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INTRODUCAO

1. Histérico do diabetes

Os primeiros relatos do diabetes datam da era egipcia. Cerca de 2000 mil anos depois,
por volta de 70 d.C, o médico Areteus da Capaddcia, na Grécia, descreveu o diabetes, que
levava a quatro complicacdes: fome (polifagia), sede (polidipsia), urina em excesso (poliudria)
e fraqueza (poliastenia), além do fato das pessoas entrarem em coma antes da morte, € mesmo
com a fartura de alimentos, a falta de energia corporal permanecia. O médico inglés Thomas
Willis, em 1670 detectou que individuos com os mesmos sintomas apresentavam urina
"muitissimo doce, cheia de actcar". No ano de 1815, Dr. M. Chevreul, demonstrou que o
actcar dos diabéticos era glicose, passando a chamar a doenca de "diabetes acucarada" ou
"Diabetes Mellitus". A palavra "mellitus" € latina e quer dizer "mel ou adocicado". Em 1889,
os alemaes, Von Mering e Minkowski, descobriram que o pancreas produz uma substancia,
ou hormonio, capaz de controlar o acgticar no sangue e evitar os sintomas do diabetes. Em
1921, Frederick Banting e seu colaborador Charles Best, utilizando caes, isolaram uma
substancia capaz de eliminar os sintomas do diabetes. O extrato foi batizado de insulina
(vindo do latim insula, que significa “ilha”). Aquela época, o uso da insulina, mesmo em uma
forma impura, significava a diferenca entre a vida e a morte. O objetivo era proteger o
paciente da descompensa¢do aguda do diabetes e da cetoacidose. Posteriormente atencdo foi
direcionada para as complicagdes tardias. Em 1966, Obermeier e Geiger, conseguiram provar
que era tecnicamente possivel transformar insulina suina em humana. Surgiu, entdo, a
fabricacdo da insulina em escala industrial (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES,
2010).

2. Diabetes no contexto atual

A busca pela melhor qualidade de vida € foco de estudos no atual contexto mundial.
Sendo assim, a importancia de se prevenir e tratar doengas sist€émicas com grande prevaléncia
torna-se objetivo comum de profissionais da drea da saide. Pesquisas sdo realizadas em todo
planeta para que solugdes de doencas possam ser descobertas, assim como métodos de
tratamento.

O diabetes mellitus € considerado hoje, um problema de satide publica mundial, tanto
em termos do nimero de pessoas afetadas, como também em relagdo aos custos envolvidos no

controle e tratamento de suas complicagdes.




Projecdes de 2007, do IBGE, indicaram uma prevaléncia de diabetes no pais de 5,9%
da populagdo, o que equivaleria hoje a 11 milhdes de pessoas e dessas, 50% desconhecem a
sua condic¢do, e serdo diagnosticadas durante algum procedimento cirdrgico ou em virtude do
aparecimento de uma de suas complica¢des cronicas (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2010). Estudo epidemioldgico realizado em 191 paises membros da Organizacao
Mundial de Saude projetou uma prevaléncia global para 2030 de 4,4% da populagdo mundial,
ou seja, 366 milhoes de pacientes diabéticos (WILD et al., 2004)

Em que pese os avangos conseguidos no controle da doenca, infelizmente o diabetes
ainda € uma das principais causas de incapacitacdo fisica para o trabalho, tornando o seu
portador vinte e cinco vezes mais propenso a cegueira, dezessete vezes mais susceptivel a
nefropatia, com chances cinco vezes maiores de amputacdo de membros e risco duas vezes
maior de doenca cardiovascular (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2004). A

doenca periodontal € considerada a sexta principal complicacdo do diabetes (NERY, 2008).

3. Diabetes na Odontologia

Conhecer o paciente como um todo € imprescindivel para a realizacdo adequada do
tratamento odontolégico. E um consenso geral que pacientes diabéticos mal controlados nio
devem receber tratamento dentdrio até que o controle metabdlico seja estabelecido,
permitindo ao paciente diabético tratamento semelhante ao de um paciente ndo diabético. A
hiperglicemia associada ou ndo a oscilagdes dos niveis glicémicos pode predispor o paciente a
infecc¢do ou cicatrizagao deficiente (SABBAGH-HADDAD, 2000).

Doencgas periodontais sdao um grupo de lesdes que afetam os tecidos que rodeiam e
suportam os dentes nos seus alvéolos, produzindo bolsas (TODESCA, 1995), e posterior
perda do elemento dentdrio. Além do aumentado risco da doenca periodontal, pacientes
diabéticos podem apresentar varios graus de xerostomia e uma maior incidéncia de candidiase
bucal. O alto nivel de glicose na saliva, associado a xerostomia, pode aumentar o risco de
caries, aumentando ainda mais as chances de perda do elemento dental (MEALEY, 1996).
Assim o diabetes age como importante fator de risco, mas também fator etiolégico para
doenca periodontal. Por isso, o diabetes mellitus e a doenca periodontal sdao foco de estudos
constantes, pois afetam diretamente a qualidade de vida dos individuos, principalmente por
possuirem relagdo bidirecional (MEALEY, 1996). Isto pode ocorrer devido a mudancas
vasculares, disfuncio neutrofilica, alteracdes na sintese do coldgeno, fatores microbianos e
predisposicao genética (OLIVER & TERVONEN, 1994). A associagdo desses fatores agrava

ainda mais a doenga periodontal.
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Devido a elevada quantidade de pessoas que apresentam diabetes hoje, e com a
probabilidade de aumento desses nimeros em um futuro préximo, € a continua perda de
dentes por estes individuos, a utilizacdo dos implantes osseointegrados tem sido cada vez
mais recomendada para pessoas diabéticas, por ser atualmente a melhor maneira de manter a
qualidade da saude bucal dos individuos edéntulos.

O tratamento reabilitador por meio de implantes osseointegrados em pacientes
parcialmente ou totalmente edéntulos tem sido utilizado na clinica odontolégica com alta
predicatibilidade. Atualmente vdrios sistemas de implantes foram desenvolvidos,
disponibilizando no mercado uma grande variedade de implantes e componentes protéticos.
Estas variagOes podem ser macro, micro ou ultraestruturais, objetivando, dentre outros fatores,
maior estabilidade primdria, simplificacdo de técnica, melhor estética, reducdo de tempo e de
custos (SYKARAS et al, 2000; GUO et al., 2010).

Mesmo nos casos de edentulismo total, a possibilidade de utilizacdo das proteses
implanto-suportadas representou um grande avango técnico e cientifico na odontologia.
Pacientes desdentados totais, que, tradicionalmente, tinham como unica alternativa de
tratamento préteses totais muco-suportadas, passaram a ter como opg¢do terapéutica proteses
retidas por implantes osseointegraveis. A eficidcia desta modalidade de tratamento foi
demonstrada em diversos estudos longitudinais. Em acompanhamento por mais de cinco anos,
a taxa de sucesso encontrada em implantes colocados na maxila foi superior a 80% e em
mandibula superior a 90% (ADELL et al., 1981; ADELL, 1983; ALBREKTSSON et al.,
1988).

Ap6s a instalacdo de implantes dentdrios a formacdo dssea ocorre ao redor destes,
inicialmente pela interacdo entre o codgulo e a superficie do implante, com a atragdo de
células indiferenciadas e fatores de crescimento. Acontece secundariamente a reabsorcao do
codgulo, formagdo de tecido vascularizado, diferenciacdo de células mesenquimais em
osteoblastos. A chegada de sangue ao sitio do implante permite a diferenciacdao de células
mesenquimais em fibroblastos. Estes secretam matriz ostedide, que apds mineralizacido
constituem o tecido 6sseo primario (LEMONS, 2004).

OTHA em 1993 realizou estudo em macacos e definiu a cicatrizacdo 6ssea ao redor de
implantes nas seguintes fases: angiogénese, osteogénese, crescimento dsseo € manutengao do
tecido dsseo. A angiogénese acontece do 3° ao 7° dia, seguida pela osteogénese onde ocorre
formacdo de tecido 6sseo esponjoso, ao redor de uma rede capilar na superficie do implante.
Posteriormente, em dire¢do ao implante, acontece um avang¢o do trabeculado Osseo,

finalizando com a compactagdo desse trabeculado e sua matura¢do. Apds a sua formacao, hd a
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remodelagem no tecido 6sseo, que foi comprovada através de estudos de microscopia
eletronica, através da presenca de fibras coldgenas mineralizadas, material proteindceo, matriz
fibrilar e osteoblastos, na interface osso-implante (ALBREKTSSON, 1985; LISTGARTEN et
al., 1996).

Numa tentativa de tornar vidvel e seguro o implante dentdrio em pacientes diabéticos,
varios estudos experimentais estudando a osseointegragdo de varias formas, tem sido
desenvolvidos. IYAMA et al. (1997) realizaram estudo comparando a quantidade e
distribuicdo regional de formagdo dssea ao redor de implantes instalados na tibia, em ratos
normais e diabéticos induzidos por estreptozotocina. Foram utilizados os marcadores Osseos
calceina, alizarina e tetraciclina no 7°, 14° e 21° dias, respectivamente. Apds o implante os
animais foram sacrificados no 28° dia. Em ambos os grupos, a formacio dssea desenvolveu-se
da superficie em direcdo ao enddsteo, ao peridsteo ou ao osso medular. No grupo controle, a
neoformagdo dssea mostrou uma extensa marcacdo com as trés camadas de cores € no grupo
diabético a densidade do marcador tetraciclina, no 21° dia, estava baixa, demonstrando que
nos animais diabéticos, a osseointegracdo foi suprimida em relagdo ao grupo controle.

NEVINS et al. (1998), analisaram ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina e
ndo diabéticos com 28 e 56 dias apds a colocacdo de implantes de titdnio no f€mur.
Resultados histométricos indicaram que apesar da quantidade de formagdo Ossea ser
semelhante entre os animais diabéticos e controle, o contato osso-implante foi menor para
ratos diabéticos. Este estudo demonstrou que o processo de osseointegracdo é afetado pelo
diabetes.

OTTONI & CHOPARD (2004), quantificaram a neoformacdo Ossea ao redor de
implantes instalados em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina. Os animais foram
avaliados durante 8 semanas, através da utilizacdo dos marcadores Osseos calceina,
tetraciclina e alizarina. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos quanto a neoformacao
Ossea cortical junto ao implante. Essa se mostrou significativamente menor nos animais
diabéticos quando foi avaliado o canal medular.

SHYNG et al (2006), verificaram em estudo experimental através de andlise
histolégica, apds 20 dias, em implantes inseridos imediatamente apds extracdo de dentes
primeiros molares, que em implantes de ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina
ocorreu formacgao de tecido 6sseo e tecido fibroso enquanto que ao redor dos implantes de
ratos normais ocorreu uma maior formagdo de osso lamelar. Aos 40 dias de pds-operatdrio,
houve uma grande quantidade de tecido de granulacdo fibroso e reabsor¢cdo dssea extensa

ao redor dos implantes de ratos diabéticos. Em ratos normais, o 0sso esponjoso ao redor do
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implante era denso e bem organizado. Em conclusio, os resultados sugerem que a inser¢ao do
implante imediatamente apds a extracdo dentdria em animais com diabetes mal controlado
pode ser contra-indicada.

HASEGAWA et al. (2008), através de estudo histolégico analisaram a cicatrizacao
Ossea ao redor de implantes de titdnio, em f€mures de ratos diabéticos tipo 2. Os resultados
mostraram que o volume de tecido 6sseo ao redor dos implantes foi menor para o grupo
diabético em relac@o ao grupo controle na drea cortical, enquanto o volume de tecido dsseo na
area medular ndo foi afetado pelo diabetes. A porcentagem de contato osso-implante foi
significativamente menor para o grupo de diabetes em ambas as dreas, com o contato 0sso-
implante de 4 semanas na area cortical sendo 12% para o grupo de diabetes e 61% para o
grupo controle. Os ratos diabéticos apresentaram tecido 6sseo fragmentado e intervengdo de
tecido mole. Os autores concluiram que a redu¢do da quantidade de tecido 6sseo no contato
osso-implante em ambas as dreas foi notdvel nos animais diabéticos.

ApOs vdrios estudos experimentais comprovarem sob diferentes aspectos que o
diabetes leva a uma pior osseointegracao, refletindo o que ja se observava na pratica clinica
(OLSON, et al., 2000; FARZAD et al., 2002; PELED et al., 2003), ficou clara a necessidade
de estudos experimentais dos efeitos do tratamento com insulina nos animais com implantes
0sseos.

SIQUEIRA et al.(2003), realizaram implantes dentdrios na tibia, em grupos de ratos
diabéticos induzidos por aloxana, com e sem tratamento com insulina, € compararam com o
grupo controle. Concluiram ao avaliar apds 10 e 21 dias de osseointegracdo que a reparacao
6ssea em torno de implantes foi devido, pelo menos em parte, a insulina, e sugerem que o
controle do estado metabdlico do paciente diabético € essencial para o sucesso de uma
osseointegracao.

KNOW et al.(2005), avaliaram histologicamente o contato osso-implante, em ratos
diabéticos ndo controlados e controlados com insulina. Demonstraram que a osseointegra¢ao
de implantes dentdrios em ratos diabéticos controlados por insulina manteve o contato 6sseo
ao longo de um periodo de 4 meses. No entanto, esse contato dsseo pareceu diminuir com o
tempo em ratos diabéticos ndo controlados.

MCCRACKEN et al. (2006), realizaram implantes dentarios, na tibia, em grupos de
ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina, nao controlados e controlados por insulina, e
compararam com grupo controle. Concluiram apds 2, 7, 14, e 24 dias de osseointegracao, que

0 aumento da resposta 0ssea é mediada pelo tratamento com insulina.
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QUINTERO et al. (2010) realizaram estudo em 32 ratos através da aplicagdo de
produtos finais da glicagdo avangada (AGEs), sendo estes acompanhados por periodos de 14 e
28 dias. Ao compararem com grupo controle os estudos indicam uma associagdo entre AGEs
e a inibicdo da formacgdo 6ssea, sugerindo que a formacdo de AGEs em condicdes de alta
glicemia, tais como o diabetes, podem contribuir para uma menor taxa de osseointegracao que
afeta negativamente a estabilidade do implante.

RETZEPI et al. (2010), avaliaram trinta e cinco ratos Wistar divididos em trés grupos
experimentais: diabéticos ndo controlados, induzidos por estreptozotocina; diabéticos
controlados por insulina e ndo diabéticos. Microimplantes de titdnio padronizados com
superficie jateada e com ataque &4cido foram colocados na borda inferior da mandibula
bilateralmente. O microimplante foi coberto com uma membrana de titanio reforcado
politetrafluoroetileno expandido firmemente fixado na mandibula de acordo com o principio
da GBR (regeneracdo Ossea guiada). Os resultados revelaram que em todos os grupos
experimentais, nos locais tratados com GBR ocorreu significativa osteogénese. Os autores
concluiram que formacgdo dssea significativa pode ser conseguida através do tratamento de
GBR, mesmo na presenca de diabetes ndo controlada, embora de forma menos previsivel em
comparacdo com o estado sauddvel. Efeitos adversos podem ser revertidos através do controle
metabolico com insulina.

Estudos em humanos levam as mesmas conclusdes dos estudos experimentais sobre a
osseointegracdo em diabetes tratados. JAWED & ROMANOS (2009), apds realizarem uma
revisdo sistemdtica da literatura sobre o impacto do diabetes e controle glicémico sobre a
osseointegracdo de implantes dentdrios concluiram que implantes dentdrios podem ser
realizados em individuos com diabetes com bom controle metabdlico (glicEmico e niveis
séricos de hemoglobina glicosilada na faixa normal) de uma forma semelhante a de individuos
sem diabetes. COURTNEY et al. (2010), através de uma revisdo de literatura sugeriram que
os resultados do tratamento com implantes podem ser bem sucedidos quando a colocagao for
realizada cuidadosamente em pacientes diabéticos selecionados com niveis de hemoglobina
glicosilada inferior a 8 por cento e com a administracio profildtica de antibidticos.

Apesar dos trabalhos experimentais citados, dada a relevincia do tema, ainda existem
aspectos no estudo da osseointegracao de implantes em animais diabéticos controlados ou
nao, que ndo foram totalmente elucidados. Por isso, visando dar sequéncia a esses estudos
experimentais ja existentes, esse estudo foi delineado para avaliagdo da osseointegracdo de
implantes dentdrios em animais normais, diabéticos e diabéticos tratados com insulina,

utilizando parametros adicionais nunca antes avaliados.
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OBJETIVOS

Avaliar a formagdo 6ssea ao redor de implantes dentdrios em ratos diabéticos
aloxanicos controlados com insulina, em relagdo a ratos nao diabéticos e diabéticos nao
controlados, através de andlise histologica e ultraestrutural a microscopia eletronica de

varredura.




MATERIAIS E METODOS
1. Animais utilizados e grupos experimentais
No presente estudo foram efetivamente utilizados 72 ratos Wistar adultos, machos,
alogénicos, com aproximadamente 3 meses de idade e com peso entre 200 e 300gramas. Os
animais foram fornecidos pelo Biotério Central do Campus da UNESP de Botucatu.
Os animais foram distribuidos em trés grupos experimentais de vinte € quatro animais
cada um, divididos por sorteio:
¢  Grupo Controle (GC): constituido de ratos sadios, nao-diabéticos.
¢ Grupo Diabético (GD): constituido de ratos diabéticos induzidos pela aloxana,
sem tratamento para diabetes.
¢ Grupo Insulina (GI) constituido de ratos diabéticos induzidos por aloxana,
tratados com insulina.
Cada um dos grupos experimentais foram subdivididos em trés subgrupos com 8
animais cada um, para serem avaliados e sacrificados em diferentes momentos, conforme

descrito no item 3.3.

2. Parametros analisados
2.1 Parametros relacionados ao diabetes
¢ Clinicos: evolucao do peso corporal, e diurese de 24 horas
e [aboratoriais: dosagem de glicose plasmatica, niveis séricos de insulina,

hemoglobina glicosilada e glicostiria em fitas reagentes.

2.2 Parametros relacionados a osseointegracao
e Andlise ultraestrutural a microscopia eletronica de varredura: avaliacdo da
formacgdao do tecido 6sseo em contato com a superficie dos implantes, de
forma qualitativa.
e Andlise histolégica a microscopia Optica: avaliacdo da formacdo ostedide,
osteoblastos, osteoclastos, ostedcitos, vasos sanguineos, presenca de necrose e

fibroblastos.




3. Delineamento experimental

3.1 Adaptacao, inducao do diabetes e sorteio dos grupos

Todos os procedimentos realizados neste trabalho foram aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu, sob protocolo n°
700, aprovado em 25 de setembro de 2008.

Oriundos do Biotério Central da Unesp, os animais foram inicialmente acomodados no
Laboratério de Cirurgia Experimental em caixas de poliuretano, em grupos de 4 animais por
caixa, sendo oferecidas racao e dgua ad libitum.

Permaneceram nestas condi¢des por um periodo de adaptacao de 7 dias, quando foram
tratados profilaticamente por trés dias de verminoses, com mebendazol (Abbott — Cifarma,
Sao Paulo — SP), adicionado a dgua de beber (25mg/Kg de peso/dia) e pediculose com
fipronil/metoprene (Merial Saide Anima Ltda., Paulinia - SP) colocado na superficie da pele.

Terminado o periodo de adaptacio, os animais foram inicialmente sorteados em dois
grupos experimentais (1°sorteio): o primeiro de animais que permaneceram como controle
(grupo normal nao diabético), e o segundo, aos animais que foram submetidos a inducio do
diabetes experimental com aloxana (grupo diabético). Apds a inducdo do diabetes, os animais
foram acompanhados por 14 dias, quando foram colocados em gaiolas metabdlicas no 7° e
14° dias apos a injecdo de aloxana, visando a selecdo dos animais diabéticos graves, conforme
critérios clinicos e laboratoriais previamente estabelecidos (item 4.2). A sequéncia dos

procedimentos realizados nesse periodo estd sumarizada na figura 1.

Biotério Central

%
Lab. Experimental
8%
0 adaptacio 7 8 15 22 dias
| | | |
Inicio 12 sorteio gaiola metabdlica

indugdo diabetes

Figura 1 - Seqiiéncia inicial dos procedimentos executados com os animais.
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3.2 Periodo de diabetes e selecao dos procedimentos cirirgicos

No 15° dia apés a indugdo, os animais diabéticos foram novamente sorteados
(2°sorteio) para a selecdo dos animais que receberiam tratamento com insulina (GI) e os que
nao receberiam tratamento (GD).

O grupo de animais que recebeu tratamento com insulina teve sua glicemia
normalizada em 7 dias, conforme seqii€ncia descrita no item 3.4. Apds a normalizagdo da
glicemia nesse grupo tratado, todos os animais dos trés grupos receberam os implantes
(Figura 2).

23 24 31 (dias)
| |

2°%sorteio l cirurgia (implantes)

Aplicacao de insulina por 7 dias no GI

Figura 2 - Sequéncia de procedimentos com os animais entre o 2° sorteio e a cirurgia.

3.3 Momentos de avaliacao e sacrificio
Definidos os grupos, foi realizado um 3° sorteio para a definicdo dos momentos de
avaliacdo dos parametros clinicos e laboratoriais:
MT7: 7 dias de pds-operatorio.
M14: 14 dias de p6s-operatorio.
M21: 21 dias de pos-operatorio.

31 38 45 52 (dias)
| | | |
Cirurgia (implantes) l l l
M7 Mi14 M21

Figura 3 - Sintese dos momentos de avaliagdo.

Em cada momento de avaliacdo, 8 animais de cada grupo experimental foram
submetidos a avaliagdo de parametros clinicos e laboratoriais, sendo sacrificados por pungao
cardiaca a seguir. Apds o sacrificio, foi coletado o fémur direito contendo o implante de todos
os 8 animais de cada momento, sendo 4 para andlise a microscopia Optica e 4 para

microscopia eletronica de varredura.
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3.4. Administracao de insulina

Todos os animais diabéticos do grupo experimental GI foram tratados com
administracdo de insulina humana Novolin N, 100UI/ml (Novo Nordisk A/S,Bagsvaerd —
Dinamarca) administrada diariamente, em dose unica, por via subcutianea, no periodo
vespertino, com o objetivo da manuten¢do de um valor glicémico normal para o rato, medido
por fitas reagentes de glicosuria. A dose inicial de insulina administrada foi de 10U/kg de
peso corporal, sendo as demais calculadas com bases nos niveis de glicosdria determinados
através de fitas reagentes.

Para a fidelidade das avaliagGes, os animais foram alimentados regularmente no periodo
noturno, sendo a dieta retirada pela manha; a seguir foi realizada a avaliacdo da glicosuria
matinal (p6s-prandial) e ao final da tarde a glicosudria de jejum. O ajuste das doses didrias de
insulina obedeceram a seguinte padronizacgao:

a) Glicosurias negativas pela manha e a tarde — nio foi administrado insulina;

b) Glicosuria +/++ pela manhd e negativa a tarde — foi diminuida a dose de insulina
administrada (1/3 da dose anterior);

¢) Glicosdria ++/+++ pela manhd e +++ a tarde — foi aumentada a dose de insulina

administrada (1/3 da dose anterior);

3.5 Implantes

Os implantes utilizados no estudo foram desenvolvidos e fabricados especialmente
para essa pesquisa, de titdnio, com medidas de 1,5mm de didmetro e 6mm de comprimento,
com tratamento de superficie (Neodent Implantes Osseointegrdveis, Curitiba, Parand),
conforme ilustrado na figura 4. Para instalacdo desses implantes foi utilizado kit cirtrgico

para enxerto 6sseo (Neodent Implantes Osseointegraveis, Curitiba, Parana).
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Figura 4 — Projeto e conclusdo do implante desenvolvido pelo setor de engenharia

(Neodent Implantes Osseointegraveis, Curitiba, Parand).
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4. Técnicas Utilizadas

4.1 Anestesia

Os procedimentos cirtrgicos, incluindo os utilizados para o sacrificio dos animais,
foram realizados com o uso de Xilasina (0,5 ml/Kg de peso) e Ketamina (Iml/Kg de peso)

administrados subcutaneamente (Rhobifarma Ind Farmacéutica Ltda, Hortolandia — SP).

4.2 Inducao do diabetes experimental

O diabetes experimental foi induzido pela administracdo de uma solu¢do aquosa de
aloxana 2% (5,6 dioxiuracil monohidratado — Sigma Co, USA) por via endovenosa, na dose
unica de 42mg/Kg de peso corporal, utilizando-se uma das veias da cauda do animal.

Ap6s jejum alimentar de 12 horas, com fornecimento de dgua ad libitum, cada rato foi
colocado em uma caixa aquecida com lampada elétrica por um periodo de aproximadamente
10 minutos (tempo necessdrio para a dilatacdo das veias da cauda). A seguir o animal foi
contido em uma pequena caixa individual, ficando com sua cauda exposta. A droga foi
inoculada por punc¢do de uma das veias da cauda, utilizando uma agulha de calibre 13,0 X 4,5
mm. Decorridos 30 minutos, os animais foram realimentados normalmente.

Neste estudo foram considerados diabéticos graves apenas os animais que
apresentaram glicemia de jejum acima de 200mg/dl e glicose urindria maior que 3+ medidas
em fitas reagentes, em duas dosagens sucessivas (7 e 14 dias apds a inducdo). Também foram
avaliados parametros clinicos, como perda de peso e aumento da diurese. Animais que nao
preencheram os critérios laboratoriais acima citados foram descartados do estudo, com ou sem

parametros clinicos de diabetes.

4.3 Pré-operatorio

Na véspera dos procedimentos cirdrgicos todos os animais foram submetidos a jejum
de 12 horas com fornecimento de dgua ad libitum.

No dia da cirurgia foi realizada a tricotomia, e o animal foi fixado em tdbua para a
realizacdo do procedimento (figura 5), apds a anestesia. Todos os procedimentos cirdrgicos

foram realizados em condig¢des estéreis. Utilizou-se para antisepsia dlcool iodado.
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Figura 5 — Animal no momento pré-operatdrio apds tricotomia e antisepsia.

4.4 Cirurgia

Incisou-se o membro inferior direito através de lamina n° 10 (Lamedic Comercial e
Servicos Ltda, Barueri — Sao Paulo) para bisturi n°4. A incisao foi realizada no plano epitelial
e posteriormente por planos, até atingir a musculatura que foi divulsionada para exposi¢ao do

fémur (Figura 6).

Figura 6 - Imagem da exposi¢do do fémur do animal apds incisdo e divulsao.




Todos os animais foram submetidos a cirurgia para instalacdo de 1 implante no fémur
direito. As perfuracOes Osseas foram realizadas com o auxilio de um contra-angulo para
instalacdo de implantes com torque de 20:1 (Antoghir, Injecta - Brasil), acoplada a um motor
elétrico (Tecdrill, Sdo Paulo - Brasil) a 800 rpm e irrigacdo abundante com solu¢do salina
0,9%.

Na cirurgia foi utilizado kit de enxerto dsseo (Neodent Implantes Osseointegriveis,

Curitiba - PR) onde a sequéncia de brocas utilizadas para a perfuragao do fémur foram: braca

tipo langa, broca 1.1mm, broca 1.3mm, conforme ilustra a figura 7.

Figura 7 - Imagem do fémur do animal no momento de preparagdo para instalagdao do

implante.

As perfuracdes foram de 6mm de profundidade. A fixacdo dos implantes foi por
rosqueamento com chave manual, até a cabeca do implante tocar completamente a cortical
Ossea. Todos os implantes, ao término desse procedimento estavam com boa estabilidade e
sem sinais de mobilidade (figura 8). Apds a colocacdo dos implantes foi realizada sutura por

planos com fio de nylon 5-0, agulha triangular (Brasuture Ind. Com. Imp. Exp. Ltda., Sdo
Sebastido da Grama — Sao Paulo).




Figura 8 - Imagem demonstrando o implante instalado no fémur do animal.

4.5 Pés-operatorio

Ap6s o término do procedimento cirtrgico, os ratos foram alojados em caixas plasticas
individuais, com assoalho forrado com palha, e colocados em ambiente aquecido, até a
completa recuperagdo anestésica. Aproximadamente 6 horas apds, foram oferecidas dgua e
dieta.

A antibioticoterapia foi realizada em todos os animais através da adicdo de tetraciclina
na 4gua de beber, na dose de 50mg/kg de peso corporal por dia, durante 5 dias de pds
operatério. Durante o pds-operatério foi administrado como analgésico, paracetamol,
10mg/Kg, em gotas diluidas na dgua de consumo, por dois dias consecutivos, trocada

diariamente.

4.6 Sacrificio e remocao das pecas para estudo

Em cada momento de avaliacio os animais foram submetidos a anestesia e
posteriormente foi realizado o sacrificio através de pun¢do cardiaca.

Ap6s o sacrificio e disseccdo da drea, o fémur de cada animal foi removido através de
seccdo do membro com peca reta e disco metélico e as amostras armazenadas em frascos com
solucdo de formol 10% (amostras para microscopia Optica) e glutaraldeido 5% (amostras para

microscopia eletronica de varredura).
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5. Metodologia empregada na coleta de dados metabélicos
Para a coleta de dados metabdlicos, cada animal foi submetido a um esquema

padronizado de avaliag¢do, onde foi seguida a seguinte metodologia.

a) Colocacdo dos animais em gaiolas metabdlicas individuais durante 24 horas.

b) Fornecimento de volume conhecido de dgua durante todo o periodo de 24 horas

¢) Fornecimento de quantidade conhecida da racdo NUVILAB-CR15 (Nuvital —
Nutrientes Produtos Veterindrios Ltda, Curitiba — PR) durante periodo noturno de
12 horas, seguido por um jejum alimentar de 12 horas. No grupo insulina foi
realizado jejum de 6 a 8 horas. Inicialmente realizou-se jejum de 12 horas, mas a
mortalidade tornou essa etapa proibitiva, e tivemos que reduzir o tempo de jejum.

d) Determinacdo, ao final do periodo, do peso do animal em gramas e do volume de
diurese de 24 horas em mililitros.

e) Coleta de amostra da urina coletada em 24 horas para a dosagem da glicose urindria,
por imersao de fita, em cruzes.

f) Coleta de uma amostra de 1,5 ml de sangue para a dosagem da glicose plasmética,
em miligramas por decilitro, apds jejum de 12 horas, através da seccdo da ponta da
cauda. Apds a retirada do volume de sangue necessdrio para Os exames
laboratoriais, a cauda foi amarrada com fio de algoddo 2-0 com finalidade
hemostitica.

g) Os animais foram mantidos em caixas individuais recebendo dgua e racdo ad
libitum.

h) Todas as amostras de sangue obtidas durante o sacrificio dos animais foram

colhidas por puncao cardiaca, com o térax aberto.

5.1 Dosagens dos dados metabélicos

As dosagens de glicose sangiiinea foram realizadas pelo método da glicose oxidase com
utilizacdo do equipamento Vitro da Johnson & Johnson. As dosagens de hemoglobina
glicosilada foram realizadas por eletroforese, em sangue total, utilizando “kits” da marca
Sebia. A insulina foi medida pelo ensaio imunoenzimatico, empregando-se o kit comercial
Rat/Mouse Insulin Elisa da Millipore Corporation (Billerica, Ma — EUA), com limite de
deteccao 35pM, faixa de normalidade de 0,2 - 10ng/mL e coeficiente de variacdo (C.V.)

intraensaio de 3,22% e interensaio de 6,95%. As diferencas entre as duplicatas foi > 15%.




6. Estudo histopatologico a microscopia optica
6.1 Preparo das amostras

- Fixacdo em solugdo de formol a 10%, por 48 horas;

- Imers@o em élcool etilico 70%, por 24 horas;

- Remocdo dos implantes e descalcificagdo com écido nitrico 10%, duas trocas a cada 24
horas;

- Desidratacdo com banhos respectivos em: dlcool 95%, élcool absoluto (dois banhos
consecutivos), xilol (trés banhos consecutivos), parafina a 60°C (trés banhos
consecutivos).

- Confecgao dos blocos em parafina.

- Cortes dos blocos em seccoes de 0,3um de espessura seguindo, paralelamente, o longo
eixo dos implantes;

- Colocacdo em estufa por 20 minutos a 60°C;

- Desparafinizagdo através de: trés banhos de xilol de 5 minutos cada, quatro banhos de
alcool absoluto seguido de lavagem com 4gua corrente 2 minutos;

- Aplicacdo de hematoxicilina por 10 minutos seguida de dgua corrente, colocagdo em
diferenciador, lavagem &4gua corrente, banho em dgua amoniacal, lavagem em agua
corrente por 5 minutos, banho em dlcool absoluto, colocagdo em eosina por 2 minutos,
passagem em dlcool absoluto por 4 vezes consecutivas e banho de xilol.

- Posteriormente foi realizada a montagem das ldminas.

Foram confeccionadas 2 ldminas de cada animal, com 3 cortes cada, de onde foi
selecionada 1 lamina, que apresentou corte mais centralizado a posicdo onde estava o
implante. A leitura das ldminas foi realizada em microscépio dptico, analisando em cada lado
do local do implante a presenca ou auséncia de tecido 6sseo neoformado e diferentes estados
de maturacdo deste. Assim, cada lateral, dos implantes, foi analisada, delimitando-se campos
(figura 9), baseados nas regides em que, antes, estavam as roscas dos implantes removidos. A
leitura foi realizada através de microscépio Optico Nikon Microphot-FXA, em aumentos de

400x e 1000x.
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Figura 9 — Desenho esquematico da drea de avaliacdo do tecido 6sseo.

6.2 Analise histopatoldgica

Foi realizada andlise dos seguintes parametros: formacdo ostedide, osteoblastos,

osteoclastos, ostedcitos, vasos sanguineos, presenca de necrose e fibroblastos na drea em

contato com a superficie dos implantes. Tal andlise foi realizada utilizando-se um escore de

leitura baseado na semiquantificacio dos pardmetros escolhidos levando-se em conta a

quantidade e extensao.

Para avaliacdo da quantidade estabeleceram-se os seguintes valores:

0-

1-
2-
3.

ausente;
discreta quantidade;
moderada quantidade;
elevada quantidade.
Para avaliagdo da extensdo dos pardmetros na amostra analisada (toda 4rea ao
redor do implante representada na 1amina) estabeleceram-se os seguintes valores:
ausente;
menos de um terco da area;
entre um terco e dois ter¢os da area;

acima de dois tercos da érea.

Também foi analisada a distribuicdo sendo indicada a letra “D”, se os parametros

analisados estavam distribuidos difusamente, e “F” (focal), se em areas concentradas. A




leitura das laminas foi realizada pelo aluno pesquisador e patologista colaborador, sem prévio

conhecimento de qual grupo as 1aminas pertenciam.
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7. Analise ultraestrutural a microscopia eletronica de varredura

As pecas foram analisadas na microscopia eletronica de varredura, seguindo a seguinte

padronizacao de preparo das amostras:

- Amostras foram fixadas em glutaraldeido 2,5 % em tampao fosfato, pH 7,3 por um
periodo de 7 a 15 dias.

- Lavagem em 4gua destilada (3 vezes de 5 minutos cada).

- Pés-fixagcdo em tetréxido de 6smio 0,5 % em dgua destilada por 30 minutos.

- Desidratacao em série crescente de etanol (7,5 % a 100 %).

- Secagem das pecas em aparelho de ponto critico Balzers CPD-020, utilizando o
di6xido de carbono liquido.

- Montagem das amostras em suportes apropriados.

- Cobertura das amostras com 10nm de ouro em metalizador MED-010 de Balzers.

- Andlise das amostras em microscopio eletronico de varredura QUANTA 200 da Fei
Company, sob tensdo de 15 kv, em aumentos de 90 a 3000 vezes, cujas imagens
foram digitalizadas por computador (processador Pentium-Prd, sistema Windows
NT).

A andlise dos blocos a microscopia eletronica de varredura foram realizadas sem a

retirada dos implantes, observando as caracteristicas do osso neoformado perimplante e a

integracdo osso-implante.
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8. Analise estatistica

8.1 Tamanho Amostral

O tamanho amostral foi determinado baseando-se numa diferenca média esperada
entre os grupos para as areas estudadas, poder do teste de 80%, nivel de 5% de significancia,
ficando determinado em 24 animais por grupo, que deveriam ser subdivididos em 8 animais a
serem sacrificados em 3 momentos diferentes e destes 8, 4 seriam analisados por microscopia

Optica e 4 por microscopia eletronica.

8.2 Analise dos resultados

Para as varidveis peso, diurese, hemoglobina glicosilada, glicemia e insulina foi
realizada a andlise através do teste Anova, seguida pelo teste de compara¢des multiplas de
Bonferroni para detectar quais os pares que diferiram de forma significativa. Para as varidveis
caracterizadas por escores, foram utilizados os testes de Kruskall-Wallis na comparagdo dos
grupos em cada momento e o teste de Friedmann na comparacdo dos momentos em cada

grupo.O nivel de significancia utilizado foi de 5%.




RESULTADOS

1. Método de inducao do diabetes

A inducdo do diabetes através da injecdo de aloxana endovenosa foi realizada sem
dificuldades, devido a colocacdo prévia dos mesmos em uma caixa aquecida, provocando
vasodilatacao das veias da cauda do animal. Foram considerados diabéticos graves os animais
que apresentaram no periodo pds-indugdo, valores de glicemia acima de 200mg/dl e de
glicostiria maior ou igual a 3+(medida em fitas reagentes), presentes no 7° e no 14° dias ap6s a
inducdo com aloxana, além dos parametros clinicos como perda progressiva de peso e
aumento da diurese. Do total de 364 animais utilizados neste estudo, 340 animais foram
submetidos a injecdo de aloxana endovenosa. Destes, 163 ndo ficaram diabéticos (47,9%), ou
o fizeram de forma leve ou moderada, e por isso foram excluidos. Os 177 animais restantes
tornaram-se diabéticos graves. Desses, 43 foram a 6bito apds a injecdo de aloxana; 20
morreram durante o experimento, em decorréncia de complicagdes do diabetes e 16 em
decorréncia do tratamento com insulina e do jejum prolongado. Noventa e oito animais foram
submetidos a cirurgia para colocacdo do implante no fémur, e 72 permaneceram vivos nos
seus respectivos grupos até o momento do sacrificio. Ao separarmos esses resultados entre os
grupos, no grupo controle ndo houve 6bitos; no grupo diabético tratado com insulina, 16
animais vieram a Obito antes da realizacdo da cirurgia, e 15 apds o procedimento cirdrgico
devido a complicacdes do tratamento com insulina e jejum e no grupo diabético 20 animais

foram a 6bito antes do ato cirdrgico, e 11 apds a cirurgia por complicagdes do diabetes.

2. Evolucao clinica

Os animais do grupo controle (GC) apresentaram aos 7 dias de pds-operatério perda
inicial de peso, porém nos demais momentos evoluiram com ganho ponderal em relacdo ao
periodo da cirurgia. Os animais do grupo diabético controlado com insulina (GI),
apresentaram ganho de peso aos 7 dias de pds operatério, porém aos 14 dias de pOs-
operatdrio diminuiram de peso em relacio ao M7, com recuperagdao ponderal no M21, com
ganho superior aos demais grupos. Os animais do grupo diabético ndo tratado apresentaram
perda inicial de peso e ganho menor de peso em relagdo aos grupos GC e GI .

Os animais do GI e GD apresentaram valores de diurese inferiores ao grupo controle
em todos os momentos. A diurese foi maior nos animais do grupo diabético (GD), e
apresentou diferenca significativa em relacdo ao grupo controle no momento da cirurgia, e
apesar de apresentar valores mais elevados em todos os outros momentos, essa diferenca nao

foi estatisticamente significativa.
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Os animais do grupo diabético (GD) apresentaram comportamento clinico semelhante
entre si durante todo o acompanhamento e distinto dos GC e GI. Estes animais evoluiram com
parametros clinicos e laboratoriais compativeis com diabetes grave e apresentaram, ao longo
do seguimento, progressiva queda do estado geral, além de alteracdes na pelagem e episddios

frequentes de pneumonia e piodermite.




OBS: Em todas as tabelas as letras mindsculas comparam momentos dentro de um

mesmo grupo e as letras maidsculas comparam grupos em cada momento.

Tabela 1- Médias e desvios-padrio referentes a diferenca de peso (g) segundo momentos e

grupos.
Variavel | Grupos Cirurgia 7 dias 14 dias 21 dias
Média Média Média
Dif_Peso | Controle - -18,6+8,1 Aa 22,4+ 19,6Ab 32,6+ 9,6 Ab
Diabetico - -1,645,0 ABa 21,3+ 33,2Aa 18,6+ 16,4Aa
Insulina - 17,5 31,5 Ba 13,9+ 30,1Aa 46,0% 38,5Aa

Comentario: O grupo controle apresentou resultados significativamente menores em relagdo

ao grupo insulina, apds 7 dias de pds operatdrio, pois os animais diminuiram de peso em

relagdo a0 momento da cirurgia. Nos demais momentos nao ocorreu diferencas entre os

grupos. Os animais do grupo controle apresentaram resultados significativamente maiores

nos momentos 14 e 21 dias de pds operatorio em relacdo aos 7 dias de pds operatdrio. Nos

demais grupos ndo ocorreram diferencas significativas entre os momentos.
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Figura 10 - Médias e desvios-padrao referentes a diferenca de peso (g) segundo momentos e

grupos.

1 33




Tabela 2 — Médias e desvios-padrio referentes a diurese (ml/24h) segundo momento e grupo.

Variavel Grupos Cirurgia 7 dias 14 dias 21 dias
Média Média Média Média
Diurese Controle 3,0 2,0Aa 6,3% 4,4Aa 4,6+ 9,1Aa 5,1 4,5Aa
Diabetico 8,2+ 7,0Ba 9,0+ 2,6Aa 8,9+ 6,0Aa 14,5+ 23,8Aa
Insulina 6,0+ 5,3ABa 7,3+ 7,4Aa 5,6+ 4,8Aa 7,8+ 4,9Aa

Comentario: A diurese foi significativamente maior no grupo diabético em relacdo aos grupos

controle e insulina no momento da cirurgia. Nao ocorreram diferencgas significativas entre os

grupos nos momentos de sacrificio, apesar do GD apresentar tendéncia a valores mais

elevados. Nao ocorreram diferengas significativas entres os momentos em cada grupo.
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Figura 11 - Médias e desvios-padrao referentes a diurese (ml/24h) segundo momentos e

grupos.
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3. Exames laboratoriais

Os animais pertencentes ao grupo controle (GC) ndo apresentaram quaisquer
alteracoes nas dosagens laboratoriais realizadas durante todo o experimento, mantendo
valores semelhantes a animais normais de mesma raca e idade. Todos os animais do grupo
diabético (GD) apresentaram alteracOes laboratoriais compativeis com diabetes grave,
representadas por glicemia de jejum acima de 200mg/dl, elevacdo dos valores da hemoglobina
glicosilada e valores de insulina sérica menores que os GC e GI. Os animais do grupo GI
apresentaram alteragdes laboratoriais compativeis com diabetes grave inicialmente e
normalizacdo da glicemia em 7 dias, verificadas por medidas de glicosuria em fitas reagentes.
Valores estatisticamente menores, em relagdo ao grupo diabético, de hemoglobina glicosilada

afirmam o controle da glicemia no momento da cirurgia.




Tabela 3 - Médias e desvios-padrio referentes a glicemia (mg/dL) segundo momentos e

grupos .

Variavel | Grupos Cirurgia 7 dias 14 dias 21 dias
Média Média Média Média

Glicemia | Controle 1120+ 157Aa 116,3% 17,3Aa 212,8+ 41,0Ab 187,4+ 30,2Ab

Diabetico 353 6+187,2Ba 406,9+ 107,4Ba 368,0+ 180,4Aa 279,6+ 132,0Aa

Insulina 558 8+116,8Ca 502,5+ 107,4Ba 627,7+ 88,9Ba 525,9+ 144,6Ba

Comentario: O grupo diabético apresentou resultados significativamente maiores em relacao
ao grupo controle nos momentos da cirurgia e aos 7 dias de pos operatdrios. O grupo insulina
diferenciou-se estatisticamente com maiores valores em relacdo ao grupo controle em todos
momentos e em relacdo ao grupo diabético nos momentos da cirurgia, aos 14 e 21 dias de pds
operatorio. Estes resultados apresentam-se superiores pois esses resultados ndo traduzem a

glicemia de jejum no GIL.
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Figura 12 - Médias e desvios-padrao referentes a glicemia (mg/dL) segundo momentos e

grupos.
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Tabela 4 - Médias e desvios-padrao referentes a hemoglobina glicosilada (%) segundo

momentos e grupos.

Variavel Grupos Cirurgia 7 dias 14 dias 21 dias
Média Média Média Média

Hemoglobina | Controle  {36+2 1 Aa 14,3+ 1,7Aa 13,8+ 1,6Aa 13,6+ 1,9 Aa

Diabetico 231 +1,8Ba 21,4+ 1,8Bb 25,0+ 2,4 Bab 22,8+ 1,7 Bb

Insulina 19,9 +2,0 Cab 19,0+ 1,3Ca 18,2+ 2,9 Cb 18,7+ 3,9 Cab

Comentério: Os grupos apresentaram diferencgas estatisticas entre si em todos os momentos,
sendo os valores mais elevados no GD, os valores mais baixos no GC, enquanto que o GI

apresentou resultados intermediarios em relagdo aos demais grupos em todos 0s momentos.
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Figura 13 - Média e desvio-padrio referentes a hemoglobina glicosilada (%) segundo

momento e grupo.
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Tabela 5 - Médias e desvios-padrio referentes a insulina (ng/mL) segundo momentos e

grupos.
Variavel | Grupos Cirurgia 7 dias 14 dias 21 dias
Média Média Média Média
insulina | Controle 1 59+ 0,96Aa 0,49+ 0,25Ab 0,49+ 0,24Ab 0,41+ 0,07Ab
Diabetico 0,58+ 0,21Ba 0,30+ 0,11Ab 0,31+ 0,04Ab 0,28+ 0,04Aab
Insulina 051+ 0,14Ba 0,47+0,27Aa 0,51+ 0,17Aa 0,87+ 0,61Aa

Comentario: No momento da cirurgia o GC apresentou valores maiores que os GD e GI, que
ndo diferiram entre si. Nos demais momentos ndo ocorreram diferengas estatisticas entre os
grupos, apesar do GD apresentar tendéncia a valores inferiores aos grupos controle e diabético

em todos os momentos de sacrificio.
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Figura 14 - Média e desvio-padrio referentes a insulina (ng/mL) segundo momento e grupo.
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4. Analise histopatologica a microscopia optica

4.1 Formacao ostedide

O grupo controle apresentou formacao ostedide elevada no momento M7 (figura 25,
Al), com pico maximo no M14 (figura 25, A2), nao sendo mais detectada no M21. Esse
padrdo se manteve ao analisar-se a distribui¢do ostedide, aparecendo em toda a drea no M7,
com discreta diminui¢do no M14, até seu desaparecimento no M21 (figura 25, A3).

No grupo diabético a formacdo ostedide foi discreta no M7 (figura25, B1), e se
manteve no M14, atingindo seu maximo no M21 (figura 25, B3). Nesse grupo, a formagao
ostedide ocorreu em toda drea perimplantar em todos os momentos.

No grupo insulina a formacdo ostedide inicial atingiu um valor intermedidrio de
escore entre os outros dois grupos no M7, e se mantém no M14. No M21 essa formagao
ostedide reduz-se, semelhantemente ao grupo controle (figura 25, C3). A formagado ostedide
ocorreu em toda drea nos momentos M7 e M14, porém apresentou-se de maneira focal aos
21 dias, devido também a sua menor quantidade.

Os valores da andlise estatistica dos escores referentes a formagdo e extensdo da

distribui¢ao de material ostedide estdo nas tabelas 6 e 7, e figuras 15 e 16, respectivamente.
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Tabela 6 — Medianas, 1° ¢ 3° quartis, entre colchetes, referentes a quantidade de formacao

ostedide segundo momentos e grupos.

Momento
Grupo M7 M14 M21
Controle 2,5[2,0;3,0] Aab 3,0[3,0;3,0]Aa 0,0[0,0;0,0]Bb
Diabético 1,5[1,0;2,0] Aa 1,5[1,0;2,0]Ba 3,0[3,0;3,0]Ba
Insulina 2,0[2,0;2,0] Aa 2,0[2,0;2,5]ABa 1,0[1,0;1,0]ABa

P<0,05

Comentario: Em relacdo a formacao ostedide, ndo ocorreram diferencas entre os grupos no
momento M7; no momento M14, o grupo controle apresentou valores significativamente mais
elevados que os demais grupos € no momento M21 o grupo diabético apresentou valores mais
elevados. Comparando-se os momentos entre um mesmo grupo, houve diferencas apenas no
GC, onde o MI14 apresentou maior formacdo ostedide. Apesar do grupo insulina ndo
apresentar diferencgas estatisticamente significativas entre os momentos, observa-se tendéncia
a queda de formacdo ostedide no momento M21. O inverso ocorre com o grupo diabético,

onde houve tendéncia a aumento de formacao ostedide no M21.

«
[} -
— EH
o) < _
(5] — D
N P
L sz = =
0 3 o
1) . .
5 1 4 insulina
g

0,5 -

G T T - 1

M7 M14 W21

Momento (dias)

Figura 15 — Medianas, 1% e 3% quartis, entre colchetes, referentes 2 quantidade de formagdo

ostedide segundo momentos e grupos.
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Tabela 7— Medianas, 1%¢ 32 quartis, entre colchetes, referentes a extensao da distribui¢io de

material ostedide segundo momentos e grupos.

Momento
Grupo M7 M14 M21
Controle 3,0[2,0;3,0]Aa 2,0[2,0;2,0]Aab 0,0[0,0;0,0]1Bb
Diabético 2,5[1,5;3,0]Aa 2,5[2,0;3,0]Aa 3,0[3,0;3,0]Aa
Insulina 2,5[2,0;3,0]Aa 3,0[3,0;3,0]Aa 1,0[1,0;2,0]ABa

P<0,05

Comentério: Nao houve diferencas estatisticamente significativas entre os grupos, com
excecdo do GC que como ndo apresentou formacgado osteéide no M21, também nao houve

pontuacdo na extensdo dessa.

Valores (escores)

M7 M14 M21
Momento (dias)

Figura 16 — Medianas, 19¢ 32 quartis, entre colchetes, referentes a extensao da distribui¢ao

de material ostedide segundo momentos e grupos.
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4.2 Presenca de osteoblastos

No GC os osteoblastos estavam em grande quantidade no M7 (figura 26, Al),
atingindo seu pico no momento M14 (figura 26, A2), juntamente com a melhor distribui¢dao
celular perimplantar, demonstrando plena atividade celular de formacdo dssea. J4 no momento
M21 (Figura 26, A3) esta presenca nado foi identificada, pois ocorreu a deposi¢do de matriz
dssea e presenca de ostedcitos.

Grupo diabético apresentou menor quantidade de osteoblastos nos dois primeiros
momentos de pods-operatério, M7 e MI14 (Figura 26, B1, B2), atingindo o miximo da
concentragdo no momento M21 (Figura 26, B3), mas com presenga dessas células em menor
quantidade que no GC.

No grupo insulina a presenga de osteoblastos tem escores maximos em M7 (figura 26,
C1), com valores préximos aos do grupo controle e superiores ao grupo diabético. Porém a
distribuicao diminui nos préximos momentos e apresenta diferencas significativas em relacdo
ao grupo controle no momento M14 (figura 26, C2), e no momento M21 (Figura 26, C3).

Os valores da andlise estatistica dos escores referentes a presenca de osteoblastos e

extensdo da sua distribui¢do estdo nas tabelas 8 e 9 e figuras 17 e 18, respectivamente.
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Tabela 8 — Medianas, 1%2¢ 32 quartis, entre colchetes, referentes a quantidade de osteoblastos

segundo momentos € grupos.

Momento
Grupo M7 M14 M21
Controle 2,5[2,0;3,0]Aab 3,0[3,0;3,0]Aa 0,0[0,0;0,0]Bb

Diabético 1,0[1,0;1,5]Ba 1,5[1,0;2,0]Aba 2,0[2,0;2,0]Aa
Insulina 2,0[2,0;2,0]ABa 0,0[0,0;1,5]Ba 0,5[0,0;1,0]ABa
P<0,05

Comentario: O grupo controle apresentou resultados significativamente maiores que 0s outros

grupos em M7 e em MI4. No momento M21 o grupo diabético apresentou resultado

significativamente maior em relacio aos outros grupos. No grupo controle ocorreram

diferencas entre os momentos M 14, onde atingiu valor mdximo, e M21 onde nio foram vistos

osteoblastos.
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Figura 17 — Medianas, 1%¢ 3° quartis, entre colchetes, referentes a quantidade de

osteoblastos segundo momento e grupo.
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Tabela 9 — Medianas, 1%2¢ 32 quartis, entre colchetes, referentes a extensao da distribui¢do de

osteoblastos segundo momentos € grupos.

Momento
Grupo M7 M14 M21
Controle 1,0[1,0;1,5]Aab 2,0[2,0;2,0]Ab 0,0[0,0;0,0]Ba
Diabético 1,5[1,0;2,5]Aa 1,0[1,0;1,0]Aa 3,0[3,0;3,0]Aa
Insulina 2,0[2,0;2,0]Aa 0,0[0,0;1,5]Aa 0,5[0,0;2,0]ABa
P<0,05

Comentario: Nao houve diferencas entro os grupos, a exce¢dao do GC no M21, onde nédo

houve pontuagdo, ja que nao foram detectados osteoblastos nesse periodo. No grupo controle

os resultados apresentaram-se maiores em M14.

Valores (escores)

M7

M14

Momento (dias)

insulina

Figura 18 — Medianas, 19¢ 32 quartis, entre colchetes, referentes a extensao da distribui¢ao

de osteoblastos segundo momentos € grupos.
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4.3 Presenca de ostedcitos

Mesmo ndo ocorrendo diferencas significativas na formacao de ostedcitos é possivel
verificar que em todos os trés grupos experimentais ocorreu uma melhora na distribuicao em
relacdo ao tempo, demonstrando que ocorre deposicdo de matriz dssea e que mesmo
diferentes todos os grupos apresentam uma maturacio dssea. A presenca de ostedcitos € maior
em todos os momentos no grupo controle, e a distribui¢do das células na drea perimplantar se
difere no momento M14 (figura 26, B2) no grupo diabético, pois € menor em relacdo aos
grupos controle e insulina. No grupo diabético os ostedcitos apresentam-se de maneira
focalizada nio abrangendo toda drea perimplantar, diferente do grupo controle que apresenta
distribuicao difusa, e do grupo insulina que mesmo nao apresentando distribuicdo em toda
area, os ostedcitos estdo dispostos de maneira difusa na drea perimplantar. No grupo insulina
a disposicdo das trabéculas Osseas apresentam-se intermitentes, demonstrando um tecido
O0sseo mais “fragil”, ndo se assemelhando ao grupo controle onde apresenta trabéculas
continuas, demonstrando uma maior mineraliza¢do dssea, mais firme e resistente.

Os valores da andlise estatistica dos escores referentes a presenca de ostedcitos e a

extensdo da sua distribui¢io estdo nas tabelas 10 e 11 e figuras19 e 20, respectivamente.




Tabela 10 — Medianas, 1%2¢ 32 quartis, entre colchetes, referentes a quantidade de ostedcitos

segundo momento e grupo.

Momento
Grupo M7 M14 M21
Controle 2,5[1,5;3,0] 3,0[3,0;3,0] 3,0[3,0;3,0]
Diabético 1,5[1,0;1,0] 2,0[1,0;3,0] 2,0[2,0;2,0]
Insulina 1,5[1,0;2,0] 1,5[1,0;2,0] 2,0[2,0;3,0]

P>0,05

Comentario: Nao ocorreram diferencgas significativas na quantidade de ostedcitos. Observou-

se tendéncia a valores maiores no GC nos diferentes momentos.

Valores (escores)
b

Momento (dias)

Figura 19 — Medianas, 19¢ 32 quartis, entre colchetes, referentes a quantidade de ostedcitos

segundo momento e grupo.
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Tabela 11 — Medianas, 1%2¢ 32 quartis, entre colchetes, referentes a extensdo de ostedcitos

segundo momento e grupo.

Momento
Grupo M7 M14 M21
Controle 2,0[1,0;3,0] A 2,0[2,0;2,0] A 3,0[3,0;3,0] A
Diabético 1,0[1,0;1,0] A 1,0[1,0;1,0] B 3,0[3,0;3,0] A
Insulina 1,5[1,0;2,0] A 2,0[2,0;2,0] A 2,0[2,0;2,5] A

P<0,05

Comentario: Nao houve diferencas estatisticamente significativas entre os grupos, a exce¢ao

do GD no momento M 14, que apresentou valores menores.

Valores (escores)

Momento (dias)

Figura 20 — Medianas, 19¢ 32 quartis, entre colchetes, referentes a extensao de ostedcitos

segundo momento € grupo.
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4.4 Presenca de vasos sanguineos

A presenca de vasos sanguineos no grupo controle apresentou quantidade adequada no
momento M7, com pico maximo no M14 (figura 26, Al) e declinio no M21. Nos M7 e M14
os vasos sanguineos estavam distribuidos difusamente na rea perimplantar, enquanto que no
M21 esses apresentavam-se com distribui¢ao focal.

O grupo diabético apresentou uma mesma quantidade de vasos sanguineos em todos
os trés momentos, com valores abaixo do GC, e ainda distribuidos de forma focalizada, ndo
abrangendo toda drea perimplantar (Figura 26, B1, B2, B3). Em M21, enquanto os GC e GI
apresentam uma formacdo Ossea mineralizada, o GD ainda apresenta atividade celular,
formacdo dssea, e osseointegracdo em processo de conclusao, sem trabéculas definidas.

O grupo insulina apresentou no M7 (Figura 26, C1) a mesma concentracdo de vasos
sanguineos do grupo controle, porém com menor distribuicdo na drea perimplantar. No
momento M14 (Figura 26, C2) a distribui¢do dos vasos na regido perimplantar se iguala ao
grupo controle, mas com uma distribui¢do intermedidria entre os GC e GD. Em M21 (Figura
26, C3) a quantidade e distribui¢do se iguala nos trés grupos experimentais, porém neste
momento os grupos controle e insulina ja apresentam uma formagao ¢ssea mineralizada.

Os valores da analise estatistica dos escores referentes a presenca de vasos sanguineos

e a extensao da sua distribui¢do estdo nas tabelas 12 e 13 e figuras 22 e 23, respectivamente.

) 48




Tabela 12— Medianas, 1%¢ 32 quartis, entre colchetes, referentes a quantidade de vasos

sanguineos segundo momentos e grupos.

Momento
Grupo M7 M14 M21
Controle 2,0[2,0;2,5] Aab 3,0[3,0;3,0]Aa 1,0[1,0;1,0]Ab
Diabético 1,0[1,0;1,0]Ba 1,0[1,0;1,0]Ba 1,0[1,0;1,0]Aa
Insulina 2,0[1,5;2,0]ABa 2,0[1,5;2,0]ABa 1,0[1,0;1,0]Aa

P<0,05

Comentario: O grupo controle apresentou resultados significativamente maiores em relacao

ao grupo diabético nos momentos M7 e M14. O GI ndo apresentou diferencas significativas

em relacdo aos demais grupos. O grupo controle apresentou no momento M14 valores

significativamente maiores em relacdo ao momento M21. Os grupos diabético e insulina nao

apresentaram diferencas nos diferentes momentos de avaliacao.

Valores (escores)

=
3

M14 M21

Momento (dias)

Figura 22 — Medianas, 12¢ 32 quartis, entre colchetes, referentes a quantidade de vasos

sanguineos segundo momento € grupo.
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Tabela 13— Mediana, 1%2¢ 32 quartis, entre colchetes, referentes a extensao da distribui¢do de

vasos segundo momento e grupo.

Momento
Grupo M7 M14 M21
Controle 2,5[1,5;3,0] A 2,0[2,0;2,0] A 2,0[2,0;2,0] A
Diabético 1,0[1,0;1,0] A 1,0[1,0;1,0] A 1,0[1,0;1,0] B
Insulina 1,5[1,0;2,0] A 2,0[1,0;3,0] A 1,0[1,0;1,5] AB
P<0,05

Comentario: Nao houve diferencas entre os grupos, a exce¢do do GD em M21, que

apresentou resultados menores que os demais grupos.

Valores (escores)

M7 M14

Momento (dias)

M21

Figura 23 — Medianas, 1% ¢ 3° quartis, entre colchetes, referentes a extensao da distribui¢io de

vasos segundo momento e grupo.
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4.5 Presenca de osteoclastos

Os osteoclastos estiveram presentes em todos 0s grupos experimentais.

No grupo controle apresentaram-se em maior quantidade no momento M7,
distribuidos de forma difusa na drea perimplantar, sugerindo atividade celular e remodelacao
Ossea. Nos momentos M14 e M21 os osteoclastos estavam ausentes.

No grupo diabético a presenca de osteoclastos no momento M7 € pequena, diminuindo
ainda mais no momento M 14, até estar ausente no momento M21.

O grupo insulina apresentou quantidade discreta de osteoclastos no momento M7,
semelhantemente ao grupo diabético. No momento M14 ocorreu um aumento da quantidade
de osteoclastos, ao contrdrio do que aconteceu no grupo diabético.-Assim como nos demais
grupos, no momento M21 os osteoclastos estavam ausentes.

Segundo a distribuicdo dos osteoclastos, o grupo controle apresentou resultado
significativamente maior no momento M7 em relagdo ao grupo diabético e insulina que nao
diferiram entre si neste mesmo momento. No momento M14 o grupo insulina apresentou
resultado significativamente maior em relacdo ao grupo controle. No momento M21 ndo
ocorreu diferencga entre os grupos. Nao houve diferenca entre os momentos em cada grupo.

Os valores da andlise estatistica dos escores referentes a presenga de estdo nas tabelas

20 e figura 24, respectivamente.




Tabela 20 — Mediana, 1%¢ 32 quartil, entre colchetes, referentes a quantidade de osteoclastos

segundo momento e grupo.

Momento
Grupo M7 M14 M21
Controle 2,0[2,0;2,0] A 0,0[0,0;0,0] B 0,0[0,0;0,0] A
Diabético 1,0[0,5;2,0] A 0,5[0,0;1,0] AB 0,0[0,0;0,0] A
Insulina 1,0[1,0;1,0] A 1,5[1,0;2,5] A 0,0[0,0;0,5T1 A
P<0,05

Comentario: Os osteoclastos ndo foram detectados em nenhum grupo no M21 e no M14 do

grupo controle.

Valores (escores)

Momento (dias)

Figura 24 — Mediana, 12¢ 32 quartil, entre colchetes, referentes a quantidade de osteoclastos

segundo momentos € grupos.
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Figura 25 — Andlise morfoldgica a microscopia dptica dos grupos controle (A), diabético (B)

e insulina (C), com 7, 14 e 21 dias de pds-operatdrio respectivamente (1,2,3).

Presenca de material ostedide (setas azuis); (400X;H.E).
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Figura 26 — Anélise morfolégica a microscopia Optica comparativa dos grupos controle (A),
diabético (B) e insulina (C), com 7, 14 e 21 dias de pds-operatorio

respectivamente (1,2,3). Presenca de vasos sanguineos (setas azuis), ostedcito

(setas brancas) e osteoblastos (setas vermelhas); (1000X;H.E).
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4.6 Presenca de necrose
Os grupos experimentais ndo apresentaram relevancia estatistica em relagdo a necrose
tecidual. Porém em trés casos de ratos diabéticos e um caso do grupo tratado com insulina

ocorreu presenca de necrose na area perimplantar (Figura 27, C e D).

4.7 Presenca de fibroblastos

Nao foram detectados fibroblastos nos grupos controle e insulina. No grupo diabético
ocorreu discreta presenca de fibroblastos no momento M7 distribuidos de maneira focalizada.
No momento M21 ocorreu presenca elevada de fibroblastos (Figura 27, A, B) que se
apresentaram de maneira difusa na drea perimplantar.

A presenca de fibroblastos foi detectada apenas no grupo diabético, em pequena
quantidade em M7, e atingiu seu maximo em M21. A extensdo da distribuicdo dos

fibroblastos foi difusa em M21 e focal em M7, no GD.

Figura 27 - Andlise morfolégica a microscopia 6ptica do grupo diabético, momento M21; A)
presenca de fibroblastos; 400X,H.E.; B) fibroblastos em detalhe(seta branca),
1000X, H.E.; C) presenca de necrose, 400x,H.E.; D) necrose em detalhe,
1000X,H.E.
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5. Analise ultraestrutural a microscopia eletronica de varredura

Num menor aumento, que permite visdo panoramica das pecas, no ultimo momento
analisado, com 21 dias de pds-operatério, observou-se que no grupo controle o tecido dsseo
pode ser visto por todos os lados do implante e em sua superficie, em intimo contato com as
ranhuras desse. J4 o GD apresenta espaco entre o implante e o tecido dsseo neoformado, além
de praticamente ndo possuir material Osseo em sua superficie, revelando falha na
osseointegracdo. O grupo insulina mostrou resultados intermedidrios entre esses dois grupos,
com espagos menores entre o tecido 6sseo e o implante e presenca de tecido também na sua
superficie (figura28).

Em maior magnificagdo, diferencas na composi¢do da matriz ficam ainda mais claras.
No momento M7 o grupo controle ja apresenta estrutura ¢ssea densa, com poucos espacos
vazios e pequena quantidade de proteoglicanas. O grupo insulina assemelha-se ao GC, mas
com maior quantidade de proteoglicanas. J4 o grupo diabético apresentou matriz Ossea de
aspecto frouxo, arranjo irregular, trabéculas finas, mais espacgos vazios e a presenca de grande
quantidade de proteoglicanas (figura 29). Aos 14 dias de pds-operatério (M14), a matriz dssea
tornou-se ainda mais densa e definida nos GC e GI, repetindo-se a presenca de proteoglicanas
nesse ultimo. O grupo diabético mantém o mesmo aspecto do M7, com pouca evolugdo da
matriz dssea, com intensa presenca de proteoglicanas (figura 30). No momento M21, o tecido
Osseo ja estd totalmente formado e denso no GC. No GD ainda € marcante a presenga de
proteoglicanas e observam-se trabéculas finas, entremeadas a matriz mais densa. Apesar do

GI apresentar tecido 6sseo formado e denso, hd ainda pequena quantidade de proteoglicanas

(figura 31).




Figura 28 - Micrografias do tecido 6sseo, no 21° dia de pds operatdrio, na microscopia
eletronica de varredura (aumento 50x), mostrando animais dos grupos

controle, diabético e insulina, em A, B e C respectivamente.
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Figura 29- Micrografias do tecido ésseo perimplantar em M7, na microscopia
eletrbnica de varredura (aumento 1500x), mostrando em A, animal do
grupo controle (GC), em B animal do grupo diabético e em C, animal do
grupo insulina (Gl); as setas indicam proteoglicanas.




Figura 30 - Micrografias do tecido 6sseo, no 14° dia de pdés-operatorio, na
microscopia eletrénica de varredura (aumento 1500x), mostrando em
A, animal do grupo controle (GC), em B animal diabético (GD) e em C

animal do grupo insulina; as setas indicam proteoglicanas.
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Figura 31- Micrografias do tecido 6sseo, no 21° dia de pds-operatério, na microscopia
eletronica de varredura (aumento 1500x), mostrando em A, animal do grupo

controle (GC), B do grupo diabético e em C do grupo insulina; as setas indicam

proteoglicanas.
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DISCUSSAO

1. Quanto aos animais utilizados

O rato (Rattus novergicus) tem sido o animal utilizado comumente em estudos sobre o
diabetes experimental em nosso laboratério (SPADELLA, 1989; LERCO, 2000; PAIVA,
2001; MACHADO, 2002) e por pesquisadores de todo o mundo (JUNOD et al., 1967;
ORLOFF et al., 1975; SCHELLINI, 1992). Este animal apresenta facilidade de manuseio,
acomodacdo e alimentagdo; com resisténcia as infec¢des, quando comparados a outros
animais de experimentagdo, e permite estudos em gaiolas metabdlicas com padronizagdo de

inimeras variaveis.

2. Quanto ao tempo de diabetes e observacao dos animais

Os ratos da raca Wistar possuem vida média de dois anos. Ao iniciar o experimento 0s
ratos tinham em média trés meses de idade, e ao término, entre trés e cinco meses, dos quais,
um periodo de trés semanas a um més sob o regime de diabetes grave; o equivalente a 1/6 da
vida média destes animais.

Confrontando o tempo de diabetes desse estudo com os demais trabalhos da literatura,
observa-se que a grande maioria dos estudos sobre osseointegra¢do utiliza pequenos periodos
de tempo de diabetes, que variam de alguns dias a semanas (SIQUEIRA et al.2003; OTTONI
& CHOPARD, 2004; KNOW et al., 2005; MCCRACKEN et al.,2006 HASEGAWA et
al.,2008). Porém, a exemplo do nosso estudo, mesmo nos trabalhos de curta duragdo, as
alteragdes decorrentes do diabetes em animais operados ji estavam presentes precocemente
(MADDEN e PEACOCK, 1968; PRAKASH et al.,, 1973; SPANHEIMER et al., 1988;
BLACK et al.,, 1989). No presente estudo, desde o periodo de pds-indu¢do do diabetes
experimental, observou-se vdrias alteragcdes clinicas e laboratoriais compativeis com diabetes
grave, acompanhadas de complicacdes cronicas e progressivas do diabetes, tais como
emagrecimento, perda de liquido pela urina (politria), hiperglicemia, hipoinsulinemia cronica

e altas taxas de hemoglobina glicosilada.

3. Quanto as técnicas utilizadas

3.1 Anestesia

A ketamina foi o agente anestésico utilizado no presente estudo, conjuntamente com a
xilasina, por proporcionar maior facilidade na inducdo anestésica e manutenciao duradoura do

plano anestésico, durante todo o procedimento cirdrgico. Acresce-se a isto, a sua facil
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disponibilidade, baixo custo, além da larga experi€ncia com estas drogas, por parte do nosso
laboratdrio experimental, tendo sido os anestésicos de escolha em varios estudos (SUAREZ,

2010; CASSETARI, 2010).

3.2 Induciao do diabetes experimental

O diabetes experimental pode ser provocado por estresse, infec¢Oes, toxinas,
pancreatectomia (MERING e MINKOWSKI, 1889), lesdes do sistema nervoso central
(HETHERINGTON e RANSON, 1940), uso de hormoénios antinsulinicos (MORDES e
ROSSINI, 1985), exposicao a hidrocortisona ou ACTH (CAVALLERO e MOSCA, 1953;
LAZARUS e BENCOSME, 1955), indu¢do por virus (YOON, 1979) e o uso de agentes
quimicos beta-citotoxicos (DUNN et al.,1943; RAKIETEN et al., 1963). No presente estudo
optou-se por um método quimico de supressdao enddcrina do pancreas, o qual exibe todos os
eventos bioquimicos, hormonais e morfolégicos que ocorrem durante e apds a inducdo do
estado diabetogénico (MORDES e ROSSINI, 1985). Embora acompanhado de um elevado
indice de mortalidade relativa, o método quimico apresenta como vantagem a fécil execucao,
a possibilidade de se utilizar grande nimero de animais e o fato de estar perfeitamente
padronizado no nosso laboratério experimental. Tem ainda a vantagem de ser seletivo,
destruindo principalmente a por¢io enddcrina do pancreas. Dentre os agentes quimicos mais
utilizados na literatura para indu¢do do diabetes experimental, destacam-se a aloxana e a
estreptozotocina. Estas drogas causam diabetes por efeito toxico sobre as células beta-
pancredticas (BELL e HYE, 1983), causando insuficiéncia insulinica priméria do pancreas,
caracterizada por uma resposta trifdsica sobre os niveis glicémicos, durante as primeiras horas
de administracdo, seguida do estabelecimento do diabetes permanente nas 24 horas
subseqiientes (JUNOD et al., 1967; MORDES e ROSSINI, 1985). A nossa pesquisa utilizou a
aloxana por via endovenosa, cuja atividade diabetogénica foi inicialmente descrita por Dunn
et al., em 1943. Apesar da maior especificidade da estreptozotocina sobre as células beta e sua
menor toxicidade geral, a opcdo pela aloxana foi mantida por duas razdes: a primeira de
ordem econdmica, dado o alto custo da estreptozotocina quando comparado com a aloxana, e
a segunda, pelo uso amplamente difundido da aloxana, na indu¢@o do diabetes experimental,
por inimeros laboratérios de larga experiéncia no assunto (ORLOFF et al., 1975, 1988),
incluindo o nosso laboratério (MACEDO et al., 1981, 1985, 1986; CALDERON, 1988;
SPADELLA 1989; BREIM, 1990;SCHELLINI, 1992; MACHADO 1993, 2002; LERCO,
2000; PAIVA, 2001). Covington em 1993, realizou estudo comparativo entre as drogas

indutoras do diabetes, aloxana e estreptozotocina, e concluiu que, apesar de seus diferentes
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efeitos colaterais, a utilizagdo de ambas é adequada para avaliacio da cicatrizagdo de
feridas diabéticas. A aloxana administrada por via endovenosa, na dose de 42mg/kg de peso
corporal (LAZAROW e PALAY, 1946; LUKENS, 1948), produziu em nossos animais,
diabetes franco, com o desenvolvimento de alteragdes clinicas, laboratoriais, histopatoldgicas
e estruturais bem definidas. Neste estudo, dos 340 animais submetidos a inje¢cdo endovenosa
de aloxana, 163 ratos ndo ficaram diabéticos ou apresentaram a doenca de forma leve a
moderada, sendo desprezados. Os 177 animais restantes desenvolveram diabetes grave, com
79 6bitos durante o seguimento, principalmente nas primeiras 72 horas ap6és a indugdo, e 26
obitos apds a cirurgia, em decorréncia do ato anestésico, sendo 72 animais efetivamente
utilizados neste experimento. Estes resultados sdo concordantes com os dois ultimos estudos
realizados nesta linha de pesquisa em nosso laboratério experimental. Paiva, em 2001, ao
estudar o efeito do diabetes sobre o intestino sem a agressdo cirtrgica obteve 27,6% de
animais que ndo ficaram diabéticos e 42,3% de mortalidade durante os trés meses de
seguimento. Machado, em 2002, estudando o efeito do diabetes nas anastomoses intestinais,
observou que 22,5% dos animais ndo ficaram diabéticos e obteve mortalidade de 50,3%
durante o seguimento de trés meses. Estudo realizado por Calderon, (1988) em nossa
institui¢do, com ratas diabéticas ndo tratadas induzidas pela aloxana, mostrou resultados
pouco discordantes destes trabalhos. A autora obteve 50% de animais diabéticos, 32,5% de
animais resistentes a droga e uma taxa de mortalidade de 17,5%, até o 15° dia apds a inducdo.
Este indice diabetogénico elevado, explica-se, no entanto, pelos critérios de classificagdo do
diabetes estabelecido pela autora, que considerou diabéticos os animais com glicemia maior
ou igual a 120mg/dl. Se considerarmos apenas os ratos com valores glicémicos superiores a
200mg/dl, observa-se que o seu percentual de animais diabéticos cai para 37,5%, valor
proximo ao obtido no presente estudo. Com relagdo a taxa de mortalidade, Lukens, (1948),
em extensa revisdo da literatura a respeito da ac¢do da aloxana sobre animais de vdrias
espécies, incluindo o rato, o cdo, o coelho, o macaco, o gato, mostrou indices muito varidveis
de mortalidade, oscilando entre 33 a 100% na mesma espécie. Esta ampla variacdo tem
etiologia multifatorial, envolvendo desde o estado de hidratacdo da droga, a velocidade de
infusdo, a via de administracdo, a dieta, o tempo de jejum, o peso do animal e até a interagcdo
com outras drogas capazes de influenciar seus mecanismos de acdo, como os barbittricos e o
acido nicotinico.Os ratos, animais utilizados neste estudo, sdo mais sensiveis a uma dose
constante de aloxana apds terem sido alimentados previamente com uma dieta de alto teor de
gordura. Nestes casos, as taxas de mortalidade chegam a 90%. Por outro lado, dietas pobres

em gordura, com altas concentracdes de proteinas e carboidratos, sdo capazes de diminuir
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estes indices para 33 a 40% (LUKENS, 1948). O jejum exerce importante papel na resposta
do animal a aloxana. Dos ratos tratados com aloxana, que foram submetidos previamente a
jejum de 48 a 60 horas, 95% tornaram-se diabéticos. Com a injecdo de mesma dose de
aloxana em animais onde ndo foi respeitado o jejum, a resposta diabetogénica a droga caiu
para 25% (LUKENS, 1948). Outro aspecto a considerar € a via de administracdo da droga. A
via endovenosa tem sido a escolha na maioria das espécies animais, onde os efeitos da
aloxana sdo mais evidentes (LAZAROW e PALAY, 1946). A velocidade de infusdo
endovenosa também € importante, pois doses efetivas de aloxana ndo produzem diabetes se as
mesmas forem injetadas muito lentamente. As vias subcutanea e intraperitoneal também sao
satisfatorias no rato, enquanto que no coelho, devem ser administradas doses muito elevadas
por estas vias para que se atinja o mesmo efeito diabetogénico. Por fim, a via oral é
usualmente insatisfatéria para a agdo da aloxana, muito embora o diabetes possa ser
produzido em ratos, coelhos e gatos se a droga for rapidamente ingerida com comida, apds
jejum prévio prolongado (LUKENS, 1948). Gitter e Pietro (1946) relataram, segundo Lukens
(1948), a importancia do peso em relac@o a susceptibilidade do animal aos efeitos toxicos da
aloxana. Em um estudo detalhado em ratos, estes pesquisadores revelaram que a toxicidade da
aloxana altera-se numa relacdo linear com o peso do animal, estabelecendo assim, a dose letal
de aloxana para cada rato. Finalmente, algumas drogas exercem efeito direto ou indireto sobre
os mecanismos de acdo da aloxana. Os barbitdricos tornam os animais mais sensiveis aos
efeitos da droga. Outras substancias, como o dcido nicotinico, podem proteger o animal dos

efeitos da aloxana, se administrados concomitantemente com a mesma (LUKENS, 1948).

4. Quanto a evolucao clinica

Os parametros utilizados na avaliacdo clinica dos animais foram: peso corporal e
diurese. Os animais ndo diabéticos (grupo controle), e diabéticos tratados com insulina
apresentaram-se ao longo do experimento em bom estado geral e ativos. Neste estudo foi
avaliada a diferenca de peso dos animais nos diferentes momentos de sacrificio em relacdo ao
momento da cirurgia, demonstrando assim, se 0os animais obtiveram ganho ou perda de peso
entre cada momento. Os animais do grupo controle apresentaram queda de peso no primeiro
momento de avaliagdo apds a cirurgia (M7), com ganho de peso nos demais momentos. Os
animais do grupo tratado com insulina apresentaram ganho de peso no primeiro momento
pos-6peratorio (M7), e queda no segundo (M14). Ao final dos 21 dias de acompanhamento
estes animais apresentaram ganho de peso em relacdo ao momento da cirurgia, atingindo

valores superiores ao do grupo controle. Estes animais apresentaram ainda manuten¢do dos
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valores de diurese, dentro dos padrdes de normalidade para a espécie, de acordo com outros
trabalhos da literatura (ORLOFF et al., 1975; BREKKE et al., 1980, 1981). J4 os animais do
grupo diabético, apresentaram apatia, alteracdes da pelagem, odor forte da urina,
comprometimento do estado geral e episédios de pneumonia e piodermite, o que também foi
descrito por outros autores (LEE et al., 1971, 1972; PRAKASH et al., 1973; ORLOFF et al.,
1975; UEDA et al., 1979; BREKKE et al.,1980,1981; MACEDO et al., 1981; CALDERON,
1988; SPADELLA, 1989; BREIM, 1990; LERCO, 2000; PAIVA, 2001; MACHADO, 2002).
A politiria, uma das caracteristicas do estado hiperglicémico, ocorreu nos animais do grupo
diabético (GD), com valores estatisticamente significativos no momento da cirurgia em
relagdo ao grupo controle, porém nao apresentou diferengas significativas em relagdo aos
grupos controle e insulina nos momentos de sacrificio, apesar de tendéncia a valores mais
elevados. A polidria é explicada pelo aumento elevado da concentracdo de glicose no filtrado
glomerular, excedendo a capacidade das células tubulares em reabsorvé-la, dando origem a
diurese osmotica (BONDY, 1973). No presente estudo, ndao houve diferencas marcantes na
diurese dos animais do GD em relacdo aos demais, diferentemente de resultados anteriores em
outros estudos desse mesmo grupo de pesquisa (ORTOLAN, 2006; CASSETTARI, 2010).
Algumas hipétese podem ser levantadas para esse fato. A primeira € a possibilidade da perda
de urina antes da medida no laboratério experimental, apesar desse controle ter sido feito
rigorosamente sempre pelo pos graduando, uma aluna de iniciacdo cientifica € um mesmo
funciondrio. A segunda hipétese cai sobre o menor tempo que os animais desse estudo
ficaram diabéticos, em relagdo aos demais estudos desse grupo, onde o tempo de diabetes era
padronizado em 3 meses. Esse fato poderia explicar a diurese aumentada no GD, mas ainda

sem valores estatisticamente significativos.

5. Quanto aos exames laboratoriais

O estudo dos pardmetros laboratoriais nos grupos experimentais refletiu de um modo
geral, o comportamento observado na evolucdo clinica. Durante todo o seguimento, 0s grupos
de animais ndo diabéticos (GC), mantiveram-se com os valores de glicemia de jejum dentro
dos padrdes da normalidade, assim como os valores de hemoglobina glicosilada, o que estd de
acordo com vdrios trabalhos experimentais anteriores que utilizaram o rato. Os animais do
grupo diabético apresentaram aumento na concentragdo de glicose plasmética e hemoglobina
glicosilada, compativeis com diabetes grave, o que estd em conformidade com os resultados
de outros autores em estudos com ratos diabéticos (SUAREZ, 2010; CASSETARI, 2010). O

grupo de animais tratados com insulina obteve resultados de hemoglobina glicosilada que
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diferiram estatisticamente dos grupos diabéticos e controles no momento da cirurgia. Mesmo
sendo superior ao grupo controle, os valores foram estatisticamente diferentes e abaixo dos
obtidos no grupo diabético. A glicemia no grupo tratado com insulina (GI) obteve média
superior aos grupos controle e diabético, pois nestes animais nao foi conseguido jejum de 24
horas, devido a alta mortalidade apds voltarem a ser alimentados. Para certificar que o
diabetes estava controlado neste grupo foi realizado o exame de hemoglobina glicosilada. Os
trés grupos apresentaram resultados estatisticamente diferentes em todos os momentos de
andlise, sendo os maiores valores apresentados no GD, e os menores no GC, com valores
intermedidrios no GI. A hemoglobina glicosilada é uma forma eficaz de avaliar o controle
glicémico, onde niveis controlados reduzem os riscos de desenvolvimento de complicagdes da
doenca (SUMITA & ANDRIOLO, 2006). Os valores de insulina ndo apresentaram diferencas
estatisticas entre os grupos, porém valores inferiores foram observados no GD em todos
momentos de sacrificio, enquanto que nos momentos M7 e M14 o GI obteve valores
proximos ao grupo controle e superiores no momento M21. A diminuicdo dos valores de
insulina plasmdtica em animais diabéticos ¢ compativel com a fisiopatologia da doenca

(LUKENS, 1948).

6. Quanto ao local escolhido para colocar os implantes

Antes de optarmos pela realizacdo dos implantes nos fémures dos animais, realizamos
estudo piloto com coloca¢do de implantes na maxila dos ratos. Nesse local, os implantes das
dimensdes que disptinhamos ndo ficaram firmes no tecido 6sseo e a cavidade bucal do rato é
de dificil controle da higiene, ficando mais susceptivel a infec¢des. Por esse motivo optamos
por instalar implantes no fémur dos animais, pois esta regido permite melhor acesso cirdrgico,
controle pos-cirtrgico e possibilita avaliagdo do osso lamelar formado ao redor dos implantes,
da mesma forma que e fossem instalados na maxila (SHYNG et al., 2006). Vérios animais
tem sido utilizados para o estudo da osseointegracdo de implantes dentdrios como ratos
(RINALDI & ARANA-CHAVEZ, 2010), minipigs (SCHLIEPHAKE et al., 2010) e coelhos
(PALMQUIST et al., 2009), sem, no entanto, haver motivo especifico além das facilidades de
cada laboratério experimental para a escolha do animal. Nos ratos, estudos em
osseointegracdo ja foram realizados em fémur (BERLEY et al., 2010), tibia (IYAMA et al.,
1997) e maxila (SHYNG et al., 2006).
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7. Quanto a analise a microscopia 6ptica

Ao analisarmos animais diabéticos sem tratamento, pudemos verificar que houve um
atraso na formacgdo 6ssea. Isto ocorreu devido a uma menor quantidade de osteoblastos neste
grupo, que por sua vez depositam uma menor quantidade de substancia ostedide. Aos 21 dias
de pos operatdrio essa deposi¢do se torna semelhante ao grupo controle aos 7 dias de pods
operatdrio, demonstrando que ocorre dificuldade de formagdo do tecido dsseo imaturo em
ratos diabéticos sem tratamento em relagdo ao grupo controle. Esses achados vao de encontro
aos estudos que demonstram que em animais diabéticos sem tratamento ocorrem mudangas na
formacdo Ossea, caracterizadas pela diminuicdo da osteogé€nese, menor renovagdo celular,
osso neoformado com baixa densidade mineral e atraso no reparo das fraturas (CANALIS,
1980; GLAJCHEN et al., 1988; YANO et al.,, 1996; FANG, 2006). Existem também
diferencas no padrdo de maturacdo Ossea de ratos diabéticos, pois o osso neoformado é
imaturo e desorganizado, (NEVINS et al., 1998). A formagdo dssea, quando comparados os
dois grupos, revela que o grupo diabético terd sempre maior dificuldade de deposi¢do da
matriz dssea, e que ndo deverd atingir os valores normais, pois 0s osteoblastos apresentam-se
sempre em menor quantidade, além de atingir sua mdxima quantidade e concentracdo difusa
tardiamente. Os resultados obtidos por Santana et al.(2003), demonstram que a hiperglicemia
atua na inibicdo da diferenciacdo de osteoblastos. Segundo Weiss et al. (1981), a
hiperglicemia também possui efeito deletério para aderéncia, crescimento e acumulo da
matriz dssea extracelular

Ao analisarmos o grupo de animais tratados com insulina a disposi¢ao das trabéculas
Osseas apresentou-se intermitente, demonstrando um tecido désseo mais “fragil”, ndo se
assemelhando ao grupo controle que possuia trabéculas continuas, demonstrando uma maior
mineralizacdo 6ssea, mais firme e resistente. No grupo insulina a formagdo ostedide inicial
atinge um valor intermedidrio ao ser comparado com os outros dois grupos. No periodo de 21
dias de pds-operatério, houve uma diminui¢ao da formacao ostedide, devido a maturagcao do
tecido dsseo, semelhantemente ao que ocorreu no grupo controle. E possivel observar que em
um primeiro instante a insulina possui efeito positivo na formacdo ostedide, ndo atingindo
resultados iguais ao grupo controle, mas fazendo com que estes se assemelhem,
principalmente na velocidade da maturacdo do tecido. Resultados semelhantes foram obtidos
por Fiorellini et al., (1999), que em estudo com ratos diabéticos durante 28 dias, também nao
conseguiram igualar o contato osso implante quando comparado ao grupo controle. J4 €
sabido que a insulina estimula a sintese de matriz e estimula o metabolismo 6sseo (Canallis,

1980).
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Embora vérios estudos tenham mostrado que a terapia com insulina permite uma
regulacdo da formacgdo 6ssea ao redor dos implantes e aumenta a quantidade de osso
neoformado (SIQUEIRA et al., 2003; KNOW et al., 2005; MCCRACKEN et al, 2006;
RETZEPI et al.,, 2010), como no nosso estudo, Fiorellini et al. (1999) também ndo
conseguiram igualar o contato osso-implante, quando comparados com grupos nao diabéticos.

Na andlise da formagdo dssea foi também avaliada a presenca de ostedcitos. Mesmo
ndo tendo diferencas estatisticas entre os grupos, a presencga de ostedcitos € maior em todos os
momentos no grupo controle. No grupo diabético os ostedcitos apresentam-se de maneira
focalizada nio abrangendo toda drea perimplantar, diferente do grupo controle que apresenta
distribuicao difusa, e do grupo insulina que mesmo nao apresentando distribuicdo em toda
drea, os ostedcitos estdo dispostos de maneira difusa na drea perimplantar. Resultados
apresentados por Nyomba et al., (1989), demonstraram que o diabetes pode provocar menor
producdo de ostedide, homeostasia mineral e formagdo dssea por conseqiiéncia. Siqueira et al.
(2003), demonstraram que quando os implantes sdo colocados na tibia de ratos diabéticos,
uma reducdo de 50% pode ser observadana drea de formacdo Ossea ena superficie
de contato entre o0 ossoe oimplante. Se a insulinaé usada, as caracteristicas ultra-
estruturais da interface osso-implante tornam-se semelhantes aos do grupo controle. Estes
resultados sugerem que o controle metabdlico é essencial para que ocorra osseointegracao.
Em nosso estudo também foram analisadas a quantidade e distribui¢cdo dos osteoclastos. No
grupo controle os osteoclastos estavam presentes inicialmente em quantidade moderada, e se
tornaram ausentes aos 14 dias de pds-operatorio. No grupo diabético estavam presentes
inicialmente de forma moderada e se tornaram ausentes aos 21 dias de pds-operatério. A
atividade osteoclastica, assim como a atividade osteoblastica, € inibida em animais diabéticos
(MCCRACKEN et al., 2006). Nossos resultados demonstraram que o grupo tratado com
insulina possui uma remodelacdo dssea tardia em relagdo ao grupo controle, porém ela ocorre
de forma mais eficaz do que no grupo diabético.

Outro fator analisado e de suma importancia para que ocorra todo processo de
formacdo 6ssea € a presencga de vasos sanguineos na drea estudada. Os danos microvasculares
alteram a cicatrizacdo em diferentes tecidos e levam a complicacdes que resultam em
retinopatias e nefropatias (LALLA et al., 2000), assim como pode ocorrer alteracoes
funcionais na permeabilidade vascular e em células endoteliais (MEALEY & MORITZ,
2003). No nosso estudo, a presenca de vasos sanguineos ocorreu inicialmente em quantidade
elevada e diminuiram aos 21 dias de pds-operatdrio no grupo controle, nos momentos M7 e

M14 distribuiram-se de forma difusa na area perimplantar, demonstrando que a regido estava
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sendo nutrida, permitindo a chegada das células para remodelacdo e formacdo Ossea,
deposicao de matriz celular e manutencdo da osseointegracdo. O grupo diabético apresentou
uma mesma quantidade de vasos sanguineos em todos os trés momentos, distribuidos de
forma focalizada, ndo abrangendo toda drea perimplantar. Isso se reflete na maior dificuldade
do grupo diabético em formar e mineralizar o tecido 6sseo, levando a uma osseointegracao
deficiente, com a presenca de fibroblastos, podendo ocorrer necrose da area devido a falta de
nutricao pelos vasos sanguineos. Mealey & Moritz (2003) concluiram que niveis elevados de
glicose sanguinea estdo associados com distirbios microvasculares e celulares, resultando em
cicatrizacdo prejudicada. O grupo insulina apresentou quantidade semelhante de vasos
sanguineos ao grupo controle, porém com menor distribuicdo na drea perimplantar. A
formacdo dos vasos sanguineos atinge, aos 21 dias de pds-operatério os mesmos valores no
escore nos trés grupos, porém neste momento os grupos controle e insulina ja apresentavam
uma formacao 6ssea mineralizada, enquanto no grupo diabético ainda havia atividade celular,
formacdo Ossea, e osseointegracdo em processo de conclusdo, sem trabéculas definidas, o que
exigiria maior irrigacdo e fornecimento de células do que estava sendo fornecido para que
ocorresse formacdo Ossea e osseointegracdo. Com os vasos sanguineos em menor
concentracdo o processo de reparacdo foi prejudicado tanto em sua velocidade quanto na
qualidade da formacdo Ossea final e osseointegracdo. Apesar dos varios estudos com
avaliacdo histologica da osseointegracdo de implantes em animais diabéticos em diferentes
momentos de pés-operatorio (NEVINS et al., 1998; HASEGAWA et al., 2008; KNOW et al.,
2005), esses ndo descrevem a presenca e distribuicdo de vasos sanguineos no sitio cirurgico,
fator crucial para a bem sucedida integracdo do implante.

A formacdo de tecidos indesejados na drea de formagdo dssea ocorreu em nosso
estudo. No grupo diabético houve aparecimento de fibroblastos na regido perimplantar, o que
interfere na osseointegracdo, ja que estas células irdo resultar em fibrose da drea, antes da
diferenciacao dos osteoblastos. A presenca de necrose nesse grupo confirma que a destruicao

tecidual € resultante da presenca de infiltrado inflamatério (SCHMIDT et al, 1996).
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8. Quanto a analise ultraestrutural das fibras de colageno

A matriz 6ssea € composta por uma parte organica (fibrilas de coldgeno, fibras
elasticas e proteoglicanas) e uma parte inorganica cuja composi¢ao € dada basicamente por
ions fosfato e cdlcio formando cristais de hidroxiapatita, que oferecem grande resisténcia
mecanica. A parte organica é composta por 95% de colageno tipo I. O coldgeno tipo I, esta
presente nos 0ssos € possui a fungdo de resisténcia a tragdes. Proteoglicanas sdo proteinas
extracelulares ligadas as glicosaminoglicanas. As proteoglicanas t€ém a funcao de dar rigidez a
matriz, resistindo a compressao e preenchendo espagos. Ruoslahti (1988), em extensa revisao
de literatura sobre a estrutura das proteoglicanas, relatou que estas substincias sdo proteinas
com diferentes estruturas e funcdes, sendo uma das principais, o fato de as mesmas comporem
a matriz extracelular e participarem dos fendmenos de adesdo celular. Estas proteinas, apesar
da diversidade de estruturas, sdo consideradas um grupo, gragas as glicosaminoglicanas, que
estdo sempre ligadas as proteoglicanas, dando-lhes certa uniformidade e ligando-as a outras
moléculas da matriz; fato que confere as proteoglicanas a capacidade de regular a espessura
das fibrilas de coldgeno. Virios autores (KOMURO e HASHIMOTO, 1990; KLEIN, 1983;
KOMURO, 1988; PRADO, 2005) sugerem que o didmetro das fibras coldgenas pode estar
relacionado a concentracao de proteoglicanas presentes, sendo que, quanto maior a quantidade
de proteoglicanas, menor o diametro das fibrilas colagenas. Estas conclusdes foram apoiadas
nos estudos de Cetta et al., 1982, que mostraram que o didmetro das fibrilas coldgenas de
tendoes aumentou com a idade do rato, enquanto que a concentracdo de proteoglicanas
diminuiu. Azambuja (2009), observou, apos 60 dias em analise de microscopia eletronica de
varredura implantes com a superficie tratada (jato + 4cido) realizados em ovelha que nos
espacos entre as roscas houve preenchimento de osso com sistemas e canais de Havers
visiveis, demonstrando que o osso cortical apresenta-se com funcdo normal, mantendo o
contato osso-implante ao longo do tempo. Linder et al.(1983), em estudo em coelhos a
microscopia eletronica de transmissdo observaram que no contato osso-implante existe uma
camada de proteoglicanas, separando o coldgeno da superficie do implante. Albrektsson &
Jacobson (1987), através de estudos demonstraram com auxilio de microscopia eletronica, a
producdo de uma fina pelicula (200 a 300 A) de proteoglicanas na interface osso-titanio. A
mesma fica aderida a face de titanio e interposta entre o parafuso inicialmente desnudado e o
osso alveolar. Na por¢do mais externa do filme de proteoglicanas, préxima ao osso alveolar,
dispdem-se aleatoriamente fibrilas coldgenas.

No estudo da osseointegracdo de implantes dentdrios, as pesquisas feitas utilizando-se

a microscopia eletronica de varredura, na grande maioria das vezes visa a avaliacdo da
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osseointegracio nas superficies dos diferentes tipos de implantes existentes no mercado, sem
levar em consideragdo o fator mais importante para que a integracdo ocorra adequadamente,
que sdo as caracteristicas dos receptores desses implantes (PARK et al., 2009; TETE et al.,
2009; YANG et al., 2010; WENNERBERG et al., 2010; CASTELLANI et al., 2011).

A microscopia eletronica de varredura ja foi utilizada em estudos dos efeitos do
diabetes, com ou sem intervengdes cirdrgicas, na retina (HAMILTON et al., 1982), no
intestino de ratos (ORTOLAN, 2008), nos rins de ratos (MAKINO et al., 1993) e macacos
(MARION e CARLSON,1989) e nos ossos (FOLLAK et al., 2003), entre outros 6rgaos.
Follak et al., (2003), analisaram o tecido 6sseo formado ao redor fios de Kirschner em
fémures de animais diabéticos geneticamente modificados, sem tratamento e com tratamento
de insulina através de microscopia eletronica de varredura, com 7, 14, 24 e 42 dias de pos-
operatorio, e concluiram que as fases iniciais da cicatrizacdo dssea sdo as mais prejudicadas
pelo diabetes. Estudos experimentais dos efeitos do diabetes na osseointegracao de implantes
dentdrios utilizando a microscopia eletronica de varredura sdo necessérios pois este método €
de grande valia no estudo da formacao dssea, propiciando a andlise e descricdo de amostras
em tamanho maior, permitindo uma visdo global do arranjo ultraestrutural da matriz 6ssea. No
presente estudo, o GC apresentou contato intimo entre o osso neoformado e a superficie do
implante, o que ndo ocorreu no GD, onde foram observados espacos nestas mesmas dreas, ja
no GI foram notados espagos menores. O tecido dsseo apresentou no GC estrutura densa, com
poucos espagos vazios, assim como no GI, o mesmo ndo ocorreu no GD que apresentou
matriz 6ssea de aspecto frouxo, arranjo irregular, trabéculas finas, mais espagos vazios. As
proteoglicanas apresentaram-se em elevada quantidade no GD, quantidade discreta no GC e
moderada quantidade no GI.

Com base em estudos citados anteriormente, pode-se sugerir que no nosso estudo, a
presenca macica de proteoglicanas nos animais diabéticos, pode ser 0 mecanismo responsavel
pelo fato da matriz ter aspecto mais frouxo e ser composta por trabéculas finas, com grandes
espacos vazios. Essa imaturidade da matriz nos ratos diabéticos sem tratamento demonstra
que o tecido 6sseo formado ao redor dos implantes ndo apresenta a mesma resisténcia ao
comparar-se ao grupo controle. Os resultados da formacdo de tecido dsseo dos animais
diabéticos tratados com insulina se aproximam dos animais do grupo controle, sugerindo uma
maior resisténcia ao se comparar com o grupo diabético. No entanto, a presenca de

proteoglicanas nesse grupo sugere um atraso na organizacio e maturagdo da matriz.
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CONCLUSOES

- O diabetes provocou alteracdes histopatoldgicas e estruturais na osseointegracio de

implantes no fémur de ratos diabéticos.

- A terapia com insulina permitiu uma melhora no padrdo da osseointegracdo dos

implantes, porém nao sendo possivel igualar os resultados obtidos no grupo controle.
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RESUMO

Introducao: O diabetes mellitus € considerado hoje, um problema de satude publica
mundial. Na odontologia estd associado a doencga periodontal, aumentando as chances de
perda do elemento dental nos pacientes diabéticos. Implantes dentdrios sdo cada vez mais
utilizados em pacientes parcialmente ou totalmente edéntulos para reposi¢do dessas perdas.
Estudos experimentais, para viabilizar o tratamento dentdrio de diabéticos através de
implantes sdo cada vez mais freqiientes. Dada a relevancia do tema, ainda existem lacunas no
estudo da osseointegracdo de implantes em animais diabéticos. Por isso, visando dar
sequéncia a esses estudos experimentais ja existentes, esse estudo foi delineado para avaliacao
da osseointegracdo de implantes dentdrios em animais normais, diabéticos e diabéticos
tratados com insulina, utilizando parametros adicionais nunca antes avaliados.

Objetivo: O presente estudo teve como objetivo avaliar a formagao dssea ao redor de
implantes dentdrios em ratos diabéticos aloxanicos controlados com insulina, em relacio a
ratos nao diabéticos e diabéticos ndo controlados.

Materiais e Métodos: foram avaliados 72 ratos da raca Wistar, machos, sadios ao
exame clinico, pesando entre 200 e 300g, distribuidos em trés grupos experimentais de 24
animais cada, sendo um grupo controle normal (GC), um grupo diabético sem tratamento
(GD) e um grupo diabético tratado com insulina (GI). Os animais receberam os implantes
dentdrios no fémur direito e foram avaliados em trés momentos pds-operatérios (7°, 14° e
21°dias), onde foram analisadas a evolucdo clinica (peso corporal e diurese), exames
laboratoriais (glicemia de jejum, hemoglobina glicosilada e insulina sérica). Em cada um dos
momentos mencionados os animais foram sacrificados e retirado o fémur com o implante,
sendo espécimes de 4 animais utilizados para andlise ultraestrutural das fibras coldgenas, a
microscopia eletronica de varredura, e outros 4 para o estudo histopatolégico a microscopia
optica pelo método de coloragdo H.E. A inducdo do diabetes foi feita por meio da injecao
endovenosa de aloxana a 2%, em dose unica de 42mg/kg. Foram incluidos no experimento
somente animais com diabetes grave caracterizados por valores glicémicos acima de
200mg/dl e glicosuria maior ou igual a 3+ em fitas reagentes.

Resultados: A andlise histopatoldgica a microscopia Optica demonstrou que o GC
apresentou inicialmente (M7) elevada presenca de substiancia ostedide e osteoblastos e
elevada presenca de vasos sanguineos. Apds maturagdo, a formacdo éssea apresentou-se
regular e continua com elevada presenca de ostedcitos (M21); o GD apresentou inicialmente
discreta presenca de vasos sanguineos e formacdo ostedide elevada somente apds 21 dias de

acompanhamento, neste grupo também foram detectadas dreas de necrose e fibrose; o GI
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apresentou valores intermedidrios de escores, a disposicdo das trabéculas Osseas
apresentaram-se intermitentes, demonstrando um tecido O&sseo mais “frgil”, porém
mineralizado aos 21 dias de acompanhamento. A andlise ultraestrutural a microscopia
eletronica de varredura demonstrou que o GC apresentou estrutura éssea densa, com poucos
espacos vazios € pequena quantidade de proteoglicanas. Ja o GD apresentou matriz 6ssea de
aspecto frouxo, arranjo irregular, trabéculas finas, mais espacgos vazios e a presenca de grande
quantidade de proteoglicanas. O GI teve resultados semelhantes ao GC, mas com maior
quantidade de proteoglicanas.

Conclusdao: O diabetes provocou alteracdes histopatoldgicas e estruturais na
osseointegracdo de implantes no fémur de ratos diabéticos. A terapia com insulina permitiu
uma melhora no padrdo da osseointegracdo dos implantes, porém nao sendo possivel igualar

os resultados aos obtidos no grupo controle.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus ; Implantes dentarios; Insulina; Osseointegracao.
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SUMMARY

Introduction: Diabetes mellitus is nowadays a public health problem worldwide. In
dentistry is associated with periodontal disease, increasing the possibilities of tooth loss in
diabetic patients. Dental implants are been commonly used in patients partially or
completely edentulous to replace these  losses. Experimental  studies, to enable the dental
treatment of diabetics through implants are becoming more frequent. Despite the relevance of
the issue,there are still gapsin the study of osseointegration of implants in diabetic
animals . Therefore, in order to fulfill some of these questions, this study was designed to
evaluate the  osseointegration of dental implantsin normal, diabetic and  diabetic
treated with insulin animals, using additional parameters never studied before.

Objective: This study aimed to evaluate bone formation around dental implants
in alloxan diabetic rats without treatment, controlled with insulin, and non diabetic rats.

Materials and Methods: 72 Wistar  rats, male, healthy at  clinical examination,
weighing between 200 and 300g were divided into three experimental groups of 24 animals
each, anormal control group (CG), an untreated diabetic group (DG) and a  diabetic
group treated with insulin (IG). The animals received dental implants in the right femur and
were assessed at three post-operative moments (7, 14 and 21 days), which analyzed clinical
(body weight and diuresis) and laboratorial parameters (fasting  glucose,
hemoglobin glycosylated and serum insulin). In each of the mentioned moments the
animals were sacrificed and the femur with the implant was removed, and four specimens of
animals used for ultrastructural analysis on scanning electron microscopy, and another 4 to
hystopathological = examination by light  microscopy method HE  staining. Induction of
diabetes was made by intravenous injection of alloxan 2% in a single dose of 42mg/kg. Were
included in the experiment only animals with severe diabetes characterized by elevated blood
glucose levels above 200mg/dl and glycosuria equal or greater than 3 + in strips.

Results: Histopathologic analysis by optical microscopy showed that the CG had a
high presence of osteoblasts and osteoid substance initially (M7) and high presence of
blood vessels. After ~ maturation, bone  formation had become  regular and continuing
with large numbers of osteocytes (M21), DG had initially a slight presence of blood
vessels and high osteoid formation only after 21 days. In this group was also detected areas of
necrosis and fibrosis. The IG scores showed intermediate values, the arrangement of bone
trabeculae showed up intermittently, with a bone more "fragile", but mineralized at
21 days monitoring. The ultrastructural analysis by scanning electron microscopy showed

that the CG had dense bone structure with few voids and a small amount of proteoglycans.
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The DG had bone matrix aspect of loose, irregular arrangement trabeculae thinner, empty
spaces and the presence of large amounts of proteoglycans. The IG was similar
to CG, but with greater amounts of proteoglycan.

Conclusion: Diabetes caused structural and histopathological ~ changes in  the
osseointegration of implants in the femur of diabetic rats. The insulin therapy
allowed an improvement in  the pattern of  osseointegration of  implants, butit  was

not possible to match the results obtained in the control group.

Key words: Diabetes Mellitus; Dental Implants; Insulin; Osseointegration.
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