UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA
FILHO” - UNESP

FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE ARARAQUARA

Marina Montosa Belluci

EFEITO DA DEFICIENCIA DE MAGNESIO NA DIETA SOBRE A
DENSIDADE E O METABOLISMO OSSEO AO REDOR DE
IMPLANTES COM OSSEOINTEGRACAO ESTABELECIDA.

ESTUDO EM RATOS.

Araraquara
2008




MARINA MONTOSA BELLUCI

EFEITO DA DEFICIENCIA DE MAGNESIO NA DIETA SOBRE A
DENSIDADE E O METABOLISMO OSSEO AO REDOR DE IMPLANTES
COM OSSEOINTEGRACAO ESTABELECIDA. ESTUDO EM RATOS.

Dissertacao apresentada ao Programa de
Pbs-Gradugdo em  Periodontia da
Faculdade de Odontologia de Araraquara,
da Universidade Estadual Paulista, para
obtencdo do titulo de Mestre em
Periodontia.

Orientadora: Profa. Dra. Silvana Regina
Perez Orrico.

Co-Orientador: Prof. Dr. Elcio Marcantonio
Junior.

Araraquara

2008



MARINA MONTOSA BELLUCI

EFEITO DA DEFICIENCIA DE MAGNESIO NA DIETA SOBRE A
DENSIDADE E O METABOLISMO OSSEO AO REDOR DE IMPLANTES
COM OSSEOINTEGRACAO ESTABELECIDA. ESTUDO EM RATOS.

COMISSAO JULGADORA

DISSERTACAO PARA OBTENGCAO DO GRAU DE MESTRE

Presidente e Orientador: Profa. Dra. Silvana Regina Perez Orrico

2° Examinador: Profa. Dra. Maria Lucia Rubo de Rezende

3° Examinador: Prof. Dr. Luis Anténio Borelli Barros

Araraquara, 31 de margo de 2007.



NASCIMENTO

FILIACAO

2002 — 2006

2006 — 2008

2007

DADOS CURRICULARES

Marina Montosa Belluci

30.08.83 — Catanduva/SP

Amaury Belluci Filho

Miriam Helena Montosa Belluci

Curso de Graduacao

Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP

Curso de Pés-Graduagéo em Periodontia, nivel de
Mestrado, na Faculdade de Odontologia de

Araraquara — UNESP

Curso de Especializagao em Periodontia, na
Associacao Paulista dos Cirurgides Dentistas —

APCD/Araraquara - SP



Dedicatoria

A Deus
Sempre presente, seja nos momentos de dificuldade e tristeza, bem como
nos de alegria e conquistas como este, iluminando o meu caminho para

que eu chegasse até aqui.

A0S meus pais

Apesar da distadncia e de meus momentos de auséncia, vocés sempre
estiveram ao meu lado, me apoiando e incentivando em todas as minhas
escolhas e tudo isso sempre com muita unido, forga e carinho. Vocés me
ensinaram a ser forte e a lutar pelas oportunidades da vida. Sem vocés do

meu lado nada disso seria possivel. Serei eternamente grata. Amo vocés.

Ao0s meus Avos
Eles sdo a base da familia, sdo sabios, nos ensina a dar valor a cada

momento da vida.

Aos amigos e familiares
Aqueles que, seja perto ou distante, verdadeiramente torceram por mim
durante todo esse tempo, me incentivando a continuar, dando conselhos

e apoio. Compartilho com vocés esse grande momento.

A Profa. Dra. Silvana Regina Perez Orrico
Por sua competéncia e profissionalismo, sua dedicacédo e paciéncia.

Obrigada por tudo.



Agradecimentos

A todos que, direta ou indiretamente, contribuiram para a

realizagao deste trabalho:

A Faculdade de Odontologia de Araraquara, nas pessoas de sua
Diretora, Profa. Dra. Rosemary Adriana Chiérici Marcantonio, e Vice-

Diretor, Prof. Dr. José Claudio Martins Segalla.

Ao Prof. Elcio Marcantonio Junior, pela atencdo e disponibilidade

dedicada.

A todos os docentes do Curso de Pés-Graduacgéo e aos docentes
da Disciplina de Periodontia: Profs. Adriana Rosemary Adriana Chiérici
Marcantonio, Carlos Rossa Junior, Elcio Marcantonio Junior, Joni Augusto
Cirelli, José Eduardo Cezar Sampaio e Silvana Regina Perez Orrico pela

formacéo e orientacéo.

A minha turma do curso de P6s-Graduacdo: Aline, Andrés, Nana,
Roberta, Rodrigo, Romeu, Rubens, Sabrina, Wagner e Yeon.
Compartilhamos momentos especiais de aprendizado e descontragéo

durante todo o curso.

Aos demais companheiros do curso de Po6s-Graduagdo que
estiveram sempre presentes, nos dando apoio, trocando experiéncias,

compreendendo as nossas aflicbes nos momentos mais dificeis.



A todos os funcionarios da Faculdade, em especial:

- da Disciplina de Periodontia, entre estes: Claudinha, Regina
Ldcia, D. Maria do Rosario, Zezé, Thelma, Sueli e Toninho, pela

compreensao e prestatividade.

- da Biblioteca, entre estes: Adriano, Ceres, Eliane, Maria Helena e

Silvia pela colaboragao.

- da Secédo de Pés-Graduagdo, Alexandre, Flavia, Mara e

Rosangela, pela paciéncia e cooperagéo.

A nossa equipe de trabalho: Silvana, Elaine, Andrés e Gabi e
professores colaboradores: Aureluce Demont, Carlos Rossa e Elcio
Marcantonio Junior, pela ajuda e cooperagdo na realizagdo deste

trabalho.

A CAPES, CNPq, FAPESP e FUNDUNESP pelo apoio financeiro,

sem o qual ndo poderia realizar este trabalho

A Daniela, minha irma, e ao Renato que mesmo estando longe

sempre estivemos unidos e nos apoiando em tudo na vida.

A todos os meus companheiros de laboratério: Fabio, Morgana,
Rafaela, Tete e Jodo, pelas varias horas de convivéncia, onde tive muito
trabalho e pude contar com vocés sempre, obrigada pela paciéncia na

hora de ensinar.

As minhas amigas Andréa, Fabiane e Renata que sempre me
acompanharam em todos 0s momentos. Sem amigos n&o somos

ninguém.

MUITO OBRIGADA!



Sumadrio

RESUIMO. ...ttt e e eees 8

N 0151 1 = Vo R 10
I [ oY1 {0 To (8 03= T H PP PPPPPPPPPPPPR 12
2 ReVISA0 de Literatura...........oooeeiieiiiiiiiieeeee e 14
G o 0] 0 To =1 [0 Lo T PP PP PPPPPPP 23
4 Material € MELOO........euviiiiiiiiieee e 24
5 RESUITAO. ... 38
I Yo I 11 Lo J 55
4 o] o Tod 115> o TR 63
8 RETEIENCIAS ....uuviiiiiiiiiiiiiiie e e e e e e e e e 64

AN £ (<) (o 1= TR 71



Belluci MM. Efeito da deficiéncia de magnésio na dieta sobre a densidade
e o metabolismo 6sseo ao redor de implantes com osseointegragao
estabelecida. Estudo em ratos. [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia UNESP; 2008.

Resumo

Introducédo: O magnésio (Mg*?) é essencial para a vida, sendo importante
em reacgdes enzimaticas de varios tipos celulares, além de ter um papel
importante no tecido 6sseo e na homeostase mineral, podendo afetar
diretamente a funcéo das células 6sseas e a formacéo da hidroxiapatita.
O entendimento de fatores associados a modificacdo do metabolismo
0sseo €& de extremo interesse na reabilitagdo oral com implantes
osseointegrados. O contato intimo entre o metal do implante e o tecido
6sseo € fundamental para o sucesso desta forma de tratamento. Diversas
alteracges sistémicas, dentre elas a deficiéncia de Mg, podem representar
um risco a osseointegragao, podendo afetar a remodelagao e diminuir o
contato osso-implante.

Objetivo: Avaliar, em animais com diferentes idades, o efeito da
deficiéncia de magnésio na dieta sobre o metabolismo 6sseo ao redor de
implantes de Ticp (titdnio comercialmente puro) com osseointegracao
estabelecida

Material e Método: Foram utilizados 90 ratos machos, divididos em 2
grupos de acordo com a idade, sendo constituidos por animais jovens (60
dias) e adultos (150 dias). Ap6s adaptagdo ao ambiente do biotério, todos
os animais foram submetidos a cirurgia de instalagcdo dos implantes nas
tibias direita e esquerda (dia 0). Decorrido um periodo de 60 dias,
necessario a osseointegracdo dos implantes, os animais de cada grupo
foram entdo subdivididos em 3 subgrupos conforme a dieta que iriam
receber (dieta padréo, dieta com redugédo de 75% do magnésio
necessario diariamente e dieta com redugdo de 90% do magnésio

necessario diariamente), a qual foi administrada por mais 90 dias para



instalacdo da deficiéncia mineral. No periodo de 24 horas antes do
sacrificio foram coletadas amostras de urina. Apoés o sacrificio, foram
coletadas amostras de soro para determinacdo da concentracédo de
magnésio (Mg) e caélcio (Ca). O efeito da deficiéncia sobre a densidade
Ossea esqueletal foi avaliado por meio de densitometria éssea (DXA) da
coluna lombar e fémur, enquanto a densidade &éssea ao redor dos
implantes foi avaliada por meio de densidade 6ssea radiografica. Para
avaliacao do efeito da deficiéncia de Mg sobre o metabolismo ésseo foi
realizado PCR semi—quantitativo para os genes RANKL e OPG do
periosteo adjacente ao implante.

Resultado: A diminuicdo da concentragao sérica e urinaria de magnésio
(p<0.05) foi constatada para os grupos de animais jovens e adultos. A
analise densitométrica das vértebras lombares e do fémur demonstrou a
perda sistémica de massa 6ssea tanto em animais jovens como adultos,
sendo mais significante para os subgrupos com maior deficiéncia e nas
avaliagbes globais. Foi demonstrada uma reducdo estatisticamente
significante da densidade 6ssea radiografica ao redor dos implantes, para
todas as regides (p<0.01) dos subgrupos com deficiéncia de Mg, em
ambos os grupos. A andlise por PCR, para os animais jovens,
demonstrou uma tendéncia de aumento da expressdo de RANKL e um
aumento estatisticamente significante (p<0.05) da expressédo de OPG
entre os subgrupos CTL e Mg2. Nos animais adultos, houve uma
tendéncia de diminuicdo da expressao de OPG e aumento da expressao
de RANKL.

Conclusao: A deficiéncia de magnésio resultou em perda de massa
Ossea sistémica e perda de densidade 6ssea ao redor dos implantes com
osseointegracéo estabelecida independente da idade, entretanto sao
necessarios mais estudos sobre o0 mecanismo de sinalizagcéo da inducao
de perda Ossea.

Palavras Chaves: Deficiéncia de magnésio; osseointegragao; densidade

oOssea.



Belluci MM. Effect of magnesium deficiency in diet on bone density and
bone metabolism around osseointegrated implants. Study in rats.
[Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia
UNESP; 2008.

Abstract

Introduction: Magnesium (Mg*?) is essential for life, it is important for
many enzymatic reactions of several kinds of cells. Magnesium is very
important for bone and mineral homeostasis; it can directly affect bone cell
functions and crystal formation (hydroxyapatite). The factors associated to
the modification of bone metabolism are extremely important in oral
rehabilitation of osseointegrated implants. The intimate bone to implant
contact is fundamental for the success of this kind of treatment. Several
systemic alterations, like magnesium deficiency, can represent a risk
factor to implants osseointegration, it could affect bone remodeling and
reduce the bone-implants contact.

Objective: This study evaluated, in animals with different ages, the effect
of magnesium deficiency in diet on bone metabolism around integrated
implants.

Methods: Ninety male Holtzman rats were divided in 2 groups by the age,
young animals were 60 days years old and adult animals were 150 days
years old. After acclimation to the vivarium, all the animals were submitted
to a titanium implant at right and left tibias (day 0). After a healing period of
60 days the animals were ramdonly divided into 3 subgroups: rats were
fed either normal control magnesium diet (CTL), a reduction of 75% of
magnesium diet (Mg1) and a reduction of 90% of magnesium diet (Mg2).
After 90 days on the experimental diet the animals were sacrificed. In
order to confirm the systemic deficiency of magnesium the serum and
urine were colleted for determination of magnesium and calcium
concentration. In order to confirm the systemic osteopenia, a dual-energy

X-ray absorptiometry (DEXA) was performed in lombar vertebra and



femur. For evaluation of bone density around integrated implants,
radiographs were taken. And for evaluation of magnesium deficiency in
osseous metabolism, mMRNA levels of RANKL and OPG were quantified.
Results: The decrease of magnesium concentration in serum and urine
confirmed magnesium deficiency in both groups (p<0.05). Densitometric
measurments of the femur and lumbar vertebrae confirmed systemic bone
mass loss in both groups. The measurements for radiographic bone
density around integrated implants showed a decreased in bone density in
all regions of all experimental groups (p>0.01). The mRNA levels for
RANKL were slighted but not significantly increased in both groups. The
MRNA levels for OPG were significantly increased in young animals
(p>0.05) and not significantly decreased in adult animals.

Conclusion: According to this study, magnesium deficiency on diet
resulted in loss of systemic bone mass and bone density around
integrated implant. However more studies are necessary for the

signalization of bone loss mechanism.

Keywords: Magnesium deficiency; osseointegration; bone density.



1 Introducdo

Os implantes osseointegrados foram desenvolvidos por
Branemark ha mais de 40 anos e se tornaram um marco na reabilitacéo
oral. Desde entdo muitas pesquisas vém sendo realizadas com o intuito
de tornar essa pratica cada vez mais previsivel e assim permitir o sucesso
funcional e estético desse tipo de tratamento.

Para se obter esse sucesso € de fundamental importancia o
contato intimo entre o metal do implante e o tecido 6sseo, ou seja, a
osseointegracdo do  implante®.  Entretanto, o processo de
osseointegracédo € complexo e para que ocorra depende principalmente
de fatores fisiolégicos e fatores relacionados ao implante, entre outros?’.

O entendimento de fatores associados a modificacdo do
metabolismo 6sseo é de extremo interesse para esse tipo de pratica
odontoldgica. Muitas situagcbes como osteoporose, doencgas infecciosas
e/ou inflamatérias que afetam o tecido 6sseo e prejudicam seu
metabolismo, podem influenciar na osseointegragéo dos implantes®.

Com o desenvolvimento das pesquisas € possivel afirmar
que a nutricdo tem um papel fundamental para o individuo pela
possibilidade do desencadeamento de doencgas associadas a modificacao
do metabolismo ésseo, entre outras patologias.

Dentro desse aspecto destaca-se o magnésio, um dos
minerais mais abundantes no organismo e que é fundamental para varias
funcdes enzimaticas e celulares, o que o torna um importante fator
modificador da resposta inflamatéria e imunologica®®. Além disso, o
magnésio tem um papel importante na homeostase mineral e Ossea,
principalmente no crescimento mas também na remodelacédo 6ssea em
idades mais avancadas*’. A deficiéncia desse tipo de mineral & muito
comum em paises industrializados®, principalmente entre a populagdo

jovem e adulta®®. Tal deficiéncia, mesmo baixa, pode causar diversas
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alteragdes metabolicas e esta relacionada a muitas patologias, inclusive a
osteoporose®.

As alteragbes sistémicas e Osseas provocadas pela
deficiéncia de magnésio podem ser um risco a osseointegracéo, a medida
que podem afetar a remodelagdo e diminuir o contato osso-implante,
comprometendo assim o sucesso dos procedimentos com implantes
osseointegrados. Entretanto, poucos estudos tém demonstrado o efeito
de condigbes sistémicas que levam a perda de massa déssea, dentre elas
a deficiéncia nutricional, sobre implantes com osseointegracéo ja
estabelecida.

Levando-se em consideracdo a importancia desse mineral
para o metabolismo 6sseo e a escassez de estudos avaliando sua
influéncia sobre implantes ja osseointegrados, o objetivo desse estudo foi
avaliar o efeito da deficiéncia de magnésio sobre o tecido 6sseo ao redor
de implantes osseointegrados, uma vez que essa deficiéncia existe na

populagdo humana e causa diversas alteracdes na estrutura 6ssea.



2 Revisdo de Literatura

Para um melhor entendimento, esta revisdo de literatura
sera dividida em dois topicos relacionados ao tema proposto: importancia

do magnésio e fatores relacionados a osseointegragdo de implantes.

2.1 MAGNESIO

O magnésio (Mg+2) é o oitavo elemento mais abundante na
terra, o quarto elemento mais abundante em vertebrados e o cation
divalente mais abundante nas células®®. Quando comparado ao sédio
(Na), calcio (Ca) e potassio (K), o magnésio (Mg) € um elemento de
menor tamanho, menor forca eletropositiva e em menor quantidade no
soro, porem ele apresenta fungdes cruciais como a manutengdo da
homeostase hormonal, enzimatica e eletrolitica, sendo assim,
fundamental para o organism024.

A quantidade total de magnésio presente em um individuo
adulto normal é de aproximadamente 25g dos quais cerca de 53% é
encontrado no 0sso, 27% no musculo, 19% no tecido mole, 0,5% nos
eritrocitos e 0.3% no soro®, sendo que esse total varia entre as diferentes
espécies animais e diminui com a idade®®. Dos 53% de magnésio
presente no o0sso, um terco representa a reserva que mantém a
concentracado extracelular desse elemento em niveis normais.

As fungbdes do magnésio estédo relacionadas ao transporte
intracelular e extracelular e ao controle de varios outros sistemas do
organismo®, sendo que esse elemento tem a importante fungdo de
regular os niveis de calcio intracelular. Na deficiéncia de magnésio ha um
aumento na concentragao intracelular de calcio que é responsavel pelo
aumento na vasoconstricdo da musculatura e, consequientemente, maior

contracdo da musculatura lisa. Por regular o ténus muscular da
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musculatura lisa, essa deficiéncia também pode causar vasoespasmos
coronarios, hiperexcitabilidade neuromuscular, constricdo dos brénquios e
hipertensao®’.

O magnésio participa ainda como co-fator em mais de 300
enzimas e atua na geragao de energia aerobica, anaerobica e na glicolise.
Além de ser um ativador enzimatico e ser requerido para os processos de
fosforilagao®®, também regula a atividade celular e a agdo de horménios,
como o Paratorménio (PTH), mediante a interagcdo com o calcio e a
expressao de alguns neurotransmissores®® %°.

Apesar de ser um mineral facilmente encontrado em varios
tipos de alimentos sua absorgao requer condigbes ideais do organismo e
essa absorgéo € facilmente inibida por muitos fatores. Para sua absorgéo
€ necessaria altas concentragdes de PTH e vitamina D. Mesmo apés ser
absorvido pelo organismo muitas substancias contribuem para maior
eliminacao renal do Mg como a ingestdo excessiva de alcool, diuréticos,
café, cha, sal, acido fosférico e agucar, elementos muito comuns na dieta
atual®*.

A quantidade de magnésio que deve ser ingerida
diariamente (Recommended Daily Allowance — RDA) € de 420 mg/dia
para homens adultos enquanto para mulheres adultas € de 320mg/dia.
Entretanto, o consumo regular de magnésio de uma grande parte da
populacdo de adolescentes e adultos € muito abaixo do recomendado®®
49, 50.

Com tantas fungdes no organismo, a deficiéncia desse
mineral pode estar relacionada a patologias do sistema cardiovascular
(aterosclerose e hipertensdo) e a sindrome metabdlica, que consiste da
presenca de obesidade, dislipidemia e resisténcia a insulina®.

Esse mineral tem um papel importante também sobre o
tecido 6sseo e na homeostase mineral, podendo afetar diretamente a
funcdo das células 6sseas e a formagdo da hidroxiapatita'® . Alguns

estudos epidemiolégicos mostram uma correlagédo positiva entre pessoas
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com dieta deficiente de magnésio e aumento na perda de massa éssea
e/ou diminuicdo da densidade Ossea, 0 que sugere que a deficiéncia de
magnésio pode ser um fator de risco para a osteoporose ** % 6",

Além disso, em pacientes com osteoporose pdés-menopausa
tém sido demonstrada a diminuigdo nos niveis de magnésio sérico e do
contetido mineral 6sseo®.

Em pacientes idosos, € comum observar-se a diminuigao
dos niveis de magnésio por fatores relacionados a perda de apetite, dieta
inadequada, diminuigdo da absorg¢ao por via intestinal associada a idade
ou aumento da excre¢cao do magnésio por via renal®,

No estudo realizado por Stendig-Lindberg et al.*® foi
demonstrado experimentalmente que uma dieta deficiente de magnésio
por periodo prolongado (um ano) é capaz de induzir osteoporose em
ratos.

Em estudo realizado em animais com deficiéncia severa de
magnésio (0,04% dos Nutrientes Recomendados - NR), os resultados
obtidos foram: maior fragilidade esquelética; aumento da reabsorgao
0ssea; aumento da liberacédo de substancia P, Fator de Necrose Tumoral
Alfa (TNFa) e Interleucina 1 beta (IL-18); diminuicdo da formacgao 6ssea e
osteoporose*’. Em virtude desse tipo de deficiéncia severa ser raramente
ocorrer em humanos, foram realizados estudos em animais com menores
deficiéncias de magnésio (10% do NR, 25% do NR e 50% do NR)*®: 4% %0,
Os resultados demonstraram que mesmo com menor restricdo do
nutriente, foi observada perda &éssea caracterizada por diminuicdo do
volume do osso trabecular seguido por aumento na liberacdo de
substancia P e TNFa. Esse aumento na liberacdo de substancia P,
seguido de aumento na liberagcédo de citocinas pré-inflamatérias (TNFa e
IL1- B) pode ser um dos fatores que contribuem para o aumento da
atividade osteoclastica e reabsorcédo 6ssea relacionados a deficiéncia
desse elemento. Além disso, foi observada uma diminui¢do na secregao

de PTH, o que contribuiu para a diminuicio da formacdo éssea*® %% 0. A
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alteragao na secrecédo de PTH ocorre de maneira qualitativamente igual
em humanos e animais com deficiéncia de magnésio®, sendo que a
principal diferenca esta no fato de que em humanos a deficiéncia desse
elemento resulta em hipocalcemia enquanto em roedores a deficiéncia é
acompanhada de hipercalcemia *°.

Em estudo realizado por Carpenter et al.’, foi observado que
em ratos em crescimento, apos oito dias de privacdo de magnésio, houve
uma reducdo nos niveis de osteocalcina, um importante marcador
especifico de formacdo o&ssea, indicando que a deficiéncia desse
elemento pode resultar em alteracbes na qualidade e quantidade de
tecido 6sseo na fase de crescimento.

Ja em animais adultos ha poucos estudos relatados na
literatura sobre a influéncia da deficiéncia de magnésio no metabolismo
6sseo. No estudo de Coudray et al."' foi observado que animais mais
velhos apresentaram menor absorgao intestinal e retencdo do magnésio.
Entretanto, ndo foi observada alteragdo na concentragdo desse elemento
no soro, enquanto que no o0sso foi observada uma diminuicdo nos niveis
do mineral.

A deficiéncia experimental de magnésio demonstrou também
um efeito sobre o processo inflamatério e a resposta imunolégica.

Uma importante modificacdo durante a inflamagdo é o
aumento na producgao de citocinas pro-inflamatérias como a interleucina 6
(IL-6)*" *. O aumento dos niveis plasmaticos de IL-6 ocorre com menos
de 4 dias de deficiéncia de magnésio, portanto a resposta inflamatéria é
um acontecimento precoce na deficiéncia desse mineral, sugerindo que a
reducdo dos niveis plasmaticos de magnésio extracelular pode ser
responsavel pela ativagdo das células imunolégicas“.

Quanto a outras alteragbes na resposta imunoinflamatéria, o
estudo de Bussiére et al.® demonstrou que na deficiéncia de magnésio ha
um aumento no numero de leucocitos polimorfonucleares (PMNSs)

circulantes e na ativagao dessas células, havendo portanto um aumento
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na atividade fagocitica e uma maior produgdo de espécies reativas de
oxigénio responsaveis pela maior destruicdo tecidual. Nesse mesmo
estudo foi observado ainda que a maior concentragdo extracelular de
magnésio inibe a formacéo desses radicais livres.

Outra modificagdo relacionada as alteragdes na
concentracdo de magnésio € em relacdo ao sistema RANK, RANKL e
OPG*. O ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa B (RANKL),
seu receptor celular RANK e seu antagonista osteoprotegerina (OPG) sao
identificados como sendo o sistema chave de regulagdo molecular para a
remodelagdo 6ssea. O RANKL quando se liga ao seu receptor RANK
estimula a diferenciagdo e ativacdo de osteoclastos. Esse efeito
estimulatério € inibido por seu antagonista (OPG), o qual inibe a
reabsorcao éssea prevenindo a ligacdo do RANKL com o receptor RANK,
ou seja, inibe a ativagdo e diferenciagdo dos osteoclastos. O sistema
RANK também contribui para a reabsor¢céo 6ssea induzindo a expressao
de uma proteinase (catepsina K), que é produzida por osteoclastos
ativados e esta envolvida com a solubilizacdo da matriz dssea®. As
anormalidades nesse sistema tém sido relacionadas a varias patogéneses
como osteoporose pds-menopausa, artrite reumatdide, doenca
periodontal, tumores 6sseos benignos e malignos, metastases 6sseas,
doenca de Paget e hipercalcemia maligna®.

A deficiéncia de magnésio pode regular a expressao de
RANKL e seu antagonista OPG, como demonstrado no estudo de Rude et
al.45, onde foi constatado um aumento de RANKL, essencial para
osteoclastogénese, e uma diminuigdo da presenca de OPG, levando a
maior reabsorgéo Ossea. A deficiéncia de OPG resulta em osteoporose,
pela maior reabsorgéo éssea, assim como a deficiéncia de RANKL resulta
em osteopetrose®.

O entendimento de alteragdes metabdlicas sistémicas é de
fundamental importancia para que se obtenha sucesso em muitos

tratamentos odontoldgicos. No  tratamento com implantes
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osseointegrados, as alteragbes sistémicas e Osseas causadas pela
deficiéncia de magnésio, relatadas anteriormente, podem ser um
importante fator de interferéncia no resultado e podem ser responsaveis
por falhas uma vez que uma grande parte da populagcéo apresenta essa

deficiéncia.
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2.2 OSSEOINTEGRACAOQ DE IMPLANTES

A osseointegracao foi definida primeiramente por Branemark
et al.* como o contato direto entre implante e osso, e mais tarde, definida
como o contato direto entre implante e osso sob carga funcional®.

Apdés o estabelecimento dessa nova possibilidade de
reabilitacdo oral, muitos estudos véem sendo desenvolvidos com o intuito
de tornar esse tipo de tratamento mais previsivel.

Uma porcentagem muito alta de sucesso pode ser
conseguida seguindo o protocolo de osseointegracdo de Branemark?®,
porém apesar de ocorrer em menor porcentagem, ainda existem falhas na
osseointegracao de implantes.

Diversos fatores contribuem para as falhas dos implantes
orais, sendo o trauma cirurgico e as condi¢cbes anatdbmicas os mais
importantes para a perda primaria de implantes; ja a qualidade éssea, o
volume 6ésseo e a sobrecarga dos implantes sdo os principais
determinantes para perda tardia®.

Muitos estudos n&o levam em consideracdo as alteracdes
biolégicas que podem acarretar em perda do implante. Berglungh et al.’
em revisdo sistematica de estudos prospectivos com um minimo de 5
anos de instalacdo de implantes, observou que a perda do implante é
freqientemente descrita (96-100% dos estudos), enquanto que as
complicagdes bioldgicas foram consideradas em 40 a 60% e
complicagdes técnicas em 60 a 80% dos estudos.

A falha da osseointegracdo de um implante anteriormente
estavel e ancorado pode ser conceituada como a falha na mineralizagéao
da matriz 6ssea em contato direto com a superficie do implante, ja que
mecanicamente a interface implante/osso depende de uma estrutura
mineralizada e intacta®.

O metabolismo 6sseo normal € o resultado de um processo

de formacdo e reabsorcdo Ossea, chamado de remodelacdo Ossea ou
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turnover GOsseo, que envolve principalmente dois tipos de células,
osteoblastos (relacionada a formacao O0ssea) e osteoclastos (relacionada
a reabsorgcdo Ossea). Essas células séo reguladas por uma complexa
rede sinalizadora, mediada pelos receptores das membranas celulares e
varias citocinas?’. No estado patolégico, onde ha uma perda 6ssea
excessiva, tem-se um excesso de fatores que estimulam a reabsorgao
O0ssea quando comparados a fatores que inibem a reabsorcdo dssea.
Dentre as citocinas que estimulam a reabsorcdo éssea nos tecidos
periimplantares tem-se IL-1B, TNF-a e IL-6, entre outras. Além das
citocinas, também s&o de grande importdncia as interagdes
RANK/RANKL e OPG ?'.

Alteracbes Osseas causadas por influéncia de doencas
sistémicas, podem se traduzir em baixa densidade éssea ou transtornos
no metabolismo 6sseo, principalmente na sua remodelag&o, o que pode
ser prejudicial no tratamento com implantes.

Diversos autores'™ 3® ° t&m estudado o papel das doencgas
sistémicas, como a osteoporose, e seus tratamentos na cicatrizagao de
implantes dentais, demonstrando que a osteoporose pode resultar em
menor quantidade de tecido 6sseo em contato com a superficie dos
implantes.

Entretanto, poucos estudos demonstram o efeito das
doengas que causam perda de massa éOssea sobre implantes com
osseointegracao ja estabelecida. Em estudos realizados em ratas
ovariectomizadas foi observada a reducao da massa éssea ao redor de
implantes osseointegrados instalados na tibia, assim como a diminui¢cao
da forca de torque de remocgao desses implantes, mostrando que, mesmo
em implantes com osseointegracdo ja estabelecida, as alteracdes
sistémicas podem exercer um efeito negativo sobre a osseointegracdo'®
17, 51

O envelhecimento também parece influenciar nesse

processo, sendo que estudos demonstraram que a capacidade de
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formacao 6ssea € menor em ratos mais velhos do que em ratos mais
novos*', e que na ocorréncia de fratura ha uma grande diferenca na
capacidade de regeneracdo 6ssea entre ratos jovens, adultos e idosos™®.
Com isso, pode-se supor que a idade pode influenciar também no
processo de reparagao do tecido 6sseo apoOs a colocagédo de implantes,
como demonstrado no estudo de Shirota et al.*?.

Assim, a verificacdo de fatores de risco locais, como
dimensdo Ossea alveolar vertical e horizontal, e sistémicos, como
doengas metabdlicas, sdo de grande importancia para o planejamento,
modificagdo de protocolos e, finalmente, o sucesso do tratamento®°.

Em funcdo do relatado anteriormente quanto ao efeito da
deficiéncia do magnésio sobre o tecido 6sseo e do exposto acima,
entende-se que € oportuno avaliar o efeito da deficiéncia de Mg sobre o

tecido 6sseo ao redor de implantes com osseointegragao estabelecida.



3_Proposicdo

Avaliar, em animais com diferentes idades, o efeito da deficiéncia de
magnésio na dieta sobre o metabolismo 6sseo e a densidade éssea ao

redor de implantes de Ticp (titdnio comercialmente puro) com
osseointegracao estabelecida.



4. Material e Método

4.1 ANIMAIS
4.1.1 GRUPOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA), processo n° 20/2006 (Anexo 1).

Neste estudo foram utilizados 90 ratos (Rattus Norvegicus,
albinus, Holtzman) machos, divididos em dois grupos: Grupo Jovem: ratos
com aproximadamente 60 dias de idade (peso médio=180g) (n=45), e
Grupo Adulto: ratos com aproximadamente 150 dias de idade (peso
médio=380g) (n=45), provenientes do Biotério do Campus de Araraquara
— UNESP. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais,
confeccionadas em ago-inox, em ambiente com temperatura, umidade e

luz controlados.

4.1.2 SUBGRUPOS
Os animais de cada grupo, foram subdivididos em 3
subgrupos, conforme a dieta que receberam :

e Subgrupo Controle (CTLE): os animais com acesso a ragdo com
quantidade diaria ideal de Mg (AIN-93), por um periodo de 90 dias.
(n=15) *2

e Subgrupo Mg 1: os animais com acesso a ragdo com quantidade
reduzida de Mg em 75%, por um periodo de 90 dias. (n=15) *

e Subgrupo Mg 2: os animais com acesso a ragdo com quantidade
reduzida de Mg em 90%, por um periodo de 90 dias. (n=15) *°

Para hidratacdo, os animais receberdao agua destilada ad

libitum.
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4.2 DIETA
A confecgéo da dieta foi baseada no AIN-93 (American Institute of

Nutrition) para manutengao de roedores*?, como mostrado nas Tabelas 1
e2:

Tabela 1- Formulag&o da dieta para manutengao de roedores (AIN — 93M)

sendo a caseina usada como fonte de proteina

Ingredientes AIN — 93M (g/kg dieta)
Amido de milho 465.69
Caseina (> 85% proteina) 140.00
Malto dextrina 155.00
Sacarose 100.00
Oleo de soja 40.00
Fibra 50.00
Mistura Mineral 35.00
Mistura Vitaminica 10.00
L-Cistina 1.80
Bitartarato de colina (41.1% colina) 2.50
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Tabela 2- Mistura mineral com as concentragdes minerais recomendadas

para a manutencgdo de roedores (controle)*?, dieta com redugdo de 75%

de magnésio (Mg1) e dieta com reducédo de 90% de magnésio (Mg2).

(AIN — 93M — MX)

Ingredientes Controle Mg 1 Mg 2
(9 oumg/kg) | (goumglkg) | (goumg/kg)
Carbonato de calcio anidro (40.04% Ca) 375.00 375.00 375.00
Fosfato de potassio monobasico (22.76% P, 250.00 250.00 250.00
28.73% K)
Citrato de Potassio, tripotassico 28.00 28.00 28.00
monohidratado (36.16% K)
Cloreto de sédio (39.34% Na, 60.66% ClI) 74.00 74.00 74.00
Sulfato de potassio (44.78% K, 18.39% S) 46.60 46.60 46.60
Oxido de magnésio (60.32% Mg) 24.00 6.0 2.4
Citrato férrico (16.5% Fe) 6.06 6.06 6.06
Carbonato de zinco (52.14% Zn) 1.65 1.65 1.65
Metassilicato de sédio 9H,0 (9.88% Si) 1.45 1.45 1.45
Carbonato de manganés (47.79% Mn) 0.63 0.63 0.63
Carbonato cuprico (57.47% Cu) 0.30 0.30 0.30
Sulfato de cromo potassio 12 H,O (10.42% 0.275 0.275 0.275
Cr)
Acido bérico (17.5% B), mg 81.5 81.5 81.5
Fluoreto de sédio (45.24% F), mg 63.5 63.5 63.5
Carbonato de niquel (45% Ni), mg 31.8 31.8 31.8
Cloreto de litio (16.38% Li), mg 17.4 17.4 17.4
Selenato de sodio anidro (41.79% Se), mg 10.25 10.25 10.25
lodato de potassio (59.3% 1), mg 10.0 10.0 10.0
Paramolibdato de Amoénio 4 H,O (54.34% 7.95 7.95 7.95
Mo), mg
Vanadato de amdnio (43.55% V), mg 6.6 6.6 6.6
Sacarose 209.806 209.806 209.806
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As dietas foram formuladas por empresa’
especializada e foram quimicamente analisadas com os
métodos usuais para determinagdo da composi¢cdo centesimal.
Para acompanhamento do crescimento e desenvolvimento do
animal, foram controlados diariamente a ingestdo alimentar e,
para avaliacdo da adaptacdao dos animais a dieta e as
condigbes nutricionais, foi aferido semanalmente, o peso

corporal.

4.3 DESENHO DO ESTUDO

Apds um periodo de cinco dias, para a adequacéao
dos animais ao ambiente do biotério, todos foram submetidos a cirurgia
de instalagdo dos implantes nas tibias direita e esquerda. Durante o
periodo de 60 dias, necessarios a osseointegracao dos implantes®, os
animais receberam a dieta com concentracdo adequada de magnésio.
Decorrido o periodo de osseointegracdo dos implantes, os animais dos
grupos Mg1 e Mg2 tiveram acesso a dieta com reducdo do Mg, como
mostrado anteriormente, por mais 90 dias, com o objetivo de instalar a
referida deficiéncia®® °°. Apds esse periodo, todos os animais foram

sacrificados (Figura 1).

Dia -5 0 Baseline Final

| | Periodo de osseointegragcao | |

Animais Instalagéo Inicio da dieta Sacrificio
Procedimento no ~ dos com redug&o do dos
biotério  implantes Mg (Mg1 e Mg2) animais de
nas tibias de e dieta normal todos os
tod_os 0s para grupo CTL grupos
animais

FIGURA 1 — Desenho Experimental

“ Pragsolucdes biociéncia, Jad, BR
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4.4 CIRURGIA PARA INSTALAC}AO DOS IMPLANTES

Os animais foram anestesiados com uma combinagéo de
cloridrato de ketamina numa concentracédo de 0,08ml/100g de massa
corpérea e cloridrato de xilazina 2% ~ na concentragcéo de 0,04ml/100g.
Posteriormente, foram submetidos a tricotomia da regido interna das
pernas direita e esquerda e realizada a antissepsia com gaze estéril
embebida em solug¢ao de iodopovidona (Figura 2).

Uma incisdo de aproximadamente 10 mm foi realizada, em
planos, na regido a ser operada, mais precisamente sobre a metafise
tibial (Figura 3). Apés uma disseccgéo delicada (Figura 4), o tecido 6sseo
foi submetido a osteotomia, realizada por meio de uma seqiéncia
progressiva de fresas (fresa lanca; fresa espiral de 2.0 mm) para
acomodar um implante de titanio~ de superficie porosa com 4 mm de
comprimento por 2.2 mm de espessura (Figura 5). Todas as perfuragdes
foram realizadas com motor elétrico , ajustado a 1200 rpm, sob
abundante irrigacao com solucao salina estéril. O implante foi instalado
com a ajuda de uma chave digital (Figura 6). Todo ferimento foi

Fkkkkok

suturado em planos, internamente com fio reabsorvivel e

Kkkkk

externamente com fio de seda” (Figura 7).
Os animais receberam, em dose unica, penicilina associada
a estreptomicina”~ na dosagem 0,1 ml/kg de peso e 5mg/kg de

Fkkkkkkkk

dexametasona intramuscular

“ Ketamina Agener — Agener Uni#o
“ Rompum - Bayer
“ Conexdo Sistemas de Protese

BLM 600 - Driller

Chave Hexagonal — Conexdo Sistemas de Protese

Fkk KKk

Fekkkk

Vicryl 5-0 — Johnson & Johnson
™ Seda 4-0 - Johnson & Johnson

T Pentabidtico - Wyeth-Whitehall Ltda
Dextar — Agener Unido

Fekkkdkkkk
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FIGURA 2 — Tricotomia da area a ser operada FIGURA 3 — Incisédo da pele e tecidos subjacentes

FIGURA 4 — Exposigéo do leito FIGURA 5 — Fresagem do leito receptor (fresa langa)
receptor do implante

FIGURA 6 — Insercéo do implante FIGURA 7 — Sutura em planos
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4.5 SACRIFICIO DOS ANIMAIS

Os animais foram sacrificados, apos o periodo previamente
determinado, com aprofundamento de anestesia. No sacrificio foram
removidos a coluna lombar, o fémur esquerdo, e as tibias, direita e
esquerda, do animal. Além disso, foi removido o peridsteo presente no

leito do implante.

4.6 ANALISES LABORATORIAIS

No periodo de 24 horas antes do sacrificio, os animais foram
colocados em gaiolas metabdlicas para a coleta da urina de 24 horas, a
qual foi utilizada para mensuracdo das concentracdes de Mg e Ca. A
amostra coletada foi congelada a -80°C para posterior dosagem.

No momento do sacrificio, uma amostra de sangue foi
coletada por puncédo da artéria caudal. A amostra de sangue obtida foi
deixada para coagular por 30 minutos, sendo entdo centrifugada por 10
minutos. O soro separado do coagulo foi congelado a —80°C para futura
analise da concentracao de Mg e Ca.

A mensuragdo da concentracdo sérica de Mg e Ca foi
realizada por meio de kit comercial, pelo método colorimétrico’. Nesse
tipo de teste, o Mg, em meio alcalino, reage com o magon sulfonado (cor
azul) formando um complexo de cor résea, sendo que sua intensidade é
proporcional a concentracdo de Mg presente na amostra. Sua
absorbancia foi mensurada pelo espectrofotdbmetro, no comprimento de
onda de 500nm.

Para a quantificacdo do Ca, a reagéo ocorre com o arsenazo
[l em meio discretamente acido produzindo um complexo de cor azul, o

qual foi mensurado em espectrofotdmetro a 650nm.

“ Labtest Diagnéstica
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As concentragbes urindrias de Mg e Ca foram medidas
através de analises colorimétricas, semelhantes ao realizado no soro e

descrito anteriormente.

4.7 ANALISE DA DENSIDADE OSSEA

Foi realizada analise da densidade mineral 6ssea (BMD) da
coluna lombar e do fémur esquerdo para a constatacdo da perda de
massa 6ssea esqueletal. Para isso foi utilizado um densitémetro’, sendo a
analise da densitometria &ssea realizada por Dual-energy X-ray
Absorptiometry (DXA), empregando-se o software “Small Animal’,
fornecido pelo fabricante do aparelho, no modo “High Resolution”.

Para calibragdo do aparelho, foi realizado um teste, o qual
consiste em mensurar a densidade de um bloco padrao composto por trés
camadas sintéticas, de constituicdo semelhante ao osso, com area e
conteudo mineral conhecidos.

A delimitagdo das regides analisadas foi realizada por
dispositivos existentes no programa do aparelho, selecionando sempre o
mesmo espaco a fim de padronizar as medidas de todas as sub-regides.

Foram efetuadas medidas de BMD global e de trés sub-
regides, assim determinadas (Figura 8 e 9):

Coluna Vertebral: L2) vértebra lombar 2

L3) vértebra lombar 3
L4) vértebra lombar 4

Eémur: R1) Epifise proximal
R2) Epifise distal
R3) Diafise
A precisdao da DXA na determinacdo da BMD foi avaliada

pela mensuracdo do coeficiente de variagdo, expresso como uma

“ QDR 2000 Hologic
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porcentagem da média'®. Para isso, foram realizadas cinco medidas
consecutivas de cada regidao anatdbmica de uma mesma amostra.

Todas as medidas foram realizadas no Laboratério de
Metabolismo Osseo da Disciplina de Reumatologia da Faculdade de
Medicina de S&do Paulo-USP.

— [l
Eo wilmMN

FIGURA 8- Avaliagéo Global e das sub-regides da coluna lombar.

FIGURA 9- Avaliagao Global e das sub-regides do fémur.
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4.8 ANALISE RADIOGRAFICA

As imagens radiograficas dos implantes na tibia foram
obtidas por meio de um sistema de imagem digital direta - CDR
(Computed Dental Radiography for Microsoft Windows) , o qual utiliza um
sensor eletrénico em substituicdo ao filme radiografico. Os implantes
foram posicionados em um dispositivo com seu longo eixo perpendicular
ao feixe central de raios-X e paralelo ao sensor, numa distancia foco-
objeto de 40 cm. O sensor foi exposto aos raios-X numa poténcia de
70KVp e 10mA, com tempo de exposi¢cao de 15 pulsos/segundo.

A resolugdo de imagem foi de 635 ppi (pixels per inch), o
tamanho da imagem de 900x641 dpi e o tamanho dos pixels de 40
microns. As imagens foram armazenadas em formato TIFF (Tagged
Image File Format) sem compressao de imagem (8 bits com resolugéo de
600 dpi).

As imagens foram exportadas do programa Schick® e
importadas para um software analisador de imagens, em um computador
com um processador de 1700 MHz , 512k, 256 DDR MB e sistema
operacional Windows XP~ em uma tela plana S-VGA de 15 polegadas
(1024 x 768 pixel resolution). A densidade 6ssea radiografica foi avaliada
utilizando-se a analise dos niveis de cinza da radiografia (histograma) em
uma area de 5x5 pixels nas regides de interesse: corticais, superior e

inferior, e regi&o medular, em ambos os lados do implante (Figura 10).

“ Shick Technologies, Inc

“ Adobe® Photoshop® 6.0
“* Athlon XP, AMD, USA

" Microsoft, USA
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FIGURA 10- Regibes de interesse para anadlise da
densidade Ossea radiografica (1 e 2 - cortical superior; 3 € 4 -

medular; 5 e 6 - cortical inferior).

4.9 EXTRACAO DE RNA TOTAL, TRANSCRICAO REVERSA E PCR
SEMI-QUANTITATIVO

O periésteo obtido da regido em que estava instalado o
implante foi conservado em Trizol e congelado a -80°C, para posterior
anadlise da expressao de mRNA das citocinas Ligante do Receptor-
Ativador do Fator Nuclear kappa B (RANKL) e Osteoprotegerina (OPG).

Para o isolamento e purificacdo de RNA foi seguido o
protocolo do fornecedor . No tecido macerado, para melhor isolamento de
RNA, foram acrescentados 0,2 mL de cloroférmio para cada mL de Trizol
(separacéo de fases). Os tubos foram agitados vigorosamente por 30
segundos e incubados a temperatura ambiente por 2 minutos, sendo, em
seguida, centrifugados a 13.000 RPM a 4°C por 15 minutos. A fase incolor
superior foi cuidadosamente transferida para um novo tubo ao qual foi,
entdo, acrescentado 0,5 mL de isopropanol (precipitagdo do RNA). Apés
agitagdo suave por inversdo dos tubos, estes foram incubados por 10

minutos a temperatura ambiente e centrifugados por 10 minutos a 4°C e

" Invitrogen Corp., Carlsbald, USA
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13.000 RPM. Apéds remocao por aspiragdo do sobrenadante, foi
acrescentado 0,5 mL de etanol a 75% (lavagem do RNA), os tubos foram
submetidos a breve agitacdo (5 segundos) em vortex e novamente
centrifugados por 5 minutos a 4°C e 9.500 RPM. O etanol foi removido
cuidadosamente por aspiracao e o RNA eluido em 10 a 40 yL (segundo o
tamanho do pellet de RNA obtido) de tamp&o Tris-EDTA (TE, pH 7.5).

Estas amostras de RNA foram diluidas em tampao TE (1:100 a
1:1000), segundo o tamanho do pellet, para um volume final de 100 pL. A
quantidade e pureza do RNA serdo determinadas em espectrofotdmetro
de luz UV por meio da avaliagdo das absorbéncias a 260 nm e da relagao
entre as absorbancias a 260/280 nm, respectivamente.

A sintese de cDNA foi realizada subsequentemente utilizando 1ug
de RNA total e 200 unidades da enzima de transcriptase reversa na
presenca de Oligo-dT (12-18) primers, dNTPs e MgCl,;, segundo as
instrugcdes do fabricante’.

Os pares de primers especificos para os genes-alvo OPG e
RANKL" s3o apresentados na Tabela 3. Como controle endégeno do RT-
PCR foi utilizado a expressdo de um gene constitutivo, como
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), cuja expressdo nao se
altera com a deficiéncia de magnésio. E importante notar que embora as
sequéncias de pares de primers especificas para os genes-alvo de ratos
tenham sido publicadas na literatura, as condigcbes da reacdo de PCR
(incluindo concentracao de primers, temperatura de anelamento € niumero

de ciclos) foram otimizadas em experimentos-piloto.

“ Invitrogen Corp., Carlsbad, USA
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Tabela 3 — Seqiiéncia dos primers e condigdes da reagdo de PCR (Ratos)

Gene Primers (5’ - 3’) Acession# Ta Amplicon Ciclos
Sense (S) e antisense (AS) (°C)
CACCATGGAGAAGGCCGGGG - S
GAPDH X02231 52 437 bp 30

GACGGACACATTGGGGGTAG - AS

TCGGGTTCCCATAAAGTCAG - S
RANKL F019048 58 493 bp 36

GGAACGCTAATTTCCTCACCA - AS

CACTGCACAGTCAGGAGGAA -S
OPG U94330 55 318 bp 36

TGCTTTCGATGACGTCTCAC — AS

A reacado de PCR foi realizada num volume total de 25 pL,
utilizando 2 pL do produto da reagao de transcriptase reversa na presenca
de 100 pmol/pyL de primers de cada gene (50 pmol/uL de cada primer,
sense e antisense). Os produtos da reagédo de PCR foram resolvidos por
meio de eletroforese em gel de agarose a 1.5% e corados com brometo
de etideo (0.5 pg/mL). Para documentacdo e analise, foram obtidas
imagens digitalizadas destes géis, as quais foram submetidas a analise
densitométrica. A expressdo dos genes-alvo foi normalizada para a
expressdo do housekeeping gene (GAPDH) e expressas como fold

change em relagdo ao controle negativo.

4.10 ANALISE DOS DADOS

Foi realizada estatistica descritiva dos dados pela aplicagao
do teste de D’Agostino para avaliagdo da normalidade e, entdo, aplicados
os testes paramétricos (ANOVA) ou nao paramétricos (Kruskal-Wallis),
para a comparagédo das médias obtidas entre os grupos experimentais. O
nivel de significancia estabelecido foi 5%. A hip6tese de nulidade foi

rejeitada se p=0,05.
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Os dados relativos ao peso corporal, concentragéo sérica e
urinaria de magnésio e calcio e a expresséo génica de RANKL e OPG
foram analisados pelo teste ndo paramétrico (Kruskal Wallis).

Os dados relativos a densidade mineral 6ssea (DEXA) das
vértebras lombares e fémur e os dados relativos a densidade radiografica
ao redor do implante com osseointegragcdo estabelecida foram a

analisados pelo teste paramétrico (ANOVA).



5 Resultado

5.1 Peso

A anadlise do peso dos animais demonstra que houve um
ganho ponderal para todos os grupos ao longo de todo o periodo
experimental (Figura 11).

A anadlise do peso no periodo inicial demonstrou diferenca
significativa entre os grupos controle e Mg1 (p< 0.05) para os animais do
grupo jovem. Porém, no inicio da fase de deficiéncia de Mg (baseline),
nao foi constatada diferenca significativa entre os grupos. Entre o baseline
e o final do experimento foi verificado um ganho de peso estatisticamente
significante somente nos grupos Mg1 e Mg2 (p<0.05) (Figura 11).

A analise do peso dos ratos adultos no inicio do experimento
demonstrou diferenca estatisticamente significante entre os grupos Mg1 e
Mg2 (p< 0.05), enquanto que a comparagédo entre o grupo controle e
demais grupos n&o apresentou diferenca estatisticamente significante.
Entretanto, no baseline n&do foi observada diferenca estatisticamente
significante entre os grupos (Figura 11).

O ganho ponderal dos subgrupos de animais adultos, no periodo
compreendido entre baseline e final do experimento, foi considerado

como nao significante (Figura 11).
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FIGURA 11- Comparacao entre os grupos quanto a alteragdo do peso

durante o periodo experimental.
*p>0.05

5.2 Concentracdo sérica de Calcio (Ca) e Magnésio (Mqg):

A analise dos dados (Kruskal Wallis) relativos ao grupo de
ratos jovens demonstrou que houve uma diminuigdo estatisticamente
significante (p<0.05) nos subgrupo controle e subgrupos Mg1 e Mg2
quanto a concentracdo de magnésio no soro. Os subgrupos né&o
apresentaram diferenca entre si quanto a concentracao de calcio (Figura
12).
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FIGURA 12- Comparacao entre grupos quanto a concentragdo sérica de

calcio e magnésio para grupo de animais jovens.

* p<0.05 em relagéo ao grupo controle.

A analise dos dados (Kruskal Wallis) relativos ao grupo de
ratos adultos demonstrou que houve um aumento estatisticamente
significante  (p<0.05) nos subgrupos Mg2 e controle quanto a
concentragéo plasmatica de calcio. Quanto a concentragdo de magnésio,
houve uma diminuicdo estatisticamente significante nos subgrupos

controle Mg1 e Mg2 (Figura 13).
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FIGURA 13- Comparacao entre grupos quanto a concentragdo sérica de

calcio e magnésio para grupo de animais adultos.

* p<0.05 em relagéo ao grupo controle.

Ao analisar a influéncia da idade sobre a concentragéo
plasmatica de magnésio foi observada um aumento estatisticamente
significante somente nos subgrupos controle (jovem e adulto). A
concentragdo plasmatica de calcio ndo demonstrou diferenca
estatisticamente significante quando observada a influéncia da idade
(Tabela 4).



42

Tabela 4- Comparacao entre grupos quanto a influéncia da idade sobre a

concentragéo sérica de calcio e magnésio

fon Subgrupos Jovem Adulto
CTL 9.81 + 1.31 9.45+1.20
ca®' Mg 1 10.19 + 1.94 10.39 + 2.97
Mg 2 9.36 + 1.77 10.71 + 1.30
CTL* 4.65 + 0.67 5.85 + 1.03
Mg?* Mg 1 2.99 +1.26 3.36 + 2.66
Mg 2 2.33+0.91 2.97 +1.71

* diferenga significante (p<0,05) entre subgrupos controle

5.3 Concentracado Urinaria de Calcio e Magnésio:

Quanto a concentragdo urinaria de magnésio do grupo
jovem, a analise (Kruskal Wallis) demonstrou que houve uma diminuicéo
estatisticamente significativa nos subgrupos Mg1 e Mg2 em comparagao
ao subgrupo controle. Em relagédo a concentragdo de calcio, houve um
aumento estatisticamente significante nos subgrupos Mg1 e Mg2, porém
ndo houve diferenca estatisticamente significante no subgrupo controle e

demais subgrupos (Figura 14).
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FIGURA 14- Concentragdo urinaria de calcio e magnésio para grupo de
animais jovens.

* p<0.05 em relagéo ao subgrupo controle
¥ p<0.05

Quanto aos animais adultos, a andlise dos dados obtidos
(Kruskal Wallis) demonstrou que houve uma diminuigdo estatisticamente
significativa (p<0.05) nos subgrupos Mg2 e controle quanto a
concentragdo urinaria de magnésio. Os demais subgrupos né&o
apresentaram diferenca significativa para a concentragdo de magnésio e

calcio (Figura 15).
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mg/dL

FIGURA 15- Concentragdo urinaria de calcio e magnésio para grupo de
animais adultos.
* p<0.05 em relagéo ao subgrupo controle.

Quanto a influéncia da idade sobre a concentragdo urinaria
de calcio e magnésio, foi observado um aumento estatisticamente
significante nos subgrupos controles quanto a concentragdo urinaria de
magnésio. A idade nao foi um fator de influéncia para a concentragao

urinaria de célcio (Tabela 5).

Tabela 5- Comparacao entre grupos quanto a influéncia da idade sobre a

concentrag&o urinaria de calcio e magnésio

fon Subgrupos Jovem Adulto
CTL 7.26 +6.83 5.54 + 2.87

ca** Mg 1 3.46+2.23 5.71+3.76
Mg 2 14.37 + 12.53 3.15+2.46
CTL* 7.79 + 1.80 6.13 £ 1.79

Mg?* Mg 1 3.91+1.89 4.85 +2.71
Mg 2 2.61+1.78 3.04 £2.73

* diferenga significante (p<0,05) entre subgrupos controle
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5.4 Anélise Densitométrica

5.4.1 Analise Densitométrica das Vértebras Lombares:

Para o grupo de animais jovens foi demonstrada diminuigéo
estatisticamente significante nos subgrupos controle e Mg2 para a regiao
L2 e global (p<0.01). No entanto, nos subgrupos Mg1 e Mg2, foi verificada
diminuicéo estatisticamente significante em L3 e L4 (p<0.01) e em L2 e
Global (p<0.05) (Figura 16).
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FIGURA 16- Densitometria 6ssea das vértebras lombares para grupo de

animais jovens.
* (p< 0.05)
*(p<0.01)
T (p< 0.01) diferencga estatisticamente significante em relagdo ao subgrupo
Controle.

A andlise dos dados de densitometria 6ssea das vértebras
lombares para o grupo de animais adultos demonstrou diminui¢cao

estatisticamente significante nos subgrupos controle e Mg2 (p<0.05) para
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todas as regides. Foi constatada diminuicdo estatisticamente significante

nos subgrupos Mg1 e Mg2 (p<0.05) na regido L3 (Figura 17).
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FIGURA 17- Densitometria 6ssea das vértebras lombares para grupo de

animais adultos
* (p< 0.05) diferenga estatisticamente significante em relagdo ao subgrupo Controle

*(p<0.05)

7.4.2 Analise Densitométrica do Fémur:

A andlise dos dados de densitometria 6ssea do fémur dos
animais jovens, demonstrou uma diminuigéo estatisticamente significante
nos subgrupos controle e Mg2 (p< 0.01) e entre os subgrupos Mg1 e Mg2
(p< 0.05) para as regides R2 e Global. Entretanto, ndo foi observada
diferenca estatisticamente significante nos subgrupos controle e Mg1 para

todas as regides avaliadas (Figura 18).
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FIGURA 18- Densitometria 6ssea femoral para grupo de animais jovens.
* (p< 0.05)

T (p< 0.01) diferenca estatisticamente significante em relagio ao subgrupo Controle

Para o grupo de animais adultos, a analise dos dados de
densitometria do fémur, demonstrou diminuicdo estatisticamente
significante nos subgrupos controle e Mg2 (p< 0.01) e nos subgrupos Mg1
e Mg2 (p< 0.05) apenas na regido Global. Ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significantes para as outras regides (Figura
19).
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FIGURA 19- Densitometria 6ssea femoral para grupo de animais adultos.

* (p< 0.05)
T (p< 0.01) diferenga estatisticamente significante em relagéo ao subgrupo

controle.

5.5 Analise de Densidade Ossea Radiografica da Tibia:

A anadlise dos dados de densidade 6ssea radiografica da tibia para
0 grupo de animais jovens, demonstrou diminuicdo estatisticamente
significante no subgrupo controle e subgrupos Mg1 e Mg2 para as regides

cortical superior, medular e cortical inferior (p< 0.01) (Figura 20).
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FIGURA 20- Densidade o6ssea radiografica da tibia, nas diferentes
regides, para grupos de animais jovens

T p< 0.01 dos subgrupos Mg1 e Mg2 em relag&o ao controle

Para o grupo de animais adultos, a analise dos dados da
densidade d&ssea radiografica da tibia, demonstrou diminuigdo
estatisticamente significante no subgrupo controle e subgrupos Mg1 e
Mg2 nas regides cortical superior (p< 0.01) e cortical inferior (p< 0.05). Na
regido medular houve diminuicao estatisticamente significante somente no

subgrupo controle e o subgrupo Mg2 (p< 0.01) (Figura 21).
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FIGURA 21- Densidade 6ssea radiografica da tibia, nas diferentes

regides, para grupos de animais adultos

* p< 0.05 em relagdo ao subgrupo controle

T p< 0.01 em relagéo ao subgrupo controle

5.6 RT — PCR:

A expressdao de mRNA das citocinas Ligante do Receptor-
Ativador do Fator Nuclear kappa B (RANKL) e osteoprotegerina (OPG) de
todos os grupos foi avaliada pela reacdo de RT — PCR.

Os resultados do grupo de animais jovens demonstrou uma
tendéncia de aumento na expressdo de mRNA para a citocina OPG a
medida que aumenta a deficiéncia do magnésio, com aumento
estatisticamente significante entre os subgrupos controle e Mg2 (Figuras
22 e 23).

A expressao de mRNA da citocina RANKL ndao demonstrou
diferenca estatisticamente significante entre os subgrupos apesar de
observada uma tendéncia de aumento de sua expressao (Figuras 22 e
23).
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FIGURA 22- Imagens representativas da expressao génica (RT-PCR) de
OPG e RANKL, normalizadas para a expressao do gene

constitutivo GAPDH, para o grupo de animais jovens.
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CTL Mgl Mg2
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FIGURA 23- Representagao grafica da expressao génica (RT-PCR) de
OPG e RANKL, normalizadas para a expressao do gene

constitutivo GAPDH, para o grupo de animais jovens.

A analise dos dados para o grupo de animais adultos
demonstrou que nao houve diferenga estatisticamente significante entre
0s subgrupos para a expressdao de OPG, apesar de se observar uma
tendéncia para diminuicdo da expressdo conforme o aumento da

deficiéncia (Figuras 24 e 25).
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Quanto a expressdo de RANKL houve uma tendéncia de
aumento para os subgrupos Mg1 e Mg2 quando comparados ao subgrupo
controle, porém esse aumento n&o foi estatisticamente significante (Figs.
24 e 25). Entre os subgrupos Mg1 e Mg2 houve uma tendéncia de
diminuicdo da expressao de RANKL a medida que aumenta a deficiéncia
(Figuras 24 e 25).

OPG

RANKL

GAPDH

CTL Mgl Mg2

FIGURA 24- Imagens representativas da expressao génica (RT-PCR)
para OPG e RANKL, normalizadas para a expressdo do
gene constitutivo GAPDH, referente ao grupo de ratos

adultos.
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CTL Mgl Mg2
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FIGURA 25- Graficos representativos da expressao génica (RT-PCR)
para OPG e RANKL, normalizadas para a expressdo do

gene constitutivo GAPDH, referente ao grupo de animais
adultos.



6 Discussdo

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado uma relagao
positiva entre a deficiéncia de magnésio e a perda de massa 0Ossea,
podendo se constituir em um fator de risco para osteoporose*® 44 %% 61,

No tratamento com implantes osseointegrados, as
alteragbes sistémicas sédo consideradas um importante fator de influéncia
para o sucesso. Nesse aspecto, as alteragdes Osseas causadas pela
deficiéncia de magnésio podem ser um fator de interferéncia no resultado
desse tipo de tratamento. Entretanto, pouco se sabe sobre a influéncia de
fatores sistémicos sobre implantes osseointegrados.

Assim, o objetivo do presente estudo foi o de avaliar se a
deficiéncia de magnésio na dieta poderia interferir no metabolismo 6sseo
ao redor de implantes com osseointegracao ja estabelecida.

Os resultados demonstraram que a deficiéncia de magnésio
nado influenciou no aumento de peso dos animais de ambos o0s grupos
(Figura 11). Para os animais jovens, ndo houve perda de peso relevante
quando comparados animais com deficiéncia e controle (Figura 11),

discordando de Rude et al.*°

que relatam que uma elevada deficiéncia de
magnésio (290%) pode levar a perda de peso relacionada a falta de
apetite, considerada uma reagao adversa. Entretanto, deve-se chamar a

atencao que os estudos*” *°

relatam essa perda de peso apds um periodo
prolongado (6 meses) e em animais muito mais jovens que os utilizados
no presente estudo.

Para animais adultos também n&o houve diferenca de peso
durante todo o periodo de instalagdo da deficiéncia (Figura 11).

A concentrago total de magnésio no soro % define o status

do magnésio no organismo do rato. No presente estudo, a diminuigao
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progressiva da concentracdo de magnésio no soro demonstra que a
deficiéncia foi instalada (hipomagnesia) em todos os animais com redugao
do mineral na dieta, ap6s um periodo de trés meses (Figuras 12 e 13).

A absorcédo do magnésio ocorre no intestino, por meio de um
sistema passivo de absor¢édo. Sendo assim, a quantidade de magnésio no
trato digestivo é o principal fator controlador da quantidade de magnésio a

10, 11

ser absorvida Portanto, a deficiéncia pode ser considerada dieta-

dependente, ou seja, quanto maior a deficiéncia do mineral na dieta,
menor é a concentragdo do ion no organismo'® "3,

Entretanto, a concentragao total de magnésio presente no
soro ndo demonstra a real deficiéncia do mineral em todo o organismo. O
soro contém somente 0.3% do total de magnésio presente no organismo,
sendo que a maior concentracédo deste é encontrada nas células e tecido
6sseo”’. Assim, a mensuragcdo do nivel sérico do mineral pode
demonstrar uma deficiéncia menor do que a real, presente em outros
tecidos do organismo.

No presente estudo, a avaliagdo da concentragdo urinaria
demonstrou que quanto maior a deficiéncia de magnésio menor é a
excrecado do mesmo (Figuras 14 e 15), o que mostra a tendéncia do
organismo em conservar o mineral e confirma a instalacao da deficiéncia.
A concentragdo de magnésio na urina esta associada a concentragao
intracelular de magnésio, sendo que sua reducdo demonstra a diminuicao
da concentracdo de magnésio intracelular nos animais deficientes,
proporcionalmente a quantidade ingerida na dieta®.

O calcio € um mineral antagonista ao magnésio, e isso leva,
nos ratos, a uma tendéncia de aumento de sua concentragdo sérica a

medida que ha deficiéncia de magnésio® **

, 0 que esta de acordo com o
presente estudo (Figuras 12 e 13).

O calcio e magnésio compartiham o mesmo sistema de
transporte universal de magnésio (absorcao intestinal passiva). Assim, na

auséncia de magnésio, a fracdo de absorcdo de célcio pode ser
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aumentada'" *°. A presenca ou auséncia de magnésio também tem
influéncia na formacéao e secregcédo de horménios que regulam a absorcao
e excrecdo do calcio, como o PTH *°.

No presente estudo, foi demonstrada uma tendéncia para
maior excrecdo de calcio a medida que aumentou a deficiéncia de
magnésio, embora com significancia estatistica apenas para o grupo
jovem (Figuras 14 e 15).

O célcio é importante em muitos aspectos da resposta
inflamatoria, sendo essencial para a producdo dos leucotrienos e
formacao de eucosandides, além de ser um dos mensageiros na

sinalizagdo do stress oxidativo®. Meisel et. al**

acreditam que a diminuigéo
da razdo entre magnésio e calcio extracelular seja um dos principais
fatores para o desencadeamento da reacado inflamatéria, relatada na
deficiéncia de magnésio.

O tecido Osseo esta fisiologicamente em constante
adaptacao®. A remodelacdo ou turn over 6sseo consiste em um equilibrio
dindmico entre as atividades de formacgado (osteoblastos) e reabsorgao
dssea (osteoclasto)®. E um processo complexo que envolve ndo somente
as interacdes entre células e matriz 6ssea, mas também uma variedade
de fatores reguladores sistémicos e locais que coordenam a proliferacéo e
atividade celular®. Dentre os fatores reguladores sistémicos encontram-
se a idade, as alteragdes hormonais e deficiéncias nutricionais.

Muitos estudos relatam que a deficiéncia de magnésio tem
grande influéncia sobre o tecido 6sseo, ocasionando a perda de massa
bssea'? 2047 48.49. 30 Eqsa diminuigdo da massa 6ssea é observada em
dietas com diferentes concentracbes de magnésio, desde as restricoes
mais severas (0.04% do NR) até as pouco deficientes (50% do NR),
sendo que quanto maior a deficiéncia do mineral maior € a perda de
massa 6ssea*’ 48490,

A osteoporose € caracterizada pela diminuigdo da densidade

O0ssea (BMD), pela maior suscetibilidade a fraturas (fragilidade éssea) e
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alteracdo na arquitetura éssea®. No estudo de Stendig-Lindberg et al.>®

foi demonstrado experimentalmente que uma dieta deficiente de
magnésio por periodo prolongado (um ano) €& capaz de induzir
osteoporose em ratos.

A reducdo de massa Ossea relacionada a deficiéncia de
magnésio pode ocorrer por meio de varios mecanismos, como regulacao
hormonal (PTH), estimulo de citocinas pro-inflamatérias (IL-1p e TNFa) "

48.49. 599 pela alteragdo na formagao dos cristais de hidroxiapatita durante

4449 O tamanho dos cristais

a mineralizacdo do tecido 6sseo'
mineralizados influencia nas propriedades mecanicas do tecido 6sseo
pela formacgéo de cristais extremamente longos, o que torna o 0sso mais
friavel, portanto menos resistente a forga 4.

No presente estudo, a analise densitométrica das vértebras
lombares e fémures demonstrou que houve uma tendéncia a perda
sisttmica de massa Ossea com a deficiéncia de 75% e uma perda
estatisticamente significante com a deficiéncia de 90% (Figuras 16, 17, 18
e 19). Esses resultados concordam com estudos que utilizaram a mesma
reducdo de magnésio (de 75% e 90%)*® *°. A perda da densidade mineral
O0ssea (BMD) ocorreu em um periodo curto de tempo (3 meses) e foi
observada tanto em ratos jovens como em ratos adultos (Figuras 16, 17,
18 e 19). Nesse parametro de avaliagao a idade nao teve influéncia sobre
a perda de massa d6ssea sendo que esta foi dieta-dependente, ou seja,
quanto menor a ingestdo do magnésio maior a perda de massa 6ssea.

Além disso, a deficiéncia nutricional, no caso do magnésio,
pode ter grande impacto sobre o processo de maturagéo do tecido 6sseo.
Tal maturagdo ao redor de implantes acontece por meio de mecanismos
de modelagdo, remodelacdo e mineralizacdo &ssea, sendo esses
mecanismos responsaveis pela adaptagdo a carga mecanica e
consolidagéo do implante ao 0sso®.

No presente estudo, o tecido 6sseo ao redor de implantes

com osseointegracado estabelecida foi avaliado por meio da densidade



59

Ossea radiografica (Figuras 20 e 21). A analise por meio de imagens
radiograficas é um importante avanco tecnolégico de acesso as
alteracdes Osseas e tem sido bastante utilizada na avaliagédo do tecido
6sseo periimplantar e no diagnéstico de periimplantites®’. De acordo com

Taba-Junior et al.**

, 0s resultados da analise de densidade O6ssea
radiografica realizada por softwares de imagem s&o similares aos
achados histolégicos.

Os resultados aqui apresentados demonstraram que a dieta
deficiente de magnésio teve efeito negativo sobre o osso ao redor de
implantes com osseointegracdo estabelecida, tanto em animais jovens
como em animais adultos, com diminui¢ao estatisticamente significante da
densidade éssea radiografica para os grupos com deficiéncia do mineral
(Figuras 20 e 21). Em animais jovens, ndo houve diferenca entre os
subgrupos Mg1 e Mg2 quanto a perda de densidade, para todas as
regides avaliadas (Figura 20). Em animais adultos, a perda de densidade
na regido medular ocorreu de forma significativa somente para o
subgrupo Mg2 (Figura 21).

Um importante resultado deste estudo foi que a perda de
densidade Ossea ocorreu ndo somente no osso medular, como

demonstrado em estudos com ratas ovariectomizadas'® °'

, mas também
nas corticais.

Portanto, assim como a osteoporose € considerada um fator
de risco para a osseointegracéo e a estabilidade mecanica de implantes®?,
as alteragcbes Osseas causadas pela deficiéncia de magnésio também
podem se constituir em fator de risco no tratamento com implantes
osseointegrados.

A deficiéncia de magnésio de alguma maneira atua na
homeostase do tecido 6sseo. Entretanto, como observado anteriormente,
a influéncia dessa deficiéncia sobre a regulacdo de citocinas

inflamatorias, regulacdo hormonal e principalmente das vias de
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sinalizagdo, ainda € um assunto muito discutido na literatura'® 26 47: 48. 49,

50

Os sistemas imune e esquelético apresentam uma variedade
de moléculas reguladoras em comum, demonstrando uma influéncia na
fisiologia e patologia um do outro. Com o descobrimento do sistema de
sinalizacdo RANK, RANKL e OPG como um ponto chave para o controle
do metabolismo 6sseo e essencial na regulagdo da osteoclastogénese,
muitos estudos relacionaram patologias ésseas a esse sistema de
sinalizagao®.

A expresséao do receptor para RANK (RANKL) esta presente
principalmente em células osteoblasticas e células mesenquimais
primitivas. Tal expresséo pode ser influenciada por fatores de reabsorgao
6ssea como IL-1B, IL-6, TNFa, prostaglandina E, (PGE,) e PTH®, entre
outros?’. RANKL isoladamente ndo tem capacidade de induzir a
diferenciagdo de osteoclastos, sendo necessaria a presenga da citocina
M-CSF (macrophage colony-stimulating factor) para sua acdo®®. As
células precursoras de osteoclastos, as quais apresentam RANK em sua
superficie, ligam-se ao RANKL expressado pelo osteoblasto e, por
interacdo célula-célula, diferenciam-se em osteoclastos na presenca de
M-CSF®. Dessa forma, ocorre a diferenciagdo, maturagdo e ativagdo de
osteoclastos, desencadeando o processo da osteoclastogénese?”.

Um regulador negativo dessa interagéo € a osteoprotegerina
(OPG). OPG compete com RANK pela ligacao ao RANKL agindo como
inibidor da maturagédo e ativagéo de osteoclastos. A expresséo de OPG
pode ser regulada por fatores de reabsor¢do 6ssea como PGE,, fator de
crescimento de transformacao-beta (TGFB) e ions Ca*?, entre outros?’.

No presente estudo, a andlise do RNA mensageiro de
amostras do peridésteo adjacente ao leito do implante, por meio de RT-
PCR, sugere que a deficiéncia de magnésio nao teve grande influéncia
sobre o sistema de sinalizagdo RANKL e OPG nos animais jovens

(Figuras 22 e 23). Os resultados demonstraram uma tendéncia de
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aumento da expressdo de RANKL, porém esse aumento ndo foi
estatisticamente significante, sendo apenas indicativo de estimulo a
reabsorcao 6ssea. Quanto a expressao de OPG, houve um aumento
estatisticamente significante para a deficiéncia de 90% nesses animais
(Figuras 22 e 23).

Na analise referente aos animais adultos, houve uma
tendéncia de diminuicdo da expressdo de OPG, porém nao
estatisticamente significante. A expressdo de RANKL demonstrou uma
tendéncia de aumento na expressao para os grupos Mg1 e Mg2 quando
comparados ao grupo controle, porém esse aumento ndo foi
estatisticamente significante (Figuras 24 e 25). Esses resultados
aproximam-se dos de Rude et al.*’, embora com animais mais jovens.

Apesar disso, como relatado anteriormente, houve uma
importante perda de massa 6ssea sistémica e uma redugao da densidade
Ossea radiografica ao redor dos implantes. Sendo assim, outros
mecanismos podem estar envolvidos na estimulacédo de osteoclastos ou
na redugdo do numero e/ou atividade dos osteoblastos devido a
deficiéncia de magnésio.

Isso pode ser visto em estudos™ *° que relatam que o
magnésio é extremamente importante nas reag¢des celulares, inclusive de
células 6sseas, como osteoblastos, sendo que estas sdo incapazes de se
proliferar na auséncia de magnésio extracelular, uma vez que esse
quadro causa a diminuicao da sintese de proteinas (DNA e RNA).

Experimentos in vitro demonstraram que o magnésio
influencia no crescimento e desenvolvimento dos osteoblastos por ser um
agente mitogénico para essa célula**. Muitos estudos demonstram que
em ratos com deficiéncia de magnésio ha uma diminuigdo no numero de
osteoblastos e um aumento no nimero de osteoclastos *”*°. Além de ser
observado o aumento do numero de células clasticas, a deficiéncia de

magnésio pode levar a elevagdo dos niveis de citocinas inflamatérias,
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como IL-1B, TNFa e IL-6*" %8 49 %0 a5 quais irdo induzir a diferenciacéo,
ativagao e sobrevivéncia dessas células™.

Assim, embora o sistema RANKL/OPG seja um sistema
chave para a osteoclastogénese, no tecido sobre a influéncia da
deficiéncia de magnésio as citocinas pro-inflamatérias e as alteragées no
numero e atividade das células ésseas podem desempenhar um papel
relevante no mecanismo de remodelacgao.

Entretanto, esses aspectos nao foram avaliados no presente
estudo. Dessa forma, entende-se que sdo necessarios outros estudos
para avaliar diferentes mecanismos pelos quais a deficiéncia de magnésio

pode interferir no tecido 6sseo e nas suas vias de sinalizag&o intracelular.



7 Conclusdo

A deficiéncia de magnésio resultou em perda de massa Ossea
sisttmica e ao redor dos implantes com osseointegragao

estabelecida.

A deficiéncia de magnésio influenciou de forma n&o-significativa a
expressao dos genes RANKL e OPG.
A idade néo teve influéncia significativa na perda de massa 6ssea
associada a deficiéncia de magnésio.

Sao necessarios mais estudos sobre o mecanismo de sinalizagao

de inducgéo de perda 6ssea pela deficiéncia de magnésio.
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