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RESUMO

O diabetes mellitus é uma doenca cronica que apresenta varias complicacdes
advindas do estado diabético e representa um dos principais problemas de saude
publica do mundo moderno. Este trabalho € apresentado em duas sec¢des no
formato de artigos cientificos. O primeiro artigo consiste de uma revisao de literatura,
que considera os aspectos relativos as complicaces geradas pelo estado diabético
e suas consequéncias no processo de remodelacdo 6ssea periimplantar. O segundo
avalia os efeitos da administracdo da aminoguanidina no reparo 0sseo periimplantar
em ratos com diabetes induzido. Para tanto, uma amostra composta de trinta e seis
ratos foi randomicamente dividida em seis grupos de seis animais: (G1) animais
saudaveis sem administracdo de aminoguanidina, (G2) e (G3) animais saudaveis
com administracdo diaria de 10 mg/kg e 20 mg/kg peso de aminoguanidina,
respectivamente, (G4) animais diabéticos sem administracdo de aminoguanidina,
(G5) e (G6) animais diabéticos com administracdo diaria de 10 mg/kg e 20 mg/kg
peso de aminoguanidina, respectivamente. Um implante osseointegravel de titanio
foi introduzido no fémur dos animais, e apdés o procedimento cirdrgico foi iniciado o
protocolo de aplicacbes de aminoguanidina. Vinte e oito dias apds a cirurgia, 0S
animais foram sacrificados, os implantes foram removidos, por meio da aplicagao de
contratorque, e a forca maxima requerida para sua remocao foi registrada utilizando-
se um torquimetro analdgico. Resultados : Na auséncia da administracdo de
aminoguanidina, a média dos valores de forca de contratorque para remocao dos
implantes no grupo de animais saudaveis foi estatisticamente superior a média dos
valores obtidos para o grupo de diabéticos. Entre 0s grupos de animais saudaveis
nao foi observada diferenca estatisticamente significativa nas médias dos valores de
contratorque para remocdo dos implantes, independentemente das dosagens
administradas de aminoguanidina. Entre os grupos de animais diabéticos observou-
se que a administracdo de 20 mg/kg peso de aminoguanidina elevou os valores de
forca de contratorque ao nivel dos valores encontrados para os grupos de animais
saudaveis. Conclusdo: A inibicdo de produtos avancados da glicosilacdo por meio
da administracdo da aminoguanidina pode suprimir os prejuizos causados pelo
diabetes no processo de reparo 6sseo periimplantar.

Palavras-chave: Aminoguanidina. Diabetes mellitus. Osseointegracdo. Periimplante



INTRODUCAO GERAL

O diabetes mellitus € uma sindrome complexa de origem multifatorial,
caracterizada por um disturbio metabdlico, em que a capacidade de metabolizacdo
de glicidios se encontra prejudicada. A insuficiéncia de insulina ocasiona a entrada
diminuida de glicose sanguinea nos tecidos e a elevacdo da glicemia, que, em sua
forma mais grave, € acompanhada de cetose e ou protedlise. Alteracdes no
metabolismo das proteinas e dos lipidios também s&o identificadas. Uma elevacéo
cronica na glicose sanguinea esta associada ao desenvolvimento de doencas dos
pequenos vasos (microangiopatia) e danos em varios 0rgaos, especialmente, olhos,
rins, coracao, nervos e vasos sanguineos (PIMENTA, 1997).

A classificacdo e o diagnostico do diabetes mellitus tém passado por
alteracdes nos ultimos anos. Conforme a Organizacdo Mundial de Saude (OMS,
1999), a classificacdo do diabetes € baseada nos tipos etiolégicos, e ndo nos tipos
de tratamento. Os dois tipos mais comuns de diabetes s&o: tipo I, que indica o
processo de destruicdo das células B, e o tipo Il, caracterizada pela desordem da
acao de insulina ou de sua secre¢ado. Uma terceira categoria, menos comum, inclui o
diabetes causado por um defeito precedente especifico e identificavel, como um
defeito genético ou uma doenca da porcao exocrina do pancreas. De acordo com a
Associacdo Americana de Diabetes, valores de glicose plasmatica entre 100 a 125
mg/dl sdo diagnosticados como pré-diabetes, e valores iguais ou maiores de 126
mg/dl sdo diagnosticados como diabetes (WORLD HEALTH ORGANIZATION,1999).

A grande parte dos pacientes diabéticos pertence a uma das duas classes
etiopatogénicas: diabetes mellitus tipo | e diabetes mellitus tipo Il. No Brasil, assim
como na maioria dos outros paises, o diabetes mellitus tipo Il é o estado
hiperglicémico mais comum dessas duas classes, constituindo cerca de 90% dos
diabéticos. No diabetes mellitus tipo |, a predisposicdo genética multipla é
necessaria, mas nao suficiente para causar a doenca. Fatores ambientais devem dar
inicio ao processo auto-imune nas células B. O diabetes mellitus tipo Il € uma
doenca ou uma sindrome frequentemente associada a uma forte predisposicao
genética, geralmente mais intensa do que no diabetes tipo I. A manifestacdo do

componente genético esta sujeita a uma importante influéncia de fatores ambientais.
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Assim, o risco de se desenvolver o diabetes tipo Il aumenta com a idade, a
obesidade e o sedentarismo (PIMENTA, 1997).

As taxas de diabates mellitus estdo aumentando em numeros alarmantes,
particularmente o diabetes mellitus ndo-insulinodependente. Dados epidemioldgicos
de 1997 mostram que 124 milhdes de pessoas em todo o mundo apresentavam
diabetes, dos quais 97% tinham diabetes tipo II. Estimativas para o ano de 2010
apontam um numero total de pessoas diabéticas de aproximadamente 221 milhdes
(AMOS; MCCARTY; ZIMMET, 1997; PEPPA; URIBARRI; VLASSARA, 2003).

A hiperglicemia € considerada a principal causa das complicagcdes do
diabetes. Seus efeitos deletérios sdo atribuidos, entre outros fatores, a constituicdo
de um grupo heterogéneo de moléculas formado de uma reacdo ndo-enzimatica de
acucar com grupos protéico, lipidico e acido nucléico. Esse grupo heterogéneo é
chamado de produtos das glicosilacdo avancada (AGEs). Além da producdo
endogena de AGEs, esses também podem ser introduzidos no corpo por fontes
exdgenas. O tabaco, por exemplo, € uma forma bem estabelecida de fonte exdgena
de AGEs, e estudos recentes tém mostrado que a dieta também € uma importante
fonte de AGEs (PEPPA; URIBARRI; VLASSARA, 2003).

Os individuos diabéticos apresentam maior risco para infeccbes e
complicagBes cardiovasculares do que os ndo-diabéticos. A perfusdo tecidual e
doencas microvasculares tém uma importante correlacdo com a cicatrizacéo
tecidual. Em diabéticos o processo de cicatrizacdo dos tecidos duros e moles é
prejudicado em consequéncia de mudancas microvasculares, da diminuicdo do
metabolismo protéico e pela funcao deficiente dos neutrofilos (PELED et al., 2003).

Os relatos de estudos que investigam os efeitos do estado diabético na
cicatrizacdo mostram prejuizos substanciais no mecanismo de reparo tecidual,
provocados pelas alteragbes qualitativas e quantitativas dos componentes de
regeneracdo tecidual. No entanto, sdo necessarios maiores esclarecimentos
relativos as consequéncias das alteracdes hiperglicEmicas na fisiologia dos tecidos
periimplantares o que justifica novas linhas de investigacées que buscam o melhor

entendimento do processo cicatricial em individuos diabéticos.
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OBJETIVOS DO ESTUDO

Geral

. Avaliar os efeitos da administracdo da aminoguanidina no reparo 0sseo

periimplantar em ratos com diabetes induzido.

Especificos

Revisar o conhecimento sobre os efeitos adversos do diabetes mellitus no
processo de remodelacdo 6sseo periimplantar.

Avaliar o efeito da aplicacdo de diferentes concentracdes de aminoguanidina
no reparo 6sseo periimplantar de ratos saudaveis e diabético-induzidos.

Comparar o nivel de osseointegracdo nos diferentes grupos de estudo a partir
da mensuracdo da for¢a de contratorque necessaria para o rompimento da interface

osso-implante.
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CONSIDERACOES GERAIS

No presente estudo pode-se considerar que diversos autores investigaram 0s
efeitos do diabetes mellitus no processo de reparo tecidual. A maioria dos estudos
aponta prejuizos no processo de reparo tecidual e os relacionam a alteracées no
metabolismo de glicose e proteinas, acumulo tecidual de moléculas glicosiladas e
suas interacdes com células 6sseas, colageno e proteinas nao-colagenas.

A indicacdo e o planejamento de reabilitagcbes orais com a utilizacdo de
implantes osseointegraveis em individuos diabéticos vém sendo discutidos e
analisados em varios estudos. Entretanto, na atualidade observa-se que nédo ha
consenso na literatura sobre a previsibilidade de tratamentos com implantes
dentarios realizados em pacientes diabéticos nem protocolo definido para um
aumento dessa previsibilidade.

Os resultados das pesquisas que abordam essa linha de investigagdo nao
fornecem dados consistentes que permitem estabelecer critérios cientificamente
embasados para montar um protocolo de indica¢des cirdrgicas na implantodontia em
pacientes diabéticos.

Por fim, observa-se que alguns estudos sao conflitantes, portanto séo
necessarias novas pesquisas para uma melhor elucidacdo dos conhecimentos

nessa area.
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ABSTRACT

Diabetes mellitus is a chronic disease which presents a number of complications
stemming from a diabetic state and represents one of the main public health problems
of the modern world. This work is presented in two sections in the form of scientific
articles. The first article consists of a review of the literature which considers the
aspects relative to complications generated by the diabetic state and their
consequences in tissue repair and bone remodeling. The second article assesses the
effects of the administration of aminoguanidine on peri-implant bone repair in rats with
induced diabetes. For this, a sample comprised of 36 rats were randomly divided into
six groups of six animals each: (G1) healthy animals without the administration of
aminoguanidine, (G2) and (G3) healthy animals with a daily administration of 10mg/Kg
and 20mg/Kg of aminoguanidine, respectively, (G4) diabetic animals without the
administration of aminoguanidine, and (G5) and (G6) diabetic animals with a daily
administration of 10 mg/Kg and 20 mg/Kg of aminoguanidine, respectively. A titanium
osseointegrated implant was introduced into the femur of the animals. After the
surgical procedure, the aminoguanidine application protocol was begun. Twenty eight
days after the surgery, the animals were sacrificed, screws were removed by applying
a counter torque, and the maximum force required for their removal was registered
using an analogical torque meter. Results : Among the healthy groups (G1, G2, G3),
no statistically significant difference could be observed in the average counter-torque
values, regardless of the administration of aminoguanidine. However, in the diabetic
groups, the effect of the administration of 20mg/kg of aminoguanidine (G6) presented a
significant increase in the average counter-torque value (p<0.05), as compared to
effects on the diabetic group without the administration of aminoguanidine (G4), but
presented no statistically significant difference from that of the healthy animal groups.
Conclusion : It can be concluded that the inhibition of advanced glycosilation products
by means of the administration of aminoguanidine can overcome the damages caused

by diabetes in the peri-implant bone remodeling process.

Key words: Aminoguanidine. Diabetes mellitus. Osseointegration. Periimplant.
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EFEITOS ADVERSOS DO DIABETES MELLITUS NO REPARO OSSEO
PERIIMPLANTAR

Rodrigo Porto Guimaraes
Peterson Antonio Dutra de Oliveira
Alcione Maria Soares Dutra Oliveira

Resumo

Alteracbes no processo de reparacao tecidual representam um dos efeitos
prejudiciais do diabetes mellitus de maior interesse na area da implantodontia.
Diversas evidéncias cientificas demonstram que o estado hiperglicEmico é
considerado a principal causa de complicacfes sistémicas e locais advindas dessa
condicdo. O objetivo da presente reviséo foi revisar o conhecimento sobre os efeitos
adversos do diabetes mellitus no processo de reparo 6sseo perimplantar. A pesquisa
da literatura pertinente ao tema foi realizada a partir de consulta & base de dados
MEDLINE. A busca foi limitada a estudos na lingua inglesa. Foram selecionados
estudos experimentais e clinicos, bem como revisdes literarias. Diversos estudos
demonstraram efeitos prejudiciais do diabetes no processo de osseointegracdo, em
decorréncia de alteracées nas diversas etapas da cicatrizacdo na interface 0sso-
implante. No entanto, na atualidade, ainda ndo existe um protocolo que leve em
consideracdo o estabelecimento de critérios objetivos para indicacdo de tratamento
com implantes osseointegraveis em individuos diabéticos. Os dados de estudos que
abordam essa linha de investigacdo sé&o conflitantes, e novas pesquisas devem ser
desenvolvidas em busca de melhor entendimento do processo cicatricial
perimplantar em diabéticos.

Palavras-chave: Diabetes mellitus. Osseointegracdo. Periimplant.
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INTRODUCAO

O diabetes mellitus € uma sindrome complexa de origem multifatorial,
caracterizada por um disturbio metabdlico, em que a capacidade de metabolizacdo
de glicidios fica prejudicada, levando ao quadro de hiperglicemia. A insulina é um
horménio peptideo que promove a utilizacdo de glicose, a sintese de proteinas e a
formacdo e o armazenamento de lipidios neutros. A insuficiéncia de insulina diminui
a entrada de glicose sanguinea nos tecidos, eleva a glicemia e provoca alteracdes
no metabolismo das proteinas e dos lipidios.®?

Os dois tipos mais comuns de diabetes séo: tipo I, que indica o processo de
destruicdo das células [3, e tipo Il, caracterizada pela desordem da acédo de insulina,
de sua secrecédo ou ambas. Uma terceira categoria, menos comum, inclui o diabetes
causado por um defeito precedente especifico e identificavel como um defeito
genético. Valores de glicose plasmatica entre 100 a 125 mg/dl sdo diagnosticados
como pré-diabetes, e niveis iguais ou maiores de 126 mg/dl sdo definidos como
diabetes. ®

As taxas de prevaléncia de diabetes mellitus estdo aumentando em numeros
alarmantes, particularmente o diabetes tipo Il. Estimativa para o ano de 2010
apontam um numero total de pessoas diabéticas de aproximadamente 221
milhdes.®* No Brasil o diabetes mellitus tem grande impacto na satde publica, e a
sua prevaléncia na populacao urbana entre 30 a 69 anos é de 7,6 %, comparavel a
de vérios paises.

A hiperglicemia € considerada a principal causa das complicagcdes do
diabetes. Seus efeitos deletérios sdo atribuidos, entre outros fatores, a constituicdo
de um grupo heterogéneo de moléculas formado de uma reacdo ndo-enzimatica de
acucar com grupos protéico, lipidico e acido nucléico. Esse grupo heterogéneo é
chamado de produtos da glicosilacdo avancada (AGEs). Além da producdo
endogena de AGEs, esses também podem ser introduzidos no corpo por fontes
exégenas. ¥

Os conceitos biolégicos dos efeitos do diabetes na osseointegracdo séo
relacionados a interacdo de AGEs com a formacao de células 6sseas e proteinas. A

presenca de AGEs pode produzir um ambiente desfavoravel para a
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osseointegracdo. ® Alteracdo no processo de reparo tecidual representa uma das
complicacbes do diabetes mellitus que vem sendo vastamente estudada na area da
implantodontia. Entretanto, fatores associados a hiperglicemia, acdo da insulina ou a
formacdo dos AGEs precisam ser mais criteriosamente estudados. ® ”

Este trabalho tem como objetivo revisar o conhecimento sobre os efeitos do

diabetes mellitus no processo de reparo 0sseo periimplantar.

METODOS DA REVISAO

A pesquisa da literatura foi conduzida a partir de consultas a base de dados
MEDLINE. A utilizacdo dos operadores booleanos (AND, OR e AND NOT) foi
fundamental para a recuperacdo da informacdo desejada e tornou a pesquisa mais
complexa. A estratégia de pesquisa incluiu uma série de termos especificos
(diabetes mellitus AND dental implants OR osseointegration; dental implants AND
diabetes complications OR perimplant). Um total de 209 trabalhos foi identificado
apos a busca eletrbnica na base de dados, em literatura médica e odontoldgica
internacional, dos quais 50 foram pré-selecionados pelo titulo. Além da base de
dados MEDLINE, a lista de referéncias bibliograficas dos artigos pré-selecionados foi
consultada. Foram considerados elegiveis os estudos experimentais, clinicos e as
revisdes literarias publicadas em lingua inglesa no periodo de 1994 a outubro de
2008, totalizando 26 investigacdes. Inicialmente foi feita uma analise dos resumos
dos artigos que preenchiam os critérios de inclusao por um anico revisor, e 0s textos
completos dos resumos pré-selecionados foram obtidos, analisados e incluidos

nesta revisao.
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REVISAO DE LITERATURA

Estudos clinicos prospectivos demonstram associacao significativa entre
hiperglicemia e complicagbes microvasculares em diabéticos. A perfusado tecidual e
as doencas microvasculares tém uma importante fung&o na cicatrizagéo tecidual. O
processo de cicatrizacdo dos tecidos duros e moles é igualmente prejudicado em
individuos diabéticos por causa da diminuicdo do metabolismo protéico. ® 1%

O envolvimento dos AGEs no desenvolvimento de doencgas ésseas em
diabéticos € bem estabelecido. Esses produtos provocam disturbios na adeséo, no
crescimento e no acumulo de matriz celular; além disso, podem alterar o DNA e as
proteinas nucleares®®. O colageno modificado por AGEs afeta a diferenciacdo de
células osteoblasticas. Outro fator importante que pode afetar a osseointegracéo e o
metabolismo ésseo € a menor atividade de somatomedina. A somatomedina possui
um efeito similar ao da insulina na sintese de colageno 6sseo, porém estimula a
proliferacdo de osteoblastos, ao contrario da insulina. " Vasan et al. **) relataram
que as estratégias de tratamento das complicacbes resultantes do estado de
diabetes incluem a inibicdo da formacéo de AGEs. Os receptores de AGEs foram
identificados em macréfagos, células endoteliais e varios outros tipos celulares, e
sdo implicados no turn-over protéico, na remodelacéo tecidual e na inflamacéo. ***3

Kopman et al. ™ verificaram que o nimero e a funcéo dos osteoblastos s&o
gravemente suprimidos em ratos diabéticos, resultando na diminuicdo de ostedide,
bem como na taxa de aposicdo mineral e nos niveis de osteocalcina plasmatica.
Comentam também que a formacdo e o acumulo de AGEs gerados pelas altas
concentracbes de glicose no sangue resultam em alteragbes na solubilidade
coldgena, causando alteracdes nas propriedades estruturais e funcionais dos tecidos
conjuntivos.

Segundo Fiorellini et al. ), o sucesso dos implantes dentarios depende do
contato direto do implante com o0 0sso, 0 que se obtém pelo mecanismo de reparo
0sseo e pela manutencéo a longo prazo da osseointegracdo, que é dependente da
remodelacdo Ossea fisioldgica. Os autores salientam que diversos estudos clinicos

relatam que o estado diabético é responsavel por alteracées no metabolismo 6sseo
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e mineral, diminuindo a taxa de formacdo Ossea e alterando a remodelacdo no
processo de osseointegragao.

Avaliando 187 implantes em 89 pacientes com diabetes mellitus tipo 2,
Shernoff et al. *® encontraram uma taxa de falhas de 2.2% a curto prazo e aumento
expressivo das perdas para 7.3% apos 1 ano. Os autores discutem esses resultados
ressaltando que as falhas se relacionam a presenca da condicdo diabetes ou a
reabilitacdo protética impropria sobre os implantes.

Em estudo experimental, Katayama et al. *® avaliaram o efeito do aumento da
concentragdo de AGEs no coldgeno o6sseo em ratos diabético-induzidos e
pesquisaram alteracdes na funcdo das células osteoblaticas causadas pela
glicosilacdo do colageno tipo |. Observou-se que o aumento dos niveis de colageno
glicolisado no grupo diabético induzido foi mais significativo do que no grupo
controle. Além disso, constatou-se que as células osteoblasticas cultivadas em
coladgeno tipo | modificado por AGEs tinham suas expressdes fenotipicas inibidas de
forma dose-dependente. A atividade de fosfatase alcalina e a secrecdo de
osteocalcina foram inibidas pela glicosilacdo do colageno tipo I. Esses resultados
indicam que a modificacdo do colageno tipo | por AGEs afeta a diferenciacdo dos
osteoblastos.

Ha evidéncias de reducdo da biossintese de oxido nitrico (NO) nos individuos
portadores de diabetes mellitus. Y O NO é uma importante molécula sinalizadora
presente no o0sso, produzida mediante varios estimulos, como citocinas
inflamatérias, estresse mecanico e horménio sexual. *”’ Esse 6xido media a funcéo
das células 6sseas e a remodelacdo do osso. “"*® De acordo com Lee et al. ), a
inibicdo de NO endotelial prejudica a cicatrizacdo tecidual e a angiogénese. Estudo
experimental em ratos demonstrou que a producao da enzima Oxido nitrico sintase
(NOS) é induzida durante a fase inicial de cicatrizacdo tecidual e que a inibicéo
sistétmica dessa enzima pelo L-NAME, inibidor de NOS, reduz a magnitude da
resposta cicatricial. %

Ralston™” relatou que o NO exerce um efeito bifasico na atividade de células
0sseas. Altas concentracdes de NO inibem a reabsorcédo 6ssea pela supressao da
diferenciacdo de novos osteoclastos e pela diminuicdo da funcdo de reabsorcao por
osteoclastos maduros. Baixas concentragcdes de NO potencializam a reabsorgéo

0ssea por inducdo de citocinas e parecem ser essenciais para a funcdo normal de
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osteoclastos. Similarmente, o crescimento e a diferenciacdo de osteoblastos sé&o
inibidos por altas concentragbes de NO, enquanto baixas concentracbes de
producdo de NO por enzimas Oxido nitrico sintase constitutiva (NOSc) regulam o
crescimento e a funcdo normal dos osteoblastos.

Fiorellini et al. ®, em um estudo retrospectivo, avaliaram 215 implantes
inseridos em 40 individuos diabéticos controlados. A taxa de sucesso dos implantes
foi de 85,6%, e as falhas ocorreram durante o primeiro ano apés a colocagcdo da
protese. Os autores realcaram que o metabolismo 6sseo apresenta-se alterado de
diferentes formas nos individuos diabéticos, citando a ocorréncia de diminuicdo na
taxa de formacgdo éssea, na quantidade do contato osso-implante e alteracdes nos
processos de remodelacdo. A andlise dos resultados mostrou uma taxa de sobrevida
menor de implantes dentarios em pacientes diabéticos do que os indices descritos
na literatura para a populagao geral.

Abdulwassie e Dhanrajani®” acompanharam durante trés anos 25 pacientes
diabéticos bem controlados. A taxa de sucesso dos implantes foi de 95,7%, e as
falhas ocorreram durante a fase de cicatrizagcdo. Os dados do estudo indicam que
resultados aceitaveis podem ser alcangados em pacientes diabéticos controlados.

Siqueira et al. ??

, em um estudo experimental, analisaram a superficie de
contato osso-implante em grupos de ratos diabéticos, diabéticos tratados com
insulina e controle saudaveis, 21 dias apés a cirurgia de insercdo dos implantes. Os
resultados demonstraram que as caracteristicas ultra-estruturais da interface 0sso-
implante, observadas em animais diabéticos sob influéncia de insulina, assemelham-
se aquelas do processo de osseointegracao normal. Esses resultados sugerem que
a reparacdo 6ssea ao redor de implantes endosseos € regulada pela insulina,
evidenciando que o controle do status metabodlico de diabéticos é essencial para o
sucesso da osseointegracao.

Margonar et al. &

, em estudo experimental, observaram a influéncia do
diabetes mellitus e da insulinoterapia na retengdo biomecanica de implantes
dentarios em tibia de coelhos. Nos grupos controle saudaveis, diabético-induzido e
diabético-induzido tratado com insulina foi avaliada a forca de contratorque
necessaria para a remocao dos implantes. Os autores constataram que, apesar do
efetivo controle glicEmico realizado pelo tratamento de insulina, os valores de torque
reverso para a remo¢do dos implantes foram mais baixos no grupo de diabéticos

tratados com insulina do que naqueles do grupo controle saudaveis.
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Ottoni e Chopard®” propuseram-se a quantificar a neoformacdo 6ssea nas
regibes periosteal, cortical e medular ao redor de implantes temporarios inseridos
em fémures de ratos Wistar diabético-induzidos. Nesse estudo, 10 ratos foram
divididos em dois grupos: controle e diabético-induzido. A neoformacao 0ssea nas
regides periosteal e cortical junto ao implante ndo demonstrou diferengas
significativas entre os grupos. Além disso, uma trabeculagem 6ssea bem definida foi
observada nas amostras do grupo controle, mas o mesmo nao foi observado no
grupo diabético.

Know et al. ") avaliaram a manutencdo da osseointegracdo em um modelo
animal com diabetes induzido poés-implantacdo. Os autores relataram diferencas
entre 0s grupos diabéticos com administracdo de insulina e aqueles sem
complementagdo em relagdo ao contato osso-implante (COI) nos periodos de um,
dois, trés e quatro meses. Concluiram que nos ratos diabéticos com suplementacao
de insulina, a manutencdo do COI pode ser mantida; entretanto, pode decrescer
com o tempo nos ratos diabéticos sem controle glicémico.

Kotsovilis et al. ® em uma revisdo sobre implantes inseridos em animais e
pacientes diabéticos, concluiram que a maioria dos estudos experimentais mostram
uma resposta de cicatrizacao 6ssea periimplantar prejudicada em animais diabéticos
em comparagdo com grupos controle de forma quantitativa e qualitativamente. Por
outro lado, segundo Nevis et al. ®® nenhuma falha de implante ou complicacées por
infeccdo foi atribuida ao diabetes, e isso significa que a osseointegracdo pode ser
estabelecida, apesar de um prejuizo na cicatrizacao 0ssea.

Mccraken et al. ?® conduziram um estudo para mensurar o reparo 6sseo ao
redor de implantes em ratos diabéticos ndo-controlados e insulinocontrolados. Nesse
estudo, 152 ratos foram divididos em trés grupos: controle, diabético e diabético
insulinocontrolado. Apds a analise histologica observou-se ndo haver diferenca
estatistica na formacdo de osso adjacente ao implante entre o grupo controle e o

grupo diabético insulinocontrolado.

CONCLUSAO
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A maioria dos estudos revistos aponta que o estado diabético ndo controlado
influencia negativamente o reparo 0sseo periimplantar, contudo ndo consideram o
diabetes uma contra-indicacdo absoluta para a terapia de implantes
osseointegrados. Reconhece-se ser necessario, em estudos futuros, o
estabelecimento de critérios objetivos, tais como tipo de diabetes, tempo de duracdo
da doenca, niveis de hemoglobina glicosilada, controle da formacdo de AGEs, entre
outros, para uma indicacdo precisa da terapia com implantes em pacientes

portadores de diabetes.
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ARTIGO Il

EFEITOS DA AMINOGUANIDINA NO REPARO OSSEO PERIIMPLA NTAR EM
RATOS COM DIABETES INDUZIDO

Effects of aminoguanidine on periimplant bone repai r in rats with induced

diabetes

Rodrigo Porto Guimaraes
Peterson Antonio Dutra de Oliveira
Alcione Maria Soares Dutra Oliveira

Resumo

Objetivos: Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da administracao
de aminoguanidina no reparo 6sseo periimplantar em ratos com diabetes induzido.
Materiais e métodos: Trinta e seis ratos foram randomicamente divididos em seis
grupos: (G1) animais saudaveis sem administracdo de aminoguanidina, (G2) e (G3)
animais saudaveis com administracdo diaria de 10 mg/kg e 20 mg/kg peso de
aminoguanidina, respectivamente; (G4) animais diabéticos sem administracdo de
aminoguanidina, (G5) e (G6) animais diabéticos com administracdo diaria de 10
mg/kg e 20 mg/kg peso de aminoguanidina, respectivamente. Os animais foram
submetidos a procedimento cirargico para a inser¢cdo de um implante no fémur e
apos 28 dias de cicatrizacdo foram sacrificados. Apds o sacrificio os implantes foram
removidos por meio da aplicacdo de contratorque, e a forca maxima requerida para
sua remocdo foi registrada com um torquimetro analdgico. Os dados foram
submetidos a analise de variancia e ao teste t - student. Resultados : Nos grupos
saudaveis ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa nos valores de

contratorque meédio para remocdo do implante. Ja nos grupos diabéticos, a
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administracdo de 20 mg/kg peso de aminoguanidina elevou os valores de
contratorque médio dos animais do grupo G6 ao nivel dos grupos de animais
saudaveis. Conclusdo: A administracdo de 20 mg/kg peso de aminoguanidina em
animais diabéticos apresentou efeito benéfico na cicatrizacdo periimplantar

comparando-se estatisticamente a animais saudaveis.

Palavras-chave: Aminoguanidina. Diabetes mellitus. Osseointegragéo.

INTRODUCAO

Os efeitos deletérios da hiperglicemia sédo atribuidos, entre outros fatores, a
constituicdo de um grupo heterogéneo de moléculas chamado de produto da
glicosilacdo avancada (AGEs). Os conceitos biologicos que explicam os efeitos do
diabetes na osseointegracdo sao relacionados a interacdo de AGEs com a formacéo
de células 6sseas e de proteinas, podendo produzir um ambiente desfavoravel para
a osseointegracdo. @ @ Os aspectos biolégicos comprometidos pela formacdo de
AGEs precisam ser criteriosamente estudados na implantodontia.®* O diabetes
mellitus tem sido considerado como contra-indicagdo para o uso de implantes
dentarios ), muito embora estudos longitudinais realizados em humanos tenham
demonstrado que a taxa de sobrevida dos implantes inseridos em diabéticos
controlados é similar & dos individuos n&o-diabéticos.® % "

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 formacao
de AGEs do colageno e membrana basal in vivo e in vitro, suprimindo o
desenvolvimento da retinopatia diabética experimental® e prevenindo outras
complicacbes sistémicas da hiperglicemia como patologia cardiovascular, renal e
do metabolismo 6sseo.®

Os relatos de estudos que investigam os efeitos do estado diabético na
cicatrizacdo tecidual mostram prejuizos substanciais no mecanismo de reparo de
tecidos duros e de tecidos moles provocados pelas alteracbes qualitativas e

7z

quantitativas dos componentes de regeneracédo tecidual. Entretanto, é preciso
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buscar mais esclarecimentos sobre as consequéncias das alteragbes
hiperglicémicas na fisiologia dos tecidos periimplantares de individuos diabéticos. A
projecdo do exponencial incremento da prevaléncia do numero de individuos
diabéticos no mundo®? e 0 aumento da expectativa de vida da populacéo justificam
novas linhas de investigagbes na busca de um melhor conhecimento do processo
cicatricial periimplantar em diabéticos. Este estudo avaliou os efeitos da
administracdo da aminoguanidina no reparo 6sseo periimplantar de ratos com

diabetes induzido.



29

MATERIAIS E METODOS

Desenho do estudo

Este experimento utilizou 36 ratos Wistar machos com idade média de cinco
meses, alojados sob um ciclo de doze horas, luz/escuriddo, com acesso a
alimentacdo e agua a vontade, durante o periodo de observagéo. Este projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal de
Minas Gerais.

Os animais foram aleatoriamente divididos em seis grupos: Grupo 1 - Animais
saudaveis sem administracdo de aminoguanidina. Grupo 2 - Animais saudéveis com
administracdo diaria de 10 mg/kg de aminoguanidina. Grupo 3 - Animais saudaveis
com administracado diaria de 20 mg/kg de aminoguanidina. Grupo 4 - Animais
diabéticos sem administracdo de aminoguanidina. Grupo 5 - Animais diabéticos com
administracdo diaria de 10 mg/kg de aminoguanidina. Grupo 6 - Animais diabéticos

com administracao diaria de 20 mg/kg de aminoguanidina.

Inducdo de diabetes mellitus

O diabetes mellitus foi induzido nos grupos 4, 5 e 6 a partir de uma injecao
intraperitoneal (i.p) de Alloxan monohidratado® dissolvido em solucédo fisioldgica
salina na concentracdo de 1 g/50 ml e aplicada seguindo a dosagem de 84 mg/kg
peso. O volume aplicado variou de acordo com o peso de cada animal. Os grupos 1,
2 e 3 receberam apenas 1 ml de solucdo salina fisiolégica através de injecéo

intraperitoneal.*?

! Sigma Chemical Co.®, St. Louis, MO
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Avaliacao dos niveis glicémicos

Os niveis de glicose sanguinea foram avaliados a partir de amostras de
sangue coletado da artéria caudal dos animais.**'® Foi coletada uma gota de
sangue em uma fita receptora?, que foi imediatamente acoplada ao leitor digital de
glicose (glicosimetro)®. A glicemia foi avaliada no dia da aplicagéo do agente indutor,
10 dias apos a indugcdo, no momento da cirurgia (14 dias pos-inducéo) e no dia do
sacrificio dos animais (28 dias apds a inser¢cdo dos implantes). Niveis de glicose
sanguinea maiores do que 250 mg/dl foram considerados como indicadores da

presenca do estado diabético.

Técnica cirurgica

Os animais foram anestesiados por meio de uma injecdo intramuscular com
uma solucdo de 1 ml de Cloridrato de ketamina® (50 mg) misturado a 1 ml de
Xilazina® (200mg) na proporcéo de 0,2 ml/100g peso.®?

Apos os procedimentos de antissepssia uma incisdo no sentido horizontal
com lamina de bisturi numero 15 foi realizada na porcdo antero-medial do fémur, e
0s musculos afastados por dissecacdo romba. Um leito receptor foi preparado
utilizando-se uma broca® de 1,3 mm de didmetro acoplada a um contra-angulo’
especifico sob irrigacdo constante e abundante com solucéo fisiolégica. A broca foi
posicionada perpendicularmente ao eixo longitudinal do osso, e a perfuracdo cortical
realizada em baixa rotacdo (800 rpm) sem atingir a cortical oposta. Um parafuso
auto-roscante de titanio grau IV®, com 4 mm de comprimento e 1,5 mm de diametro
foi inserido com uma chave manual® e considerado adequado quando apresentou

estabilidade. A sutura foi realizada com fio de seda 4.0'°, com pontos simples

?> Blood Glucose Test Strip (Abbott Diabetes Care Ltd.®., Witney, Oxon, U.K.)
3 Optium X-ceed (Abbott Diabetes Care Ltd.®, Witney, Oxon, U.K.)

* Vetanarcol ® (Laboratério Konig S.A, Avellaneda, Argentina).

> Dogaser@ (Laboratério Calier S.A, Barcelona, Espanha).

®1215 NEODENT®, Curitiba, Parana, Brasil.

" W&H® Dentalwerk Biirmoos Gmbh, Burmoos, Austria.

® NEODENT®, Curitiba, Parana, Brasil

®NEODENT®, Curitiba, Parana, Brasil.

1% Bjosut Ltda. ®, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil.
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isolados. Uma dose Unica de benzilpenicilina na concentracdo de 0,06 ml/kg foi
administrada por via intramuscular.®?.

ApOs o0 procedimento cirargico 0s animais receberam o0 analgésico,
Paracetamol (10 mg/kg peso) de 8 em 8 horas, em gotas diluidas em agua potavel e
administradas por via oral durante dois dias.*® Todos os animais foram pesados
semanalmente durante todas as etapas do experimento, para adequagao das doses

dos medicamentos.

Aplicacdo de aminoguanidina

Os grupos 2, 3, 5 e 6 receberam administracdo intraperitoneal diaria de
bicarbonato de aminoguanidina cristalina** durante 28 dias. Nos grupos 2 e 5 foram
administradas no dia da insercdo dos implantes dosagens de 10 mg/kg peso de
aminoguanidina e nos grupos 3 e 6 dosagens de 20 mg/kg peso de aminoguanidina.
Nas diferentes diluicbes, as solucbes foram preparadas diariamente antes das
aplicacoes. Os grupos 1 e 4 receberam administracdo intraperitoneal diaria de

solucao fisiolégica durante 28 dias.

1 Aminoguanidine Bicarbonate salt (Sigma Chemical Co.®, St. Louis, MO)
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Escala temporal dos experimentos

Dias O 10 14 42
J 1l J
AV \VAERV 4 ) _ \V g
Periodo de 28 dias
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\J L &
& N\
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@
Legenda: ~

;- Aplicacédo de 1 ml de solucéo salina fisiolégica nos grupos 1,2 e 3
- Inducéo do diabetes mellitus nos grupos 4, 5, 6
®, - Teste glicémico
®, - Cirurgia para Insercéo dos implantes
- Inicio da administracéo diaria de aminoguanidina nos grupos 2, 3, 5, 6
- Inicio da administracéo diaria de solucéo salina fisiol6gica nos grupos 1 e 4
@, - Administracao de benzilpenicilina
- Sacrificio

Figura 1: Escala temporal dos experimentos

Forca de torque para remocao dos implantes

Os animais foram sacrificados 28 dias ap6s a implantacdo, com uma
overdose de clorohidrato de Ketamina (300 mg/kg), e os fémures removidos
cirurgicamente e limpos.®® Logo a seguir estes foram colocados em um torno tipo
morsa de bancada, para garantir estabilidade e o correto alinhamento em relagéo ao
torquimetro.** Um modelo de chave®® padronizado com encaixe apropriado para o

parafuso foi adaptado a um torquimetro, que registrou a forca de torque maxima

2 Modelo 1200ATG-N-S (Tohnich, Tokyo, Japan).
¥ NEODENT®, Curitiba, Parana, Brasil.
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exigida para a ruptura da interface osso-implante, e os valores foram anotados para

analise. 9

Andlise estatistica

Para o estudo da variavel resposta, forca de contratorque, foi realizada a
analise de variancia e a comparacao das meédias, utilizando-se o teste de t - student.
Os resultados foram considerados significativos para uma probabilidade de
significancia inferior a 5% (p< 0,05). Os dados foram apresentados de forma
descritiva por meio de meédias, desvios-padrdo e grafico. Todos os testes foram

realizados no software SAS 6.4 (Sistema de Anélises Estatisticas).*®

RESULTADOS

A Tabela. 1 apresenta os resultados relativos a andlise de variancia. Pode-se
observar que houve diferenca estatistica entre as condi¢cdes de saude (p= 0.0168) e
as doses de aminoguanidina (p=0.0075) mostrando uma interacdo nao-significativa

entre as condicdes pelo teste F (p=0.3496).

Tabela 1. Analise de variancia dos valores de contr atorque de ratos

saudaveis e diabéticos submetidos a doses de aminog uanidina

FV Fc P Valor
Condicao de saude (CS) 6.383 0.0168*
Aminoguanidina (A) 5.754 0.0075**
CS*A 1.087 0.3496
Erro - -
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Total - -

*Significativo a 5% pelo teste F (P < 0.05) CV = 30.32%
* * Significativo a 1% pelo teste F (P < 0.05)

A Tabela 2 e o Grafico 1 demonstram a presenca de interacdo que néao foi
identificada pelo teste F na andlise de variancia. Essa interacdo pode ser observada
pelos diferentes comportamentos dos niveis de aminoguanidina em relacdo a
condicdo de saude. Na auséncia da administracdo de aminoguanidina, a média dos
valores de contratorque obtida no grupo de animais saudaveis foi estatisticamente
superior a média obtida para o grupo de diabéticos (p<0,05). Nos grupos de animais
saudaveis nota-se que ndo houve diferenca significativa entre as médias dos valores
de contratorque (p>0,05). Nos grupos de animais diabéticos observa-se que a
administracdo de 20 mg/kg peso de aminoguanidina elevou a média dos valores da
forca de contratorque ao nivel das médias obtidas para os grupos de animais

saudaveis (p>0,05).

Tabela 2. Valores de contratorque médios com o0s res  pectivos erros padrao
de acordo com a condi¢do de saude e as doses de ami  noguanidina

Aminoguanidina/saude* Saudaveis Diabéticos
G1,G4 (0) 2.24 (+ 0.5769) 2 1.18 (+ 0.1483) "®
G2,G5 (10) 2.22 (+ 0.8280) 1.88 (+ 0.5019) B
G3,G6 (20) 2.77 (+ 0.7280) @ 2.54 (+ 0.6580) @

*Médias seguidas de letras distintas mindsculas nas linhas e mailsculas nas colunas diferem
significativamente pelo teste de t (P < 0.05)
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Gréafico 1 - Variacdo dos valores médios de contratorque segundo os niveis de
aminoguanidina e condi¢cdo de salde dos animais.
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DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a capacidade da aminoguanidina em prevenir 0s
efeitos dos AGEs no reparo 6sseo periimplantar de ratos com diabetes induzida, por
aloxano, a partir do teste mecanico de contratorque. Pode-se demonstrar que a
administracdo diaria de 20 mg/kg peso de aminoguanidina no grupo de animais
diabéticos induzidos resultou em forcas médias de contratorque estatisticamente
comparaveis aos grupos de animais saudaveis, demonstrando que nessa
concentragcdo a aminoguadinina é capaz de prevenir os efeitos negativos do
diabetes no reparo 6sseo periimplantar. J4, nos grupos de animais saudaveis a
aminoguanidina ndo demonstrou, independentemente das variagcdes de dosagens,
nenhuma alteragdo na cicatrizacdo 0ssea pos-implantacao.

Nossos achados corroboram os resultados do estudo de Margonar et al.’**,
que utilizou o teste biomecéanico para avaliagdo da influéncia do diabetes no reparo
tecidual e mostrou valores de torque reverso estatisticamente menores para
remocgdo dos implantes em animais diabéticos com reposi¢cdo de insulina quando
comparado ao grupo controle ndo diabético. Os resultados da presente investigacao
estdo de acordo com as respostas obtidas nos experimentos que utilizaram ratos
com diabetes induzido por streptozotocina ou aloxano, demonstrando um nivel de
contato o0sso implante estatisticamente menor em animais diabéticos em
comparacao com os controles saudaveis por meio de andlise histomorfométrica. @

Estudos associam as complica¢fes advindas do estado diabético a formacao
e acimulo dos AGEs nos tecidos. Hammes et al.,*® Beisswenger et al.*” e

Vlassara et al.*®

Alteracfes na funcdo da insulina podem gerar modificacbes na
sintese de matriz osteoblastica na alteracdo de estimulo a producdo de fator de
crescimento semelhante & insulina*®?%. Varias investigacées relacionam a interacdo
dos AGEs nas diversas etapas do processo de osseointegracao desde disturbios na
adesao e crescimento celular, deposicdo da matriz éssea, alteracdo do DNA e de
proteinas nucleares, podendo produzir um ambiente desfavoravel para a
osseointegracdo (1?2%242) Qg resultados do presente estudo sugerem que a
presenca de AGEs nos tecidos periimplantares afetou negativamente o reparo 0sseo
perimplantar nos animais diabéticos. Esse fato se deve a menor forca de

contratorqgue necessaria para o rompimento da interface osso implante nos animais
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diabéticos, sem administracdo de aminiguanidina, em comparac¢do com 0s controles
saudaveis.

Teixeira e Andrade® utilizaram a aminoguanidina com o objetivo de minimizar
0S prejuizos causados pelo aumento de glicose no processo de angiogénese
enquanto Hammes et al."® empregaram esta medicacdo na prevencdo da
retinopatia diabética. Esses estudos mostraram que a aminoguanidina apresentou
propriedades de inibicdo da acédo prejudicial dos AGEs.

Os resultados do presente estudo estdo em conformidade com aqueles
relatados por Kopman et al.®) que avaliaram o efeito da administracdo de 7,35
mmol/kg peso de aminoguanidina na cicatrizagdo periimplantar em ratos com
diabetes induzida (DI). Os dados demonstraram efeito positivo, estatisticamente
significativo (p<0,01), da administracdo da aminoguanidina no grupo DI em
comparacdo com o grupo controle (DI sem aminoguanidina) em relacdo a
guantidade de contato de osso medular com a superficie implantar. Pode-se
demonstrar no presente estudo que a administracdo de 20 mg/kg peso de
aminoguanidina em ratos diabéticos induzidos elevou a forca de contratorque
necessaria para rompimento do contato osso-implante a niveis estatisticamente
iguais aos mensurados para animais do grupo saudavel.

A indicacdo de implantes osseointegraveis na presenca de diabetes continua
sendo um assunto controverso. Apesar das evidéncias de que o diabetes mellitus

pode prejudicar a osseointegragéo®!*'¥

, varias investigacdes tém demonstrado
sucesso no tratamento de implantes dentarios em individuos diabéticos controlados.
(56725 Deve-se reconhecer que ndo existe até hoje, um protocolo que estabeleca
critérios objetivos como, por exemplo, a influéncia do tempo de inicio da doenca, os
niveis de hemoglobina glicada, dentre outros, para o0 aumento da previsibilidade do

tratamento com implantes dentarios em pacientes diabéticos. ¢3%
CONCLUSAO
O processo de osseointegracao foi afetado negativamente no modelo de diabetes

induzido por aloxano. A aplicacdo de aminoguanidina ndo apresentou influéncia na

forca de contratorque para remocéo dos implantes nos grupos de animais saudaveis
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enquanto 20 mg/kg peso de aminoguanidina em animais diabéticos mostrou efeitos
positivos no processo de osseointegracao.
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