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Capalbo LC, Alves Rezende MCR. Obtencido e caracterizacdo de superficie de
implante nanoestruturada: efeitos sobre a osseointegragdo em ratos diabéticos.
(Trabalho de Conclusdao de Curso — Graduagdo). Faculdade de Odontologia de
Aracgatuba, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2016, 35p.

RESUMO

A utilizacdo de biomateriais associados a implantes com superficie bioativa em
situagbes de ancoragem primaria comprometida pode favorecer a osseointegracdo em
quadros diabéticos. Estudos com nanotubos de o6xido de titanio (TiO, ) sugerem
potencializagdo da diferenciacdo celular, melhorando a integragdo do tecido ésseo em
superficies de implantes dentarios, particularmente quando estes sdo associados a
substitutos dsseos. O propdsito deste trabalho foi avaliar histomorfometricamente em
ratos diabéticos o reparo dsseo ao redor de implantes com superficie nanoestruturada
(recobrimento com nanotubos) e associados a adesivo fibrinico/acido tranexamico.
Foram confeccionados 64 implantes de titdnio comercialmente puro divididos em dois
grupos (n=32): A(Saudaveis) e B(Diabéticos) e subdivididos em (n=8) Gl(Usinado),
Gll(Usinado/Adesivo Fibrinico/Acido Tranexamico), Glll(Nanotubos) e
GIV(Nanotubos/Adesivo Fibrinico/Acido Tranexamico). Para a formacéo de nanotubos
na superficie do titdnio foi utilizada anodizacdo eletroquimica. Os implantes, apoés
esterilizagao com radiagdo gama (25 kGy) foram implantados em tibias de 32 ratos
machos saudaveis (Grupo A) e 32 diabéticos (Grupo B). Apds incisao, divulsao,
acesso 0sseo e perfuragdo com sobrefresagem, os leitos foram preenchidos com o
material destinado a cada grupo, os implantes instalados e a sutura realizada. Os
animais foram eutanasiados aos 60 dias pds-operatorios, as pecas processadas em
MMA e coradas em Stevenel's blue/Alizarin Red para analise histomorfométrica.
Foram analisados o percentual de contato osso/implante (BIC) e a fragdo 6ssea entre
as roscas (BAFO). Observou-se maiores valores de BIC e BAFO para GIV se
comparado a Gl e para AGI comparado a BGI e AGIV comparado a BGIV. (p <0,05).
Nao houve diferenca estatistica entre todos os outros grupos experimentais. Concluiu-
se que a osseointegracdo de implantes em ratos diabéticos foi favorecida pela

superficie bioativa e sua associagéo a adesivo fibrinico/acido tranexamico.

Descritores: Osseointegracao; Materiais Biocompativeis; Propriedades de Superficie.
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O diabetes mellitus ¢ uma sindrome complexa de origem multifatorial, caracterizada por um
distirbio metabodlico, em que a capacidade de metabolizagdo de glicidios se encontra prejudicada. A
insuficiéncia de insulina ocasiona a entrada diminuida de glicose sanguinea nos tecidos e a elevagdo da
glicemia, que, em sua forma mais grave, ¢ acompanhada de cetose e/ou protedlise. Alteragdes no
metabolismo das proteinas e dos lipidios também sdo identificadas. Uma elevagdo cronica na glicose
sanguinea esta associada ao desenvolvimento de doengas dos pequenos vasos (microangiopatia) e danos
em varios orgdos, especialmente, olhos, rins, coragdo, nervos ¢ vasos sanguineos1 A grande parte dos
pacientes diabéticos pertence a uma das duas classes etiopatogénicas: diabetes mellitus tipo I e diabetes
mellitus tipo II. No Brasil, assim como na maioria dos outros paises, o diabetes mellitus tipo II é o estado
hiperglicémico mais comum dessas duas classes, constituindo cerca de 90% dos diabéticos. No diabetes
mellitus tipo I, a predisposi¢do genética multipla é necessaria, mas nao suficiente para causar a doenga.
Fatores ambientais devem dar inicio ao processo auto-imune nas células . O diabetes mellitus tipo II é
uma doenga ou uma sindrome frequentemente associada a uma forte predisposi¢do genética, geralmente
mais intensa do que no diabetes tipo I ¢ a manifestagdo do componente genético estd sujeita a uma
importante influéncia de fatores ambientais. Assim, o risco de se desenvolver o diabetes tipo II aumenta
com a idade, sobrepeso e sedentarismo'”.

O ntmero de individuos acometidos com diabetes mellitus estd aumentando em numeros
alarmantes no Brasil € no mundo, particularmente o diabetes mellitus tipo 11, ndo-insulino dependente.
Dados epidemiologicos da ultima década do século XX mostram que 124 milhdes de pessoas em todo o
mundo apresentavam diabetes, dos quais 97% tinham diabetes tipo II. Dados de 2012 apontam 371
milhdes de pessoas portadoras de diabetes com idades entre 20 e 79 anos, sendo 13,4 milhdes no Brasil,
colocando o pais em 4* posi¢do entre os paises com maior prevaléncia®”

Os individuos diabéticos apresentam maior risco para infec¢des e complicagdes cardiovasculares
e cicatriciais do que os ndo-diabéticos em razdo de alteracdes na perfusdo tecidual , permeabilidade
microvascular, diminui¢io do metabolismo proteico e fung¢do deficiente dos neutrofilos®. Os relatos de
estudos que investigam os efeitos do estado diabético na cicatrizagdo mostram prejuizos substanciais no
mecanismo de reparo tecidual, provocados pelas alteragdes qualitativas e quantitativas dos componentes

de regeneragao tecidual.
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A utilizagdo de biomateriais, de forma isolada ou combinada a modificacdo de superficie joga
papel fundamental na osseointegracdo de implantes dentdrios em pacientes diabéticos, principalmente
frente a situagdes de ancoragem priméria comprometida’*®.

Alguns fatores sdo reconhecidos como fundamentais para a obtengdo ¢ manutencdo da
osseointegragdo, definidos como “tridngulo de sucesso de Massler”, e estdo relacionados ao paciente ou
hospedeiro, ao sistema de implantes e a equipe de profissionais™'®. Estes trés aspectos estdo intimamente
relacionados e o grau de harmonia entre eles € que serd determinante no resultado positivo ou negativo do
tratamento com implantes osseointegrados.

Davarpanah et al.'” discorreram sobre os fatores que podem influenciar o reparo 6sseo, entre
esses destacaram os relacionados ao hospedeiro (gerais, locais e de risco), ao sistema de implante
(biocompatibilidade, formato e tipo de superficie) e os principios cirrgicos e protéticos. Contraindicaram
o uso de implantes durante a fase de crescimento, em cardiopatias de alto risco (doengas congénitas,
valvas protéticas, antecedentes de endocardite), durante a fase ativa de quimioterapia e em pacientes com
doengas psiquidtricas. Nao contraindicaram a terapia com implantes nos idosos, nas doengas do
metabolismo dsseo (osteoporose, osteomalacia, Doenga de Paget e em mielomas multiplos), nas doengas
enddcrinas (diabetes e hiperparatireoidismo), nas reumaticas (artrite reumatéide, Sindrome de Sjogren e
Lupus Eritematoso), nas hematoldgicas e em areas irradiadas. Descreveram que o estado da mucosa
(presenca de candidiase, eczema, liquen plano, leucoplasia e erosdo) deve estar saudavel ou ser tratada
antes da terapia. Destacaram que os fatores locais de qualidade do tecido (osso tipo I, II, IIl e IV) e
quantidade apresentam intima relagdo com a osseointegracido, com a piora do prognodstico na medida em
que se caminha para osso tipo IV em regides da maxila. Recomendaram que as doengas periodontais
devessem ser tratadas previamente a instalagdo dos implantes. Concluiram que o tabagismo e o etilismo
sdo igualmente fatores de risco envolvidos na terapia com implantes osseointegrados.

Yama et al. '' compararam a quantidade da formacgo ossea e sua distribuigio ao redor de
hidroxiapatita instalados em animais diabéticos e sadios e observaram que a formagdo ¢ssea ao redor dos
implantes do material foi comprometida pelo diabetes, principalmente na area distante do endodsteo e
peridsteo. Também Takeshita et al.'” estudaram em tibias de rato a influéncia do diabetes mellitus na
interface osso-implante de hidroxiapatita e observaram que osseointegracdo na regido medular foi
prejudicada no grupo diabético, quando comparado ao grupo controle. Com isso, 0s autores sugeriram

que a condi¢do Ossea da area receptora do implante ¢ um importante fator a ser analisado durante sua

Trabalko de Genelusio de Gurso Leticia Gabrera (Czymfﬁo



Pagina |18

instalagio. Estes mesmos autores' avaliaram posteriormente a osseointegracdo de implantes de titdnio em
ratos com diabetes induzida e observaram menor formagdo Ossea ao redor de implantes de titanio
concluindo que o diabetes descontrolado pode prejudicar a formacgdo Ossea ao redor de implantes
osseointegrados. Nevins et al.'* analisaram a osseointegragio de implantes com tratamento superficial
plasma-spray em ratos diabético-induzido e observaram que o diabetes influenciou negativamente a
formagio Ossea. Fiorellini et al."” avaliaram a influéncia do diabetes controlado com insulina no processo
de cicatrizacdo dssea ao redor de implantes e encontraram resultados que sugerem que o diabetes
controlado ainda pode ser um fator de risco para o sucesso dos implantes, pois o uso de insulina ndo
restauraria todas as fungdes alteradas pelo diabetes. Em 2002 Gerritsen et al.'® estudaram o efeito do
diabetes induzido na osseointegra¢do de implantes biofuncionais (tratamento superficial com fosfato de
calcio) em coelhas e observaram que a densidade 6ssea foi estatisticamente menor nos animais diabéticos
nas areas medulares, o que sugere que a instalagdo de implantes em diabéticos ndo é uma contra-
indicag¢@o quando existe uma 6tima ancoragem em 0sso cortical.

McCracken et al.'” analisaram a resposta Ossea em ratos diabéticos frente & instalagio de
implantes de liga Ti-6Al-4V e observaram que houve um retardo no reparo dsseo nos animais diabéticos
em relagio a qualidade e a quantidade do tecido dsseo formado. Giglio et al.'® avaliaram a influéncia do
diabetes no reparo Osseo frente a colocagdo de implantes laminados em ratos diabéticos e sadios. A
analise histométrica revelou menor porcentagem de osseointegracdo para o grupo diabético. Também
Siqueira' comparou influéncia do controle insulinico na osseointegragio e valores de torque de implantes
usinados e jateados em ratos diabéticos aloxanicos e observaram correcdo das alteragdes reparacionais e
valores semelhantes de torque.

Novaes e Ortolan® avaliaram a formagdo 6ssea ao redor de implantes dentarios em ratos
diabéticos aloxanicos controlados com insulina, em relacdo a ratos ndo diabéticos e diabéticos ndo
controlados e observaram que a terapia com insulina permitiu uma melhora no padrdo da osseointegrago
dos implantes, porém ndo sendo possivel igualar os resultados aos obtidos no grupo controle.

Em 2013 Genaro et al.”' compararam a formagio 0ssea ao redor de implantes de superficie lisa e
tratada, instalados em ratos diabético-induzidos e ndo-diabéticos, investigando tanto as diferengas na
formagao Ossea (padrdo de osteogénese) entre os dois quadros metabdlicos e as diferentes superficies,

como também sua relagdo com o diabetes. Concluiram que nos implantes de superficie lisa, o diabetes
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interferiu negativamente na osseointegra¢do, enquanto que as superficies tratadas com acido promoveram

maior contato osso-implante, indicando seu uso seletivo em pacientes diabéticos.
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O presente estudo teve como objetivo avaliar histomorfometricamente em ratos diabéticos o
reparo Osseo ao redor de implantes com superficie nanoestruturada (recobrimento com nanotubos) e

associados a adesivo fibrinico/acido tranexamico.
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14 P
Material e Metods

Para o estudo foram confeccionados 64 implantes de titanio, dos quais 32 sofreram anodizagdo
eletroquimica. Os materiais que foram utilizados no experimento para preenchimento da cavidade
cirargica (defeito 6sseo) estdo elencados na Tabela 1. O 4cido tranexamico foi utilizado em solugdo a 5%.
duplamente filtrada. Para a armazenagem e manipulacdo desses materiais foram obedecidas as

recomendagdes do fabricante.

Tabela 1 — Material para preenchimento do defeito 6sseo

MATERIAL COMPOSICAO FABRICANTE
Fibrinogénio, trombina, Immuno SA
Tissucol® aprotinina,cloreto de calcio
C8H15N02 Nikkho SA
Transamim®

O experimento utilizou 64 ratos machos, distribuidos aleatoriamente em dois grupos, A e B, com
32 animais cada, ¢ estes subdivididos em quatro grupos (n=8). Os grupos foram nomeados da seguinte
forma: I, 11, Il e IV (tabela 2).

Durante todo o experimento, os animais permaneceram alojados em gaiolas plasticas
padronizadas (39x32x16cm) com forracdo 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 ragdo a vontade.

Tabela 2 — Grupos experimentais (A ou B)

GRUPO N° ANIMAIS TRATAMENTO
GRUPO 1 8 Usinado
GRUPO 11 8 Usinado/ Adesivo fibrinico (Tissucol)/Acido
Tranexamico
GRUPO III 8 Nanotubos
GRUPO IV 8 Nanotubos/ Adesivo fibrinico (Tissucol)/Acido
Tranexamico

Apds a indugdo anestésica a tibia direita foi tricotomizada em sua porg¢do ventral e o preparo do
local para a insercdo do implante foi realizado com broca em baixa rotagdo em apenas um estagio. A
refrigera¢do foi realizada através de irrigacdo copiosa com solucdo fisioldgica a 0,9 %. O implante foi
levado ao local da sua instalacdo e obedeceu-se-a ao preparo prévio da loja cirtirgica de acordo com o

grupo ao qual o animal pertencia (Tabela 2). O ato operatorio foi finalizado com o fechamento primario
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dos tecidos, por meio de suturas simples, com fio nylon 4-0. Os animais foram eutanasiados aos 60 dias
pos-operatorios, as tibias direitas foram removidas e o tecido mole excedente eliminado. Os segmentos
osseos contendo os implantes foram preparados e corados com vermelho de alizarina e azul de Stevenel

para posterior analise histologica e histomorfométrica.
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Neste trabalho foi estabelecido como hipotese nula a ser testada se o reparo 6sseo ao redor de
implantes de titanio CP instalados sem estabilidade primaria em ratos diabéticos era dependente da
modificacdo da superficie do implante (nanotubos) e de sua associagdo a adesivo fibrinico/acido
tranexamico. O reparo 6sseo ao redor de implantes foi analisado qualitativamente e quantitativamente em
dois parametros distintos: (1) percentual de contato osso/implante e (2) area de neoformacdo dssea
produzida nas areas abrangentes de cada rosca do implante dentario.

e Analise Histolégica Qualitativa

Para todos os implantes avaliados nos Grupos A e B, observou-se a formagao de tecido dsseo ao
redor dos implantes e auséncia de tecido fibroso. Quando comparados os Grupos A e B (Ndo-Diabéticos e
Diabéticos, respectivamente) entre si, diferencas histologicas foram observadas nos subgrupos II (IIA e
IIB) que receberam tratamento de superficie por meio do crescimento de nanotubos apos anodizagéo.
Nestes subgrupos observou-se maior quantidade de trabéculas Osseas indicativos de aceleragdo do
processo de formagdo dssea.

e Percentual de contato osso-implante

Para estabelecer o percentual entre o contato intimo do osso neoformado e o implante foram
realizadas mensuragdes lineares no perimetro do implante e contabilizadas tanto as medidas totais (das
quatro roscas expostas) como a medida dos perimetros tangentes ao tecido 6sseo. Quando analisadas as
médias percentuais de tecido dsseo tangente a rosca do implante, os resultados deste trabalho mostraram
que o Grupo IB apresentou os menores resultados, estatisticamente diferentes dos grupos IA e IIA e IIB.
Também foram observadas diferencas estatisticas entre os Grupos A e B quando comparados os
subgrupos I e II. As médias percentuais para cada grupo podem ser verificadas na Tabela 1.

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

O segundo parametro avaliado neste trabalho refere-se ao percentual de area Ossea total
encontrada dentro dos limites das roscas do implante. Quando as médias destes percentuais foram
analisadas, os resultados obtidos foram semelhantes aos encontrados para o percentual de contato 0sso-
implante. Assim o Grupo IB apresentou os menores resultados, estatisticamente diferentes dos grupos 1A
e [IA e IIB. Também foram observadas diferengas estatisticas entre os Grupos A ¢ B quando comparados

os subgrupos I e II. As médias percentuais para cada grupo podem ser verificadas na Tabela 2.
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O teste estatistico ANOVA (p < 0,01) foi realizado para testar a hipotese de que os diferentes

grupos apresentam ou ndo resultados estatisticamente semelhantes em razdo do tratamento de superficie

do implante e dos estado sistémico dos animais (Graficos 1 e 2).

Tabela 3. Percentual de contato osso/implante (BIC)

. Grupos
% de G Al GAIl | GAIIl | GAIV G BI G BII GBIII | GBIV
contato
37.9aF | 58.2a 43.5a 89.7bH | 19.1cG | 34.8c 51.2¢ 68.7d1
Tabela 4. Percentual de area dssea dentro dos limites das roscas do implante (BAFO)
o GRUPOS
Yodrea | "GAI | GAIl | GAIl | GAIV | GBI | GBI | GBI | GBIV
ossea
6.8aF 62.1a 13.5a 79.7bH | 15.6cG | 23.4c 49.2¢ 56.3d1
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Diabetes ¢ considerada um problema de satide ptiblica por sua magnitude, risco e dificuldades no
seu controle. Destaca-se também por sua alta frequéncia na populacdo, suas complicagdes, mortalidade,
altos custos financeiros e sociais envolvidos no tratamento e deterioracdo significativa da qualidade de
vida. No periodo pods-cirurgia no paciente diabético irdo ocorrer modificagdes das proteinas de
cicatrizacdo na formacdo do codgulo sanguineo, principalmente fator VII. Durante a fase da
osseointegragdo ha forte diminuigdo de células osteoclasticas e osteoblasticas minimizando a capacidade
de formagdo da matriz dssea ¢ de sua mineralizagdo. Na manutencdo da osseointegragdo, a diabetes ira
alterar a fisiologia 6ssea diminuindo a capacidade de renovag@o 6ssea do tecido dsseo.

O proposito do presente trabalho foi avaliar se o reparo 6sseo ao redor de implantes de titdnio CP
instalados sem estabilidade primaria e associados a adesivo fibrinico/acido tranexamico em ratos
diabéticos sofre influéncia da modificacdo da superficie do implante (nanotubos).

Os resultados encontrados neste trabalho mostram que o percentual de contato osso-implante ¢ o
percentual de area 6ssea no interior das roscas sofreram influéncia do tratamento de superficie quando se
considerou o mesmo grupo sistémico. Diferengas estatisticas também foram observadas quando
comparados os percentuais em animais nao-diabéticos e diabéticos. Rejeita-se, portanto, a hipdtese nula.

Uma possivel explicacdo seria o favorecimento inicial que o tratamento de superficie ofereceria e
sua potencializagdo pelo uso da associagdo adesivo fibrinico/acido tranexdmico, a qual fornece ao
organismo estavel coagulo de fibrina, de tal sorte que ao final de 60 dias os grupos com tratamento de
superficie (anodizacdo com formacdo de nanotubos), apresentaram percentual de formagdo Ossea
estatisticamente superiores.

Buser et al.'® destacam a importincia das propriedades de superficie: topografia, carga de
superficie e molhabilidade uma vez que afetam processos tais como adsor¢do idnica, absor¢do de
proteinas, interacao célula-superficie, bem como crescimento/desenvolvimento celular na interface entre
0 0sso e o implante dentario.

Esses pontos sdo corroborados pelos trabalhos de Kalebo et al.”* avaliaram o efeito da associagdo
de sistema adesivo fibrinico na taxa de reparag@o ao redor de implantes de titanio cp. Concluiram que a
osseointegragdo foi fortemente influenciada pelo uso do material em associagdo ao implante.

1-23

Também Urban et al.”” estudaram o efeito do adesivo fibrinico Beriplast® associado a particulas

ceramicas, hidroxiapatita ou fosfato tricdlcico na velocidade da osseointegracdo de implantes.
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Observaram facilitacdo no processo de reparacdo além da incorporacdo dos materiais particulados ao
organismo.

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

De fato, Balshi et al.** avaliaram a estabilidade de 18 implantes do sistema Brénemark
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 sauddveis. 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 apos a cirurgia.
Todos os implantes permaneceram em funcdo apds os 30 meses de acompanhamento, sendo que a
estabilidade média diminuiu 12,7% nos primeiros 30 dias, o dobro do observado na populagdo geral.
Apds o periodo do estudo, a estabilidade média dos implantes continuou a aumentar, entretanto, nao
permanecendo igual as medidas iniciais do dia da cirurgia. Os autores concluiram que, apesar das
diferencas metabolicas dos pacientes diabéticos, um protocolo de carregamento imediato pode ser bem-
sucedido e resultar em boa osseointegracao.

Podemos inferir que a associa¢do do tratamento superficial por meio de anodizagdo e sua
associacdo a adesivo fibrinico/acido tranexamico resultam em novas estratégias capazes de contribuir

favoravelmente para a osseointegragdo em pacientes com alteragcdes metabodlicas, tais como o diabetes.
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Com base na metodologia empregada e nos resultados obtidos ¢ possivel concluir que:

e O reparo 6sseo ao redor de implantes de titdnio CP instalados sem estabilidade primaria
e associados a adesivo fibrinico/acido tranexamico em ratos diabéticos sofreu influéncia

da modificacdo da superficie do implante (nanotubos).
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