/implante (16) e influenciando eventos celulares, como
adesdo, migracdo, diferenciacdo e expressdo génica de células em contato e nas
proximidades com o implante (17-19). Dentre os diversos tipos de modificacdes
existentes, a adicdo de ions fluoreto tem demonstrado resultados promissores, tais como
aumento da biocompatibilidade (20), maior formacdo Gssea nos estagios iniciais de

cicatrizacao (21) e maior proliferacdo de osteoblastos (22, 23).

Sendo assim, modificagdes na superficie do implante poderiam compensar a
deficiéncia no processo de reparacao e neoformacdo 6ssea, como verificado no diabetes,
e melhorar a taxa de sucesso de implantes para portadores desta desordem metabdlica.
Porém, ndo foi encontrado na literatura nenhum estudo que avaliasse a efetividade de

uma superficie tratada com fluoretos em animais com diabetes.

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar se uma superficie tratada com ions
fluoreto resultaria em maior osseointegracdo de implantes instalados em animais com

diabetes descompensado.
Material e Métodos

Todos os procedimentos aos quais 0s animais foram submetidos foram previamente
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal da Faculdade de
Odontologia de Araraquara, Brasil (Proc. CEUA ne 10/2011). Os procedimentos

cirargicos e laboratoriais foram realizados no Biotério da mesma instituicéo.
Animais

Um total de 90 ratos Wistar machos, com idade aproximada de 4-6 semanas e peso
variando de 150g a 200g, foram mantidos no biotério sob condi¢cBes de umidade,

temperatura e exposi¢do a luz controladas. Os animais foram aleatoriamente divididos
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em 3 grupos experimentais (30 animais por grupo), de acordo com a condicdo sistémica:
grupo controle (“C”, ratos ndo diabéticos), grupo diabético descompensado (“D”) e

grupo diabético controlado com insulina (DC).

Inducéo do Diabetes mellitus

Ap6s um periodo de 16 horas de jejum, exceto agua ad libitum, os animais do Grupo D e
DC foram submetidos a administracdo, por via intraperitoneal, de 50mg de
estreptozotocina (STZ) por kg de peso corporal, dissolvida em tampdo citrato pH 4,5

(24).

Os animais do Grupo C receberam, no mesmo periodo, injecdo de solucdo salina via

intraperitoneal (25).

Ap0s 24 horas da inducao do DM, foi feita a comprovacao do quadro diabético por meio
da anélise da taxa glicémica e foram considerados diabéticos os animais com glicemia

superior a 300mg/dl (25).

Para garantir que o diabetes induzido mimetizaria a condicdo sistémica da doenca
previamente instalada, foi determinado um intervalo de 30 dias entre a inducdo do
diabetes e a instalacdo dos implantes. Considerando as caracteristicas dos animais
utilizados no estudo, este periodo de 30 dias seria comparavel a um tempo de 3 anos de
diagndstico do diabetes em humanos (26). AvaliacGes semanais do nivel glicémico

foram realizadas durante todo o estudo para assegurar esta condicao.

Administracéo de Insulina

Apos a confirmacdo do estado hiperglicémico, os animais do grupo DC receberam
injecOes subcutéaneas, duas vezes ao dia, de 2.5-3U de insulina (Humulin NPH U-100,

Lilly, Fegershein, France) para controle da glicemia durante todo periodo experimental
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(27). Os animais do grupo C e D receberam o mesmo protocolo de tratamento, porém,

com solucdo salina.
Instalagéo dos Implantes

Os implantes foram instalados um més ap6s a inducdo do DM, caracterizando o baseline
desse estudo. Os animais foram anestesiados via intramuscular com associacdo de
xylazina (4mg/Kg-Francotar, Virbac do Brasil, Sdo Paulo, Brasil) e quetamina (8mg/kg
Vyrbaxil, Virbac do Brasil, Sdo Paulo, Brasil). Apds antissepsia da regido, foram
realizadas incises de aproximadamente 3 cm de comprimento, bilateralmente, no lado
interno da perna, abaixo do joelho. Apés delicada disseccdo, o 0sso da metéfise tibial foi
exposto. Os implantes foram instalados seguindo o protocolo de insercao indicado pelos
fabricantes, com abundante irrigacéo de solucéo salina. Cada animal recebeu 2 implantes
(4.0mm de comprimento e 2.2mm de didmetro, Conexdo Sistemas de Protese Ltda., SP,
Brazil), um em cada metéfise tibial, sendo um com superficie sem tratamento,
maquinada (“M”), e o outro com superficie tratada com fluoreto (“F”). De acordo com o
fabricante, esta superficie foi obtida apds ataque acido (H,SO, + HCI + HNO3) da
superficie do implante, seguido de sua imersdo em solugdo contendo Na“e F. Apds
instalacdo, os tecidos foram reposicionados e suturados (Seda 4.0, Ethicon, Johnson
Prod., Sdo José dos Campos, Brasil). Cada animal recebeu, no pds-operatoério, uma dose
de 0.1mg/kg de Pentabidtico (Pentabidtico Veterinario Pequeno Porte, Forte Dodges
Saude Anial, Campinas, Brazil) e 0.1mg/kg de analgésico (Dipirona Ibasa 50%,

Laboratdrio Ibasa, Séo Paulo, Brasil), por via intramuscular.

Cada grupo foi entdo dividido em 3 subgrupos (10 animais cada), de acordo com o
periodo de sacrificio de 2, 4 e 6 semanas ap0s a instalacdo dos implantes, totalizando 10

animais/grupo/periodo de avaliacdo, resultando em 10 amostras (implantes) de cada
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superficie por grupo/periodo de avaliacdo. O calculo amostral foi baseado em estudos
anteriores utilizando animais diabéticos (28), no qual um total de 7

amostras/grupo/periodo resultaria em um poder do estudo de 90%.

Procedimentos histométricos

Apos 2, 4 e 6 semanas do procedimento cirurgico, os animais foram sacrificados com
uma dose letal da combinacdo anestésica anteriormente relatada. As tibias contendo os
implantes foram removidas e armazenadas em formalina neutra tamponada a 4%. Apds
0 processo de fixacdo (48 horas) e posterior lavagem em agua corrente, 0s espécimes
foram desidratados em solucdo de alcool etilico. A infiltracdo de resina foi realizada
com misturas de glicolmetacrilato (Technovit 7200 VLC, Heraeus Kulzer, Wehrheim,
Germany) e alcool etilico, em concentracBes crescentes de resina, sendo finalmente
incluidos em resina e polimerizados. Os blocos foram montados em Iamina acrilica com
0 auxilio da resina Tecnovit 4000 (Kulzer, Wehrheim, Alemanha). Utilizando um
sistema de corte e microdesgaste (Exact-Cutting, System, Apparatebau Gmbh,
Hamburgo, Alemanha), as laminas foram processadas até que fossem obtidos cortes de
40 a 50 um de espessura. As pecas foram coradas com stevenel’s blue + fucsina acida

para realizacdo da analise histométrica.

Anélise histométrica

As mensuracOes foram realizadas utilizando-se um microscopio Optico DIASTAR
(Leica Reichert & Jung products, Alemanha), com objetiva para aumento de 4.0/10
vezes, por meio do qual as imagens foram capturadas e enviadas para um
microcomputador, com auxilio de uma camera de video DXC-1107A/107AP (Sony
eletronics Inc, Japdo). A determinacdo dos valores foi feita utilizando um software

analisador de imagens (Image Tool para Windows- version3.00, Texas, USA). Os
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valores de contato osso/implante (BIC) e de fracdo de area de tecido ésseo (BAFO) entre
as roscas foram obtidos em percentual, pela andlise das duas primeiras roscas dos
implantes bilateralmente, de acordo com modificacdo de metodologia previamente

publicada por nosso grupo (28).

Anélise Estatistica

Os dados relativos ao contato osso/implante (BIC) e fracdo de area de tecido 6sseo
(BAFO) entre as roscas dos implantes para cada grupo e periodo de avaliacdo foram
expressos em médias e desvio-padrdo. A analise estatistica foi realizada empregando o
software GraphPad Prism 5.0 for Windows (GraphPad Software Inc., USA). O teste de
normalidade de Shapiro-Wilk foi aplicado para avaliar a normalidade e distribuicdo dos
dados, de acordo com o teorema da distribui¢do central. Devido a distribuicdo normal, o
teste t-ndo pareado foi utilizado para comparacéo intra-grupo e Anova, complementado
por teste de Tukey, para comparacdes intergrupos. O nivel de significancia foi definido

em 5% (p<0.05).

Resultados

Dados sistémicos

Os resultados de peso e glicemia foram descritos em estudo anterior (Fontanari et al.,
2013). Resumidamente, foi verificado que os animais diabéticos descompensados
apresentaram menor peso e maior taxa de glicemia em relagdo aos grupos controle e

diabético controlado, em todos os periodos de avaliagao.

Extens&o linear do contato osso/implante (BIC)

A tabela 1 refere-se a analise dos valores de contato osso/implante para

superficie maquinada (M) e superficie tratada com fluoretos (F) nos 3 grupos avaliados.
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Os resultados demonstraram que ndo houve diferenca significante entre 0s grupos
quanto ao contato osso/implante, nos diferentes periodos avaliados, tanto para superficie
M quanto para superficie F. Na analise intra-grupos foi demonstrado que a modificacdo
de superficie ndo teve influéncia significante sobre os valores de contato osso/implante,
nos diferentes grupos e periodos avaliados (tabela 1). Embora ndo tenha sido encontrada
diferenca estatisticamente significante entre os periodos dentro de cada grupo, a

tendéncia de aumento dos valores com o tempo foi evidente.

Fracao de area de tecido 6sseo entre as roscas (BAFO)

Os dados da tabela 2 referem-se a média e desvio-padrdo dos valores de fracdo

de area de tecido 6sseo entre as roscas dos implantes para superficie M e F.

Os resultados demonstraram que, para superficie M, os animais dos grupos
controle e diabético controlado apresentaram valores de area de tecido 6sseo entre as
roscas dos implantes estatisticamente superiores ao grupo diabético descompensado no
periodo de 4 semanas (p<0.05). Em relacdo a superficie F, foi verificado que ndo houve
diferenca estatisticamente significante entre os grupos para esse parametro. Na andlise
intra-grupos, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significantes entre
implantes de superficies M e F quanto a fracdo de area de tecido 0sseo entre as roscas,

para todos os grupos avaliados (tabela 2).

As figuras 1 a 6 ilustram os grupos, empregando ambas as superficies, nos

diferentes periodos de sacrificio.

Discussao

Devido a resultados de estudos em humanos, que mostraram alta taxa de perda de

implantes em individuos com DM (9, 10), e outros em animais, que demonstraram
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menor formacdo 6ssea ao redor de implantes (28-30), o diabetes passou a ser

considerado uma contraindicagéo relativa para a instalagéo de implantes.

Os estudos em animais com DM induzido por streptozotocina demonstraram
menor contato osso/implante (BIC) quando comparados a animais controle saudaveis
(29) (31), assim como menor formacdo 6ssea (30). Em contrapartida, 0 emprego da
insulina em ratos diabéticos, resultou em valores de BIC para o grupo diabetes
controlado (tratados com insulina) semelhantes ao grupo controle (ratos saudaveis) e
maiores do que os verificados para o grupo diabetes ndo controlado. Entretanto, a area
de tecido dsseo entre as roscas foi maior para animais do grupo controle (32). Embora
outros estudos tenham mostrado maior volume dsseo ao redor de implantes em ratos
diabéticos descompensados em comparacdo a animais controle e diabéticos

compensados, foi constatada menor organizacdo do tecido 6sseo avaliado (33, 34).

Estudos clinicos com pacientes diabéticos relatam taxas de sucesso para
implantes entre 85,6% a 94,3%, sendo esta menor em comparagdo a pacientes nao
diabéticos (9, 10, 35). Embora investigacfes recentes em pacientes com DM tenham
mostrado taxa de sucesso semelhante para grupos saudaveis, diabéticos compensados e
diabéticos descompensados (36, 37), a longo prazo pacientes com pobre controle

glicémico podem apresentar reducdo na estabilidade dos implantes (37).

Estudos demonstram que modificacdes na superficie do implante podem
acelerar (15) a osseointegracdo e aumentar o contato osso/implante (16). Sendo assim, a
hip6tese do presente estudo foi que uma superficie tratada com ions fluoreto, poderia
melhorar a remodelacdo Gssea e, conseqlientemente, a osseointegracdo, considerada

alterada em portadores de diabetes descompensado.
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Em estudo realizado em porcos saudaveis e com diabetes descompensado, 0s
autores observaram que a superficie teste SLActive (jateamento de areia + ataque acido-
HCL/H,SO, + armazenamento em solucdo isotonica de NaCl) resultou em maiores
valores de BIC em relacdo a superficie controle SLA (jateamento de areia + ataque
acido-HCL/H,SO,) e concluiram que o tratamento de superficie (SLActive) acelerou a

formagdo G6ssea, compensando a influéncia negativa do DM na osseointegragdo (31).

Em outro estudo, as mesmas superficies (SLA e SLActive) foram testadas em
pacientes com DM descompensado. Os autores constataram a auséncia de diferencas
estatisticamente significantes entre as superficies quanto a estabilidade dos implantes e

destacaram a alta taxa de sucesso (98%) para a amostra avaliada (38).

Uma alternativa para melhorar a osseointegracdo consiste na incorporacdo de
fluoretos na camada de 6xido de titanio da superficie do implante. Estudos mostram que
esse tipo de tratamento resulta em uma superficie mais biocompativel (20), que estimula
a proliferacdo de osteoblastos (22) e aumenta a formacdo Gssea ao redor dos implantes
nos estagios iniciais de cicatrizacdo (21). Até o momento este € o primeiro estudo
avaliando a efetividade deste tipo de superficie sobre a osseointegracdo de implantes em

animais com DM.

Nossos resultados demonstram a auséncia de diferenca estatisticamente
significante entre 0s grupos quanto ao parametro contato osso/implante para superficie
maquinada. Apesar disso, 0 grupo D apresentou tendéncia a valores menores quando
comparado ao grupo C (4 e 6 semanas) e ao grupo DC (2 e 6 semanas). Esta tendéncia
também foi observada na andlise da fracdo de area de tecido 6sseo entre as roscas para
implantes de superficie maquinada, onde podemos observar que o grupo D apresentou

menores valores em todos os periodos de avaliagdo em comparacdo aos grupos C e DC,
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sendo estas diferencas estatisticamente significantes no periodo de 4 semanas. Estes
resultados corroboram os de Molon et al. (2012) (28) em estudo que avaliou a instalagédo
de implantes em ratos com diabetes induzido. Entretanto, deve-se esclarecer que 0s
protocolos dos estudos sé@o diferentes. Enquanto o estudo citado instalou os implantes e
induziu o diabetes ap6s dois meses, com sacrificio dos animais ap6s quatro meses do
baseline, no presente estudo o objetivo foi avaliar a capacidade de osseointegracao de
implantes com diferentes superficies em animais com diabetes induzido anteriormente a
instalacdo dos implantes. Dessa forma, no estudo de Molon et al (2012) (28), o tempo
maior para formacdo dssea (4 meses) pode ter influenciado na obtencdo de valores
significativamente maiores de fracdo de area de tecido Gsseo para animais saudaveis e
tratados com insulina em relagdo aos diabéticos. Nossos resultados de torque de remocao
(Fontanari et al., 2013) demonstram que, para implantes com superficie M, o grupo D
apresentou menores valores em relagdo aos grupos C e DC, sendo estas diferencas
estatisticamente significantes nos periodos de 4 e 6 semanas, reforcando nossos achados

histométricos.

Na analise dos resultados de contato osso/implante para superficie F, foi
constatado que o grupo D apresentou tendéncia a piores resultados em comparagdo ao
grupo C nos periodos de 2 e 4 semanas e em relacdo ao grupo DC em 2, 4 e 6 semanas.
Esses resultados mostram novamente a tendéncia de menor contato osso/implante no
grupo D, independente do tratamento de superficie, podendo ser resultado do severo

estado hiperglicémico mantido durante todo o experimento.

A mesma tendéncia pode ser observada para superficie F, quando a fracdo de
area de tecido 6sseo foi analisada. Neste caso, 0 grupo D apresentou piores resultados
em relacdo ao grupo C em 4 e 6 semanas e ao grupo DC em 6 semanas, porém, sem

diferengas estatisticamente significantes. Confirmando isso, em nossos resultados de
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torque de remocdo o grupo D apresentou em todos os periodos de avaliacdo valores

significativamente menores em relacdo as grupos C e DC, mesmo para superficie F.

Tanto para contato osso/implante como para fracdo de area de tecido 6sseo entre
roscas, os piores resultados foram relacionados ao grupo D. Embora 0s mecanismos ndo
sejam totalmente esclarecidos, sabe-se que o diabetes interfere com a formacgdo Gssea
devido, dentre outros efeitos, a uma expressdo inadequada de fatores de transcri¢do
importantes para a diferenciagdo dos osteoblastos, tais como Cbfal/Runx-2 (11, 13).
Além disso, a hiperglicemia crénica aumenta a formacédo de produtos finais da glicacdo
avancada (AGEs), sendo que 0s osteoblastos expressam receptores para tais produtos
(RAGES), os quais reconhecidamente reduzem o potencial osteogénico (39, 40). No
presente estudo, a descompensacdo metabdlica estabelecida pela indugédo do diabetes ao
longo de 30 dias antes da colocacdo dos implantes e confirmada pelo alto nivel de
glicemia nos animais do grupo D, pode ter levado ao acumulo de AGEs, interferindo

negativamente no processo de reparacao Gssea e na osseointegracao.

Os valores de contato osso/implante e area de tecido 6sseo para grupos C e DC
ndo apresentaram diferencas estatisticamente significantes entre si, independente da
superficie avaliada, o que pode ser explicado em parte pelo regime diario de aplicacao
de insulina, que conduziu a um efetivo controle da glicemia no grupo DC. A insulina
estimula diretamente a producdo da matriz extracelular e osteoblastica e regula a
producdo do fator de crescimento derivado da insulina (IGF-1) (41). Este por sua vez,
promove a formacgdo de osso por meio da regulacdo da proliferacdo e diferenciagédo
osteoblastica (41, 42). Portanto, a diminuicdo na producdo de insulina pode prejudicar,

direta e indiretamente, a capacidade de osseointegracéo no sitio do hospedeiro (43).
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Em relacdo a andlise intra-grupos para contato osso/implante, a superficie F ndo
apresentou diferenca estatisticamente significante em relacdo a superficie M para
nenhum dos 3 grupos avaliados. Sendo assim, este parametro ndo foi alterado
significativamente pela mudanca na superficie do implante. Apesar disso, houve uma
tendéncia a maior contato osso/implante para superficie F no grupo C em 2 e 4 semanas;
grupo DC em 2, 4 e 6 semanas; grupo D em 2 semanas. J& em relacdo a analise intra-
grupo para fracdo de area de tecido 6sseo entre as roscas, foram constatados menores
valores para superficie F nos grupos C e DC, em todos os periodos avaliados, embora
sem diferenca estatisticamente significante. J& para grupo D foram verificados maiores
valores para superficie F em relacdo a M, em todos os periodos, apesar de ndo

significante estatisticamente.

Os resultados de BAFO no grupo D demonstraram que o implante de superficie
F apresentou uma tendéncia de maiores valores em comparacdo aos implantes de
superficie M, porém esse tipo de beneficio ndo foi encontrado nos animais do grupo C e
DC. Dessa forma pode-se levantar a hipétese que a modificacdo da superficie com
fluoretos pode influenciar na neoformacdo Gssea em animais com comprometida
capacidade de remodelacdo Ossea, neste caso representado por animais diabéticos

descompensados, melhorando esse processo.

Os resultados de estudo prévio realizado por este grupo (Fontanari et al., 2013)
demonstrou maior forca de torque de remocdo para implantes com superficie F em
comparagdo a implantes de superficie M, a despeito do percentual semelhante de BIC e
BAFO entre os grupos. Uma hip6tese para explicar esses resultados seria a maior forca
de ligacdo quimica do fluoreto com o célcio e o fosfato em comparacdo a ligacdo do
titnio com o célcio e o fosfato. Isto provavelmente se deve ao fato que o flGor é o

elemento mais eletronegativo da tabela periddica e, dessa forma, apresenta tendéncia de
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formar ligagdes idnicas com maior forca de ligacdo. Entretanto, estudos moleculares sao

necessarios para confirmar essa suposicao.

Estudos (44, 45) sugerem que as superficies de titanio modificadas por fluoretos
apresentam modificacdo na estrutura quimica da superficie, resultando em aumento da
afinidade do TiO2 aos ions calcio e fosfato. Por outro lado, outro estudo (46) relatou que
o fluoreto da superficie age como um sitio para a precipitacdo do calcio e fosfato,
aumentando a estabilidade dos implantes avaliados por torque de remocdo. Ja Ellingsen
et al (2004) (45), em estudo in vivo, demonstraram retencdo significativamente maior
para implantes com superficie tratada com fluoretos em comparagdo a implantes com

superficie rugosa, ap6s 3 meses de cicatrizacao.

Entende-se que outros estudos devem ser desenvolvidos buscando modificagdes
de superficie que efetivamente melhorem a capacidade de neoformacdo e remodelacao

Ossea nos casos em que essas fungdes estdo comprometidas sistemicamente.

Concluséao

De acordo com os resultados obtidos e com a metodologia aplicada, pode-se concluir
que o0 DM resultou em menor taxa de BIC e BAFO, porém com reversao do efeito
negativo pelo emprego da insulina. Adicionalmente foi verificado que a superficie
tratada com fluoretos foi capaz de reverter de forma sutil o efeito negativo do diabetes

descompensado sobre o percentual de preenchimento 6sseo entre as roscas.
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Tabela 1 - Média e desvio-padrédo dos valores de contato osso/implante
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Ellingsen J. Pretreatment of titanium implants with fluoride improves their

2 semanas 4 semanas 6 semanas

M F M F M F
C  27.40£16.65 | 34.79+£26.78 42.96+13.27 | 44.04+£12.75 55.68+22.27 | 44.68+12.77
CD 35.73+£15.49 | 41.54+24.06 33.46+13.06 | 45.71+23.36 50.71+22.60 | 60.61+14.74
D  32.89+17.86 | 33.04+9.06 36.11+17.82 | 34.48+10.37 49.55+14.80 | 48.66+20.04

Ndo houve diferenca estatistica significante entre os grupos/superficies (Teste ANOVA, seguido do teste de

comparagdo multipla de Tukey; p<0.05).

Tabela 2 - Média e desvio-padrao dos valores de fracdo de area de tecido Gsseo entre as roscas

dos implantes

2 semanas 4 semanas 6 semanas

M F M F M F
C 36.45+15.16 | 25.98+9.65  41.22+22.84 | 29.03+10.51 52.92+16.55 | 48.06+20.80
CD 38.05+24.58 |31.59+11.88 55.04+12.26 | 22.49+11.84 56.23+21.30 | 47.45+14.61
D 2256+21.24 | 44.12+17.48 23.62+9.76 25.45+20.20 23.60+9.80 | 41.08+24.16

* Diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo diabético descompensado (Teste ANOVA, seguido do
teste de comparagdo multipla de Tukey; p<0.05).
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Figura 2-Grupo Controle-Superficie tradada com Fluoretos. A(2 semanas); B (4 semanas); C (6

semanas)

Figura 3-Grupo Diabético Controlado-Superficie Maquinada.

A(2 semanas); B (4 semanas); C (6 semanas).

Figura 4-Grupo Diabético Controlado- Superficie tradada com Fluoretos.

A(2 semanas); B (4 semanas); C (6 semanas)
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Figura 5- Grupo Diabético Descompensado-Superficie Maquinada.

A(2 semanas); B (4 semanas); C (6 semanas)

Figura 6- Grupo Diabético Descompensado- Superficie tradada com Fluoretos. A(2 semanas); B

(4 semanas); C (6 semanas)
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6 DISCUSSAO

Segundo Albrektson et al. ® (1981) alguns fatores relacionados ao implante
podem ser controlados para se alcangar a osseointegracdo, como biocompatibilidade do
material, técnica cirdrgica utilizada para instalacdo, desenho, condi¢cdes das cargas
aplicadas ap0s sua instalacdo e qualidade da superficie utilizada. No entanto, os fatores
relacionados a capacidade de reparo ndo estdo sob o controle do clinico e podem variar
segundo caracteristicas genéticas e fenotipicas de cada individuo, incluindo a qualidade
do tecido 6sseo e influéncias de doencas e condi¢des sistémicas, como o diabetes.

O Diabetes mellitus (DM) é um grupo de doencas caracterizadas pela
hiperglicemia cronica resultante de defeitos na secrecdo de insulina pelo pancreas, em
sua acdo ou em ambos . O DM é um dos mais importantes problemas mundiais de
salde na atualidade, tanto em termos de nimero de pessoas afetadas, incapacitacdo,
mortalidade prematura, como dos custos envolvidos no seu controle e no tratamento de
suas complicacBes. A prevaléncia do DM na populacdo adulta mundial é de cerca de
6,4%, e ha uma tendéncia ao aumento desta nos paises desenvolvidos com uma previsao
de 7,7% para 2030, devido a longevidade progressiva das populagdes e as modificacOes
socioculturais decorrentes do desenvolvimento urbano .

O DM ¢ considerado um fator de risco para periodontite, e pacientes com essa
doenca apresentam maior taxa de perda dentéaria *°, necessitando cada vez mais de
reabilitacdo com implantes dentais. Porém, os mecanismos de formacao e remodelacdo
Ossea sdo alterados em pacientes diabéticos, incluindo aqueles responsaveis pela
osseointegracdo de implantes dentais como inibicdo da formacdo de matriz colagena e

reducéo do turnover dsseo 2% %% 4%,
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Apesar de controversa, a literatura mostra que o DM, quando ndo controlado,

afeta negativamente a osseointegracdo de implantes em estudos em animais " 3

e em
humanos “°. Pacientes diabéticos com bom controle metabélico podem ser tratados como
saudéveis, e apresentam alto fndice de sucesso com implantes dentérios 3%, Porém,
em muitos casos um constante e rigido controle glicémico é dificil de ser alcancado, e
alteracGes nos niveis de glicose durante, ou ap6s o periodo de osseointegracdo dos
implantes poder4 levar a falhas *.

Por outro lado, alteragdes na superficie do implante podem favorecer a
osseointegracao, acelerando a formacéo éssea *°, aumentando o contato osso-implante
e influenciando eventos celulares, como adesdo, migracdo, diferenciagdo e expressao
génica de células em contato com o implante e nas suas proximidades **3*°°. Entre as
diversas técnicas utilizadas para tal, a adicdo de ions fluoreto apresenta resultados

33

promissores como o aumento da biocompatibilidade °°, maior formacdo dssea nos

estagios iniciais de cicatrizacdo '* e maior proliferacdo de osteoblastos ** ®°

e elevacéo
na atividade da fosfatase alcalina *°.

Sendo assim, é plausivel a hipdtese que modificacdes na superficie do implante
poderiam compensar a deficiéncia em osso comprometido, como no DM, e melhorar as
taxas de sucesso de implantes para individuos portadores desta desordem metabdlica.

Testando esta hipOtese, um estudo foi realizado em porcos diabéticos
descontrolados e saudaveis. Os autores observaram que a superficie teste SLActive
(jateamento de areia + ataque acido-HCL/H,SO, + armazenamento em solucdo isotonica
de NaCl) obteve melhores resultados de BIC que a superficie controle SLA (jateamento
de areia + ataque &cido-HCL/H,SO,4) e concluiram que o tratamento de superficie

acelerou a formacdo d6ssea mesmo na presenca do DM e compensou a influéncia

negativa do DM na osseointegracdo *®. Em outro estudo, as mesmas superficies foram
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testadas em pacientes com DM descontrolado. Apesar de ndo ter sido encontrada
diferencas estatisticamente significantes em relacdo a estabilidade dos implantes para as
duas superficies, os autores destacaram a alta taxa de sucesso, 98%, mesmo em
pacientes com DM descontrolado *’.

No presente estudo (Apéndice), para testar a mesma hipétese, foi utilizada uma
superficie tratada com fluoretos, que de acordo com o fabricante, foi obtida ap6s ataque
acido (H2SO, + HCI + HNOs) seguida da imersdo do implante em solugdo contendo Na*
e F. Até 0 momento ndo encontramos na literatura nenhum estudo que comparasse a
efetividade deste tipo de superficie em modelos experimentais com desordem
metabodlica como o DM.

Em nossos achados, em relacdo ao peso dos animais, nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos no dia da comprovacdo do estado
diabético, o que demonstrou que a randomizacdo dos animais entre os grupos foi
eficiente na padronizacdo dos pesos dos animais entre os grupos. Os animais do grupo C
e DC apresentaram maior peso que os animais D no baseline (p<0.05). Os animais do
grupo C apresentaram maior peso corporal que os animais dos grupos DC e D no
periodo de 2 semanas de avaliagdo (p<0.001), e que os animais do grupo D nos periodos
de 4 e 6 semanas (p<0.001). Os animais do grupo DC apresentaram maior peso corporal
que os animais do grupo D nos periodos de 2, 4 e 6 semanas (p<0.001). Estes resultados

18,65 & mostraram um dos sinais classicos do DM

estdo de acordo com outros estudos
tipo 1 ndo tratado que é a réapida perda de peso. Outros sinais classicos puderam ser
observados no grupo D tais como, polidipsia, polifagia e polidria, 0 que demonstrou

diariamente a presenca e a severidade da doenca nestes animais.

Em relagdo aos niveis glicémicos, no dia da certificacdo do estado diabético, os

animais dos grupos D e DC mostraram valores estatisticamente maiores que 0s animais
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do grupo C (p<0.0001), comprovando a efetividade do modelo de inducdo do DM
utilizado em nosso estudo. No baseline e nos periodos de avaliacdo de 2, 4 e 6 semanas,
os niveis glicémicos dos animais do grupo D foram sempre maiores significantemente
(p<0.0001) que os grupos C e DC, os quais foram sempre similares entre si,
comprovando a eficacia do regime de aplicagcdo diaria de insulina no grupo DC, em

nosso estudo.

Nossos resultados de torque de remocdo (RTV), para implantes de superficie
maquinada (M) mostraram que, 0 grupo D apresentou valores menores (p<0.05) que o
grupo C, mas similares ao grupo DC em 4 e 6 semanas ap6s a colocacdo dos implantes,
sugerindo que o DM pode afetar a remodelacdo 6ssea mesmo em animais controlados.
Quando implantes de superficies tratadas com fluoretos foram utilizados (F), o grupo D
também apresentou menores valores que 0s outros 2 grupos, 0s quais foram
estatisticamente similares em 2 e 6 semanas. Em nosso estudo, quando analisado o BIC
em superficies maquinadas, apesar ter ndo ter sido encontrada diferencas
estatisticamente significantes o grupo D apresentou tendéncia a valores mais baixos que
0 grupo C em 4 e 6 semanas e que o grupo DC em 2 e 6 semanas. Esta tendéncia
também foi observada na analise da fracdo de area de tecido 6sseo entre as roscas das
superficies maquinadas, onde podemos observar que o grupo D apresentou menores
valores em todos os periodos de avaliacdo que os grupos C e DC, sendo estas diferencas
estatisticamente significantes em 4 semanas (p<0.05). Quando o BIC de superficies F
foram analisadas, o grupo D apresentou tendéncia a piores resultados que o grupo C em
2 e 4 semanas e que o grupo DC em 2, 4 e 6 semanas. Por sua vez, a mesma tendéncia
foi encontrada quando analisada a area de preenchimento dsseo para as superficies F.
Neste caso, 0 grupo D apresentou piores resultados que o grupo C em 4 e 6 semanas e

que o grupo DC em 6 semanas, porém sem diferencas estatisticamente significantes.
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Mesmo que muitas vezes de forma ndo estatisticamente significante, os piores
resultados foram relacionados ao grupo D. Embora as vias sejam desconhecidas, o DM
experimental interfere na formacdo Gssea por ndo fornecerem uma expressao adequada
de fatores de transcricdo importantes para a diferenciagdo de osteoblastos, tais como
Cbfal/Runx-2 **. Além disso, a hiperglicemia cronica resulta na formacéo de produtos
finais de glicacdo avancada (AGEs) ™ >'. Os osteoblastos expressam receptores para 0s
AGEs (RAGEs), que sdo conhecidos por reduzirem o potencial osteogénico destas
células ", Portanto, no presente estudo, o acimulo de AGEs ao longo de 1 més antes
da colocacdo dos implantes e ap6s 2, 4 e 6 semanas do procedimento cirdrgico poderia

explicar os piores valores obtidos para o grupo D independente da superficie utilizada.

Em geral, independente do tipo de andlise e de superficie utilizada, o grupo DC
obteve valores proximos ao grupo C. A insulina estimula diretamente a producdo da
matriz extracelular e osteoblastica e regula a producdo do fator de crescimento derivado
da insulina (IGF-1) 2. Este por seu vez promove a formacdo de 0sso por meio da
regulagdo da proliferacdo e diferenciacdo osteoblastica ** *®. Portanto, a diminuicdo na
producdo de insulina pode prejudicar direta e indiretamente a capacidade de
osseointegracdo no sitio do hospedeiro *. Os resultados de nosso estudo para 0 grupo

18, 65

DC corroboram outros achados e sugerem que o rigido e diario regime de aplicacdo

de insulina tenha sido responsavel por estes resultados.

Em relacdo a analise intra-grupos do contato osso-implante a superficie F ndo
apresentou diferencas estatisticamente significantes em relacdo a superficie M para
nenhum dos 3 grupos avaliados. Sendo assim, este parametro ndo foi alterado
significantemente pela mudanca na superficie do implante. Apesar disso, houve uma
tendéncia a maior contato osso-implante em superficies F no grupo C em 2 e 4 semanas;

no grupo DC em 2, 4 e 6 semanas; grupo D em 2 semanas. Por outro lado, na avaliagédo
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da fracdo de tecido Gsseo entre as roscas (BAFO) a superficie M apresentou tendéncia a
maiores valores no grupo C e DC em 2, 4 e 6 semanas, embora sem diferenca
estatisticamente significante. A excec¢do foi no grupo D que apresentou tendéncia a
maiores valores de BAFO nos trés periodos avaliados para a superficie F, apesar de ndo

significante estatisticamente.

Os resultados de BAFO no grupo D demonstraram que o implante de superficie
F apresentou uma tendéncia de maiores valores em comparacdo aos implantes de
superficie M, porém esse tipo de beneficio ndo foi encontrado nos animais do grupo C e
DC. Dessa forma pode-se levantar a hipotese que a modificacdo da superficie com ions
fluoreto pode influenciar na neoformacdo Ossea em animais com comprometida
capacidade de remodelacdo éssea, neste caso representado por animais com DM

descompensado, melhorando este processo.

Em nossos resultados intra-grupos para o torque de remocdo os implantes de
superficie F apresentaram maiores valores, estatisticamente significantes, para todos 0s
grupos em todos os periodos avaliados em relacdo a superficie M, a despeito da
porcentagem semelhante de BIC e BAFO encontrada entre as superficies nos diferentes
grupos e periodos. Uma hipétese para explicar esses resultados seria a maior forca de
ligacdo quimica entre o fluoreto (F) com o célcio e o fosfato que entre o titanio e o
calcio e o fosfato, devido ao fato do fltor ser o elemento mais eletronegativo da tabela
periddica e dessa forma apresentar tendéncia de formar ligacGes ibnicas que possuem
maior forca de ligacdo, porém serdo necessarios estudos moleculares para confirmar essa

Suposigao.

Estudos sugerem que as superficies de titdnio modificadas por ions fluoreto

apresentam modificacdo na estrutura quimica da superficie, resultando em aumento da
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afinidade do TiO; aos fons calcio e fosfato * *. A formacdo de hidroxiapatita fluoretada
e fluorapatita em tecidos calcificados tem sido documentada °. Um aumento na taxa de
deposicao de cristais de apatita também foi observado ® %. Outro estudo * relata que o
fluoreto da superficie age como um sitio para a precipitacdo do célcio e fosfato,

aumentando a estabilidade dos implantes. Ja Ellingsen et al %

(2004), em estudo in vivo
(tibia de coelhos), demonstraram retencdo significantemente maior para implantes com
superficie tratada com ions fluoreto em comparacdo a implantes com superficie rugosa,
ap6s 3 meses de cicatrizacdo. Neste mesmo estudo *°, todos os fatores supracitados
foram aceitos como possiveis explicacdes para os maiores valores de BIC e torque de
superficies tratadas com fluoreto em relacdo a superficies rugosas. Em nosso estudo,

porém, apenas os resultados de torque mostraram superioridade da superficie tratada

com fluoretos.

Outros estudos devem ser desenvolvidos buscando modificagbes de superficie
dos implantes que efetivamente melhorem a capacidade de neoformacéo e remodelacéo

Ossea nos casos em que essas funcdes estejam comprometidas sistemicamente.
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7 CONCLUSAO

De acordo com a metodologia aplicada e com os resultados obtidos em nossos estudos,

pode-se concluir que:

1- O DM afeta negativamente a osseointegracao;

2- A insulinoterapia é capaz de favorecer a osseointegracdo em ratos diabéticos;

3- A superficie tratada com ions fluoreto favoreceu a retencdo mecanica dos implantes;

4- A superficie tratada com ions fluoreto foi capaz de reverter de forma sutil o efeito

negativo do DM sobre o percentual de preenchimento 0sseo entre as roscas;
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Material e Métodos

Amostra

Foram utilizados neste estudo 180 ratos Wistar machos com peso corporal médio
de 150g. Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno, em ambiente com
temperatura, umidade e luz controlada, tendo acesso a racdo e a agua ad libitum no
Biotério da Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP. Todos o0s
procedimentos aos quais 0s animais foram submetidos foram previamente encaminhados
e aprovados pelo Comité de Etica no Uso Animal (Proc. CEUA n° 10/2011-Anexo) da
FOAr-UNESP .

Os animais foram aleatoriamente divididos em trés grupos de 60 animais cada,
sendo um grupo controle (C), composto por ratos saudaveis; um grupo composto por
animais com inducdo do diabetes (Grupo D); e um grupo com animais com diabetes
induzido, controlados com insulina (DC). Apds 1 més da indugdo do diabetes, todos 0s
animais foram submetidos a instalacdo de 2 implantes com superficies diferentes
(maquinada e superficie tratada com fluoretos), nas metafises tibiais proximais, direita e
esquerda. Nos periodos de 2, 4 e 6 semanas ap0s instalacdo dos implantes, 20 animais de
cada grupo foram sacrificados. Sendo assim, foram obtidos espécimes relativos a 10
animais/ grupo/ superficie/ periodo/anélise. O periodo de 2 semanas foi escolhido para
avaliar o processo inicial de reparacdo e formacdo 6ssea, enquanto o de 4 semanas foi
selecionado como um periodo semelhante ao tempo necessario para a 0sseointegracao
em humanos, para 0sso cortical, e 6 semanas para avaliar o periodo tardio de
osseointegragéo.

Tal nimero de amostra foi obtido com base em célculo amostral especifico para
testar a hipotese de uma média, feito a partir do site do Laboratério de Epidemiologia e

Estatistica °® da USP, que, em teoria, permite a comparacao entre os resultados que serdo
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obtidos em nosso estudo e valores ja existentes na literatura, obtidos com metodologias
semelhantes *’. Os dados utilizados como base para o célculo foram extraidos de um
estudo com metodologia semelhante . Nesse célculo, um n de 7 amostras / grupo /
periodo / superficie seria suficiente para um poder de estudo de 90%. Sendo assim,
acrescentamos trés amostra a cada grupo para garantir um poder adequado aos

resultados, devido a morte dos animais pela debilitacdo do estado hiperglicémico.

Inducado do Diabetes mellitus

Ap6s um periodo de 16 horas de jejum, exceto agua ad libitum, nos animais do
Grupo D e DC foi administrada por via intraperitoneal 50mg de estreptozotocina (STZ)
por kg de peso corporal, dissolvida em tampao citrato pH 4,5 *"°2. A alimentacdo foi
restituida aos animais 1 hora apés a administracdo da droga.

Os animais do Grupo C receberam o0 mesmo protocolo de tratamento, porém com

a administracdo apenas de soro fisioldgico no lugar da estreptozotocina.

Controle Glicémico

Ap0s 24 horas da inducdo do DM, foi feita a comprovacdo do quadro diabético
por meio da anélise da taxa glicémica >,

A coleta de sangue para a determinacdo da glicemia foi realizada por meio de
corte a cerca de 2mm da extremidade distal na cauda de cada animal, o qual permaneceu
em uma caixa aquecida durante 2 minutos para a vasodilatacdo. As amostras de sangue
foram coletadas em tubos Eppendorf, contendo liquemine (Roche, S&o Paulo, Brasil).
Apos centrifugacdo do sangue (2500 rpm por 10 minutos) para obtencdo do plasma foi
realizado o teste de glicemia pelo meétodo enzimatico da glicose-oxidase (Kit

colorimétrico de Glicose PAP Liquiform - Labtest Diagnostica S.A., Lagoa Santa,
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Minas Gerais, Brasil) no laboratério da disciplina de Bioguimica Clinica da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — UNESP. A taxa glicémica foi avaliada
semanalmente durante todo o experimento. Para critérios de inclusdo, foram aceitos

animais com glicemia inicialmente superior a 300mg/dl >* 3,

Administracdo de Insulina

Grupo DC

Neste grupo os animais diabéticos foram tratados duas vezes ao dia (8:00 e 18:00
horas) com 2,5 U a 3 U de Insulina NPH (Humulin NPH U-100 - Lilly) logo ap6s a
confirmacéo do estado hiperglicémico, o que continuou ocorrendo durante todo periodo
experimental . A insulina foi administrada por via subcutanea, em volumes de 0,3mL *2.

GrupoCeD

Os Grupos C e D receberam injecbes diarias de cloreto de sédio a 0,9% em
volume, intervalo de tempo e via de administracdo iguais aos da insulina aplicada no
Grupo DC, durante todo o periodo experimental *®. O esquema abaixo mostra 0s
periodos de inducdo do diabetes e de administracdo de insulina e soro fisiolégico nos

animais dos grupos C, D e DC.

Procedimentos cirlirgicos
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Para todos os procedimentos cirtrgicos, 0s animais foram anestesiados com uma
associacdo de Quetamina (0,08mL/100g-Cetamin®- Syntec do Brasil Ltda, Brasil) e
Cloridrato de Xilazina (0,04mL/100g-Xilazin® Syntec do Brasil Ltda, Brasil), por via
intramuscular.

1- Instalacdo dos Implantes (Baseline)

Em seguida, foi realizada a tricotomia da regido interna da perna logo abaixo do
joelho e a antissepsia da regido a ser incisada com solucdo de alcool iodado a 70%. Com
uma lamina nimero 15 (FEATHER INDUSTRIES LTD. Tokyo, Japdo.), foi realizada
uma incisdo de aproximadamente 3 c¢cm até a base e, a seguir, o tecido mole foi
divulsionado e afastado com o auxilio de descoladores de peridsteo, expondo 0 0sso para
receber os implantes. Cada animal recebeu dois implantes, um em cada metafise tibial,
sendo um de cada uma das superficies avaliadas.

Para a instalacdo de implantes foi utilizado um motor elétrico com bomba
peristaltica (Osseocare®- NOBELBIOCARE®), e um contra-angulo redutor
16:1(KAVO, SC, Brasil), seguindo a sequéncia operatéria sugerida pelo fabricante dos
implantes utilizados.

Foram instalados 360 implantes, sendo 180 com superficie maquinada (Conexao,
SP, Brasil) e 180 com superficie tratada com fluoretos (Conexao, SP, Brasil), de 4 mm
de comprimento e 2,2 mm de didmetro. O preparo desta Ultima superficie é realizado por
meio de ataque acido (H,SO4 + HCI + HNO3) seguido da imersdo do implante em
solugéo contendo ions Na* e F.

Os tecidos foram suturados empregando-se fio de seda (Seda®-Ethilon 4.0,
ETHICON, Johnson Prod., Sdo José dos Campos, Brasil) com pontos interrompidos. A

figura 1 ilustra a sequéncia operatoria utilizada durante a instalagdo dos implantes.
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Nenhuma restricdo de movimentacao ou alimentacdo foi imposta aos animais, 0s
quais foram mantidos em gaiolas individuais durante a primeira semana de pds-

operatério e em seguida, mantidos em caixas de polipropileno até o sacrificio.

Figura 1 - Sequéncia operatoria: A- Tricotomia da tibia; B- Incisdo; C- Descolamento e
exposicao do tecido 6sseo; D- Preparo do leito; E- Implante de superficie maquinada; F-
Colocacéo do implante; G- Implante em posic¢do; H- Sutura.

" ‘“‘.: 4 5 /*il

Medicacdo Pds-operatoria

Com finalidade de reduzir o risco de infeccdo pos-operatoria e dor, 0s animais
receberam injecdes (IM) do antibidtico multibiético (0.1ml/kg - Multibiético®, Industria
Farmacéutica Vitalfarma Ltda, MG, Brasil) no pds-operatorio imediato e de analgésico
(0.1ml/kg- Dipirona Ibasa 50%, Laboratorio Ibasa LTDA, RS, Brasil).

Sacrificio

Os animais foram sacrificados com uma dose letal da mesma combinagdo
anestésica utilizada no momento da cirurgia, nos periodos de 2, 4 e 6 semanas ap0s a

cirurgia, como ilustrado no esquema a seguir:
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Dos 180 implantes de cada superficie que foram avaliados, 90 foram utilizados
para analise biomecanica (torque de remocao) e os outros 90 implantes foram utilizados

na avaliacdo histométrica.

Analise histométrica

Para esta analise, foram obtidas pecas contendo um implante de cada superficie
para cada grupo em cada periodo de avaliacdo. As tibias foram removidas e os implantes
e tecidos duros circundantes seccionados em blocos e colocados em formalina neutra
tamponada a 4%. Ap0s o processo de fixacdo (48 horas) e posterior lavagem em agua
corrente, os espécimes foram desidratados em solucdo de alcool etilico. A infiltracdo de
resina foi realizada com misturas de glicolmetacrilato (Technovit 7200 VLC) e alcool
etilico, em concentracBes crescentes de resina, sendo incluidos em resina e
polimerizados.

Os blocos foram montados em lamina acrilica com o auxilio da resina Tecnovit
4000 (Kulzer, Wehrheim, Alemanha). Utilizando um sistema de corte e microdesgaste
(Exact-Cutting, System, Apparatebau Gmbh, Hamburgo, Alemanha), as laminas foram
processadas para que tivessem uma seccdo de aproximadamente 50 a 70 pum de
espessura. As pecas foram coradas com stevenel’s blue + fucsina acida para andlise

histométrica.
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Para a avaliacdo do padrédo de osseointegracdo foram realizadas medidas da
extensdo linear de tecido 6sseo em contato direto com a superficie do implante (BIC) e
fracdo de area de tecido 6sseo entre as roscas (BAFO). As mensuracGes foram realizadas
utilizando-se um microscépio Optico DIASTAR (Leica Reichert & Jung products,
Alemanha), com objetiva para aumento de 4.0/10 vezes, por meio do qual as imagens
foram capturadas e enviadas para um microcomputador, com o auxilio de uma camera
de video DXC-1107A/107AP (Sony eletronics Inc, Japdo). A determinacgdo dos valores
foi feita utilizando um software analisador de imagens (Image tool). Os valores BIC e

BAFO foram obtidos em pm e pm?, respectivamente.

Teste Biomecénico

O teste biomecanico foi realizado por meio do torque de remocéo. Para tal, apds
o sacrificio dos animais, a plataforma dos implantes foi exposta e adaptada ao seu
conector protético, para que o torquimetro digital (TQ-680, Instrutherm, Brasil) pudesse
ser acoplado. Com o auxilio deste torquimetro foi realizado um movimento anti-horario
até que o pico maximo de torque necessario para 0 rompimento da interface

osso/implante fosse obtido e registrado para cada implante removido.

Analise Estatistica

Os resultados numéricos obtidos do torque de remocdo, peso, glicemia, BIC e
BAFO foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk para avaliar se 0s
dados estavam distribuidos de acordo com o teorema da distribuicdo central. Como 0s
dados se distribuiram de forma normal (p>0.05) testes paramétricos foram utilizados
para a analise estatistica. Para a analise intra-grupos o teste t-pareado foi utilizado para a

avaliacdo dos dados de glicemia e peso, e teste t-ndo pareado para torque de remocao,
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BIC e BAFO. Na comparacdo intergrupos nos diferentes periodos o teste Anova
complementado pelo teste de Tukey foi utilizado. Todos os testes foram aplicados com

nivel de significancia de 5% (p<0.05).
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ANEXO

* Certificado do Comité de Etica no Uso de Animais (Proc. CEUA ndmero 10/2011)



(Camous de Araraguara
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FACULDADE DE GDONTOLOGIA
Proc. CEUA n® 10/2011

Araraquara, 26 de agosto de 2013.

Senhores Pesquisadores:

A Comissdo de Ftica no Uso de Animal — CEUA desta Faculdade,
procedeu a analise do Relatério Parcial do projeto de pesquisa de sua
responsabilidade intitulado “MODULACAO DO REPARO DO TECIDO
OSSEQ PELO DIABETES E INFLUENCIA DE DIFERENTES
SUPERFICIES DE TITANIO NA OSSEOINTEGRACAO DE IMPLANTES
DENTAIS EM RATOS COM DIABETES INDUZIDO" (Proc. CEUA n°
10/2011), e considerou-o APROVADOQ, bem como sua solicitacdo de alteragdo
da metodologia e prorrogagdo no prazo da pesquisa.

Lembramos que o Relatério Final deste projeto deverd ser entregue em
JANEIRO/2015.

Atenciosamente. /
{
.. V% =

Prof. Dr. PAULO 1O CERRI
Coordenador da CEUA

Ao

Prof. Dr. JOSE EDUARDO CEZAR SAMPAIO
DD. Pesquisador Responsavel

Departamento de Diagnéstico ¢ Cirurgia

Comissso de Ftica no Uso de Animais - CEUA
Rua Humaia n® 1,680 - Centio = CEP 14801903 - Caixa Postal 0”331 - ARARAQUARA - SP
Sundur - fome (16) 3301-6367  fax (16) 33015333 7 e~ parectie. cocedfourunesp.be - home page: hitpaiwww. foar.unesp.br
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Autorizo a reproducdo deste trabalho.
(Direitos de publicagéo reservado ao autor)

Araraquara, 27 de Setembro de 2013.

LUCAS AMARAL FONTANARI



