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RESUMO

Substitutos 6sseos homogenos e aloplasticos vém sendo usados a fim de melhorar as
condigbes do leito cirargico e facilitar o processo de osseointegracdo em casos de
auséncia de estabilidade primaria. Dentre os substitutos aloplasticos tem-se destacado
os poligeis poliméricos, tais como a quitosana, que se destaca por sua abundancia,
biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa toxicidade. Dentre as inumeras
propriedades biolégicas descritas para a quitosana, a capacidade antioxidante,
antimicrobiana, inibicado da formacao de biofilmes, anti-inflamatdria, incorporadora de
farmaco e reparadora sdo as mais relevantes para a area odontologica. O propdésito
deste trabalho foi avaliar histomorfometricamente em ratos diabéticos o reparo dsseo
ao redor de implantes associados a quitosana/aminoguanidina. Foram confeccionados
60 implantes de Titanio ASTM F67 (Grau 4). Os implantes foram divididos em dois
grupos Grupo A (Saudaveis) e Grupo B (Diabéticos) e subdivididos em Gl (usinado),
Gll (quitosana) e Glll (quitosana/aminoguanidina). Na sequéncia foram implantados
em fémures de ratos machos. Os animais foram eutanasiados aos 60 dias pos-
operatorios. As pegas foram processadas em MMA (Stevenel’s blue/Alizarin red S). Os
resultados obtidos revelaram que a membrana composta de quitosana/aminoguanidina
mostrou topografia nanorugosa e permitiu nos animais diabéticos valores
significativamente superiores para o percentual de contato osso/implante e de
formacgdo éssea dentro das roscas. Concluiu-se que a osseointegragao em ratos
diabéticos foi favorecida pela disponibilidade local de aminoguanidina a partir da

membrana composta de quitosana/aminoguanidina.

Descritores: complicagdes do diabetes, efeitos de drogas, implantes dentarios,

metabolismo, osseointegracao, ratos.
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Substitutos 6sseos homdgenos e aloplasticos vém sendo usados a fim de
melhorar as condigdes do leito cirurgico e facilitar o processo de osseointegracdo em
casos de auséncia de estabilidade primaria.

Dentre os substitutos aloplasticos tem-se destacado o aproveitamento de
matérias primas de baixo custo, facil acesso e facil manipulacdo para o
desenvolvimento de novos materiais poliméricos’ . Dentre esses materiais podemos
citar os poligeis poliméricos. Varios polimeros biodegradaveis naturais e/ou sintéticos
estdo sendo utilizados na fabricagao de poligeis, mas apenas alguns tém demonstrado
biocompatibilidade. Entre os polimeros que se destacam pela excelente
biocompatibilidade estdo os polissacarideos. Como exemplo tem-se a quitosana que
se destaca por sua abundancia, biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa
toxicidade *°.

A quitosana é um biopolimero com estrutura quimica unica formando um
polication linear, com elevada densidade de carga e de grupos reativos assim como
inumeras ligacbes de hidrogénio. Estas caracteristicas permitem que exiba uma
excelente biocompatibilidade e que seja faciimente processada. O termo "quitosana"
refere-se a um grupo heterogéneo de polimeros que combinam uma vasta gama de
caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas, e que permitem ampla gama de
aplicacdes”.

O uso de quitosana na forma de membranas poliméricas tem se desenvolvido a
partir da necessidade de obtencdo de materiais biocompativeis e de suas
propriedades mecanicas e caracteristicas de permeacao ideais para originar
membranas seletivas que possam ser utilizadas na obtencdo de curativos, didlise e
sistemas de liberagdo de farmacos®®. Ademais a quitosana possui ligacdes de
hidrogénio inter e intramoleculares nos residuos D-glucosamina, o que permite a
formacao de filmes e fibras. Cabe lembrar que polimeros naturais sdo preferenciais
pois apresentam menor indice de rejeicdo e assim maior biocompatibilidade quando
comparados aos polimeros sintéticos. Outra caracteristica importante dos polimeros
naturais € a biodegradabilidade, ndo requerendo remocao cirurgica e apresentando
poucos efeitos colaterais. Degradam in vivo em fragmentos menores, faceis de serem
eliminados pelo organismo, atéxicos e que ndo causam reacdo inflamatéria®®.

Atualmente varios estudos in vitro e in vivo sobre liberagdo controlada sao
realizados utilizando a quitosana e diferentes farmacos (Rifampsina, Diclofenaco de

sodio, Sulfato de ferro, enrofloxacina e sulfonamidas)7.
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Estudos tém relatado que a reticulacdo e modificagdo quimica da membrana
influencia a permeabilidade da mesma. A reticulagdo com glutaraldeido, etileno glicol e
outros reticulantes tem a capacidade de mudar a permeabilidade da membrana. A
modificagdo quimica com hexametileno e aldeidos modificam a carga ibnica da
membrana influenciando também sua permeabilidade’. Atualmente esforcos tém sido
realizados para modificar o grau de molhabilidade das membranas, ajustando a
superficie hidrofilico-hidrofébica, com o objetivo de alterar a permeabilidade. A
modificagdo da permeabilidade das membranas de quitosana é essencial no estudo do
tratamento de agua, ultrafiltragdo (hemodialise) e liberagdo de farmacos®.

Na area odontoldgica Spin-Neto destaca as aplicagbes da quitosana na forma
de poligel para tratamento de bolsas periodontais, defeitos infra-dsseos e sitios
fechados; terapia periodontal ndo-cirtrgica e em sitios cirdrgicos®.

Sistemas de liberacdo bucal mucoadesivos desenvolvidos por hidrogéis de
quitosana parecem ser apropriados para prolongar o tempo de residéncia da forma
farmacéutica, melhorando o efeito terapéutico local™®.

Neste contexto, a procura por novos sistemas de liberagdo controlada de
farmacos tem sido muito relevante no sentido de se estabelecer alternativas
terapéuticas mais eficientes em pacientes portadores de comorbidades e que
necessitem de procedimentos cirurgicos bucais; A tecnologia de sistemas poliméricos
de liberacao controlada acena com a possibilidade de administragao de farmacos com
mais seguranca e com efeitos colaterais minimizados'".

O diabetes mellitus € uma sindrome complexa de origem multifatorial,
caracterizada por um disturbio metabdlico, em que a capacidade de metabolizacao de
glicidios se encontra prejudicada. As taxas de diabates mellitus estdo aumentando em
numeros alarmantes, particularmente o diabetes mellitus nao-insulinodependente.
Dados epidemiolégicos de 1997 mostram que 124 milhdes de pessoas em todo o
mundo apresentavam diabetes, dos quais 97% tinham diabetes tipo Il. Estimativas de
2010 apontam um numero total de pessoas diabéticas de aproximadamente 221
milhdes .

A hiperglicemia é considerada a principal causa das complicagdes do diabetes.
Seus efeitos deletérios sédo atribuidos, entre outros fatores, a constituicdo de um grupo
heterogéneo de moléculas formado de uma reagdo nao-enzimatica de agucar com
grupos protéico, lipidico e acido nucléico. Esse grupo heterogéneo é chamado de
produtos das glicosilagdo avangada (AGEs). Além da produgédo enddégena de AGEs,
esses também podem ser introduzidos no corpo por fontes exdgenas. O tabaco, por
exemplo, € uma forma bem estabelecida de fonte exdégena de AGEs, e estudos

recentes tém mostrado que a dieta também é uma importante fonte de AGEs'*.
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Os individuos diabéticos apresentam maior risco para infeccbes e
complicacbes cardiovasculares do que os nao-diabéticos. A perfusdo tecidual e
doencas microvasculares tém uma importante correlagdo com a cicatrizacéo tecidual.
Em diabéticos o processo de cicatrizagao dos tecidos duros e moles € prejudicado em
conseqléncia de mudangas microvasculares, da diminuicdo do metabolismo protéico
e pela funcdo deficiente dos neutréfilos®®. Os relatos de estudos que investigam os
efeitos do estado diabético na cicatrizacdo mostram prejuizos substanciais no
mecanismo de osseointegr¢do, provocados pelas alteragdes qualitativas e
quantitativas dos componentes de regeneracgéao tecidual.

Balshi e Wolfinger'® lembram que os conceitos biolégicos dos efeitos do
diabetes na osseointegracao estido relacionados a interagdo de AGEs (produtos da
glicosilagao avancada) com a formacao de células dsseas e proteinas. A presencga de
AGEs parece produzir um ambiente desfavoravel para a osseointegracdo. A fim de
amenizar ou mesmo suprimir os efeitos danosos do acumulo de AGEs nos tecidos,
diversas substancias tém sido testadas com resultados promissores. A
aminoguanidina tem demonstrado capacidade para inibir a formagdao de AGEs do
colageno e membrana basal in vivo e in vitro, suprimindo o desenvolvimento da
retinopatia diabética experimental e prevenindo outras complicagdes sistémicas da
hiperglicemia como patologia cardiovascular, renal e do metabolismo 6sseo. Além
disso parece modular a resposta do hospedeiro por ser um recurso eficiente na
protecdo microvascular em pacientes com diabetes, e como inibidor da sintese da
éxido nitrico sintase (NOS) em processos inflamatérios'®.

Aiala et al."”

observaram que a disponibilidade local de aminoguanidina em
animais diabéticos levou a um aumento nos valores da forca de contratorque da
retencdo mecanica dos implantes ao mesmo nivel que em animais nao-diabéticos. Os
autores utilizaram membranas de quitosana carregadas com o farmaco na

concentracao de 7,35 mmol / kg de peso corporal.
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O presente estudo teve como objetivo avaliar a osseointegracdo de implantes
de titAnio instalados sem estabilidade primaria e associados ao enxerto de

quitosana/aminoguanidina em ratos diabético-induzidos.
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O experimento utilizou 60 (n=10) ratos machos com peso entre duzentos e
cinqlenta e trezentos gramas, da espécie Rattus norvegicus, ordem Rodentia,
linhagem Wistar, distribuidos em dois grupos, com 30 animais cada (Grupo A/ratos
saudaveis e Grupo B/ratos diabéticos) e estes subdivididos em trés grupos. Os grupos

foram nomeados da seguinte forma: |, Il e lll (tabela 1).

Tabela 1. Grupos experimentais A ou B

GRUPO N° ANIMAIS TRATAMENTO
GRUPO | 10 Usinado
GRUPO I 10 Quitosana
GRUPO Il 10 Quitosana/Aminoguanidina

Durante todo o experimento, os animais permaneceram alojados em gaiolas
plasticas padronizadas (39x32x16cm) com forragdo de maravalha (estéril) e mantidos
em temperatura controlada de aproximadamente 21 graus centigrados, com ciclo de
luz claro-escuro de 12 horas (luz de 6:00 as 18:00 horas), tendo agua e ragéo a
vontade. Todos os experimentos foram realizados entre 07:30 e 09:30 horas, com
objetivo de minimizar as influéncias circadianas. Os procedimentos de manipulagao,
alimentacgéao e limpeza foram realizados seguindo rotina habitual.

A perfuracao da tibia foi realizada em apenas um estagio. A refrigeragao foi
realizada através de irrigagcdo copiosa com solugéo fisiologica a 0,9 %. O implante,
apos ser removido do grau cirurgico estéril por meio de pinga de titanio, foi levado ao
local da sua instalagdo. Obedeceu-se ao preparo prévio da loja cirdrgica de acordo
com o grupo ao qual o animal pertencia (Tabela 1). O ato operatério foi finalizado com
o fechamento primario dos tecidos, por meio de suturas simples, com fio nylon 4-0,
montado em agulha atraumatica, semicircular, de 1,5 cm de comprimento, secgao
triangular, por planos e com auxilio de pinga Adson.

Decorridos 60 dias apds a instalagao dos implantes, a eutanasia foi realizada.
As tibias direitas foram removidas e o tecido mole excedente eliminado. Os
segmentos dsseos contendo os implantes foram seccionados, incluidos e corados com
vermelho de alizarina e azul de Stevenel para posterior analise histolégica e

histomorfométrica.
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Neste trabalho foi estabelecido como hipétese nula a ser testada se o reparo
0sseo ao redor de implantes de titdnio CP instalados sem estabilidade primaria em
ratos diabéticos ndo sofre influéncia da liberacdo local da aminoguanidina. O reparo
0sseo ao redor de implantes foi analisado qualitativamente e quantitativamente em
dois pardmetros distintos: (1) percentual de contato osso/implante e (2) area de
neoformagdo 6ssea produzida nas areas abrangentes de cada rosca do implante
dentario.

e Anélise Histologica Qualitativa

Para todos os implantes avaliados nos Grupos A e B observou-se a formagao
de tecido 6sseo, neoformado ou maduro, ao redor dos implantes e auséncia de tecido
fiboroso. Quando comparados os Grupos A e B (Saudaveis e Diabéticos,
respectivamente) entre si, diferencas histolégicas foram observadas para todos os
subgrupos: o Grupo Animais Saudaveis quando comparado ao Grupo Diabético, em
todos os subgrupos, mostrou maiores areas de formacgao 6éssea. Quando comparados
0s subgrupos do Grupo Animais Saudaveis observou-se que a membrana
quitosana/aminoguanidina ndo respondeu por maior formagao/maturacado de tecido
0sseo peiimplantar. No grupo diabético, no entanto, a instalagdo dos implantes junto a
membrana de quitosana/aminoguanidina favoreceu a formagéao éssea.

e Analise Histoldgica Quantitativa

Os valores obtidos para o percentual de contato osso/implante e percentual da
area 0ssea entre as roscas foram submetidos ao Teste de Normalidade e verificou-se
amostra nao-normal, tanto para os valores de contato osso/implante quanto para
aqueles referentes ao percentual de area 6ssea dentro dos limites das roscas do
implante. A distribuicdo ndo-normal exige a selecdo de teste estatistico nao-
paramétrico. O teste estatistico Kruskal-Wallis (p < 0.0001) foi realizado para testar a
hipdtese de que os diferentes grupos apresentam ou nao resultados estatisticamente
semelhantes em razdo do quadro sistémico e dos diferentes materiais de
preenchimento (Tabelas 2 e 3, Gréaficos 1 e 2). Quando o teste Kruskal-Wallis foi
aplicado para avaliagao dos resultados obtidos para contato osso/implante apresentou
h=58.4770. Quando aplicado para os valores obtidos para a area éssea dentro dos
limites da rosca encontrou-se h=58.5483.

e Percentual de contato osso-implante
Para estabelecer o percentual entre o contato intimo do osso neoformado e o

implante foram realizadas mensuragcbes lineares no perimetro do implante e
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contabilizadas tanto as medidas totais (das quatro roscas expostas) como a medida
dos perimetros tangentes ao tecido ésseo.

Quando analisadas as médias percentuais de tecido ésseo tangente a rosca do
implante os resultados deste trabalho identificaram diferengas estatisticas em raz&o do
quadro diabético e da associagdo do implante a quitosana e
quitosana/aminoguanidina. Assim, o Grupo Al mostrou diferencas estatisticas
significativas em relacdo ao Grupo All, com o percentual de contato osso/implante
significativamente maior no Grupo Al (Animais Saudaveis/Implante Usinado) quando
comparado ao Grupos All (Animais Saudaveis/Quitosana). Quando analisados os
animais diabéticos entre si, também foram observadas diferencgas significativas entre
os Grupos BI, Bll e Blll. Desse modo, o percentual de contato osso/implante foi
significativamente maior no Grupo BIlll (Animais Diabéticos/ Quitosana/
Aminoguanidina) quando comparado aos Grupos Bl (Animais Diabéticos/Implante
Usinado) e BIl (Animais Diabéticos/Quitosana).

Quando comparados animais saudaveis e diabéticos, o Grupo Al (Animais
Saudaveis/Implante Usinado) mostrou formacao dssea estatisticamente superior no
perimetro osso/implante ao Grupo Bl (Diabéticos/Implante Usinado) e Bl
(Diabéticos/Quitosana). O Grupo Alll (Animais Saudaveis/ Quitosana/Aminoguanidina)
mostrou resultados superiores para formacdo 6ssea que o Grupo Bll (Diabéticos/
Quitosana). As médias percentuais para cada grupo estao na Tabela 1.

e Areade tecido 6sseo neoformado dentro dos limites da rosca do implante

O segundo parametro avaliado refere-se ao percentual de area éssea total
encontrada dentro dos limites das roscas do implante. Quando as médias destes
percentuais foram analisadas os resultados obtidos identificaram, de forma
semelhante aos achados para o percentual de contato osso-implante, diferencas
estatisticas em razdo do quadro diabético e da associacdo do implante a quitosana e
quitosana/aminoguanidina. Assim, o Grupo Al mostrou diferencas estatisticas
significativas em relagao aos Grupos All e Alll. Assim, a area 6ssea entre as roscas foi
significativamente maior no Grupo Al (Animais Saudaveis/Implante Usinado) quando
comparado aos Grupos All (Animais Saudaveis/Quitosana) e Alll (Animais
Saudaveis/Quitosana/Aminoguanidina). Quando comparados os animais diabéticos
entre si, também foram observadas diferengas significativas entre o Grupo BlI, Bll e
Blll. Desse modo, a area 6ssea entre as roscas foi significativamente maior no Grupo
Blll (Animais Diabéticos/ Quitosana/ Aminoguanidina) quando comparado aos Grupos
Bl (Animais Diabéticos/ Implante Usinado) e BIl (Animais Diabéticos/Quitosana).

Quando comparados animais saudaveis e animais diabéticos o Grupo BII

(Animais Diabéticos/Quitosana) mostrou os piores resultados e estatisticamente
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inferiores todos os grupos estudados (Al, All, Alll, Bl e BIll). As médias percentuais

para cada grupo podem ser verificadas na Tabela 2.

Tabela 2. Percentual de contato osso/implante

%o de contato GRUPOS
osso/implante GAI GAII GAIlll GBI GBIl GBIII
62.85a | 43.12b | 50.89a | 38.76b | 11.21b | 61.98a

Tabela 3. Percentual de area 6ssea dentro dos limites das roscas do implante

% de area 6ssea
entre as roscas

GRUPOS

GAl GAll GAlll GBI GBIl GBIl
75.28a [23.11b | 5991a | 1598b | 8.68b 62.60a

Grafico 1. Percentual de contato osso/implante
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O diabetes mellitus um grave problema de saude publica por atingir parte
expressiva da populacao, por seu risco e pela grande dificuldade de seu controle.
Destaca-se também por suas complicacdes, mortalidade, altos custos financeiros e
sociais envolvidos no tratamento e deterioragdo significativa da qualidade de vida. No
periodo poés-cirurgia no paciente diabético irdo ocorrer modificacbes acentuadas nas
proteinas de cicatrizacdo e na formacao do coagulo sanguineo, principalmente fator
VII.

No presente trabalho, os resultados obtidos apds o estudo do reparo dsseo ao
redor de implantes de titdnio CP instalados sem estabilidade primaria em ratos
diabéticos e associados a liberacdo local de aminoguanidina a partir de membrana
(hidrogel) de quitosana/aminoguanidina mostraram que o percentual de contato osso-
implante e o percentual de area 6ssea no interior das roscas sofreram influéncia do
quador sistémico e da disponibilidade local de aminoguanidina. Rejeita-se, portanto, a
hipétese nula no presente estudo.

Uma possivel explicagédo seria o papel inibidor da aminoguanidina na formagéao
de AGEs do colageno inicial, o que permitiria maior estabilidade do coagulo de fibrina,
de tal sorte que mesmo se tratando de um organismo diabético, houve formagao de
tecido 6sseo periimplantar em patamares semelhantes ao organismo saudavel. Esta
afirmacao esta embasada na analise dos valores obtidos para a formacao éssea no
perimetro e entre as roscas do implante onde o Grupo Blll (animais diabéticos que
receberam implante de titdnio associado a membrana de quitosana/aminoguanidina)
apresentou valores estatisticamente semelhantes aos grupos dos animais saudaveis,
Al, All e Alll.

Um dado importante observado nos resultados obtidos € que a membrana
proposta em nosso estudo (quitosana/aminoguanidina) ndo aumentou a formagao
O0ssea em animais saudaveis, apenas nos animais diabéticos. Este comportamento
poderia ser explicado em razdo do organismo normal ndo apresentar altos niveis de
proteina glicada, como ocorre no organismo diabético. Outra consideragao importante
a ser feita € que a membrana de quitosana pura promoveu diminui¢ao estatisticamente
significativa na formagdo 6ssea nos Grupos All e Bll, acentuada nos animais
diabéticos, que apresentaram os mais baixos valores de formagdo 6ssea quando
comparados todos os grupos entre si (animais saudaveis e animais diabéticos). Esse
desempenho biolégico nos leva a acreditar que a quitosana pura nao fornece o

Y

arcabougo osteoindutor tal qual a quitosana associada a aminoguanidina. Embora
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inerte ao organismo (pois mesmo tardia, houve formacgao 6ssea), a quitosana pura nao
apresenta fungao biolégica que indique sua aplicagao.

Esses achados sdo corroborados pelos trabalhos de Aiala et al.' que
observaram que a disponibilidade local de aminoguanidina em animais diabéticos
levou a um aumento nos valores da forca de contratorque da retencdo mecéanica dos
implantes ao mesmo nivel que em animais nao-diabéticos. Os autores utilizaram
membranas de quitosana carregadas com o farmaco na concentra¢ao de 7,35 mmol /
kg de peso corporal.

Parece importante destacar que o quadro diabético ndo inibiu a formacao
O0ssea, a qual se mostrou em menor percentual quando analisada no perimetro
osso/implante e na area entre as roscas.

Nossos resultados vdo de encontro aos estudos de Balshi e Wolfinger' que
avaliaram a estabilidade de 18 implantes do sistema Branemark carregados
imediatamente em uma paciente diabética de 71 anos de idade, controlada por
insulina, nos primeiros 30 meses depois da cirurgia, correlacionando os dados
encontrados com a estabilidade de implantes em pacientes saudaveis. As medidas
foram realizadas através da analise da frequéncia de ressonancia em todos os
implantes no dia da cirurgia e em um, dois, trés, seis e 30 meses apds a cirurgia.
Todos os implantes permaneceram em fungcdo apos os 30 meses de
acompanhamento, sendo que a estabilidade média diminuiu 12,7% nos primeiros 30
dias, o dobro do observado na populagdo geral. Apdés o periodo do estudo, a
estabilidade média dos implantes continuou a aumentar, entretanto, néo
permanecendo igual as medidas iniciais do dia da cirurgia. Os autores concluiram que,
apesar das diferencas metabodlicas dos pacientes diabéticos, um protocolo de
carregamento imediato pode ser bem-sucedido e resultar em boa osseointegracao.

Podemos inferir que a inser¢ao de implantes de Ti-CP usinados em organismos
diabéticos, em situacbes de auséncia de estabilidade primaria e associados a
membrana (hidrogel) de quitosana/aminoguanidina resulta na possibilidade de
utilizagdo de entrega local de aminoguanidina, representando estratégia promissora,
capaz de contribuir favoravelmente para a osseointegragdo em pacientes com

alteracdes metabdlicas, tais como o diabetes mellitus.
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‘Concfu.s'iz’o

Com base na metodologia empregada e nos resultados obtidos é possivel
concluir que:

» O reparo 6sseo ao redor de implantes de titanio CP instalados sem estabilidade

primaria em ratos diabéticos sofreu influéncia da liberacdo local de

aminoguanidina.
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