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Lista de abreviaturas

Ticp: titAnio comercialmente puro

Mg: magnésio

Ca: calcio

PTH: paratorménio

Ig: imunoglobulina

IL: interleucina

TNFa: Fator de Necrose Tumoral alfa
RANK: Fator de transcricao NFkappa beta

RANK-L: Ligante do ativador do receptor do fator de transcrigdo NFkappa
beta

OPG: osteoprotegerina
mRNA: RNA mensageiro
NR: Nutritional Requirement

necessidade nutricional
RDA: Recommended Daily Allowance

ingestao diaria recomendada

CEEA: Comité de Etica em Experimentagdo Animal
Mg1: grupo com acesso a ragao com quantidade reduzida de Mg em 75%
Mg2: grupo com acesso a ragao com quantidade reduzida de Mg em 90%
AIN: Instituto Americano de Nutricao
g: gramas
g/cm?: gramas por centimetro quadrado
mg: miligramas

mg/kg: miligrama por quilograma



mg/dL: miligramas por decilitro

ml/kg: mililitro por quilograma

kg: quilogramas

ml: mililitro

mm: milimetros

N.cm: Newton por centimetro

DXA: Dual-energy X-ray Absorptiometry
Densitometria por dupla emissdo com fonte de raios X

BMD: Bone mineral density
Densidade 6ssea mineral

CDR: Computed Dental Radiography
Radiografia dental computadorizada

R1: epifise proximal

R2: epifise distal

R3: diéfise

L2: segunda vértebra lombar

L3: terceira vértebra lombar

L4: quarta vértebra lombar



Landazuri Del Barrio RA. Efeito da dieta com deficiéncia de magnésio sobre
manutencao da osseointegracao de implantes de titanio: analise radiogréfica,
densitométrica e de torque reverso [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara:

Faculdade de Odontologia da UNESP; 2008.

Resumo

A deficiéncia de magnésio (Mg) na dieta pode ser considerada um
fator de risco para o desenvolvimento de osteoporose. A diminuicdo de Mg
na dieta esta relacionada a perda de massa 0ssea em humanos; e em
animais, estudos tém demonstrado osteopenia, crescimento 6sseo anormal e
fragilidade esqueletal.

Este estudo avaliou a influéncia da deficiéncia de Mg na dieta em
ratos jovens e adultos sobre o torque de remocao de implantes e sobre a
densidade Ossea e radiografica ao redor de implantes osseointegrados
instalados na tibia dos ratos. Noventa ratos Holtzman foram separados em 2
grupos (n=45; 180 gr - animais jovens/ n=45; 360 gr - animais adultos); cada
animal recebeu um implante em cada metafise tibial. Apds a osseointegracao
dos implantes (60 dias), os dois grupos de animais foram sub-divididos em
trés grupos: grupo Controle (CTRL, n=15), grupo de deficiéncia de Mg de
75% (Mg1; n=15) e grupo de deficiéncia de Mg de 90% (Mg2; n=15). Apds

150 dias da instalacao dos implantes, todos os animais foram sacrificados.



Foram coletadas amostras de sangue e urina, realizada a densitometria
O0ssea das vértebras lombares (L2, L3 e L4) e do fémur, realizada a
densidade éssea radiografica e mensuracao da espessura da cortical 6ssea,
além do teste biomecanico de torque de remocao dos implantes. A andlise
densitométrica (vértebras lombares e fémur) e os valores da concentracéao
plasmatica e urinaria de Mg confirmaram o comprometimento sistémico dos
animais, mostrando valores menores de densidade éssea para 0s grupos
Mg1 e Mg2. A analise da densidade radiografica demonstrou alteragdées no
osso cortical e medular dos grupos Mg1 e Mg2. A anadlise da espessura da
cortical 6ssea demonstrou alteracbes na espessura do 0sso cortical,
apresentando valores menores nos grupos Mg1 e Mg2. A analise do torque
de remocdo dos implantes nos animais jovens mostrou diminuicdo dos
valores de torque com diferencga significante para os grupos Mgi e Mg2 (P
<0.05) com relagdo ao grupo controle. Nos animais adultos, os valores de
torque de remogéo nos grupos Mg1 e Mg2 também foram menores, mas nao
foram significantes. De acordo com este estudo, observou-se que a
deficiéncia de Mg na dieta causa influéncia negativa nas caracteristicas
biomecanicas do tecido 6sseo ao redor de implantes osseointegrados.
Palavras-chave:

Deficiéncia de magnésio, implante dentério, titdnio, osteoporose, ratos.



Landazuri Del Barrio, RA. Effect of magnesium deficiency on diet on the
maintenance of the osseointegration on titanium implants. Radiographic,
densitometric and removal torque study. [Dissertacdo de Mestrado].

Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2008.

Abstract

Low dietary magnesium (Mg) may be a risk factor for osteoporosis. Mg
intake has been associated with bone mass loss in humans. Mg deficiency in
animal models has showed osteopenia, impaired bone growth and skeletal
fragility. This study evaluated the influence of magnesium deficiency on diet
in young and adult rats on the removal torque of osseointegrated titanium
implants. Ninety male Holtzman rats (n=45; 180 gr - young rats / n=45; 360 gr
- adult rats) were divided in two groups and received a titanium implant in the
tibia metaphysis. After the healing period of 60 days, the animals were
randomly divided in three sub-groups: control group (CTRL, n=15 animals),
75% magnesium deficiency group (Mg1, n=15 animals) and 90% magnesium
deficiency group (Mg2, n=15 animals). The dietary magnesium deficiency
was induced in two groups (Mg1 and Mg2) for 90 days. After 150 days post-
implant placement, all animals were sacrificed and collected samples of blood
and urine. Densitometry of femur and lumbar vertebrae was performed by

dual-energy x-ray absorptiometry (DXA), bone density was measured by



digital radiographs at 6 points on sides of the implant and was performed the
measurement of the thickness of the cortical bone. All implants were
subjected to removal torque. Densitometric analysis (femur and lumbar
vertebrae) and serum and urinary magnesium concentration confirmed a
systemic impairment of the animals, showing lower bone mineral density for
Mg1 and Mg2 in young and adult rats. The analysis of radiographic bone
density revealed a negative impact of the Mg deficiency in the cancellous and
cortical bone. Analysis of the thickness of cortical bone showed alterations on
cortical bone in Mg1 and Mg2 groups. Analysis of the removal torque of the
implants in young rats showed a decrease of the removal torque for the Mg1
and Mg2 groups (P <0.05) with a statistical difference in relation to the CTRL
group. Analysis of the removal torque of the implants in adult rats showed a
decrease of the removal torque for the Mgl and Mg2 groups but without
statistical difference in relation to the CTRL group. According to this study,
magnesium deficiency on diet was observed to have a negative influence on
the biomechanical characteristics of bone tissue around osseointegrated
implants.

Key — words:

Magnesium deficiency, dental implant, titanium, osteoporosis, rats.



1 INTRODUCAO

Nos ultimos 40 anos, a Odontologia experimenta um notavel
desenvolvimento cientifico com o descobrimento do fendmeno
biomecanico conhecido como Osseointegragéo e definido como a uniao
anatémica e funcional direta entre osso vivo remodelado e superficie do

implante®.

A osseointegracao permite a fixacdo e ancoragem de préteses
sendo reconhecida como um dos melhores recursos utilizados na
reabilitacdo oral, criando melhores alternativas protéticas para o
edentulismo parcial, total e unitario e revolucionando a Odontologia

integral.

A utilizagdo dos implantes osseointegrados vem sendo consagrada
como opgao protética devido a seu alto percentual de sucesso (96 a
100%)?, previsibilidade de tratamento e, principalmente pelo
restabelecimento funcional, psicolégico, fonético e estético. A aplicacao
da Implantodontia na Odontologia, e recentemente na Nutricdo e na
Fisiologia tem levado ao desenvolvimento de estudos com o objetivo de
minimizar o risco de insucessos com implantes osseointegrados, inclusive
tentando esclarecer algumas falhas na osseointegracao associadas ao

metabolismo ésseo.

O sucesso da osseointegracdo é determinado pela estabilidade

inicial do implante e pela auséncia de alteracdes do tecido 6sseo no
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periodo de cicatrizacdo®®. Estudos tém demonstrado que algumas
condicdes sistémicas que afetam o metabolismo ésseo como, algumas
doencas reumatolégicas e hormonais, podem alterar o processo de
reparo 6sseo sendo consideradas como fator de risco para a instalagéo
de implantes osseointegrados'®3****°_ Qutros estudos também mostram
que essas condi¢cdes podem alterar a cicatrizacdo e a manutencdo da
osseointegracdo, culminando, entre outros fatores, na diminuicdo da
densidade do tecido 6sseo ao redor dos implantes, no contato osso-
implante, na quantidade de tecido 6sseo presente entre as roscas e na
forca necessaria para a remog¢dao dos mesmos, comprometendo o

sucesso e a previsibilidade do procedimento’* 94168,

Alguns estudos em animais tém demonstrado a influéncia de
deficiéncias nutricionais no metabolismo ésseo e o magnésio (MQ)
desempenha um importante papel na manutencdo da homeostase deste
tecido ésseo, sugerindo a presenca de forte correlagcdo entre 0 consumo

de Mg e a manutencéo da densidade 6ssea*’>%¢

. A deficiéncia de Mg na
dieta produziria alteragdes na resisténcia e na micro-arquitetura éssea por
meio da diminuicdo do volume de osso trabecular e do seu conteudo
: 4,10,52,69 : : =
mineral . Diante de tais relatos, pode-se supor que as alteracdes
sistémicas e Osseas provocadas pela deficiéncia de Mg podem ser um
fator de risco a osseointegragéo, porém nao existem estudos na literatura

gue demonstrem uma correlagdo entre osseointegracao e deficiéncia de

micro-elementos na dieta. Portanto acreditamos ser necessario o
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esclarecimento da possivel influéncia da deficiéncia de Mg na dieta sobre

0 metabolismo 6sseo e sobre a osseointegracao em implantes.



2 REVISAO DE LITERATURA

O Mg é o quarto maior cétion presente no ser humano, sendo que
a maior parte da absorg¢édo deste elemento no organismo € realizada pelo
intestino grosso, por difusdo’®. Sua concentragcdo corporal numa pessoa
adulta e sadia, esta entre 20 a 28 g. dos quais, 50 a 60% estara presente

nos 0ssos e o restante em tecidos moles®’.

Um terco do Mg presente no esqueleto serve como reserva para
manter a concentracdo extracelular deste elemento em niveis normais,

tendo um papel importante também nas reacdes enzimaticas'*>%2°’.

As funcbes do Mg estdo relacionadas com o transporte intra e
extracelular do sédio, potassio e bicarbonato®*. Este elemento também
tem uma fung¢éo importante como bloqueador natural dos canais de calcio
(Ca), controlando o Ca intracelular e mediando a contragdao dos musculos

lisos e esqueléticos™.

Ele ainda participa como co-fator em mais de 300 enzimas e atua
na geracao de energia aerdbia, anaerdbia e na glicélise, além de ser um
ativador enzimatico. E requerido nos processos de fosforilagdo e regula a
atividade celular, a acdo de horménios como o Paratorménio (PTH), pela
interacdo com o Ca e a expressao de alguns neurotransmissores como a
dopamina, a noradrenalina e a serotonina®'®*"2, Também tem importancia
nas patologias cardiovasculares, podendo causar variagcdo da

concentracdo do tromboxano urinario, da angiotensina Il, dos niveis de
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aldosterona plasmatica e conseqlientemente pode provocar alteragdes na

pressao arterial®®’°,

Esse elemento possui também um papel importante no tecido
0sseo e na homeostase mineral, podendo afetar diretamente a fungao das
células 6sseas e a formacao de hidroxiapatita, por isso alguma alteracao
em sua concentracdo no organismo poderia comprometer a resisténcia

desse tecido®%%70

A deficiéncia de Mg no ser humano ndo é comum, mas pode se
apresentar em certas condi¢des como: no aldosteronismo, no alcoolismo,
na ma nutricdo proteico-calérica e no diabetes. Os sintomas que
caracterizam essa deficiéncia sdo principalmente, o vémito, a ndusea e a
anorexia, podendo também surgir desconfortos cardiacos com alteragbes

no eletrocardiograma®’.

A hipocalcemia é a manifestagdo mais comum da deficiéncia de Mg
e essa hipomagnesemia também pode ter influéncia no metabolismo da
vitamina D, causando resisténcia a doses farmacoldgicas da
hidroxivitamina D e da 1,25 Dihidroxivitamina D, além de problemas na

regulacéo do transporte do Mg no trato intestinal®.

Estudos realizados em ratos colectomizados, demonstraram
fragilidade 6ssea devido a falta de absorcdo do Mg, evidenciando uma
diminuicdo nos niveis séricos, sendo que a absor¢do do calcio, nestes

estudos, foi normal®®. Em outros estudos, houve aumento nos niveis de
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Mg nas fezes de ratos colectomizados, diminuicdo nos niveis de Mg na
urina e aumento nos niveis do fésforo e da piridinolina, da
deoxipiridinolina e da 1,25 dihidroxivitamina D na urina'’. A deficiéncia de
Mg em ratos, tanto a severa quanto a moderada afeta também a resposta
imune, demonstrando alteracées nos indices das proteinas plasmaticas.
Os indices de IgM estao relacionados com a concentragédo de Mg no
plasma e em depleg¢édo severa demonstraram valores menores. Os valores
de IgG se mostraram diminuidos na deficiéncia moderada, mas nao foram

observadas alteracdes relacionadas a resposta dos anticorpos’.

A deficiéncia de Mg na dieta de ratos pode desencadear uma
modificagdo na forma da ingestao para que haja compensac¢ao do mineral
deficiente. Um estudo realizado em ratos mostrou que o apetite por Mg é
especifico e inato e que o animal tenta compensar a deficiéncia,
procurando uma fonte rica no mesmo®. Existe relagéo significante entre a
quantidade de Mg na dieta e a quantidade no sangue em estudos
realizados com ratos e aqueles submetidos a deficiéncia na dieta,

demonstraram niveis diminuidos de Mg sérico e no fémur’®.

Essa deplecao de Mg pode ainda ter influéncia no metabolismo
de outros micro-elementos, como do ferro. Estudos em ratos com
deficiéncia de Mg demonstraram aumento da absorcido do ferro,
diminuicdo de glébulos vermelhos e da concentragdo de hemoglobina,
aumento dos leucdcitos, aumento significante do ferro no plasma e no

figado. Nao houve mudancgas nos valores de concentragdo de ferro no
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musculo esquelético e no fémur, concluindo-se que a deficiéncia

nutricional produz hemélise por fragilidade de eritrécitos®®.

Também tem sido demonstrada uma diminuicdo do volume de
osso trabecular e do conteudo mineral no osso neoformado, com
incremento do tamanho dos cristais de hidroxiapatita em caso de
deficiéncias de Mg sendo que mecanicamente, esse 0Ss0 pode
apresentar menor resisténcia**®. As propriedades do tecido 6sseo dos
ratos submetidos a esta deplecdo tém sido afetadas, principalmente a
resisténcia, havendo reducdo também do peso, tamanho e diametro dos
o0ssos®. Essa influéncia da deficiéncia de Mg na resisténcia 6ssea tem
sido demonstrada em outros estudos realizados em ratos submetidos a
deficiéncia crénica deste elemento na dieta e foi observado que, niveis
muito reduzidos do mineral no plasma e na tibia sdo compativeis com
uma diminuigdo significante da resisténcia 6ssea, tendo também, como
conseqliéncia um crescimento 6sseo lento, diminuicdo na concentracao
do Mg sérico e no fémur®®. Outro estudo realizado em ratos com deplecédo
de Mg na dieta demonstrou que eles apresentaram 0ssos menores e com
menor peso que o grupo nao submetido a deplecao e foram realizados
testes de resisténcia a deformacao evidenciando menor resisténcia das

amostras do grupo com deficiéncia®.

A complexidade do metabolismo 06sseo envolve varios
fatores que influenciam na resisténcia e na estrutura deste tecido como, o

conteudo mineral, as concentragdes séricas do paratorménio, da vitamina
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D, da osteocalcina (marcador de formagao 6ssea) e da deoxipiridinolina

(marcador de reabsorgao 6ssea)'®.

Estudos em ratos com deficiéncia de Mg na dieta, apos
um periodo reduzido (oito dias), apresentaram diminuicdo nos niveis de
osteocalcina, alterando a qualidade e quantidade de tecido 6sseo durante
o ciclo de crescimento®. Também como conseqtiéncia da deplecdo do Mg
nos estudos em ratos pode ser a reducdo do crescimento 06sseo,
principalmente, a diminuigdo do osso trabecular com aumento no nimero
de osteoclastos e diminuicdo no numero de osteoblastos. Em estudos
histoquimicos comprovou-se que, nos ratos com um dia de deplecdo do
Mg, houve aumento dos niveis de substéncia P em megacariécitos e
linfocitos. Além disso, foi constatado aumento dos niveis de IL-1
(interleucina 1), TNFa (Fator de Necrose Tumoral alfa) nos osteoclastos,
concluindo-se que as citocinas inflamatérias tém um papel importante e
podem contribuir para a osteoporose induzida pela deficiéncia de Mg *°.
Além de causar aumento nos niveis de citocinas pré-inflamatérias como a
IL-18 e o TNF-a, a deplegdo do Mg na dieta também pode causar
aumento da IL-6 em estudos realizados em ratos pela ativagdo do sistema

imune®33:38,

A associagéo da deficiéncia de Mg na dieta com baixa densidade
O0ssea e osteoporose tem sido pesquisada para se obterem resultados
mais concretos e um dos mecanismos pelo qual o metabolismo ésseo se

vé afetado € a via dos receptores RANK, RANK-L e OPG. A importancia
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deste sistema regulador do metabolismo 6sseo € fundamental e algum
desequilibrio neste mecanismo pode desencadear importantes alteracdes
neste tecido®. A expressdo de RANK-L ativa os osteoclastos, causando
reabsorcdo éssea, entretanto a expressdo de OPG inibe a ativacado de
osteoclastos, constituindo-se um regulador do metabolismo 6sseo0®.
Como resultado da deficiéncia de Mg, estudos imunohistoquimicos
realizados em ratos relatam que algumas citocinas relacionadas com o
metabolismo ésseo como a presenca de RANK-L e OPG, demonstraram
alteracdo do tecido ésseo. O aumento do RANK-L e a diminuicao dos
niveis de OPG confirmam a reabsor¢cao 6ssea causada pela deficiéncia
de Mg (severa e moderada) em ratos, sendo este um fator de risco para o
desenvolvimento de osteoporose®. A resposta inflamatéria demonstrada
pelo aumento dos niveis plasmaticos de IL-6 em ratos com deficiéncia de
Mg na dieta, sugere que a diminuicdo dos niveis plasmaticos de Mg
extracelular pode ser o fator predisponente para a ativacdo de células

imunolégicas®.

Estudos relacionados a osteoporose em ratos com deficiéncia de
90% de Mg, tém demonstrado resultados interessantes em analises
radiograficas, histométricas e de resisténcia déssea e confirmam a
diminuicdo da densidade oOssea mineral, aumento da fragilidade,
alteragbes na arquitetura e diminuicdo na quantidade e no volume de
osso trabecular ®'. A deficiéncia severa de Mg muda a homeostasia do

tecido 6sseo e a diferenca da quantidade de Mg na dieta em ratos produz
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alteracbes no metabolismo ésseo incrementando o contelddo de Ca no
tecido, diminuindo a quantidade de Mg; sendo que também causa
aumento do zinco no figado e nos rins e produz ainda aumento na

producdo de TNFa'".

Alguns estudos relatam que, nos animais submetidos a deplecao, ha
um aumento do Ca sérico, uma diminui¢cdo de 51% no conteudo de Mg no
0ss0, uma importante hipomagnesemia, uma diminuicdo do PTh sérico,
da 1,25 dihidroxivitamina D, da fosfatase alcalina, da osteocalcina, o que
confirma uma possivel reducdo na atividade osteoblastica. Evidenciaram
também diminuicdo do volume ésseo e da espessura das trabéculas,
confirmando um aumento da reabsorcdo éssea € do numero de
osteoclastos na superficie devido a liberagdo de TNF-a e de substancia
P°!. Outros estudos também realizados em ratos com deficiéncia severa
de Mg demostraram redugé&o nos niveis de osteocalcina sérica, Mg no
fémur, e osteocalcina no mRNA; entretanto os niveis das concentracoes

de Ca e fésforo nao foram afetadas'®.

Um estudo realizado em ratos com deficiéncia de Mg de 25%
(NR), demonstrou perda 6ssea com resultados similares aos obtidos com
a deficiéncia severa (90% de deplecao de Mg), sendo este um fator de
risco para o desenvolvimento de osteoporose® e outro estudo em ratos
demonstrou que a deficiéncia de Mg na dieta por periodos prolongados

pode induzir a osteoporose®’.
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As alteragbes causadas pela deficiéncia severa e moderada de Mg
em ratos tém confirmado diminuicdo da concentracdo deste elemento no
0sso e principalmente provocando transtornos no turnover ésseo, com

formagao de osso desorganizado e fragil”'°.

Em humanos, a quantidade de ingestdo de Mg sugerida (RDA-
Recommended Daily Allowance) para mulheres adultas é de 320 mg/dia e
para homens adultos é de 420 mg/dia e nos EUA. Sendo que na
populacdo em geral, a quantidade diaria ingerida tanto por adolescentes
quanto por adultos, encontra-se quase sempre em niveis inferiores a

esses valores minimos requeridos®’.

Estudos em pacientes com osteoporose pds-menopausa tém
demonstrado diminuigdo nos niveis de Mg sérico e do conteudo 6sseo

|** entretanto, em outro estudo realizado também em mulheres

minera
pds-menopausa demonstrou que o aumento de Mg e Ca no leite,
reduzem a reabsorgdo 0ssea medida por testes de deoxipiridinolina na

urina®".

Alteragcdes no sistema digestivo também tém sido relacionadas
com deficiéncia de Mg®® como demonstrou um estudo em mulheres
jovens que desenvolveram hipomagnesemia apds colectomia®®. Da
mesma forma € comum se observar a diminuicdo dos niveis de Mg em

pacientes idosos por fatores relacionados a perda de apetite, dieta
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inadequada, diminuigdo da absorgao por via intestinal associada a idade

ou aumento da excrecéo do Mg por via renal®.

A osteoporose € definida como wuma doenca sistémica
caracterizada pela perda da massa 0ssea e deterioragdo microestrutural
do tecido Osseo, levando ao aumento da fragilidade é&ssea e

conseqiientemente a um maior risco de fraturas’®.

Como foi relatado, as deficiéncias nutricionais tém uma influéncia
sistémica, afetando principalmente a resposta inflamatéria, a cicatrizagdo
e a reparacao do tecido 6sseo além de causar alteragdes no metabolismo
e também podem afetar a osseointegracdo. Afetam principalmente a
estabilidade primaria pela diminuicdo da densidade éssea, fragilizando a
microestrutura do tecido 0Osseo peri-implantar e comprometendo o
sucesso dos implantes®. Outro fator determinante no sucesso do
tratamento com implantes osseointegrados é a qualidade do tecido 6sseo
e quando este se encontra comprometido, com baixa qualidade, converte-
se num fator de risco para a osseointegracao®®. Estudos tém demonstrado
que algumas condicdes sistémicas que afetam o metabolismo 6sseo,
como doencgas reumatolégicas e hormonais, podem alterar o processo de
reparo 6sseo, sendo consideradas como fator de risco para a instalagao

19,34,37,41,54,55

de implantes osseointegrados , se tornando uma complicagéo

bioldgica, que potencialmente causaria a perda dos implantes?.
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Dentro destas alteragcdes sistémicas, a osteoporose afeta
diretamente a osseointegragdo, diminuindo o contato osso — implante e

causando uma menor estabilidade %8,

O modelo animal mais utilizado para estudos de osseointegracao
de implantes dentérios com osteoporose tem sido com ratas e coelhas
ovarectomizadas, devido as caracteristicas da arquitetura e massa do
tecido 6sseo serem semelhantes as do ser humano durante o processo
de envelhecimento. Para a indugdo da osteoporose por fatores
nutricionais e especificamente por deficiéncia de Mg em animais, pode-se
utilizar este modelo com exemplares machos para se evitar a influéncia
hormonal e assim determinar o papel deste mineral no metabolismo

633601 8,60,67,68.

Um estudo realizado em ratas ovarectomizadas por Giro et al.'®,

publicado em 2007, demonstrou menor for¢a de torque reverso e também
diminuicdo da massa éssea do tecido que se encontrava em contato com

os implantes colocados nas tibias dos animais.

Em outro estudo que relacionaram nutricido e sua influéncia na
osseointegracdo utilizando dieta isocalérica com baixo conteldo de
proteinas em ratos em fase de envelhecimento, evidenciaram alteragéao
na resisténcia e na microarquitetura déssea ao redor de implantes

colocados em tibias, causando menores valores no teste de torque



32

reverso, menor contato osso-implante e menor espessura das trabéculas,

comparando-se com o grupo controle'.

Varios transtornos causados pela deficiéncia de Mg foram
confirmados nesta revisdo de literatura sendo os mais evidentes, a
diminuicdo da massa e da densidade Ossea. Portanto, as alteragdes
sistémicas e ésseas causadas pela deficiéncia de Mg na dieta podem
influenciar a osseointegracdo, levando a uma deficiente estabilidade
primaria e comprometendo assim o sucesso dos procedimentos com

estes implantes.

Pesquisas relacionadas a deficiéncia de Mg e sua influéncia na
osseointegracdo ainda sao limitadas, sendo necessarias outras
investigagbes mais direcionadas, para se esclarecer a influéncia de

fatores nutricionais na implantodontia atual.



3 PROPOSICAO

Avaliar o efeito da deficiéncia de Mg na dieta de ratos sobre o
padrao 6sseo e sobre a manutengéo da osseointegracao de implantes de

titdnio com osseointegracao estabelecida.



4 MATERIAL E METODO

DESENHO DO ESTUDO

1. ANIMAIS
O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em

Experimentagdo Animal (CEEA), processo n° 20/2006 (Anexo A1).

Neste estudo foram utilizados 90 ratos (Rattus Norvegicus, albinus,
Holtzman) machos, 45 animais (ratos jovens) com aproximadamente 2
meses de idade (massa média de 180 g) e 45 (ratos adultos) com
aproximadamente 5 meses de idade (massa média de 380 g)
provenientes do Biotério do Campus de Araraquara — UNESP. Os animais
foram mantidos em gaiolas individuais, confeccionadas em acgo-inox, em

ambiente com temperatura, umidade e luz controladas.

Os animais jovens e adultos foram divididos em 3 grupos, conforme

a dieta que iriam receber :

e Grupo Controle: animais que tiveram acesso a ragcao com

quantidade diéria ideal de Mg por um periodo de 90 dias (n=30).

e Grupo Mg1: animais que tiveram acesso a ragdo com quantidade
reduzida de Mg em 75%, por um periodo de 90 dias (n=30).

e Grupo Mg2: animais que tiveram acesso a racdo com quantidade
reduzida de Mg em 90%, por um periodo de 90 dias (n=30).

Para hidratacao, os animais receberam agua destilada ad libitum.



2. DIETA
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A confecgdo da dieta foi baseada no AIN-93M (American Institute

of Nutrition para manutengdo de roedores

Tabelas 1 e 2 a seguir:

)43

, como demonstrado nas

Tabela 1- Formulagao da dieta para manutencao de roedores (AIN — 93M)

sendo a caseina usada como fonte de proteina

INGREDIENTES

AIN — 93M (g/kg DIETA)

Amido de milho 465,69
Caseina (> 85% proteina) 140,00
Malto dextrina 155,00
Sacarose 100,00
Oleo de soja 40,00
Fibra 50,00
Mistura mineral 35,00
Mistura vitaminica 10,00
L-Cistina 1,80

Bitartarato de colina (41.1% colina) 2,50
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Tabela 2- Mistura mineral com as concentragées recomendadas para a

manutencao de roedores (controle), dieta com reducdo de 75% (Mg 1) e

dieta com redugéo de 90% (Mg 2) (AIN — 93M — MX)

. Controle Mg 1 Mg 2
SUBSTANCIAS
(g oumg/kg) | (goumg/kg) | (g ou mg/kg)

Carbonato de calcio anidro (40.04% Ca) 375,00 375,00 375,00
Fosfato de potassio monobésico 250 00 950 00 250 00
(22.76% P, 28.73% K) ’ ’ ’
(ng-a;tgo/(:eK;’otéssio, tripotassico monohidratado 28,00 28,00 28,00
Cloreto de sédio (39.34% Na, 60.66% Cl) 74,00 74,00 74,00
Sulfato de potéassio (44.78% K, 18.39% S) 46,60 46,60 46,60
Oxido de magnésio (60.32% Mg) 24,00 6,0 2,4
Citrato férrico (16.5% Fe) 6,06 6,06 6,06
Carbonato de zinco (52.14% Zn) 1,65 1,65 1,65
Metassilicato de sédio 9H.0 (9.88% Si) 1,45 1,45 1,45
Carbonato de manganés (47.79% Mn) 0,63 0,63 0,63
Carbonato cuprico (57.47% Cu) 0,30 0,30 0,30
Sulfato de cromo potassio 12 H20 (10.42% Cr) 0,275 0,275 0,275
Acido bérico (17.5% B), mg 81,5 81,5 81,5
Fluoreto de sédio (45.24% F), mg 63,5 63,5 63,5
Carbonato de niquel (45% Ni), mg 31,8 31,8 31,8
Cloreto de litio (16.38% Li), mg 17,4 17,4 17,4
Selenato de sédio anidro (41.79% Se), mg 10,25 10,25 10,25
lodato de potassio (59.3% l), mg 10,0 10,0 10,0
Paramolibdato de Aménio 4H20 (54.34% Mo), mg 7,95 7,95 7,95
Vanadato de aménio (43.55% V), mg 6,6 6,6 6,6
Sacarose 209,806 209,806 209,806

As dietas foram formuladas por empresa especializada e foram

quimicamente analisadas com os métodos usuais para determina¢do da

composicdo centesimal.

" Pragsolugées Biociéncia, Jad, BR

Para acompanhamento do crescimento e
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desenvolvimento dos animais foram controlados diariamente: a ingestao
alimentar, as excretas e a adaptacdo dos mesmos a dieta e ainda

semanalmente, a massa corporal.
3. DESENHO EXPERIMENTAL

Apo6s um periodo de cinco dias para a adequacao dos animais ao
ambiente do biotério, todos foram submetidos a cirurgia de instalagdo dos
implantes nas tibias direita e esquerda, recebendo durante esse periodo a
dieta com concentracdo adequada de Mg. Decorrido um periodo de 60
dias, necessario & osseointegracdo dos implantes®, apenas os animais
dos grupos Mg1 e Mg2 tiveram acesso a dieta com redugéo do Mg, como
mostrado anteriormente, por 90 dias, com o objetivo de se instalar a

referida deficiéncia®®>®

. Os animais do grupo controle mantiveram a
mesma dieta por mais 90 dias. Apds esse periodo, os animais foram

sacrificados (Figura 1).

Dia -5 0 Periodo de 60 150
| | osseointegragao | |
I I I I
Animais Instalagao BASELINE FINAL
bior:((a')rio im dlzrsnes Inicio da dieta Sacrificio
Procedimento nan) tibias com redugdo do dos
dos animais Mg (Mg1 e Mg2) animais de
e dieta normal todos os
para grupo CTL arupos

FIGURA 1- Desenho Experimental.
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4. CIRURGIA PARA INSTALAGAO DOS IMPLANTES

Os animais foram anestesiados com uma combinac¢ao de cloridrato
de ketamina’ numa concentracdo de 0,08ml/100g de massa corpdrea e
cloridrato de xilazina~ 2% na concentragdo de 0,04ml/100g.
Posteriormente, foram submetidos a tricotomia da regidao interna das
pernas direita e esquerda e realizada a antissepsia com gaze estéril

embebida em solu¢do de iodopovidona.

Uma incisdo de aproximadamente 10 mm foi realizada, em planos,
na regido a ser operada, mais precisamente sobre a metéfise tibial. Apds
uma disseccdo delicada, o tecido ésseo foi submetido a osteotomia,
realizada por meio de uma sequéncia progressiva de fresas (fresa langa;
fresa espiral de 2,0 mm) para acomodar um implante” de titanio de
superficie porosa com 4 mm de comprimento por 2,2 mm de diametro.
Todas as perfuracdes foram realizadas com motor elétrico”  ajustado a
1200 rpm, sob abundante irrigacdo com solucao salina estéril. O implante

*****

foi instalado com a ajuda de uma chave digital . A regido foi suturada

******

em planos, internamente com fio reabsorvivel e externamente com fio

" Ketamina Agener — Agener Unigo
“ Rompum — Bayer
™" Conexéo Sistemas de Prétese
“** BLM 600 — Driller

stk

Chave Hexagonal — Conexao

Vicryl 5-0 — Johnson & Johnson
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de seda’. Os animais receberam, em dose Unica, penicilina associada a
estreptomicina’ na dosagem 0,1 mlkg de peso e 5mgkg de
dexametasona  intramuscular, apés a cirurgia. Posteriormente os

animais foram acompanhados para avaliacao da cicatrizacéo.

5. AVALIACAO DO TORQUE DE REMOCAO

No momento do sacrificio, a tibia esquerda foi removida e
estabilizada em uma pequena morsa. Uma chave hexagonal foi
conectada tanto no implante como no torquimetro e foi realizado um
movimento anti-horario com o objetivo de desrosquear o implante. O pico
maximo necessario para movimentar o implante foi registrado como o

valor do torque de remogéao (N.cm).

6. ANALISE DA DENSIDADE OSSEA

Foi realizada analise da densidade mineral 6ssea (BMD) do fémur
esquerdo e das vértebras lombares para constatacdo da perda de massa
6ssea esqueletal. Para isso foi utilizado um densitdmetro” sendo a
andlise da densitometria Ossea realizada por Dual-energy X-ray

Absorptiometry (DXA), empregando-se o software “Small Animal’,

" Seda 4-0 — Johnson & Johnson
 Pentabidtico — Wyeth — Whitehall Ltda.

Dextar — Agener Unido

sk Discovery QDR HO|OgiC
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fornecido pelo fabricante do aparelho, no modo “High Resolution’. A
técnica foi padronizada para todos os grupos. Para calibracdo do
aparelho, foi realizado um teste que consiste em mensurar a densidade
de um bloco padrdo composto por trés camadas sintéticas, de
constituicio semelhante ao osso com area e conteddo mineral

conhecidos.

A delimitacdo das regides analisadas foi realizada por dispositivos
existentes no programa do aparelho, selecionando sempre o mesmo

espaco a fim de padronizar as medidas de todas as sub-regides.

Foram efetuadas medidas de BMD global e de trés sub-regides,

assim determinadas (Figuras 2 e 3):

Fémur: R1) Epifise proximal;

R2) Epifise distal;

R3) Diafise.

Vértebras lombares: L2, L3 e L4.
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FIGURA 2- Avaliagcao Global e das sub-regides da coluna.

FIGURA 3- Avaliagdo Global e das sub-regides do fémur.

A precisdao da DXA na determinagdo da BMD foi avaliada pela
mensuracgao do coeficiente de variagdo expresso como uma porcentagem
da média®. Para isso, foram realizadas cinco medidas consecutivas de
cada regidao anatébmica de uma mesma amostra. Todas as medidas foram
realizadas no Laboratério de Metabolismo Osseo da Disciplina de

Reumatologia da Faculdade de Medicina de Sdo Paulo-USP.
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7. ANALISE DA DENSIDADE OSSEA RADIOGRAFICA

Aquisicdo das imagens

As imagens radiograficas da tibia foram obtidas por meio de um
sistema de imagem digital direta - CDR (Computed Dental Radiography
para Microsoft Windows, Shick® Technologies, Inc, Dialom Dental
Products.), o qual utiliza um sensor eletrbnico em substituicdo ao filme
radiografico. As tibias foram fixadas em um posicionador de maneira que
os implantes ficassem com seu longo eixo perpendicular ao feixe central
de raios X e paralelo ao sensor, numa distancia foco-objeto de 40 cm. O
sensor foi exposto a tomada radiografica a uma poténcia de 70KVp e
10mA, com tempo de exposi¢cdo de 18 pulsos por segundo. A resolugéo
da imagem foi de 635 ppi (pixels per inch) com tamanho da imagem de
900x641 dpi e tamanho dos pixels de 40 microns. As imagens foram
armazenadas em formato TIFF (Tagged Image File Format), sem

compressao (8 bits com resolucao de 600 dpi).

Andlise das imagens

As imagens foram analisadas por meio de um software analisador
de imagens (Adobe® Photoshop® 6.0) utilizando-se um computador com
processador de 1.73 GHz (Intel Pentium M), 512k, 1 DDR GB e sistema
operacional Windows XP Home (Microsoft, EUA), em tela plana WXGA

Trubite de 15.4 polegadas. A densidade Gssea radiografica foi obtida por
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meio da analise dos niveis de cinza da radiografia (histograma) em uma
area de 5x5 pixels em 6 pontos adjacentes ao implante, nas seguintes
regidbes de interesse: cortical superior, cortical inferior e medular, em

ambos os lados do implante (Figura 4).

FIGURA 4-Regibes de interesse para analise da densidade Ossea
radiogréfica: (1-2: cortical superior; 3-4: medular; 5-6: cortical

inferior)

O célculo da densidade Ossea foi realizado obtendo-se
primeiramente a média dos niveis de cinza de cada regido de interesse,
em seguida, foi obtido o valor de nivel de cinza do implante. O valor
relativo as regides de interesse foi dividido pelo valor relativo ao implante
com o objetivo de compensar diferengas minimas entre as radiografias.
Também foi realizada a mensuracdo da espessura das corticais ésseas
(superior e inferior) mediante 0 mesmo software analisador de imagens. O

local de mensuracao foi padronizado mediante ferramentas préprias do
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programa a 1 mm do implante, evitando-se assim a interferéncia de

alteracdes ou defeitos 6sseos proximos ao implante.

8. ANALISES LABORATORIAIS

Os animais foram sacrificados apds o periodo previamente
determinado com aprofundamento de anestesia. No sacrificio foram
removidos os fémures, direito e esquerdo e as tibias, direita e esquerda

de cada animal.

No momento do sacrificio, uma amostra de sangue foi coletada por
puncdo da artéria caudal, sendo centrifugada por 10 minutos. O soro foi
separado do coagulo e congelado a —70° C para andlise da concentragio

de Mg e Ca.

Para a mensuragao da concentragao sérica de Mg foi utilizado um
kit comercial que usa o método colorimétrico’, onde o Mg em meio
alcalino reage com o xylidyl blue, formando um complexo de cor purpura e
sua intensidade é proporcional a concentracdo de Mg presente na
amostra. A adicao do complexo EGTA ao reagente, elimina a interferéncia

dos ions célcio.

Para a mensuragéo da concentragdo sérica de Ca utilizou-se um kit

comercial, por meio de método colorimétrico*, onde o Ca reage com o

* Wiener Lab. Rosario, Arg.
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arsenazo |l produzindo um complexo de cor azul, que foi mensurado em

espectrofotbmetro a 650 nm.

Na urina também foram determinadas as concentracdes de Mg e
Ca e para isso os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas, 24
horas antes do sacrificio, para a coleta de urina. As concentracées de Mg
e Ca foram medidas por kits comerciais, sendo o kit e o método de

analise semelhantes aos realizados no soro e descritos anteriormente.

9. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados, agrupados em tabelas apropriadas, foram
submetidos ao teste de D’Agostino para avaliagcdo da normalidade e a
partir dai foram aplicados os testes paramétricos (ANOVA) ou nao
paramétricos (Kruskal-Wallis), para a comparacao das médias obtidas nos
0S grupos experimentais, sendo entdo realizada a comparacao entre os
grupos. O nivel de significancia estabelecido foi de 5%. A hipo6tese de

nulidade foi rejeitada se p<0,05.



5 RESULTADO

Peso:

A andlise do peso dos ratos jovens no periodo do Baseline
demonstrou que os grupos tiveram diferenca significativa. No periodo Final,
houve diferenga significante entre os grupos Mg1 e Mg2 (p< 0.05), portanto
entre os grupos controle e Mgl e controle e Mg2 os animais nao

apresentaram diferenca significante (Tabela 3).

A analise do peso dos ratos adultos no Baseline e no final do

experimento, ndo demonstrou diferencga significante (Tabela 3).
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Tabela 3- Média e desvio — padrdo do peso (gramas) dos animais jovens e

adultos
Ratos jovens
Controle Mg1 Mg2
Dia 0 181.1 +6.070 190.7 +6.269 * 172.7 + 5.548
Baseline 382.8 + 34.579 393.4 +24.706 397.1 +28.62
Final 472.8 +71.53 520.7 £41.929 468.2 + 47.436
Ratos adultos
Controle Mg1 Mg2
Dia 0 377.8+8.029  387.6+8659  373.7+8.330
Baseline 4475 + 48.696 417.3 +40.828 453.9 + 30.023
Final 520.7 + 68.639 535 + 43.494 483.1 + 143.719

*(p< 0.05) diferenga estatisticamente significante com relagao aos grupos do estudo.

*

(p< 0.05) diferencga estatisticamente significante entre os grupos Mg1 e Mg2.
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Residuos de racao

A anadlise dos dados (Kruskall — Wallis) dos residuos de racao total
dos ratos jovens entre o Dia 0 e o periodo precedente ao Baseline, os grupos
nao apresentaram diferenca estatisticamente significativa (Tabela 4). Ja
durante o periodo entre o Baseline e o Final, os dados dos animais jovens
mostraram diferenca significativa entre o grupo controle e o grupo Mg2 e
também entre os grupos Mg1 e Mg2 (Tabela 4). Os dados referentes aos
residuos de racdo total dos ratos adultos entre o Dia 0 e o periodo
precedente ao Baseline, os animais apresentaram diferenga significativa
entre 0 grupo controle e o grupo Mg2 e entre os grupos Mg1 e Mg2 (Tabela
4). Nos animais adultos entre o periodo do Baseline e o Final, os valores
demonstraram diferenga significativa entre o grupo controle e os grupos Mg1

e Mg2 e entre os grupos Mg1 e Mg2 (Tabela 4).
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Tabela 4- Média e desvio padrao dos residuos totais de racdo (gramas) dos

grupos de estudo

Ratos jovens

Controle Mg1 Mg2

Dia 0 - Baseline

25.1 £21.008 34.7 £ 33.640 19,6 +21.364

Baseline - Final  165.7 + 109.121 24 +29.262 1425 +114.007 *
Ratos adultos
Controle Mg1 Mg2
Dia 0 - Baseline 17.1 + 35.076 0 15.5+24.210 *
Baseline - Final 3.7 +7.564 0.4+1549 253+22362*

*(p< 0.05) diferenga estatisticamente significante com relagao aos grupos do estudo.

*%

(p< 0.05) diferenga estatisticamente significante entre os grupos Mg1 e Mg2.



50

Andlises laboratoriais

Concentracdo plasmatica de Calcio e Magnésio

Os valores da andlise (Kruskal — Wallis) da concentracédo plasmatica
do Calcio ndo demonstraram diferenga significante nos ratos jovens (Tabela
5). O grupo de ratos adultos apresentaram diferenca estatisticamente
significativa apenas no grupo Mg2, quando comparado com o grupo controle

(Tabela 5).

A andlise dos dados (Kruskal — Wallis) relativos a concentragao
plasmatica de Magnésio demonstrou diferenca estatisticamente significativa
entre o grupo controle e os grupos Mg1 e Mg2, tanto em animais jovens

guanto em animais adultos (Tabela 5)

Tabela 5- Analise da concentracdo plasmatica de Calcio e Magnésio de

animais jovens e adultos

Ratos jovens

Controle Mg1 Mg2
Ca 9.817+1.315 10.199+1.774 9.937+1.943
Mg 4.656+0.671 2.991+0,914" 2.330+1.266*
Ratos adultos

Controle Mg1 Mg2
Ca 9.457+1.208 10.395%£1.305 10.7131£2.976*
Mg 5.857+1.037 3.361+1.710* 2.975+2.663"

(Kruskal-Wallis)

* p<0.05 em relagéo ao grupo controle
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Concentragéo urinaria de Calcio e Magnésio

Os dados da concentracao urinaria do Célcio, relativos ao grupo de
ratos jovens, apresentaram diferenga estatisticamente significativa apenas
entre os grupos Mgl e Mg2 (Tabela 6). Os dados analisados dos ratos

adultos ndo demonstraram diferenca significativa (Tabela 6).

A andlise dos valores (Kruskal — Wallis) da concentragdo de Magnésio
na urina em animais jovens mostrou diferenca estatisticamente significativa
entre o grupo controle e os grupos Mg1 e Mg2 (Tabela 6). Os valores nos
animais adultos apresentaram diferenca significativa apenas entre o grupo

controle e o grupo Mg2 (Tabela 6).

Tabela 6- Analise da concentracao urinaria de Célcio e Magnésio de animais

jovens e adultos

Ratos jovens

Controle Mg1 Mg2
Ca 7.261+6.833 3.463+12.537 14.37112.234
Mg 7.797+1.806 3.914+1.781* 2.619+1.892*
Ratos adultos

Controle Mg1 Mg2
Ca 5.541+2.870 5.714+10.439 6.48913.766
Mg 6.135+1.792 4.853+2.735 3.048+2.72*

(Kruskal-Wallis)

* p<0.05 em relagao ao grupo controle

" p<0.05 entre os grupos Mg1 e Mg2
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Analisando a influéncia da idade sobre a concentragdo plasmatica de
célcio e magnésio, foi observada diferenca estatisticamente significante entre
grupos controle e grupos com dietas deficientes (Mg1 e Mg2) nas diferentes
idades (grupos de ratos jovens e grupos de ratos adultos). A concentragédo
plasmatica de calcio ndo demonstrou diferenca estatisticamente significante

qguando observada a influéncia da idade.
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Andlise densitométrica lombar

A analise densitométrica das vértebras lombares (ANOVA) mostrou
menores valores de densidade para os grupos submetidos a deficiéncia de
Mg. No grupo de ratos jovens foi observada diferenga estatistica significativa
do grupo Mg2 em relacao aos demais grupos do estudo, para todas as areas
avaliadas. Os grupos controle e Mg1 ndo apresentaram diferenca estatistica

entre si, para nenhuma regido de interesse (Tabela 7).

Os valores de densitometria das vértebras lombares nos ratos adultos
mostraram diferencas significativas para todas as regides avaliadas do grupo
Mg2 em relacdo ao grupo controle (p< 0.05). Essa diferenca também foi
observada na comparag¢ao do grupo Mg2 com o grupo Mgl em relagcéo a

regido L3, como mostra a Tabela 7.
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Tabela 7- Analise densitometrica das vértebras lombares (média) em animais

jovens e adultos

Ratos jovens

Controle

Mg1

Mg2

GLOBAL
L2
L3
L4

0.2558 £ 0.0121
0.2509 £ 0.0130
0.2562 £ 0.0106
0.265 +£0.0128

0.2517 £ 0.0123*
0.2462 +0.0116*
0.2537 £0.0140
0.2656 + 0.0195

0.2362 +0.0087"
0.2321 +0.0110"
0.2364 +0.0105
0.2412 +0.0119"

Ratos adultos

Controle

Mg1

Mg2

GLOBAL
L2
L3
L4

0.2666 * 0.0059
0.2629 £ 0.0158
0.2694 + 0.0080
0.2769 * 0.0082

0.2593 £ 0.0200
0.2563 £ 0.0185

0.2646 +0.0170"

0.2638 + 0.0252

*****

*****

0.241 £0.0259
0.2428 + 0.0282

*****

0.2525 + 0.0271

(ANOVA)

* (p< 0.05) diferenca estatisticamente significante entre os grupos Mg1 e Mg2

*k

*kk

*kkk

*****

(p< 0.01) diferenga estatisticamente significante com relagéao ao grupo Controle
(p< 0.01) diferenga estatisticamente significante com relagao aos grupos de estudo
(p< 0.05) diferenga estatisticamente significante com relagéo ao grupo Controle

(p< 0.05) diferenca estatisticamente significante com relagao aos grupos de estudo
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Analise densitométrica do fémur

Os valores de densitometria 6ssea do fémur nos animais jovens
revelaram diferengas estatisticamente significativas do grupo Mg2 em relagéo
aos grupos controle (p< 0.01) e Mg1 (p< 0.05) para as regides R2 e Global.
Nao foi observada diferenga entre os grupos controle e Mg1 para nenhuma

das regides avaliadas (Tabela 8).

A analise densitométrica do fémur em animais adultos demonstrou

diferenca significativa apenas para a densidade global do grupo Mg2 em

relacdo aos grupos controle (p< 0.01) e Mg1 (p< 0.05) (Tabela 8).

Tabela 8. Densitometria 6ssea femoral (média) em animais jovens e adultos

Ratos jovens

Controle Mg1 Mg2
R1 0.2415 + 0.0165 0.2412 +0.0071 0.2371 + 0.0064
R2 0.241 +0.0080 0.2382 + 0.0080  0.2316 + 0.0058"
R3 0.2464 +0.0129 0.243 +0.0101 0.2402 + 0.0014
Global 0.2487 +0.0068  0.2446 +0.0036*  0.239 +0.0068"

Ratos adultos

Controle Mg1 Mg2
Global 0.2597 + 0.0069 0.2531 +0.0121*  0.2451 +0.0161"
R1 0.2606 + 0.0109 0.2586 + 0.0215 0.254 +0.0116
R2 0.2505 + 0.0055  0.2467 + 0.0150  0.2442 + 0.0177
R3 0.2636 + 0.0071 0.2574 +0.0113 0.254 +0.0133

(ANOVA)

* (p< 0.05) diferenca estatisticamente significante entre os grupos Mg1 e Mg2.

*k

(p< 0.01) diferenga estatisticamente significante com relagao ao grupo Controle.
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Andlise da densidade 6ssea radiografica:

A andlise dos dados (ANOVA) relativos a densidade Ossea
radiografica nas regides cortical superior, medular e cortical inferior em ratos

jovens e adultos encontra-se na Tabela 9.

Tabela 9- Média e desvio-padrao dos valores de densidade O&ssea
radiografica para os grupos controle, Mg1 e Mg2, nas diferentes regides da

tibia em animais jovens e adultos

Grupo Cortical superior Medular Cortical inferior

Ratos jovens

Controle 0.770+0.0286 0.703+0.0376 0.705+0.0352"
Mg1 0.733+0.0173 0.668+0.0078 0.661+0.0222
Mg2 0.650+0.0286 0.657+0.0368 0.661+0.0349
Ratos adultos

Controle 0.761+0.0190 0.689+0.0355 0.691+0.0408
Mg1 0.727+0.0131" 0.668+0.0075 0.660+0.0196*
Mg2 0.720+0.0085 0.655+0.0247" 0.657+0.0228*

* p< 0.05 em relagéo ao grupo controle

- p< 0.01 em relagao aos grupos Mg1 e Mg2

" p< 0.01 em relagdo ao grupo controle

(ANOVA)

As andlises de densidade 6ssea radiografica das corticais superior e

inferior da tibia apresentaram diferenca significativa nos grupos Mg1 e Mg2

em relagdo ao grupo controle, para ambas as idades avaliadas.
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A andlise do tecido 6sseo na regido medular mostrou diferenca
significativa entre os grupos Mg1 e Mg2 em relacao ao grupo controle nos
ratos jovens. Quando analisados os dados dos grupos de ratos adultos, o
grupo Mg2 apresentou diferenca estatisticamente significante em relagéo ao

controle.

A comparacgao dos valores de densidade radiogréafica entre os grupos
dos ratos jovens e adultos foi realizada com base no teste ANOVA, nao
mostrando diferenca entre os grupos de mesmo tratamento, com diferentes

idades.
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Analise da espessura das corticais tibiais:

A analise dos dados (Kruskal — Wallis) relativos a espessura da
cortical 6ssea superior para o grupo de ratos jovens mostrou diferenga
estatisticamente significante entre grupos Mg1 e Mg2 em relagcao ao grupo

controle (p< 0.05), porém sem diferenca significante entre eles (Tabela 10).

A andlise da cortical inferior ndo apresentou diferenca entre os grupos

do estudo (p=0.0543; Kruskal - Wallis) (Tabela 10).

Tabela 10- Média e desvio-padrdo dos valores de espessura da cortical

0ssea superior e inferior em ratos jovens e adultos

Ratos jovens
Cortical superior Cortical inferior
Controle 0.462+0.0412* 0.772+0.0406
Mg1 0.375+0.0265 0.759+0.0485
Mg2 0.356+0.0241 0.732+0.0478
Ratos adultos
Cortical superior Cortical inferior
Controle 0.515+0.0414* 0.831+0.0411*
Mg1 0.45+0.02 0.756+0.0264
_Mg2 0.40440.0169 0.624+0.0283
(Kruskal-Wallis)

* p<0.05 em relagdo aos grupos do estudo

" p<0.05 entre os grupos Mg1 e Mg2
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Os valores de espessura da cortical 6ssea superior e inferior, relativos
ao grupo de ratos adultos, apresentaram diferenca significante entre os
grupos Mg1 e Mg2 em relagdo ao grupo controle e entre si, como visto na

Tabela 10.

Quando analisada a influéncia da idade utilizando-se os dados sobre a
espessura das corticais, observou-se diferenga estatistica significativa (p<
0.05) para todos os grupos estudados com relagdo a cortical superior, sendo
que os grupos de animais adultos apresentaram os maiores valores. Com
relacdo a cortical inferior foi observada diferenca estatisticamente significante

apenas para o grupo Mg 2 em relagao ao grupo controle, (p< 0.05).
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Torque de remocao dos implantes:

A andlise dos dados relativos ao torque remogdo dos implantes

(ANOVA) referentes aos ratos jovens (Figura 5) demonstrou diferenca

~

estatisticamente significante (p<0.05) do grupo Mg2 em relagcao ao grupo

controle. Os demais grupos nao apresentaram diferenca significante entre si.
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Figura 5- Média e desvio — padrao dos valores de torque de remogao para o
grupo de ratos jovens.

* p<0.05 em relagéo ao grupo controle.

A analise do torque de remocgdo dos implantes inseridos em ratos
adultos nao apresentou diferenca estatisticamente significante entre os

grupos, como mostra a Figura 6.
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Figura 6- Média e desvio — padrao dos valores de torque de remocgao para o

grupo de ratos adultos.

A comparagéao dos valores de torque de remocao dos implantes entre
animais de idades diferentes (jovens - adultos) foi realizada com base no
teste ANOVA (Tabela 11). Através da andlise dos dados, pode-se observar a
diferenca estatisticamente significante (p<0.05) entre os ratos de diferentes
idades (jovens e adultos) para os grupos Controle e Mg2. Essa diferenca

néo foi observada para os animais pertencentes aos grupos Mg1 (p=0.228).
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Tabela 11- Comparacao dos valores (média + DP) de torque de remocgao

(N/cm) de implantes entre ratos jovens e adultos

Controle Mg1 Mg2
Jovens 20.9+34 18.4 + 31 17.2+2.9
Adultos 23.8 + 3.6" 20.4£5.0 20.3+3.2"

*diferencga estatisticamente significativa (p<0.05) entre grupos.



6 DISCUSSAO

A deficiéncia de magnésio (Mg) na dieta tem sido considerada um
fator de risco para a osteoporose, estando relacionada a perda de massa
6ssea em humanos. Num estudo em animais®® foi observada osteopenia,
crescimento ésseo anormal e fragilidade esqueletal. O objetivo do presente
estudo foi avaliar o efeito da deficiéncia de Mg na dieta de ratos jovens e
adultos sobre o padrdao ésseo de implantes de Ticp (titdnio comercialmente
puro), com osseointegracdo estabelecida. A deficiéncia de Mg pode ser
induzida por diversos métodos, sendo que o mais utilizado é a deficiéncia
parcial do mineral na dieta didaria do animal, e por esta razdo, esta
metodologia foi empregada em nosso estudo por meio de uma padronizagcao
nutricional ja determinada e especifica para animais em crescimento e
manutencdo®. A deficiéncia do mineral foi instituida durante um periodo de
90 dias para se evitar algum tipo de alteragdo nos resultados por perda
Ossea fisiolégica por influéncia do processo de envelhecimento dos animais,

principalmente dos adultos.

As dietas com deficiéncia parcial de Mg (75% e 90% de restricao do
mineral), foram estabelecidas por meio de parametros estabelecidos em

47.50,51.62 yheervaram Varias

estudos em animais nos quais diversos autores
alteragcdes 6sseas, como diminuicdo da densidade 6ssea mineral, diminuicéo

na quantidade e no volume de osso trabecular, alteracées na arquitetura do
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tecido ésseo com aumento de fragilidade, podendo tornar-se um fator de

risco para o desenvolvimento de osteoporose.

Os animais utilizados nesta pesquisa foram pesados em dois
periodos, no Baseline e no Final. Os grupos de animais jovens e adultos
submetidos as deficiéncias de Mg (Mgl e Mg2), ndao apresentaram
diferencas significantes de peso no Baseline. Os animais jovens nao
mostraram diferenca significante nos grupos Mg1 e Mg2 em relagéo ao grupo
controle, apenas apresentaram diferenca significante quando comparados
entre si. Esta diferenca pode ser causada pela maior quantidade de sobras
de racao (aproximadamente 1,5 gr/dia) encontradas nas gaiolas do grupo

Mg2, pois a quantidade de residuos de racao diaria foi desprezivel.

A deficiéncia de Mg pode ser comprovada mediante a analise da
concentracao plasmatica e urinaria de Mg. Por outra parte, a mensurag¢ao do
célcio (Ca) também € importante, pois este mineral atua como antagonista do
Mg, competindo pela absorcdo no intestino, como relataram Rude et al.*® e

Toba et al.®.

A analise dos dados sobre a concentracao plasmatica de Mg, em ratos
jovens e adultos demonstrou diferenca significativa (p<0.05) para os grupos
Mgl e Mg2 em relacdo ao grupo controle. Os dados evidenciam valores

associados a hipomagnesemia e estdo de acordo com os resultados do
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estudo de Rude et al.®" que utilizou deficiéncia de 90% de Mg. Com relacéo a
deficiéncia de Mg de 75% (Mg1), os valores sdo semelhantes aos achados
do estudo de Rude et al. *°, demonstrando niveis plasmaticos de Mg menores
no grupo com deficiéncia do mineral. Realizando uma compara¢cdo com o

estudo de Toba et al.?®

, animais com deficiéncia na dieta de 50% de Mg
apresentaram igualmente menores valores de concentragdo plasmatica de

Mg em relacao a este trabalho na deficiéncia de 75% de Mg.

A analise dos dados da concentracdao de Mg na urina demonstrou
diferenca significativa (p<0.05) para os grupos Mg1 e Mg2 em relacdo ao
grupo controle em ratos jovens; ja os resultados da analise da urina dos ratos
adultos mostraram diferenca (p<0.05) entre o grupo Mg2 e o grupo controle.
Os dados revelam que os grupos com deficiéncia (Mg1 e Mg2) apresentam
valores reduzidos do mineral na urina, provavelmente, pelo fato de ter pouca

disponibilidade do Mg. Os achados de Toba et al.®®

apresentaram valores de
concentracao urinaria de Mg sem diferenca significativa, contudo, o grupo
experimental de deficiéncia (50% de Mg) apresentou maior concentracao de
Mg que o grupo com menor deficiéncia de nosso estudo (75%). No estudo de
Toba et al.®®, o periodo de tempo de deficiéncia foi menor, porém os

resultados podem ter variabilidade em funcdo do tempo de inducdo da

deficiéncia.
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Em nosso estudo, os resultados de concentracdo plasmatica de Ca
nos animais jovens foram maiores que os dados da concentracao de Mg,
concordando com os achados de Rude et al.*°, Rude et al.' e Toba et al.®®.
Os valores da concentracao plasmatica de Ca, em nosso estudo demonstram
diferenca apenas entre o grupo Mg2 em relagao ao grupo controle, no grupo

1.>", os valores de Ca plasmatico

de ratos adultos. No estudo de Rude et a
demonstraram diferenca (p<0.0001) no grupo com deficiéncia de Mg de 90%
em relagdo ao grupo controle, sendo muito proximos dos resultados deste

estudo. Toba et al.®®

demonstraram no seu estudo valores de concentracao
de Ca na urina sem diferenca significante; embora os animais fossem mais
jovens e foi utilizado um menor tempo de duracao da deficiéncia de Mg. O
Ca e o0 Mg competem pela absor¢cao do Magnésio, porém, na auséncia dele,

0 organismo compensa esta falta, aumentando a concentracdao do Ca no

plasma®.

Os valores da concentragao urinaria de Ca demonstraram diferenca
significante (p<0.05) apenas entre os grupos Mg1 e Mg2 no grupo de ratos
jovens e este resultado pode demonstrar que existe uma compensagao do
organismo na tentativa de substituir a deficiéncia do Mg, aumentando os
niveis de Ca, determinando assim uma maior excrecao deste mineral. J& nos
ratos adultos, ndo houve diferenca significante, dados que concordam com

o0s estudos de Toba et al. 4.
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Outros estudog?®-3437:41:55

ja demonstraram que as condi¢des
sistémicas podem alterar a reparagcao do tecido &sseo peri-implantar,
comprometendo o0 sucesso da osseointegracdo. A osteoporose atinge o
esqueleto axial e apendicular, e, do mesmo modo afeta os ossos maxilares,
podendo haver diminuicdo da quantidade e da densidade Ossea. Esta
patologia 6ssea pode prejudicar a reparagdo do tecido 6sseo, podendo ser
considerada uma contra-indicagdo & instalacdo de implantes'?. A dual
energy X-ray absortiometry (DXA) é o método gold standard para diagndstico
da osteoporose em humanos e é também utilizado para estabelecer a perda

de massa 6ssea em animais; determinando a mudanca de densidade ao

longo de periodos de tempo®'.

A andlise de densitometria 6ssea por DXA realizada em trés regides
diferentes do fémur (R1- epifise proximal , R2- epifise distal e R3- diafise)
mostrou que o grupo Mg2 (deficiéncia de 90%) apresentou perda de massa
Ossea na regiao R2 e global, no grupo de ratos jovens e somente na regiao
global no grupo de ratos adultos. As diferengas n&o foram significantes entre
as 3 regides (R1, R2 e R3), mas demonstraram resultados significativos na
regido global, sendo que este achado sugere que a perda de massa 6ssea
nao tem um padrdo regional. Estes resultados sdo similares ao estudo de
Stendig-Lindberg et al.®’ onde o grupo com deficiéncia de 90% do Mg

apresentou maior perda de massa 6ssea, evidenciando maior fragilidade e
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menor resisténcia a fratura. Em nosso estudo, o grupo Mg1 apresentou
valores de densidade 6ssea menores, ndo significantes comparando-se ao
grupo controle, provavelmente devido ao curto periodo de deficiéncia
induzida (3 meses). Entretanto nossos resultados do grupo Mg1 (0.0125 %
Mg) foram semelhantes aos achados de Gruber et al. ?®, num estudo
realizado em camundongos com indugdo de deficiéncia de Mg com
concentracao de 0.002%, no qual os valores de densidade dssea na diafise
do fémur ndo demonstraram diferenca significativa num curto prazo. Os

resultados de Rude et al.*°

, evidenciam que em um periodo de 2 meses de
deplecdo do mineral, foram identificados valores muito préximos de
densidade Ossea na tibia proximal entre o grupo controle e o grupo com
deficiéncia de Mg de 75%; ja aos 4 meses, o grupo com deficiéncia
apresentou densidade 6ssea menor em aproximadamente 50%; sugerindo
assim que uma deficiéncia menor de Mg necessita de maior tempo de

indugéo para que se estabelecam efeitos mais evidentes de perda de massa

O0ssea em 0ss0s longos.

A andlise de densitometria 6ssea (DXA) das vértebras lombares foi
realizada em trés vértebras distintas (L2, L3 e L4) demonstrando perda de
massa 6ssea em todas as regides e também na mensuragéo global apenas
no grupo Mg2 (90%), tanto no grupo de ratos jovens como no grupo de

adultos, sendo similares aos achados de Stendig-Lindberg et al.®’ sugerindo
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que a deficiéncia de 90% de magnésio apresenta resultados importantes
como aumento de remodelacdo 6ssea e do volume trabecular em curto
espaco de tempo, induzindo a osteoporose confirmada pela mesma técnica

utilizada para diagnéstico em humanos.

O grupo Mg1 (75%) apresentou valores menores de densidade
O0ssea em relacdo ao grupo controle tanto no fémur como nas vértebras
lombares, pois provavelmente a deficiéncia do mineral necessita agir durante
maiores periodos de tempo para que haja perda de massa 6ssea mais

significante como os dados demonstrados por Rude et al.*°, em 2005.

Relacionando-se os resultados de analise densitométrica em animais
com deficiéncia de Mg com resultados em estudos em ratas
ovarectomizadas, pode-se observar que nas duas condicbes existe uma
diminuicdo da densidade 6ssea e que conseqlientemente leva a perda de

massa 6ssea tanto no fémur como nas vértebras lombares'®*.

Varias técnicas tém sido utilizadas para se avaliarem as alteracdes do
tecido 6sseo ao redor de implantes sob influéncia de condigdes sistémicas
especificas?®®****>63 A densidade radiografica é um método que
proporciona um diagndstico por imagem, mediante um sofware que realiza

uma analise dos niveis de cinza em uma area especifica. Esta técnica tem



70

sido utilizada amplamente por oferecer resultados rapidos e precisos na

avaliacdo da densidade 6ssea ao redor de implantes de titanio®.

A andlise dos dados da densidade éssea radiografica demonstraram a
influéncia da deficiéncia de Mg no tecido 6sseo ao redor dos implantes. Os
valores dos grupos Mg1 e Mg2 foram menores na regido medular em relagao

ao grupo controle em ratos jovens; concordando com os achados 6sseos

|20 |54

radiograficos peri-implantares de Giro et al.=~ e Sakakura et al.”® que

realizaram estudos em ratas ovarectomizadas.

Pela andlise da espessura das corticais 6sseas (superior e inferior)
observou-se que sofreram influéncia da deficiéncia de Mg; sendo que os
grupos Mg1 e Mg2 apresentaram diferencga significante (p<0.01) em relacéao
ao grupo controle. O osso cortical pode também ser afetado pela
osteoporose causada pelas deficiéncias de Mg (75% e 90%)* e,
provavelmente, isso se deve ao aumento da atividade osteoclastica,

estimulada pela deplecdo do mineral*

. Em nosso estudo os grupos Mg1 e
Mg2 nos animais jovens apresentaram uma diminuicdo da espessura da
cortical superior e inferior da tibia em relacdo ao grupo controle, ratificando

os achados de Comelekoglu et al.® e Nagarredy, Lakshmana* que

realizaram estudos em fémures de ratas ovarectomizadas.
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A andlise da densidade radiografica realizada da regido medular no
grupo de animais adultos apresentou diferenga apenas no grupo Mg2 em
comparagao ao grupo controle, sendo estes dados semelhantes aos achados
de outros estudos?>**. O grupo Mg1 (75%) apresentou valores menores que
0 grupo controle, porém nao significantes, e possivelmente se o tempo de
deficiéncia fosse aumentado poderia haver alguma mudanga nesta
densidade 6ssea. Na andlise das regides corticais, superior e inferior, os
grupos Mgl e Mg2 mostraram diferenga significante em comparacdo ao
grupo controle. Da mesma maneira, a espessura das corticais ésseas nos
animais adultos foi afetada pela deficiéncia de Mg; sendo que os grupos Mg1
e Mg2 mostraram diferenga significante (p<0.05) quando comparados entre
si e em relacdo ao grupo controle. A diminuicdo das corticais ésseas nos
ratos adultos sugere que a deficiéncia de Mg tem maior impacto no equilibrio
de formacado e reabsorcdo Ossea, provavelmente pelo envelhecimento do

animal.

O tecido 6sseo ao redor de implantes com osseointegracao
estabelecida pode ser afetado pela deficiéncia de Mg, influenciando na
qualidade e quantidade éssea, como foi comprovado pela avaliagdo da
densidade radiografica e também da anélise densitométrica havendo
menores valores de densidade éssea nos grupos com deficiéncia de Mg.

Estas alteragdes no metabolismo 6sseo comprometem a reparacao éssea,



72

podendo ser um fator de risco ao insucesso dos implantes, alterando o
contato osso-implante que € indispensavel para a manutencido da

osseointegracao.

A porcentagem de contato osso-implante esta associada diretamente
a forca necessaria para o torque de remocdo de implantes, sendo esta

17,20,40,58

metodologia muito utilizada por varios autores para mensurar

biomecanicamente o grau de osseointegragao de implantes de titanio.

A andlise dos resultados do teste de torque de remocao dos implantes
nos ratos jovens evidenciou diferenca estatisticamente significante (p<0.05)
somente nos valores do grupo Mg2 em comparacao ao grupo controle. Estes

."° e Narai, Nagata®® em

resultados foram similares aos obtidos por Giro et a
estudos em ratas ovarectomizadas, que apresentaram valores menores de

torque de remog&o em comparagdo ao grupo controle.

A condicdo sistémica induzida pela deficiéncia de Mg de 90% pode
diminuir o contato osso-implante como demonstraram os resultados do teste
de torque de remocdo de nosso estudo, causando menor resisténcia
biomecanica. Contudo, o grupo Mg1 (75%) apresentou valores menores aos
do grupo controle e proximos aos do grupo Mg2, apesar de nao terem sido
significantes. Talvez a deficiéncia de Mg de 75% teria que ser induzida por

um periodo mais prolongado de tempo para que se estabelecesse um menor
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contato osso-implante que levasse a alteracbes biomecanicas mais

acentuadas.

No grupo de animais adultos, este teste biomecénico apresentou
valores menores nos grupos Mgl e Mg2 em relagdo ao grupo controle,
entretanto estes valores n&o apresentaram diferencga significante. Analisando
os dados de torque de remocao de implantes comparando-se os grupos de
ratos jovens e adultos, pode-se observar que os ratos adultos apresentaram
valores maiores (p<0.05) nos grupos controle e Mg2 em comparacdo com 0s
ratos jovens. Finalmente pode-se sugerir que a deficiéncia foi menos
estabelecida nos animais com maior idade e com menor deplegcdo do Mg

(75%).

Os resultados deste estudo podem ajudar a esclarecer uma possivel
explicagdo para a diminuicdo da massa Ossea e para alteragbes
biomecanicas do tecido ésseo peri-implantar em ratos, comprovando que a
deficiéncia de Mg na dieta pode ser um fator de risco para o desenvolvimento
de osteoporose, podendo assim levar a um insucesso de implantes

osseointegrados.



7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo permitem concluir:

1. A deficiéncia de Mg na dieta em ratos produz perda da massa 6ssea,
sendo um fator de risco para o desenvolvimento de osteoporose.

2. A deplegdo de Mg na dieta influencia negativamente na densidade
Ossea radiografica do tecido 6sseo medular como cortical ao redor dos
implantes com osseointegracao estabelecida.

3. A deficiéncia de Mg causa disturbios que modificam as caracteristicas
biomecanicas do tecido O6sseo ao redor de implantes com

osseointegracao estabelecida.
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