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RESUMO

Diabete Melito consiste em um distirbio metabdlico que se
caracteriza pela alteracdo do metabolismo de carboidratos, gorduras e proteinas,
devido a auséncia de insulina, horménio produzido pelas células betas
pancreaticas, ou a sua incapacidade de agir na transferéncia de glicose do
plasma para o citoplasma da célula. O presente trabalho visa avaliar a dinamica
de processo de reparacdo em defeitos 6sseos cirlirgicos confeccionados no 0sso
parietal de coelhos diabéticos, associada ou ndo a regeneracdo 0ssea guiada
com o uso de barreira oclusiva (barreira de politetrafluoretiieno-PTFE) e também
investigar a presenca e os tipos de complicacdes clinicas encontradas nestes
animais durante o experimento. Nesta pesquisa, foram empregados 18 coelhos
adultos, com peso corporeo médio entre 3,5 a 4,5 Kg, e divididos em trés grupos:
grupo C (controle — defeito 6sseo em coelhos sadios), grupo D (defeito 6sseo em
coelhos diabéticos sem barreira de politetrafluoretileno) e grupo D-PTFE (defeito
06sseo em coelhos diabéticos com barreira de politetrafluoretileno). Apés a
confeccdo do defeito dsseo, no grupo D-PTFE, a barreira de politetrafluoretileno
foi colocada na superficie e no assoalho da loja cirdrgica e a cavidade foi
preenchida pelo coagulo sanguineo. Nos grupos D e C, o defeito 6sseo foi
apenas preenchido por coagulo sangiiineo. Decorridos 15, trinta, sessenta e
noventa dias, trés coelhos de cada grupo foram sacrificados. As pecas contendo
os defeitos 6sseos foram removidas em bloco, fixadas em formol a 10% e
submetidas as analises radiografica, microscopica e estatistica da densidade
Optica e histomorfometria. Os resultados obtidos possibilitaram concluir que o
processo de reparo 6sseo foi mais lento no grupo D quando comparado com o0s
grupos C e D-PTFE. Na analise estatistica da histomorfometria, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos C e D-PTFE. O aloxano
monoidratado, na concentragdo de 90mg/kg, mostrou-se eficiente na indugéo do
Diabete melito em coelhos.

PALAVRAS-CHAVE: Osso, reparacdo, Diabete melito; aloxano.



INTRODUCAO

Diabete melito € um distlirbio metabdlico complexo e
primario dos carboidratos, envolve ainda lipideos e proteinas. Este
disturbio é caracterizado pela presenca de poucas ou auséncia de
células b funcionais nas ilhotas de Langerhans, assim como pela reducéo
substancial ou inexisténcia da secrecédo de insulina (GUYTON & HALL%
2002. RUBIN & FABER*, 2002; BRASILEIRO FILHO®, 2004).

Animais experimentais tém sido utilizados para o estudo
deste disturbio, com a indugdo do diabete por meio de substancias
quimicas, tais como estreptozotocina e aloxano (COLEN et al.’°, 1997;
ALKAN et al®, 2002; EL-HAKIM®™,1999; HOUG et al.*®, 1981; MOOR",
1953; LERCO et al.*3, 2003; SIMOPOULOS et al.*®, 2001). De acordo
com a literatura, o aloxano tem sido fregiientemente utilizado em coelhos,
atuando na destruicdo das células betas pancreaticas e promovendo a
desorganizacdo do parénquima do 6rgéo.

Atualmente, intervengdes cirdrgicas no complexo buco-
maxilo-facial dos pacientes diabéticos tém sido alvo de preocupacéo para
algumas especialidades odontoldgicas, uma vez que podem apresentar
diversas complica¢des durante o processo de reparagdo 6ssea (KAYATH
et al.*°, 1998). Esse fato ocorreria devido a uma fungéo deficiente dos
osteoblastos (RICO et al.*’, 1989), diminuicdo na producdo de colageno
e/ou alteragcdes no metabolismo mineral (HOUGH et al.?°, 1981).

Varios tipos de materiais tém sido testados como barreira
fisica e podem ser divididos em produtos n&o-absorviveis, como as
membranas de politetrafluoretileno (PTFE), poliuretana, acetato-celulose,
e materiais absorviveis, como o colageno, &cido polilatico, poligalactina
910, sulfato de célcio (SCHLIEPHAKE®?, 2000).



20

Pré-requisitos ideais de uma Dbarreira incluem
biocompatibilidade, oclusividade celular, integracdo tecidual, resisténcia a
presséo dos tecidos e facilidade de manuseio (SIMION et al.>®, 1998). A
barreira ndo-absorvivel de PTFE parece preencher estas necessidades,
mostrando efetividade no tratamento de varios tamanhos de defeitos
6sseos cirirgicos (MACEDO et al.®’, 1993; DAHLIN et al.'*, 1994;
GOMES et al.?!, 2002; MACEDO et al.*® 2003). Entretanto, tem sido
reconhecido que o uso de barreiras ndo-absorviveis esta limitado pela
necessidade de um segundo tempo cirdrgico para sua remog¢do. Em
contrapartida, algumas barreiras absorviveis podem falhar na manutencgéo
do espaco ou no tempo de permanéncia necessério para haver formagéo
0ssea. A remocdo precoce das barreiras resulta em formagdo Ossea
reduzida e preenchimento 6sseo incompleto. Assim sendo, longevidade e
habilidade de manutencédo do espago sdo os maiores desafios das
membranas absorviveis na ROG (BECKER et al.°, 1994).

Atualmente, a barreira de politetrafluoretileno (PTFE) tem
sido utilizada com éxito em estudos experimentais e clinicos, uma vez que
por ndo apresentar porosidade, dificulta a colonizagdo bacteriana
permitindo a sua exposicdo ao meio bucal, além de apresentar
biocompatibilidade, baixo custo e facil manipulagdo (MACEDO et al.*’,
1993; GOMES et al.?!, 2002; MACEDO et al.*, 2003).

Diante do exposto, o presente trabalho tem por objetivo
estabelecer uma metodologia para obtencdo de coelhos diabéticos,
induzidos por aloxano, bem como avaliar o processo dinamico da

reparacdo 0ssea em defeitos cirargicos.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Diabete melito: conceito, historico, classificacao

Diabete melito (DM) é um grupo de alteragdes
metabdlicas, heterogéneas, com etiologias diversas, apresentando
perturbacdo crbnica no metabolismo dos carboidratos, gorduras e
proteinas (COTRAN et al.'®, 2000; GUYTON & HALL?®, 2002). Este
disturbio é caracterizado por hiperglicemia que resulta de uma deficiente
secrecdo de insulina pelas células B, resisténcia periférica a acao de
insulina, ou ambas (VILAR et al.®*, 2003).

O efeito bésico da auséncia de insulina, ou da resisténcia
ao hormonio, sobre o metabolismo da glicose consiste em impedir sua
captacdo e utilizagdo eficiente pela maioria das células do corpo, a
excecgdo das células do cérebro. Como consequéncia, o nivel da glicemia
aumenta, a utilizacdo da glicose pelas células fica cada vez menor,
enquanto a utilizacao das gorduras e das proteinas aumenta (GUYTON &
HALL?®, 2002).

A evolucdo e o prognostico do DM estéo relacionados a
quadro metabdlico; lesdes em outros 6rgdos, sobretudo as vasculares e
aumento da susceptibilidade as infecgbes. Sdo causas freqlentes de
Obito: infarto do miocardio, acidentes vasculares cerebrais, insuficiéncia
renal, gangrena dos membros inferiores e infecgbes (BRASILEIRO
FILHO®, 2004). Outras alteracdes relevantes também podem estar
presentes como, microangiopatia, nefropatia, retinopatia, neuropatia e
tendéncia ao desenvolvimento de aterosclerose (COTRAN et al.'®, 2000;
GUYTON & HALL?®, 2002).
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A hiperglicemia prolongada é considerada a responsavel
pelas complicagBes cronicas em pacientes diabéticos. Os niveis de
glicose sanguinea persistentemente elevados séo tdxicos ao organismo,
através de trés mecanismos diferentes: mediante a promoc¢ao da glicacéo
de proteinas, através da hiperosmolaridade e por meio do aumento dos
niveis de sorbitol dentro da célula (CHACRA et al®, 2003; COSTA &
BETTI*2, 2003).

A automonitoracdo da glicose sanguinea fornece
informacao util para o controle diario do diabete. Entretanto, estes testes
ndo sdo capazes de fornecer ao paciente e a equipe de atendimento de
saude uma avaliagdo quantitativa e confidvel da glicemia durante um
periodo de tempo prolongado. A hemoglobina glicada (Alc) é formada
através de uma reacdo irreversivel entre a glicose sanguinea e a
hemoglobina, como resultado do processo de glicagdo. O exame de Acl
demonstrou-se capaz de prognosticar o risco de desenvolvimento de
muitas das complicagbes cronicas do diabete, do mesmo modo que as
determinagcdes do colesterol podem predizer o risco da doenga
cardiovascular (SACKS et al®, 2002; AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION?, 2003).

O DM constitui-se um dos mais sérios problemas de
saude publica na atualidade, tanto em termos de nimeros de pessoas
afetadas, morbidade, mortalidade prematura, como dos custos envolvidos
no seu controle e no tratamento de suas complicagdes.
Consideravelmente tem sido apontada como causa de morbidade e
mortalidade em faixas etarias diferentes. Além disso, a prevaléncia
mundial da doenca tem tido um crescimento com proporg¢des epidémicas.
Atualmente existem cerca de cento e vinte milhdes de diabéticos no
planeta, e estima-se que no ano de 2025 serdo aproximadamente
trezentos milhdes (TORQUATO et al.®®, 2003; VILAR et al.®*, 2003).

O estado catabdlico, com aumento da mobilizagéo lipidica

e degradacao protéica, associada as perdas hidreletroliticas, determina o
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emagrecimento do individuo, proporcional & deficiéncia insulinica
presente. Nos casos mais graves, podem ocorrer cetoacidose,
desidratacdo, cetoacidose ou coma hiperosmolar (SCHMIDT et
al.>,1994).

No ser humano, os niveis glicémicos (glicemia de jejum)
aceitos como normais oscilam entre 80mg/dL e 90mg/dL (GUYTON &
HALL?, 2002). Individuos com valores iguais ou superiores a 140mg/dL
sdo considerados diabéticos.

Atualmente de acordo com a National Diabetes Data
Group (NDDG), o DM pode ser classificado como primario ou secundario
(Quadro 1). O DM primério engloba 97-98% dos pacientes, podendo ser
dividido, de acordo com a dependéncia de insulina exégena, em insulino-
dependente (IDDM), ou tipo I, e ndo insulino-dependente (NIDDM), ou tipo
II, que é o tipo mais comum. O DM secundario corresponde de 2% a 3%
do total de casos, e esta relacionado com os casos decorrentes de
agentes ou doencas identificaveis que predispbem a hiperglicemia por
levarem & secrecdo deficiente de insulina ou defeitos na sua acéo
periférica (VILAR et al.®*, 2003).

Em 2000, a Associacdo Americana de Diabetes (ADA)
prop6s uma nova classificagdo, baseando-se na etiologia do DM, e néo

na sua forma de tratamento (Quadro 2).
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Quadro 1- Classificacéo do diabetes (NDDG/OMS)’

Primario

- Diabete melito insulino-dependente (IDDM) ou tipo |

- Diabete melito n&o insulino-dependente (NIDDM) ou tipo Il
Obesos (80%)
N&o obesos (20%)
MODY

Secundario

-Doencas pancreéticas (pancreatite aguda e crbnica, cancer hemocromatose,
etc.), pancreatectomia

- Distlrbios endocrinos (acromegalia, tirotoxicose, sindrome de Cushing,
glucagonoma, somastostatinoma, feocromocitoma, etc.)

- Gestacao (Diabetes gestacional)

- Medicamentos (glicocorticoides, diuréticos, betabloqueadores, hidantal,
anticoncepcionais, etc.)

- Anormalidades dos receptores insulinicos

- Sindromes genéticas

- Diabetes relacionados a desnutri¢do, etc.

Quadro 2- Classificacao etiologica para o Diabete melito

Diabetes tipo 1 (destruicdo das células B, usualmente levando a deficiéncia
absoluta de insulina)

Auto-imune

Idiopéatico

Diabetes tipo 2 (pode variar de predominancia de resisténcia insulinica com
relativa deficiéncia de insulina a predominancia de um defeito secretério das
células B associado a resisténcia insulinica).

Outros tipos especificos

Defeitos genéticos da funcao da célula B

Defeitos genéticos na agao da insulina

Doencas do pancreas exdcrino

Endocrinopatias

Induzida por medicamentos ou produtos quimicos

Infeccbes

Outras sindromes genéticas as vezes associadas ao diabete
Diabetes mellitus gestacional

"VILAR, L. et al. Endocrinologia clinica. 2.ed. Rio de Janeiro: MEDSI, 2003. p.
511-23.
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2.1.1 Diabete melito em humanos

Alteracdes 0sseas importantes podem ser observadas em
pacientes portadores de DM, representadas por reabsorcBes oOsseas,
retardo na formacg&o do osso e deficiéncia na mineralizacdo 6ssea.

Hough et al.?®

(1981) constatou a presenca de osteopenia
cortical em 22% de 206 pacientes portadores de Diabete melito insulino-
dependente, com idades variando entre sete a vinte anos de idade. O
autor relacionou a osteopenia a excrecdo aumentada de fosfatos
observada nesses pacientes, e salientou que o metabolismo do fésforo é
importante na mineralizacdo 0ssea, na sintese da matriz éssea,
influenciando também o metabolismo do célcio no organismo.

Alteracbes nas sinteses O6ssea e cartilaginosa de
proteoglicanas foram verificadas por Weiss et al.®? (1981). Os autores
concluiram que, parte da reducdo na formacdo Ossea encontrada em
pacientes portadores de DM, pode ser resultado das alteracdes
encontradas na sintese daquelas macromoléculas.

Rico et al.*” (1989) apds constatarem niveis séricos mais
baixos de osteocalcina, o maior componente ndo coldgeno da matriz
0ssea, em pacientes diabéticos quando comparados a pacientes
saudaveis sugeriram que o quadro de osteopenia observado naqueles
pacientes seria decorrente de atividade deficiente dos osteoblastos,
células responséveis pela sintese daquela proteina.

Kayath et al.*

(1998) avaliaram a densidade Ossea da
coluna vertebral, fémur e o nivel corporal de calcio em pacientes
diabéticos insulino-dependentes, bem como verificaram a evolucdo da
osteopenia. Foram acompanhados 23 pacientes durante quatro anos e
divididos em grupos com e sem osteopenia. Todos foram analisados
quanto a presenca de complicagBes cronicas, massa corporal, glicemia e
insulina administrada. Os autores puderam concluir que a osteopenia no

grupo de diabéticos insulino-dependentes (IDDM) ndo parecia ser
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progressiva. A densitometria 6ssea em pacientes com IDDM mostrou-se
instavel durante os anos de estudo apds a primeira avaliagdo. A
diminuicdo da massa 6ssea nos pacientes IDDM parece estar presente no
inicio da doenca. Isso pode ser ainda mais deletério quando a IDDM se
iniciar durante a fase de pico de desenvolvimento da massa 0ssea.

A fim de determinar se a osteopenia estava presente em
criancas diabéticas, Gunczler et al.® (2001) avaliaram a estrutura éssea
de um grupo de criangas diabéticas diagnosticadas precocemente. Foram
selecionadas 23 criancas da pré-puberdade, sendo sete do sexo
masculino e 16 feminino, com idade cronoldgica de dois a nove anos e
hemoglobina glicosilada de 2,4 a 8,9%. A densidade 6ssea das espinhas
cervical e lombar e a remodelacdo 6ssea foram avaliadas por métodos
radiogréficos e bioquimicos especificos. Os autores puderam concluir que
criangas portadoras de Diabete melito do tipo | apresentaram diminuigéo
da densidade 6ssea na espinha lombar quatro anos apés o diagnostico

clinico da doenca.

Torquato et al.”® (2003) avaliaram a prevaléncia do DM e
a fraca toler&ncia a glicose em 1473 individuos da cidade de Ribeirdo
Preto, entre trinta a 69 anos. Dentre os participantes, estavam homens e
mulheres n&o gravidas. Os individuos entrevistados receberam
informacdes sobre este disturbio metabdlico, o objetivo e a relevancia
desse estudo. Os autores concluiram que a prevaléncia de diabetes, na
referida cidade, mostrava-se comparavel a observada em paises
desenvolvidos. Em relacdo ao estudo multicéntrico Brasileiro, verificaram
maior prevaléncia de diabetes, mas uma prevaléncia semelhante de
intoleréncia a glicose. Esses achados podem refletir o impacto dos fatores
ambientais e o estilo de vida, que tem ocorrido em cidades brasileiras,
como Ribeirdo Preto, principalmente com as taxas crescentes de

sedentarismo e obesidade.
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2.1.2 Diabete melito em animais experimentais

Animais experimentais sdo amplamente utilizados em
trabalhos de pesquisa, para inducdo de DM, principalmente ratos (HOUG
et al.”®, 1981; SPANHEIMER et al.>’,1988; COLEN et al.'’, 1997; ALKAN
et al.?, 2002) coelhos (BRAND et al.’, 1996; SIMOPOULOS et al.>®, 2001;
LERCO, et al.*}, 2003) porcos, cachorros, e também outros animais
(MENDEZ & RAMOS*, 1994).

Existem varios agentes hiperglicémicos que inibem a
secrecdo de insulina, atuando diretamente na degeneracdo das células
beta pancreaticas, localizadas nas ilhotas de Langerhans, promovendo a
elevacdo do nivel glicémico no sangue. As substancias quimicas mais
frequentemente utilizadas sdo aloxano e a estreptozotocina. Estes dois
produtos sdo agentes quimicos, com citotoxicidade especifica para as
células betas, mais estudados. Essas drogas causam insuficiéncias
insulinica priméaria do pancreas, provocando uma resposta trifasica nos
niveis glicémicos durante as primeiras horas da administracéo, seguida do
estabelecimento de diabetes permanente nas 24 horas subseqientes
(MOOR?*, 1953; PINHEIRO*, 1966; HOUG et al.*, 1981; SPANHEIMER
et al.>’, 1988; BRAND et al.’, 1996; COLEN et al. '°, 1997; 2001; ALKAN
et al.?, 2002).

A principal desvantagem dos métodos quimicos utilizados
para indugcdo do DM, é o elevado indice de mortalidade relativa que
apresentam, embora sejam de facil execucgdo, permitindo a utilizagéo de
um grande ndmero de animais. Uma das grandes vantagens € que as
drogas utilizadas provocam destruicdo da parte enddcrina do péancreas,
com preservacao de sua fungéo exdcrina (LERCO et al.*?, 2003).

Pinheiro* (1966), realizou um trabalho utilizando uma
amostra de 107 ratos, divididos em dois grupos, onde um grupo (controle)

gue nao recebeu nenhum tipo de tratamento especial e outro grupo que
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recebeu doses de 280mg/kg de aloxano monohidratada para
desenvolverem o diabete. Neste estudo, o autor considerou diabéticos,
apenas os ratos que apresentaram no final da experiéncia, uma glicemia
acima de 250mg/ml. O osso avaliado foi o fémur, considerando
comprimento, peso e velocidade de calcificagdo. Para avaliagdo da
velocidade de calcificagdo, foi utilizado alizarina red S dissolvida em
solucdo salina (NaCl 0,45%) numa concentracdo de 2%. A andlise
utilizando o osso por desgaste mostrou que o desenvolvimento 6sseo nos
ratos diabéticos estava retardado em relacdo ao normal. O autor conclui
ainda que, como o crescimento do 0sso longo em comprimento e
espessura, depende respectivamente, da atividade das células
cartilaginosas e dos osteoblastos, é provavel que o metabolismo destas
células esteja também alterados.

Diversos trabalhos objetivaram avaliar a relacdo entre as
alteracdes no metabolismo dos tecidos ésseos e o DM, como Grandini®*
(1978), que observou a reparacdo Ossea alveolar apds exodontias em
ratos diabéticos, induzidos por pancreatectomia parcial. No vigésimo
segundo dia pds-operatorio, os alvéolos ja se mostravam completamente
preenchidos com trabéculas 6sseas bem desenvolvidas. As analises
histolégicas mostraram que a organizacdo do coagulo sanguineo, a
maturagdo do tecido conjuntivo, a proliferacdo dos fibroblastos e a
diferenciagdo dos osteoblastos foram prejudicadas no grupo de animais
diabéticos.

Em 1984, Goodman & Hori®® procuraram explicar a
presenca de osteopenia em ratos diabéticos. O crescimento 6sseo da
tibia foi comparado por meio de marcadores 6sseos, em animais
saudaveis, animais diabéticos e animais diabéticos tratados com insulina.
Encontraram decréscimo de 50% na formacgé&o e aposicdo 6ssea no grupo
de animais diabéticos sem tratamento, quando comparados aos demais
grupos. Os graus de formacao e de aposi¢ao de 0sso periostal e de matriz

também estavam reduzidos quando comparados com o grupo controle.
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Os autores concluiram que a administracdo de insulina pode restaurar a
formacdo normal de matriz e osso em diabete experimental e que as
consequéncias do Diabete melito descontrolado, tais como glicosuria,
calcidria, fosfatiria e acidose sistémica, assim como outras alteracfes
hormonais associadas ao estado diabético, podem contribuir para perdas
minerais do esqueleto. A presente investigagdo indicou que este distarbio
metabdlico prejudica a formacdo 6Ossea e da matriz no rato, e essas
mudangas s&o prevenidas por tratamento com insulina a despeito do
controle metabdlico sub-6timo. Em animais formacgéo de osso e matriz a
aposicado estavam substancialmente menores do que os valores do grupo
controle nos ratos diabéticos tratados, resultados estes que concordam
com investigagdes prévias em humanos e ratos.

Spanheimer et al.”’

(1988) mensuraram in vitro a
producéo de proteinas colagenas e ndo colagenas, no osso parietal e em
cartilagem articular de ratos portadores de diabete, induzida pela
aplicacdo de doses variadas de estreptozotocina. Em um subgrupo de
animais com diabete, considerada pelos autores como moderada,
encontraram reducdo de mais de 50% na producdo de proteinas
coladgenas pelo tecido 6sseo e cartilaginoso. Ndo observaram alteracfes
na producdo de proteinas ndo coldgenas nesses animais. Em outro
subgrupo, com diabete considerada severa, além do decréscimo da
sintese de proteinas coldgenas, observaram decréscimo de até 80% na
producdo de proteinas ndo coldgenas. Ao avaliar a produgdo de
colageno, os autores mensuraram a producdo de proteinas colagenas e
ndo colagenas em um modelo que se assemelha a producédo de proteina
in vivo. Os resultados demonstraram que a producdo de proteinas
coladgenas e ndo colagenas era significativamente reduzida nos tecidos de
animais diabéticos, quando comparada a produc¢é@o nos animais controles.

Devlin et al.™ (1996) estudaram a reparacdo de alvéolos
ap6s exodontias de molares em ratos com diabete induzida por

estreptozotocina. Os animais foram divididos em trés grupos: um grupo
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considerado controle que ndo recebeu dose de estreptozotocina, portanto
animal sadio; um segundo grupo que recebeu dose de estreptozotocina,
tornando-se diabético, sendo controlado com doses de insulina e; um
terceiro grupo que recebeu dose de estreptozotocina, tornando-se
diabético, e ndo recebendo insulina para controle da taxa de glicemia,
estando o0s grupos experimentais divididos em: diabéticos néo
controlados, controlados e nao diabéticos. Os autores observaram que no
grupo de ratos diabéticos ndo controlados, havia reabsorcdo Ossea
extensa dez dias apds extracdo dentéria, com osteoclastos mais
numerosos que no grupo ndo diabético do que no grupo diabético
controlado. Resultados da observacdo histolégica sugeriram que no
primeiro grupo pode ter havido disturbio na formacé&o da rede de coldgeno
resultando na demora da cicatrizagcdo e aumentando a destruigéo
alveolar.

Nevins et al.*

(1998) avaliaram a capacidade de
reparagdo 0ssea ao redor de implantes de titanio inseridos em fémures de
ratos diabéticos. A doenca foi induzida por aplicagdo Unica de
estreptozotocina, e as andlises foram feitas através da microscopia de luz
e da histomorfometria. Os autores observaram diferengcas no padrdo e na
arquitetura do osso neoformado ao redor dos implantes dos animais
diabéticos, quando comparados aos animais do grupo controle, apés
quatro e oito semanas de implantacdo. As andlises histomorfométricas
mostraram um maior contato entre o 0sso e a superficie do implante nos
animais normais, além de uma significativa reducdo na porcentagem da
osteointegracdo nos animais diabéticos.

Em 1999, EL-Hakin®® pesquisou a influéncia da
administragéo do fator estabilizador de fibrina (Fator Xlll) quanto a sua
capacidade de auxiliar na cicatrizacdo de feridas de defeitos 0sseos
produzidos na mandibula de ratos normais e diabéticos, induzidos pela
estreptozotocina. O fator de coagulagdo foi aplicado em um grupo de

animais, enquanto que outro grupo recebeu aplica¢des de solugéo salina.
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Avaliagcbes histolégicas mostraram que o colageno depositado nos
defeitos dsseos dos animais do grupo experimental estava mais evidente
e parecia mais orientado do que nos animais do segundo grupo.
Mostraram ainda que neoformacdo Ossea iniciou-se mais cedo nos
animais experimentais do que nos animais do grupo controle. A
administragdo das substancias em animais ndo diabéticos ndo provocou
alterac@es significativas no processo reparativo, sugerindo entdo que, o
fator Xll apenas acelera a cicatriza¢cdo em ratos diabéticos.

Fiorellini et al.l’

(1999) demonstraram aumento na
neoformagdo Ossea ao redor de implantes osteointegrados aplicados em
fémures de ratos diabéticos, que receberam tratamento com insulina.
Entretanto, os parametros histomorfométricos utilizados indicaram que,
apesar da quantidade total de formagcé@o 6ssea estar aumentada nesses
animais, a porcentagem de contato entre o 0sso e o implante de titanio
era significativamente menor do que a encontrada em animais nao
diabéticos. Os autores afirmaram que o produto final da glicosilagdo
avancada (AGEs) causa mudancas qualitativas e quantitativas nos
componentes da matriz extracelular, tais como colageno, proteoglicanas e
laminina e por esse motivo essa molécula tem sido relacionada com a
patologia do diabetes. Também foi constatado uma diminuicdo no ndmero
total de proteoglicanas, assim como do tamanho das moléculas
agregadas. Essas mudangas na matriz extracelular causam alteragdes
especificas na formacéo e remodelacdo dssea.

Funk et al.*®

(2000) pesquisaram a reparagéo de fratura
O0ssea em fémur de ratos diabéticos, induzidos pela estreptozotocina. Os
autores indicaram diferengas distintas nas propriedades estruturais
recuperadas dos ossos com fraturas cicatrizadas em ratos normais e
diabéticos, apds trés a quatro semanas de reparo. Testes mecéanicos
indicaram resisténcia superior em fémures intactos comparados com 0s
fémures com fraturas cicatrizadas de todos 0s grupos, pois estes eram

estruturalmente mais rigidos e quebraram em tensGes e &angulos
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significativamente menores do que os fémures intactos do grupo controle.
Neste estudo, os autores observaram diminuicdo da resisténcia estrutural
dos fémures fraturados e retardo no periodo de reparacdo dos ratos
diabético quando comparados com os animais sadios. A diabete afetou
também o 0sso intacto, pois nos niveis material e estrutural, os fémures
dos ratos diabéticos eram significamente mais rigidos do que os fémures
de animais controle.

O efeito do diabete experimental foi avaliado, utilizando-se
quarenta ratos, que receberam dose Unica de streptozotocina. Dois, 12,
26 e 42 dias apos a aplicagdo da droga, uréia, glicemia e hemoglobina
plasmética foram avaliadas. Os implantes de titnio laminar foram
colocados ap6s 12 dias da indugéo, na tibia direita de cada rato. Dois
grupos de vinte ratos cada foram sacrificados no periodo de 14 e trinta
dias apos a colocacdo do implante. Os resultados demonstraram que 0s
ratos tiveram perda significativa de peso corpoéreo, valores normais de
hemoglobina, uréia, aumento significativo da glicemia e diminuicdo da
tibia. O estudo histomorfométrico revelou baixo percentual de
osteointegracdo em animais diabéticos comparados com o grupo controle,
ambos 14 e trinta dias poOs-implantagdo. O volume do tecido 0sseo
periinplantar foi maior em animais diabético do que no grupo controle, 14
dias pos-implantagdo e menor trinta dias pds-implantagdo (GIGLIO et
al.?°, 2000).

Alkan et al.? (2002) acredita na efetividade da injecéo de
streptozotocina para a indugédo de diabete em ratas, considerando o
elevado nivel de glicemia no grupo experimental quando comparado ao
grupo controle. O autor estudou a reparacdo 6ssea em tibia, utilizando
dois grupos de animais: diabéticos induzidos e néo diabético, embora ele
acredite que este 0sso ndo seja um modelo ideal de estudo quando
comparado a resultados encontrados por outros pesquisadores.

Lu et al.** (2003) estudaram dois grupos de animais

diabéticos, induzidos pela streptozotocina, um dos grupos recebeu
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tratamento com insulina apés a inducdo e o outro grupo manteve-se sem
tratamento. Os animais foram sacrificados nos periodos de zero, dois,
quatro, seis, dez e 16 dias. Andlises microscopicas demonstraram que a
quantidade de tecido mesenquimal imaturo foi equivalente em ambos os
grupos experimentais e controles em quatro dias. Em seis dias, uma
grande quantidade de formac&o 6ssea ocorreu no grupo controle e que foi
significantemente reduzida no grupo diabético. Esta deficiéncia foi
evidente no nivel molecular, demonstrado pela diminuicdo da expressao
de osteocalcina, colageno tipo I. Quando os fatores de transcricdo foram
examinados, a expressao de varios destes fatores foram
substancialmente reduzidas no grupo diabético, comparado com o grupo
controle de quatro e seis dias. Estes resultados indicam que animais
diabéticos produzem quantidade suficiente de tecido mesenquimal
imaturo, mas apresentam falha para expressar adequadamente genes
que regulam a diferenciagdo osteoblastica. Os autores concluiram que
diabete interfere com a formagé&o 6ssea por afetar a expresséo do fator de
transcricdo que regula a diferenciacdo osteoblastica.

Lerco et al.*, em 2003, buscando a caracterizacdo de um
modelo experimental de DM, administraram solu¢do aquosa de aloxano a
2%, injetada por via endovenosa na dose Unica de 42mg/kg de peso
corporal, na veia da cauda de ratos alégenos (rattus novergicus,
variedade albinus). Os animais foram divididos em dois grupos
experimentais, sendo um grupo controle e outro diabético. Foi realizada
avaliacdo clinica e laboratorial de ambos os grupos, incluindo peso,
ingestdo hidrica, ingestdo alimentar e diurese, bem como dados
laboratoriais referentes as dosagens de glicose plasmatica, glicose
urinaria e glicossuria. Neste estudo os autores concluiram que o aloxano,
na condicdo em foi utilizado, € uma droga eficaz na inducdo do DM de
forma grave, demonstrado por alteragbes clinicas e laboratoriais bem
definidas e que, contrastando com o que ocorre na espécie humana,

alteracdes do perfil lipidico nao foram observadas nos animais diabéticos,
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0 que fatalmente levaria a macroangiopatia diabética experimental do
rato.

Margonar et al.*® (2003) estudaram a influéncia do
Diabete melito e terapia de insulina na retengéo biomecéanica ao redor dos
implantes. Utilizaram 27 coelhos (ragca New Zealand), com 2,5 a 3,0kg de
peso corpéreo, os quais foram divididos em trés grupos: controle,
diabético e diabético tratado com insulina. A diabetes foi induzida pela
administragdo endovenosa de 115mg/kg de aloxano moniidratado e 12
horas apds o procedimento, os animais receberam agua com glicose a
5%. Os coelhos com glicemia maior que 300mg/dL foram considerados
diabéticos e os animais diabéticos tratados receberam 10Ul de insulina
duas vezes ao dia. Concluiram que a forca necessaria para desequilibrar
a osseointegracdo € dependente do tempo e a diabetes mellitus pode
influenciar negativamente no mecanismo de retengdo do implante. A
terapia com insulina ndo mostrou significancia estatistica quando
comparado com o grupo diabético. Este estudo sugere ainda que quanto
mais elevado o nivel de glicose no sangue, maior serdo as alteracdes em
relacdo a osseointegracao.

Campos et al.” (2004) realizaram uma ampla revisdo de
literatura sobre os métodos experimentais de indug&o para o DM do tipo 2
(DM2), abordando também as técnicas cirdrgicas, substancias exdégenas
que alteram diretamente o metabolismo basal (estreptozotocina, aloxano
e glutamato monossaddico) e alteragcdo no consumo de dieta do animal.
Dentre as substancias hiperglicémicas, descritas neste estudo, o aloxano
€ uma substancia que pode ser utilizada para indugéo dos dois tipos de
Diabete melito. No DM2, a referida substancia lesa as células b
pancredticas e os animais adquirem sintomas no inicio da fase adulta
(trés meses de idade). Frente aos trabalhos experimentais analisados que
induzem o desenvolvimento do DM2, os autores puderam classificar os
modelos de indug&o em cinco tipos:

a) roedores espontaneamente diabéticos (RED);
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b) roedores induzidos quimicamente ao diabete (RIQD);

c) roedores induzido cirurgicamente ao diabete (RICD);

d) Roedores induzido nutricionalmente ao diabete (RIND);

e) misto.

Estudos experimentais sobre o Diabete melito tem sido
extremamente necessérios, justificando-se, portanto, a sedimentacdo dos
conhecimentos sobre os varios modelos animais existentes, como o

apresentado neste estudo, com o uso de aloxano.

2.2 Metabolismo 6sseo

7

A remodelacdo Ossea é um processo complexo que
envolve vérias fungbes celulares direcionadas para a reabsorgéo
coordenada e formacdo de osso novo. A remodelacdo 6ssea € regulada
por hormonios sistémicos e por fatores locais. Os hormoénios regulam a
sintese, ativacéo e efeito dos fatores locais que exercem uma acéo direta
sobre o metabolismo celular e eles modificam a replicagdo e funcéo
diferenciada das células da linhagem dos osteoclastos ou osteoblastos. E
possivel que o papel dos hormdnios seja oferecer especificidade tecidual
para um certo fator de crescimento porque a maioria destes fatores é
sintetizada por uma variedade de células esqueléticas e ndo-esqueléticas
(HILL & ORTH?, 1998).

O crescimento 6sseo envolve mais do que deposicdo de
tecido 6sseo. Ele depende da intima coordenacdo entre dois processos
opostos. Os osteoclastos compensam a adigdo de tecido 6sseo novo
através da remoc¢do de uma quantidade similar de tecido 6sseo velho de
locais desnecessérios, prevenindo assim a construcdo excessiva de
tecido 6sseo (COMARK!, 2003).
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2.3 Regeneracgdo 6ssea guiada

A primeira informagdo que a literatura traz sobre a
Regeneracido Ossea Guiada (ROG) é fornecida por Murray et al.* (1957)
que removeram um fragmento do ilio de cées e recobriram com um
material plastico, rigido o suficiente para manter um espaco entre o tecido
0sseo e a face interna do material quando os retalhos fossem suturados
em posicao. Apés dez semanas, demonstraram um crescimento 6sseo de
6mm acima do 0sso circunvizinho; 0 novo 0sso estava integrado ao 0sSso
subjacente e apresentava as mesmas caracteristicas histolégicas. O
experimento repetido no fémur de um c&o demonstrou o crescimento
0sseo de 5mm. A fungcdo do material seria impedir que o tecido mole
preenchesse o espacgo onde se desejasse a formacao de tecido 6sseo.

Com o objetivo de estudar a reparagdo osteogénica e a
neoformacédo Ossea no interior de um espaco, Linghorne® (1960)
produziu uma ferida cirargica de aproximadamente 15mm na fibula de um
cado, deixando dois fragmentos 0Osseos completamente separados. A
reparacdo nesse tipo de ferida cirdrgica ocorre normalmente pela unido
fibrosa dos fragmentos 6sseos. Os dois fragmentos da fibula foram unidos
com um tubo de polietileno que, em alguns casos, foi preenchido com
enxerto 0sseo autégeno; cuidados foram tomados para assegurar que o
tubo fosse sempre preenchido com coagulo sanglineo. Apés um periodo
de estudo de 18 a 63 dias, os resultados histoldgicos e radiogréaficos
mostraram que houve neoformagéo dssea e completa reparacdo da ferida
cirdrgica no interior do tubo.

Melcher & Dreyer®® (1962), utilizando o modelo

|44

experimental de Murray et al.”” (1957), criaram defeitos no fémur de ratos

que foram cobertos por uma membrana de acetato-celulose. Os
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resultados histologicos, apos 18 meses de estudo, mostraram que um
novo osso foi formado nas concavidades da protecéo, crescendo além do
contorno do fémur. O grau de crescimento 0sseo estava na dependéncia
da adaptacdo da protecdo a superficie femoral. Os autores concluiram
que a funcdo da membrana era proteger o coagulo da invaséo por tecido
conjuntivo ndo-osteogénico, preservando o tamanho desse coagulo e
prevenindo sua distor¢ao pela pressao dos tecidos, quando suturados em
posicao.

Trés membranas diferentes foram testadas por Aaboe et
al.' (1993) em defeitos unicorticais de 8mm realizados na tibia de coelhos.
Todos os defeitos experimentais e controle apresentaram completa
reparagdo com tecido 6sseo, mostrando que defeitos abaixo de 8mm
repararam espontaneamente neste modelo animal. Ao redor de
remanescentes da membrana de poligalactina 910 (Vicryl®) um infiltrado
inflamatério difuso com células gigantes multinucleares pode ser
observado, o qual ndo prejudicou o processo de reparagdo Oéssea.
Adjacente a membrana Gore-Tex® e Alzamer® alguns linfécitos foram
observados, mas nenhuma célula gigante foi notada.

Macedo et al.*’

(1993) em relato de um caso clinico
mostraram o tratamento de uma reabsor¢éo severa do 0sso alveolar devido
a perda acidental do incisivo central superior direito, pela utilizacdo dos
principios bioldgicos da ROG. Os autores concluiram que a ROG pode ser
indicada como uma técnica cirdrgica para restaurar estética e
funcionalmente as perdas localizadas do rebordo 6sseo, aumentar a
espessura e a altura do rebordo, para facilitar o controle e a remogao da
placa bacteriana, melhorar o resultado estético em préteses parciais fixas,
além de possibilitar a instalag&o de implantes osteointegrados.

Mundell et al.®®

(1993) testaram a eficacia de uma
membrana de coldgeno em osteotomias realizadas no arco zigomético de
coelhos. Ap6s duas e quatro semanas, a andlise histolégica mostrou

crescimento 6sseo no lado teste e tecido conjuntivo fibroso preenchendo
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o defeito controle. Os autores concluiram que a membrana de coldgeno
foi efetiva na prevengdo da invas@o do coagulo por células indesejadas,
especialmente em defeitos 6sseos largos, sendo recomendada em casos
cirirgicos que necessitem de extensiva reposi¢do de segmentos 6sseos.
Com o0 objetivo de criar um modelo experimental com
defeitos 6sseos reproduziveis preenchidos com tecido conjuntivo maturo e
avaliar o potencial do método da membrana na restauracdo desses

defeitos, Dahlin et al.*

(1994) realizaram um estudo onde defeitos
padronizados de tamanho critico de 5mm de didmetro foram produzidos
de lado a lado no &ngulo da mandibula de 13 ratos. Apés 12 semanas, 0s
locais revelaram crescimento macico de tecido conjuntivo preenchendo
toda a area do defeito. Na reabertura, todo o tecido mole foi removido e
os defeitos 6sseos, de um lado, foram recobertos com uma membrana de
Politetrafluoretiieno expandido (PTFE-e) (Gore-Tex) por vestibular e
lingual, estendendo 2 a 3mm além das bordas dos defeitos. O lado
contralateral foi deixado sem membrana servindo como grupo controle.
ApOs seis semanas, a andlise histolégica revelou um preenchimento
0sseo completo nos defeitos recobertos com a membrana. Os defeitos
controles, sem membrana, mostraram variagdes na neoformacao 0ssea e
a porgao central remanescente foi preenchida por tecido conjuntivo. Os
resultados desse estudo levaram os autores a concluir que uma
regeneracdo Ossea previsivel e bem sucedida pdde ser conseguida pelo
tratamento com a técnica da ROG em defeitos preenchidos com tecido
conjuntivo, nos quais encontramos um ambiente menos osteogénico que
naqueles recentemente produzidos. A implicacéo clinica desse tratamento
seria Util nos casos de cistos, lesbes periapicais e pseudartroses
resultantes de fraturas 0sseas.

Utilizando barreiras fisicas ndo-absorviveis, Lang et al!
(1994), em estudo clinico, avaliaram o volume 6sseo regenerado em
defeitos de diversos tamanhos e formatos nos ossos maxilares. Nos

pacientes em que a membrana teve de ser removida entre trés e cinco
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meses, devido ao risco aumentado de infec¢do, a regeneracdo Ossea
variou entre zero e 60%. Nos pacientes nos quais as membranas foram
deixadas por seis a oito meses, 0 0sso regenerado preencheu 90-100%
do volume possivel. Baseado nos resultados, os autores concluiram que
regeneracao 6ssea bem sucedida ocorreu em periodos de reparo de pelo
menos seis meses.

Informacdes detalhadas sobre a sequiéncia e o modelo de
regeneracdo 0ssea em defeitos cirurgicamente criados e protegidos por
membrana no rebordo ésseo da mandibula de cédes foram fornecidas por

Schenk et al.*!

(1994). A avaliacdo histolégica mostrou que um periodo
de reparagédo de quatro meses nao foi suficiente para uma regeneragao
O0ssea completa nos defeitos mais largos, principalmente, nas suas
porgcbes mais superficiais pela persisténcia de defeitos remanescentes.
Um periodo de reparacdo mais longo da ferida cirdrgica seria necessario
em defeitos maiores antes de haver esforco funcional do o0sso
regenerado. Resultados melhores poderiam ser obtidos com o uso de
membranas com reforgo de titdnio que ndo sofressem colapso como as
originais. Biologicamente, a cobertura dos defeitos ésseos pela membrana
criou um meio ambiente aceitavel para a regeneracdo de novo tecido
0sseo. Como provaveis efeitos da membrana, citaram o suporte fisico do
tecido mole prevenindo o colapso do espago necessario para a formacao
0ssea, a criacdo de um espaco preenchido com coagulo sangiiineo
dentro do qual as células osteogénicas pudessem migrar, a protecdo do
tecido de granulagcdo e da rede vascular delicada durante a sua
organizagdo. A membrana deve também excluir as células competidoras
ndo-osteogénicas do tecido mole, evitando a formacao de uma fibrose, e
permitir a possivel acumulacdo de fatores de crescimento e outras
substancias ligadas a neoformacéo 0ssea.

Procurando avaliar um dos requisitos preconizados para
uma membrana, Schmid et al>* (1994) realizaram um estudo

experimental em oito coelhos para testar a hipotese de que, de acordo
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com os principios bioldgicos da ROG, a permeabilidade da membrana é
uma caracteristica necessaria para a formacdo Ossea. Os autores
colocaram cilindros de titanio ancorados na calvaria de coelhos, os quais
foram cobertos com uma membrana Gore-Tex ou selados com um molde
denso de titanio. ApGs oito meses de reparacdo da ferida cirirgica, novo
tecido 6sseo preencheu todos os cilindros de titanio, independentemente
do tipo de selamento realizado sobre os cilindros. Os resultados levaram a
conclusé@o de que a permeabilidade da membrana ndo é um pré-requisito
necessario na ROG.

Criando um espaco onde 0 0ssO seria 0 Unico tecido

adjacente, Lundgren et al.*®

(1995) realizaram um estudo para avaliar o
aumento de osso intramembranoso além do perfil esquelético apdés a
colocagéo de uma barreira oclusiva. Dois domos de titdnio, com 4,5mm de
diametro e 3,0mm de altura interna, foram instalados sobre cada lado do
cranio de coelhos. Apoés trés meses, preenchimento 6sseo completo em
todos os domos foi observado, indicando que o uso de uma barreira com
total oclusividade, resisténcia suficiente, estabilidade e vedamento
periférico resultou em aumento ésseo nos espacos criados além do perfil
0sseo.

A influéncia da oclusividade da barreira fisica sobre a
regeneracéo 6ssea foi avaliada no experimento de Lundgren et al.*” (1998)
em cranio de ratos. A colocagéo de barreiras totalmente oclusivas resultou
em aumento 0sseo numa proporcdo mais vagarosa. As barreiras com
perfuracbes maiores que 10pm mostraram um aumento 0sseo em
propor¢do mais rapida e com certa quantidade de crescimento de tecido
conjuntivo supra-0sseo.

Em estudo clinico, Simion et al.® (1998) investigaram a
regeneracdo Ossea vertical com a utilizagdo de enxertos 6sseos autdgeno
ou alégeno, associados a uma membrana de Politetrafluoretileno (PTFE)
com reforco de titanio, sobre implantes osteointegrados inseridos

parcialmente e emergindo do nivel da crista 6ssea. Sete a 11 meses apos,
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as medidas clinicas nos locais tratados com o0 0sso al6geno mostraram um
ganho 6sseo vertical médio de 3,1mm, ao passo que, nos casos tratados
com 0 0sso autdégeno, o ganho 0Osseo vertical médio foi de 5,02mm. A
analise histolégica mostrou uma correlagdo direta entre as densidades do
0sso preexistente e daquele regenerado. Os resultados clinicos e
histologicos indicaram o efeito benéfico da colocacéo de particulas de 0sso
albgeno ou autbgeno sobre o aumento vertical do rebordo nos
procedimentos de regeneragéo 6ssea com membranas em humanos.

Gomes et al?* (2002) avaliaram as propriedades
osteocondutivas da matriz dentinaria autégena desmineralizada em
defeitos realizados no osso parietal de coelhos, utilizando a técnica de
ROG e barreira de PTFE. Nos periodos pés-operatérios estudados, as
andlises radiogréaficas mostraram que os defeitos no grupo experimental
atingiram radiopacidade mais rapidamente que no grupo controle.
Histologicamente, as fatias de dentina pareceram estimular a nova
formacdo 6ssea. Os autores concluiram que o reparo 6sseo foi acelerado
nos defeitos 6sseos tratados com a matriz quando comparado ao grupo
controle.

Uma membrana absorvivel derivada do acido lactico foi

utilizada por Vesala et al.*

(2002) em defeitos de 10 x 10mm produzidos na
calota de coelhos. Apos seis, 24 e 48 semanas, as analises histologicas e
histomorfométrica mostraram formacgéo 6ssea mais abundante nos defeitos
cobertos com a membrana do que no grupo controle, onde nenhum material
foi utilizado.

Em estudo experimental, Macedo et al®® (2003)
compararam o uso de dois tipos de barreiras fisicas na regeneragéo
0ssea guiada em defeitos criados na tibia de ratos. Quinze animais foram
divididos em trés grupos: grupo | (barreira ndo-porosa de PTFE), grupo I
(blocos de hidroxiapatita) e grupo Il (controle que néo recebeu nenhuma
barreira). A analise histol6gica mostrou quantidades variadas de 0sso

neoformado com ambos os tipos de barreiras. A barreira de PTFE
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mostrou melhores resultados do que a hidroxiapatita. Os resultados deste
estudo sugerem que a regeneracdo 6ssea pode ser conseguida com a

técnica de submersao da barreira fisica.



3 PROPOSICAO

O presente trabalho visou avaliar quantitativa e
qualitativamente a dinamica do processo de reparacdo em defeitos
0sseos cirlrgicos confeccionados no osso parietal de coelhos diabéticos,
induzidos por aloxano, associado ou ndo a regeneragdo 6ssea guiada
com o uso de barreira oclusiva (barreira de politetrafluoretileno-PTFE),
mediante andalises da densidade Ossea, radiogréafica, microscopica e
estatistica da histomorfometria, e também investigar a presenca e os tipos
de complicagbes clinicas encontradas nestes animais durante o

experimento.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Animais
Para o estudo da regeneragdo Ossea guiada, foram
utilizados 18 coelhos adultos, machos, New Zealand, com peso médio de
3,5kg, os quais foram mantidos em cativeiros individuais com dieta de
racdo balanceada e agua ad libitum. Os animais foram fornecidos pelo
Biotério da Faculdade de Odontologia de S&o José dos Campos —
UNESP. Este estudo foi realizado com base nos Principios Eticos para a
Experimentagdo Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), sendo aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da FOSJC-UNESP (Anexo A).
Trés defeitos foram utilizados e divididos em grupos:
(Figura 1)
a) Grupo C (controle — normal, defeito 6sseo em coelhos
sadios);
b) Grupo D (defeito 6sseo em coelhos diabéticos sem
barreira de politetrafluoretileno);
c) Grupo D-PTFE (defeito 6ésseo em coelhos diabéticos

com barreira de politetrafluoretileno)
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FIGURA 1 - Desenho esquematico dos grupos de estudo: a) controle-
normal; b) defeito 6sseo em coelhos diabéticos sem barreira
de politetrafluoretileno; c) defeito 6sseo em coelhos
diabéticos com barreira de politetrafluoretileno.

4.1.2 Material utilizado para a indugéo e controle do Diabete

Para a indugcdo e monitoragdo da glicemia, utilizamos:
aloxano monoidratada (Sigma Aldrich Chemical - Saint Louis, MO, USA),
escalpe 27G (Wiltex, Zhejiang Med., China), monitor para glicemia (One
Touch, Johnson & Johnson Company, California, USA) e tiras teste
LIFESCAN (Johnson & Johnson Company, California, USA). O controle
do diabete foi realizado por meio da administragdo de insulina humana
lenta (Humulin NPH/U-100, Eli Lilly do Brasil Ltda, S&o Paulo, Brasil) e
insulina humana regular (Biohumulin R-100, Biobras S.A., Minas Gerais,
Brasil) (Figura 2)
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FIGURA 2 — Substancias utilizadas para indugdo do diabete e controle da
glicemia; a) Aloxano monohidratado — droga hiperglicémica; b)
Insulina NPH/U-100 e insulina R/U-100 para controlar a
hiperglicemia entre 200mg/dL e 350 mg/dL.

4.1.3 Barreira de politetrafluoretileno
A pelicula ndo-porosa de politetrafluoretileno (PTFE)
(Tecnoflon-Brasflon, Ind. & Com. Plasticos, Sdo Paulo, S.P.), com
espessura de 0,13mm apresenta caracteristicas e biocompatibilidade
adequadas para 0 uso em cirurgias com a técnica da regeneracéo
O0ssea guiada. A barreira de PTFE foi colocada em embalagens

individuais, seladas e esterilizadas em autoclave.

4.1.4 Material cirargico

Para a realizacdo dos procedimentos cirlrgicos,
utilizamos os seguintes materiais: lamina intercambiavel n® 15 montada
em bisturi tipo Bard-Parker n°3, descolador de periésteo e curetas tipo
Molt CM 2/4, afastadores cirlrgicos, cinzéis Ochsenbein n® 4 e mini
Ochsenbein n® 1, sindesmétomo, espatula 7, porta agulha, pinca
hemostatica tipo mosquito curva e reta, tesouras curva e reta, brocas tipo
trefina 8mm de diametro, pano de campo, gaze, sugador cirlrgico

descartavel (Indusbello), fio de sutura absorvivel Vycril (ETHICON /

46
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Johnson & Johnson 6-0) e fio de sutura montado (ETHICON / Johnson &
Johnson c¢/ agulha seda 4-0), seringas anestésicas de 20, 5 e 1ml
descartaveis (Becton Dicknson Induastrias Cirdrgicas LTDA), motor
cirurgico elétrico (AEU-707 — MGF Asseptico Inc., USA).

4.1.5 Reagentes, compostos e solu¢des

Para manutencdo dos animais e conservagéo, transporte
e preparacgdo das pecas cirurgicas foram utilizados os seguintes produtos:
pré-anestésico cloridrato de 2-(2,6-xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3 tiazina
(Rompum - Bayer do Brasil), Cloridrato de (Ketamina Dopalen-Agribrands
do Brasil Industria e Comércio Ltda., Paulinia, Brasil); Gluconato de
Clorexidina 0,12% (Periogard, Colgate - Palmolive, S&o Paulo, Brasil);
antibidtico Pentabidtico veterinario pequeno porte (Fort Dodge Saude
Animal Ltda., Campinas, Sao Paulo, Brasil) e eritromicina gel 4%
(Eryacnen, Galderma Brasil LTDA, S&o Paulo, Brasil); antiiflamatorio
Celebra 100mg (Pfizer Pharmacia, S&o Paulo, Brasil); pomada
Quadriderm 20g (Schering-Plough, Rio de Janeiro, Brasil), solugéo
descalcificadora de Plank [Cloreto de Aluminio (126,10g) Acido Cloridrico
10N (85ml), Acido Formico & 88% (54ml) e agua destilada (500ml)], formol
a 10% (Merck S.A. Industrias Quimicas); racdo granulada (Probiotério
Moinho Primor S.A.) e hematoxilina e eosina (QEEL - Quimica

Especializada Erich/Ltda).
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4.2 Método

4.2.1 Inducéo e controle do Diabete

Foram anestesiados previamente 12 animais, 0os quais receberam
aloxano monohidratada (Alloxan monohydrate, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, Germany), na dosagem de 90mg/kg de peso corporeo,
para inducdo do diabete melito. Essa substancia atua diretamente nas
ilhotas de Langerhans do péancreas, destruindo as células betas e
resultando na diminuicdo da quantidade de insulina. O medicamento foi
administrado, por via intravenosa com o auxilio de um escalpe 27G, na
veia auricular marginal, apos depilacdo e assepsia da area. Os animais
considerados diabéticos apresentaram glicemia maior que 200mg/dL. A
hiperglicemia foi controlada por meio da administracdo de 0,5 a 2U de
insulina humana lenta e/ou insulina humana regular para manter o nivel

glicémico entre 200mg/dL e 350mg/dL (Figura 3).
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FIGURA 3- Inducdo do Diabete: a) introducdo do escalpe na veia auricular

marginal em orelha depilada e asséptica; b) presenca de sangue no
interior do escalpe, confirmando que se encontra no interior da veia;
c) infusdo do aloxano (90mg/ml) na veia auricular; d) aspecto clinico
apos a infuséo.

4.2.2 Mensuracao da glicemia

Para verificarmos o resultado da indugdo do Diabete,
utilizamos amostras de sangue, obtidos de capilares periféricos da orelha,
e os valores da concentracdo de glicose no sangue (mg/dL) foram
mensurados com o auxilio de um monitor para glicemia e tiras teste
(ONETOUCH ULTRA, Lifescan Johnson&Johnson Company, Califérnia,
USA). A glicemia foi averiguada 24, 48 e 72 horas apds a administracao
do aloxano e trés vezes ao dia durante todos os periodos de observacao
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(Figura 4). Os dados obtidos e informagbes complementares eram

registrados em fichas apropriadas (Apéndice A).

s B
FIGURA 4 — Mensuracgdo da glicemia: a) perfuracdo da veia marginal da orelha
do animal experimental; b) e c) obtencéo do sangue periférico fora e
no interior da tira teste; d) mensuracao da glicemia com o auxilio de

um monitor.

4.2.3 Confeccédo dos defeitos 6sseos cirlrgicos

Os animais foram anestesiados por via intramuscular e as
substancias preconizadas foram o pré-anestésico Rompum e anestésico
Dopalen na propor¢cdo de 0,1ml/kg e 0,35ml/kg de peso corpoéreo,
respectivamente.

Ap6s a depilacdo e assepsia com gluconato de clorexidina
a 0,12% no cranio, uma incisdo no plano sagital mediano foi realizada,
seguida de divulsdo muscular plano a plano e incisdo do periésteo.
Subsequentemente, foi realizado um defeito 6sseo com o auxilio de uma
broca tipo trefina de 8mm acionada por um motor cirtrgico, com irrigacéo
constante de cloreto de sédio a 0,9% estéril. O respectivo defeito désseo

apresentava profundidade igual a espessura da cortical retirada.
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Nos defeitos D-PTFE, a barreira oclusiva foi posicionada
no assoalho da loja cirargica. Imediatamente apds, a sua superficie foi
recoberta pelo mesmo tipo de barreira, estendendo-se por 2 a 3mm das
bordas dos defeitos. Nos defeitos dos grupos controle-normal e controle-
diabético, os defeitos cirargicos confeccionados foram preenchidos
apenas por coagulo sanglineo. Em seguida, as estruturas dos planos
profundo e superficial foram suturados com fio absorvivel Vycril e seda
4-0 (Figura 5).

Os cuidados pré e pos-operatorios foram realizados para
cada animal, administrando-se, por via intramuscular, o antibi6tico
Pentabidtico e antiinflamatério Celebra 100mg nas dosagens de 0,1ml/kg
e 0,6mg/kg do peso corporal, respectivamente. O antibittico foi aplicado
uma hora antes do procedimento clinico e o antiinflamatorio administrado

apo6s o procedimento, prorrogando-se por trés dias.
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FIGURA 5 -Procedimentos cirdrgicos: a) divulsdo muscular plano a plano;
b) ossos parietais expostos; c) confeccdo dos defeitos 6sseos;
d) e e) barreira de PTFE no assoalho e na superficie do
defeito; f) reposicionamento do peridsteo.
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4.2.4 Periodos de observacédo
Decorridos 15, trinta, sessenta e noventa dias do
procedimento cirdrgico, trés defeitos 6sseos dos coelhos diabéticos e
quatro defeitos dos coelhos normais foram obtidos apds o sacrificio
desses animais com uma superdose de anestésico. As pecas contendo
os defeitos 6sseos foram removidas em bloco e fixadas em formol a
10% por 72 horas.

4.2.5 Analise radiografica

Para facilitar a descrigdo do resultado obtido a partir da
analise das imagens radiograficas digitais, os defeitos O6sseos foram
divididos em trés tercos: anterior (TA), médio (TM) e posterior (TP), no
sentido antero-posterior da cabeca do coelho. As paredes do defeito
0sseo serdo referidas em anterior (A), posterior (P), medial (M) e lateral
(L) (Figura 6).

Th =
L Thi=
TF =

M

FIGURA 6 - Desenho esquematico da vista superior do cranio do coelho.
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4.2.5.1 Obtencao das imagens radiograficas digitais

Para a obtencado das imagens radiograficas, utilizou-se
0 sistema Visualix Gx-S-HDI (Gendex Dental System, Dentisplay
International, Chicago, IL, USA). Este sistema consiste de um software
VixWin 1.9 (Gendex Dental System, Dentisplay International, Chicago,
IL, USA) que capta a imagem radiografica digital por meio de um
sensor CCD (Charge —Coupled Device), com éarea ativa 20,0mm de
largura por 30,0mm de comprimento. O aparelho de raios X utilizado é
0 Gendex 765 DC (Gendex Dental X-Ray Division, Dentistry
International Inc., IL, USA), regulado para 65KVp e 7mA. As pecas
cirurgicas foram colocadas sobre o referido sensor que esta
posicionado paralelamente ao solo e o feixe central de raios-X foi
direcionado perpendicularmente a esse dispositivo. A distancia foco-
objeto e o tempo de exposicdo aos raios-X foi de 40cm e 0,02
segundos, respectivamente. As imagens radiograficas digitais obtidas

foram armazenadas em arquivo de formato TIFF (Figura 7).

dierm ddf
2mis
Tokvp

FIGURA 7 -Representacao esquematica das tomadas radiogréaficas pelo
Sistema Visualix Gx-S-HDI.
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4.2.5.2 Analise da densidade Optica

A mensuragdo dessas imagens digitais foi realizada por
um programa de computador (Kodak, Aldus Photo Styler 2.0) que
possibilitou a medicdo de 256 tons de cinza. O observador realizou trés
vezes a mensuracdo da densidade 6ptica em intervalos de cinco dias e o0s
valores obtidos da densidade O6ptica foram submetidos & analise

estatistica.

4.2.6 Andlise estatistica

Os resultados da densidade Optica foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) e ao teste de Tukey (GraphPad InStat
version 3.00 for Windows 95, GraphPad Sottware, San Diego, California,
USA). O nivel de significancia adotada sera de p< 0,05.

4.2.7 Andlise microscopica

4.2.7.1 Preparacao dos espécimes para a microscopia de luz

Para o estudo microscépico, as pecas cirlrgicas dos
coelhos diabéticos e diabéticos com membrana, contendo os defeitos
0sseos, foram removidas em bloco, fixadas em formol a 10% por 72
horas, descalcificadas com solugéo Plank, processadas e incluidas em
Paraplast. Imediatamente apos, foram realizados cortes microscopicos
com 6mm de espessura. As laminas histoldgicas foram coradas com
hematoxilina-eosina (HE) e analisadas por trés observadores por meio

de microscopia de luz.

4.2.7.2 Andlise estatistica histomorfométrica
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Para a realizacdo da histomorfometria, utilizou-se o
meétodo estereoldgico, que consiste em determinar parametros
quantitativos tridimensionais de estruturas anatdmicas a partir de cortes
histolégicos por meio da geometria. A finalidade da aplicacdo deste
método é estudar uma determinada amostra de cortes aleatérios e
isotropicos (GOMES et al.**, 2002).

Considerando que o principio experimental da estereologia
estid na casualizagdo das amostras, a escolha das mesmas deve ser
realizada por um método que elimine a ocorréncia de vicios na
amostragem, consistindo na aplicagdo de procedimentos de casualizacao
em todas as fases do experimento, tais como: selecdo aleatoria das
laminas, dos cortes histolégicos presentes em cada lamina e,
principalmente, dos campos microscopicos a serem utilizados nas
quantificac6es. A analise da histomorfometria foi realizada de acordo com
o defeito 6sseo que representava a média da estatistica da densidade
6ptica obtida (GOMES et al.?*, 2002).

O reticulo ou grade de integracao Il Zeiss foi sobreposto a
ocular de compensacado KPL 8X Zeiss para avaliacdo da densidade éssea
(DO). A imagem do reticulo foi superposta aos campos histolégicos
desejados. Os pontos do reticulo (Pi) e o nimero total de pontos (P) sobre
o defeito 6sseo foram quantificados. A densidade 6ssea foi calculada pela
formula: DO = numero de pontos sobre a estrutura (Pi) niumero total de
pontos sobre o defeito 6sseo (P).

O fragmento descalcificado, contendo o defeito 6sseo, foi
submetido a cortes histolégicos seriados, no qual foram obtidos
aproximadamente quarenta cortes. Dentre essas laminas, foram
escolhidas, aleatoriamente, oito para andlise histomorfométrica.
Imediatamente apds, seis campos histologicos da area do defeito 6sseo
foram analisados com auxilio da objetiva 40X e ocular KPL 8X de um
microscopio optico, modelo Olympus CH-2. A objetiva mostrou um reticulo

de cem pontos, correspondente a 7840 nf, para mensuracédo da area de
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tecido 6sseo neoformado (Figura 8). Esse tecido foi registrado

numericamente em ficha apropriada (Apéndice B).

Reticulo ou grade de =) Objetiva 40X Ocular
intearacao Il Zeiss (100 nontos) KPL 8X

FIGURA 8 - Representagdo esquematica da analise histomorfométrica.



5 RESULTADOS

5.1 Efeitos adversos do aloxano

Para a obtencé@o dos 18 coelhos diabéticos necessérios
para a realizacdo desse estudo, 24 animais foram submetidos a infusédo
de aloxano. Dentre esses, trés animais morreram por parada cardiaca e
respiratoria, dois por efeitos de alta toxicidade da substancia, um por
hipoglicemia acentuada e convulsdes de longa duragdo até ocorrer a
parada cardiaca, um foi sacrificado devido a paralisia das patas traseiras
e trés apresentaram resisténcia a substancia (euglicémico).

Dentre o0s 18 animais diabéticos obtidos, dois
apresentavam crises hipoglicémicas, trés desenvolveram cetoacidose
devido & hiperglicemia acentuada constante (acima de 500mg/dL). Alguns
animais apresentaram hiperglicemia controlavel, sem expressar
manifestagdes clinicas que comprometessem o estado geral do animal.

Ap6s a administragdo do aloxano, os pancreas dos
animais diabéticos foram removidos e analisados microscopicamente para
a averiguacdo dos efeitos da substancia. Os cortes microscopicos
revelaram desorganizacdo do parénquima com presenca de células
acinares atipicas, escassa quantidade de vesiculas secretoras, bem como
atrofia e diminuicdo do numero de ilhotas de Langerhans, em algumas
regibes, notava-se a presenca de células enddcrinas pequenas em

degeneragéao (Figura 9).
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FIGURA 9 — Fotomicrografias de pancreas: a) pancreas de aspecto normal com
presenca de células acinosas exibindo extensa basofilia
citoplasmatica na porcao basal do citoplasma, com numerosas
vesiculas secretoras apicais (setas) e agregado esferoidal de
células enddcrinas poligonais e claras, denominado de ilhota
enddcrina de Langerhans (L); b) pancreas de coelhos diabéticos
mostrando células acinares atipicas, moderada quantidade de
vesiculas secretoras e atrofia de ilhota de Langerhans exibindo
células enddcrinas pequenas em degeneracdo (setas), aumento
original: 200X e 100X. Coloracgéo-HE.

5.2 Complicac¢8es gerais e bucais dos animais diabéticos

As complicagbes do DM sé&o bastante significativa e devem
sempre ser consideradas no tratamento dos pacientes portadores desta
doenca. As mais relevantes observadas em nossos estudos foram perda
de peso, politria e polifagia em todos os animais diabéticos (18/18). Além
disso, dois animais apresentaram cetoacidose associada as convulsées
(2/20) e um desenvolveu pé diabético (1/18) (Figura 10).
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FIGURA 10 — Leséao ulcerativa com extensas areas de necrose superficial na
pata posterior do coelho diabético.

Na regido do defeito 6sseo, cinco animais (cinco/dezoito)
apresentaram abscesso e um (1/18) exibiu infecgbes fungica e bacteriana
na regido submandibular, estendendo-se para o pescogo e tronco. Na
cetoacitose, o tratamento preconizado foi administragdo de solucdo de
ringer com lactato de sodio (Equiplex Industria farmacéutica Ltda,
Goiania), na dosagem de 40mL/kg de peso corpolreo, por via subcutanea,
durante quatro dias. As convulsbes foram tratadas com benzodiazepinico
(COMPAZ, Pfizer Pharmacia, Sdo Paulo, Brasil), na dosagem 0,6mL/kg
de peso corpéreo, por via intramuscular. As infec¢bes fangicas e
bacterianas foram tratadas com a associagdo de valerato de
betametasona, sulfato de gentamicina, tolnaftato e clioquinol
(Quadriderm®, Schering-Plough S/A,Rio de Janeiro, Brasil), com aplicacdo
topica de duas vezes ao dia, até o desaparecimento da lesdo. Além disso,
realizou-se limpeza da ferida com solugéo anti-séptica emoliente (Soapex
4 triclosano 0,5%, Galderma Brasil Ltda, S&o Paulo, Brasil), uma vez ao

dia, antes da aplicagéo da medicacao eleita (Figura 11).
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FIGURA 11 — Complicagdo da doenca: a) Lesdo ulcerativa e descamativa, com
prurido, na regido submandibular, estendendo-se para 0 pescoco
e tronco; b) 15 dias apdés o tratamento preconizado com
associagdo de valerato de betametasona, sulfato de gentamicina,
tolnaftato e clioquinol.

A formagado do abscesso ocorreu aproximadamente cinco
dias apbés a confeccdo dos defeitos O6sseos cirargicos e o tratamento
preconizado foi a assepsia do local com gluconato de clorexidina 0,12%
(Periogard, Colgate - Palmolive, S&o Paulo, Brasil), drenagem com o
auxilio de peréxido de hidrogénio e aplicacdo tépica de antibibtico
eritromicina gel 4% (Eryacnen, Galderma Brasil LTDA, Séo Paulo, Brasil),
uma vez ao dia, durante dez dias. Além disso, foi administrado o
antibiético pentabidtico, em intervalos de trés dias, durante todo o periodo
do tratamento, bem como antiinflamatério Celebra 6mg/dia/kg por cinco
dias (Figura 12).
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FIGURA 12- Abscesso na regido do osso parietal: a) aumento volumétrico com
restos necréticos sobre o defeito; b) saida de secre¢do purulenta;
c) assepsia e drenagem; d) aplicacado topica da eritromicina gel 4%;
e) e f) curativo.
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Ao exame intraoral, foi identificada gengivite crbnica na regido de
incisivos centrais inferiores nos animais diabéticos que receberam
suplemento alimentar diet (180ml/dia - Diabetic, Novartis Consumer
Health Ltda, Rio de Janeiro, Brasil), durante a sua fase de inanicdo
(Figura 13).

FIGURA 13- Gengivite crénica na regido de incisivos centrais inferiores.

5.3 Analise radiografica

5.3.1 Aspectos radiogréficos
Os achados radiograficos mais frequientes, observados nos
espécimes dos grupos controle e diabético, foram analisados em conjunto

dentro de cada periodo considerado no experimento.

5.3.1.1 Periodo de 15 dias
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No grupo controle-normal, observou-se que a topografia do
defeito era definida, porém apresentava limites imprecisos. Em algumas
regides da parede, notou-se areas radiopacas compativeis com as
imagens de tecido 6sseo normal (Figura 14). No grupo diabético,
observou-se imagens radiollcidas, sugestivas de defeito 6sseo, exibindo
limites bem definidos e de maior intensidade quando comparado com 0s
demais grupos. Em algumas regifes, foi observado ainda discretas areas
radiopacas justapostas as paredes do defeito (Figura 14). No grupo
diabético-PTFE, os defeitos exibiam imagens radiollcidas, com limites
precisos e discretamente indefinidos. As areas radiopacas, justapostas as

paredes do defeito, eram mais extensas e homogéneas quando

comparadas com as evidenciadas no grupo anterior (Figura 14).

FIGURA 14 - Imagens radiograficas digitais dos defeitos ésseos cirlrgicos no
osso parietal de coelho no periodo de 15 dias: a) controle; b)
diabético exibindo areas radiopacas justapostas as paredes do
defeito (seta tracejada); c) diabético-PTFE mostrando areas

radiopacas extensas e homogéneas (seta continua).
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5.3.1.2 Periodo de trinta dias

No grupo controle, a regido do defeito era pouco visualizada e seus
limites apresentavam indefinidos. Observou-se também extensas éareas
radiopacas preenchendo a porcdo central e discretas imagens
radiollcidas, de tamanho e forma irregular, préximas as paredes do
defeito (Figura 15). No grupo diabético, notou-se que a topografia da loja
cirdrgica era ainda visualizada, com limites irregulares. A radiopacidade
apresentava-se aumentada da periferia para a porgcdo central,
caracterizando um crescimento 0sseo centripeto, porém se limitava as
margens do defeito. Em consequéncia a esses achados, houve uma
predominancia significativa de areas radiollcidas neste grupo (Figura 15).
No grupo diabético-PTFE, observou-se que a topografia do defeito era
pouco visualizada, exibindo limites imprecisos e irregulares, com um
aumento gradativo de radiopacidade em sua porgdo central. A regido
mais periférica do defeito apresentava radiopacidade semelhante ao
tecido 6sseo normal (Figura 15).

FIGURA 15- Imagens radiograficas digitais dos defeitos O6sseos cirdrgicos no 0sso
parietal de coelho no periodo de trinta dias: a) controle exibindo imagens
radioltcidas préximas as paredes do defeito (setas tracejadas); b)
diabético e c) diabético-PTFE mostrando imagem radiopaca semelhante
ao tecido 6sseo normal (seta continua).
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5.3.1.3 Periodo de sessenta dias

No grupo controle, a imagem do defeito era pouco
visualizada. Em algumas regides, os limites das suas paredes podiam ser
observados, embora houvesse evidéncias de aumento de radiopacidade
em todo o contorno da loja cirtrgica (Figura 16). No grupo diabético, a
topografia da imagem da loja cirdrgica estava bem visualizada, porém os
limites de suas paredes mostravam-se imprecisos e irregulares, quando
comparados com os periodos anteriores (Figura 16). No grupo diabético-
PTFE, a topografia das imagens do defeito era pouco visualizada e as
suas paredes mostravam-se imprecisas e irregulares. Houve um aumento
gradativo de radiopacidade em sua porcdo central, porém de menor
intensidade quando comparado com o grupo controle (Figura 16).

FIGURA 16 - Imagens radiograficas digitais dos defeitos ésseos cirlrgicos no
0sso parietal de coelho no periodo de sessenta dias: a) controle,
b) diabético; c) diabético-PTFE.
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5.3.1.4 Periodo de noventa dias

No grupo controle, as imagens radiolicidas,
correspondente ao defeito, continuavam evidentes, porém, mais discretas
quando comparado com os periodos anteriores. Além disso, podiam ser
observadas algumas regides com imagens mais radiolicidas quando
comparadas com as outras areas dos defeitos neste mesmo periodo
(Figura 17). No grupo diabético, a topografia da imagem da loja cirdrgica
era ainda visualizada e os limites de suas paredes eram mais imprecisos
e irregulares, quando comparados com o0s periodos anteriores deste
mesmo grupo. A porcdo central exibia extensas areas radiolcidas
guando comparadas com os demais grupos de estudo (Figura 17). No
grupo diabético-PTFE, a topografia das imagens do defeito ndo era mais
visualizada e havia maior intensidade radiopaca na regido periférica do
que na porcdo central, resultante do crescimento centripeto durante o
processo de reparo 06sseo. Houve um aumento gradativo de
radiopacidade em toda a sua extensao quando comparado com 0S grupos
controle e diabético-PTFE (Figura 17).

FIGURA 17- Imagens radiograficas digitais dos defeitos 6sseos cirdrgicos no
0sso parietal de coelho no periodo de noventa dias: a) controle; b)
diabético; c) diabético-PTFE.
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5.3.2 Analise estatistica da densidade 6ptica

O valor da média da densidade Optica obtida de seis
fragmentos 0sseos normais, removidos durante a confeccdo do defeito
0sseo cirargico, foi de 81,21.

Os valores das médias e desvio padréo (o) da densidade
Optica, nos tercos anterior, médio e posterior dos defeitos 0sseos dos
grupos controle (C), diabéticos (D) e diabético-PTFE (D-PTFE), com os

diferentes periodos encontram-se expressos na Tabela 1.

Tabela 1 — Valores das médias e desvio padrao (o) das densidades
Opticas dos grupos estudados nos diferentes periodos.

Periodos Grupos
C D D-PTFE
15 33,33+3,42 27,70+1,30 30,63+6,00
30 36,22+2,54 21,52+1,61 38,55+6,77
60 45,67+8,36 23,33+2,62 31,85+3,55
90 50,51+11,02 40,89+6,24 56,37+£18,10

A Figura 18 representa os valores das médias de
densidade Optica de formacdo de tecido 0sseo no defeito cirdrgico dos
grupos controle e diabético, nos periodos de observacdo determinados

para este estudo.
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FIGURA 18- Comparacdo das médias de densidade 6ptica de formacéo de
tecido 6sseo nos defeitos cirlirgicos dos grupos controle (C),
diabético (D) e diabético +PTFE (D-PTFE).

A Figura 19 representa a evolugdo das médias das densidades épticas,
dentro de cada grupo analisado, ao longo dos periodos. De acordo com o
gréfico (Figura 19), pode-se constatar a uniformidade na progressédo das
médias de densidade Optica, caracterizando a crescente formacao de
tecido 6sseo, no decorrer dos periodos analisados do grupo controle.
Dentre todos os grupos estudados, verificamos que nos grupos diabéticos
esta progressao néo foi uniforme, considerando ligeira queda nas médias
de densidade ¢ptica aos trinta e sessenta dias do grupo diabético e aos

sessenta dias do grupo diabético-PTFE.
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FIGURA 19- Evolucdo das médias de densidade ¢ptica de formacao de tecido
0sseo nos defeitos cirlrgicos dos periodos de observacdo dos
grupos controle (C), diabético (D) e diabético + PTFE (D-PTFE).

Comparando os grupos dois a dois, péde-se verificar que
nao houve diferenca estatisticamente significante nos periodos de 15, 30,
60 e 90 dias entre as médias dos grupos C, D e D-PTFE (Tabela 2).
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Tabela 2 - Analise da variancia (ANOVA) entre os grupos controle,
diabético e diabético-PTFE, nos diferentes periodos observados.

Periodo Grupos p

C/D p>0.05

15 C/D-PTFE p>0.05
D/D-PTFE p>0.05

C/D p>0.05

30 C/D-PTFE p>0.05
D/D-PTFE p>0.05

C/D p>0.05

60 C/D-PTFE p>0.05
D/D-PTFE p>0.05

C/D p>0.05

90 C/D-PTFE p>0.05
D/D-PTFE p>0.05

* diferenca estatisticamente significante p<0,05

5.4 Analise microscépica

Os achados histologicos mais frequentes observados nos
espécimes foram analisados em conjunto dentro de cada periodo

considerado no experimento.

5.4.1 — Aspectos microscopicos

5.4.1.1 — Periodo de 15 dias

Os cortes histolégicos do grupo controle mostravam
defeito Osseo preenchido por tecido conjuntivo osteogénico e por
discretas trabéculas ésseas imaturas. O tecido conjuntivo era composto
principalmente por células osteoprogenitoras e por fibras colagenas,

dispostas paralelamente entre si, e apresentava moderado infiltrado de
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células inflamatérias mononucleares. As trabéculas d&sseas que
preenchiam a area do defeito apresentavam-se localizadas nas
extremidades, estendendo-se para porcdo central, bem celularizadas,
caracterizando-se imaturas, de aspecto delicado e irregular. Em algumas
areas, essas trabéculas mostravam arranjo irregular e forma ora globular
ora fusiforme na por¢éo periférica do defeito. Alguns cortes histologicos
exibiam invasdo de tecidos indesejaveis, tais como tecido muscular e
adiposo, no interior do defeito (Figura 20).

No grupo diabético a area do defeito 6sseo apresentava-
se preenchida por tecido conjuntivo osteogénico abundantemente
celularizado e por discretas trabéculas 6sseas imaturas. O tecido
conjuntivo era composto por células osteoprogenitoras e por fibras
coladgenas, dispostas paralelamente entre si, e permeado por moderado
infiltrado de células inflamatérias mononucleares. As trabéculas Osseas
eram imaturas, bem celularizadas, delicadas e irregulares, bem como
estavam localizadas nas extremidades, estendendo-se para regido
central. Em alguns cortes histoldgicos, foi observado a invasdo de tecido
muscular e conjuntivo, originadas das areas adjacentes, para o interior do
defeito. A faixa de tecido neoformado apresentava menor espessura
quando comparada com a cortical 6ssea original (Figura 20).

No grupo diabético-PTFE, a regido do defeito mostrava-se
preenchida por tecido conjuntivo osteogénico, bem celularizado e
vascularizado, e por trabéculas d&sseas imaturas. As trabéculas
neoformadas se apresentaram numericamente aumentadas quando
comparadas com o grupo anterior. Em alguns cortes histologicos,
observou-se ainda a presenca de trabéculas 6sseas com arranjo ora
irregular ora globular na por¢cédo central. Além disso, areas de hemorragia
intersticial e infiltrado de células inflamatorias mononucleares foram
identificadas. A faixa de tecido no interior do defeito exibia a mesma

espessura da cortical 6ssea original (Figura 20).
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5.4.1.2 Periodo de trinta dias

No grupo controle, a é&rea do defeito mostrava-se
preenchida por tecido 6sseo imaturo e por tecido conjuntivo osteogénico.
As trabéculas ésseas eram maduras e espessas has extremidades e
imaturas de arranjo irregular na porgéo central. Havia maior quantidade de
trabéculas 6sseas nas extremidades do que na porcéo central do defeito,
caracterizando um crescimento 6sseo centripeto. O tecido conjuntivo
osteogénico apresentava-se bem celularizado com moderado infiltrado de
células inflamatérias mononucleares e encontrava-se em maior
quantidade na por¢do central. O tecido recém-formado, presente no
interior do defeito, mostrava-se mais delgado quando comparado com a
espessura da cortical 6ssea original (Figura 21).

No grupo diabético, a éarea do defeito mostrava-se
preenchido por tecido 6sseo imaturo e por tecido conjuntivo osteogénico.
As trabéculas 6sseas eram espessas e de arranjo e forma irregular. Havia
maior quantidade dessas estruturas nas extremidades do que na porcéo
central do defeito. O tecido conjuntivo osteogénico era bem celularizado e
exibia moderado infiltrado de células inflamatérias mononucleares. Além
disso, foi observada delgada faixa de tecido formado, exibindo menor
espessura quando comparada com a cortical 6ssea original (Figura 21).

No grupo diabético-PTFE, a regido do defeito estava
preenchido por tecido 6sseo e tecido conjuntivo osteogénico. As
trabéculas Osseas formadas eram maduras e imaturas, espessas e
homogéneas, bem como exibiam arranjo linear. Essas estruturas
estendiam-se em sentido a por¢ao central do defeito, acompanhando o
espaco virtual da membrana de PTFE. Essas caracteristicas
demonstraram a propriedade osteocondutora da barreira oclusiva e o
crescimento centripeto do tecido 6sseo formado. Foi evidenciado aumento
de quantidade de trabéculas ésseas quando comparado com grupo

anterior. O tecido conjuntivo osteogénico revelava-se bem organizado e
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suas fibras colagenas estavam dispostas paralelamente entre si. Além
disso, foi identificado moderado e difuso infiltrado de células inflamatérias
mononucleares. Em alguns cortes histolégicos, foi observada medula
O0ssea neoformada, localizada principalmente nas areas préximas ao
limites do defeito. A faixa de tecido 6sseo formado mostrava-se com a

mesma espessura da cortical 6ssea original (Figura 21).
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5.4.1.3 Periodo de sessenta dias

No grupo controle, a regido do defeito era preenchida por
trabéculas 6sseas maduras com arranjo e forma irregular e por tecido
conjuntivo osteogénico e fibroso, exibindo uma lamina tecidual. O tecido
0sseo recém-formado exibia canais de Harvers amplos e crescimento
centripeto, assim como notdvamos a presenca de células osteoclasticas
nas areas de remodelacdo 6ssea. A espessura da referida lamina era
menor quando comparada com a espessura das corticais 6ésseas originais
(Figura 22).

No grupo diabético, a area correspondente ao defeito
0sseo, apresentava-se preenchida por tecido conjuntivo e por discretas
trabéculas 6sseas. O tecido conjuntivo estava desorganizado, exibindo
fibras colagenas dispostas irregularmente. As trabéculas désseas eram
imaturas na porgéo central e madura na periferia. A quantidade de tecido
0sseo era menor quando comparado com 0s grupos controle e diabético-
PTFE. Alguns cortes histolégicos exibiam invasdo de tecidos indesejaveis,
tais como tecido muscular e adiposo, no interior do defeito (Figura 22)

No grupo diabético-PTFE, a regido do defeito estava
preenchida por tecido d&sseo e tecido conjuntivo osteogénico
desorganizado As trabéculas Osseas formadas eram maduras nas
extremidades e imaturas na porgcdo central. Em ambas as porgoes,
evidenciavam-se trabéculas espessas e homogéneas exibindo arranjo
linear. Essas estruturas estendiam-se para a porcdo central do defeito,
acompanhando o espago virtual da barreira de PTFE. Esses aspectos
caracterizam crescimento centripeto do tecido 6sseo neoformado e
propriedade osteocondutora da barreira oclusiva. A faixa de tecido 6sseo
neoformado, proxima aos limites do defeito, apresentava espessura

semelhante as corticais 6sseas originais (Figura 22).
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5.4.1.4 Periodo de noventa dias

No grupo controle, a regido do defeito era preenchida por
trabéculas 6sseas maduras com arranjo e forma irregular e por tecido
conjuntivo fibroso, formando uma lamina tecidual. A espessura dessa
lamina mostrava-se maior nesse periodo estudado do que no periodo
anterior. O tecido conjuntivo fibroso era permeado por trabéculas 6sseas
recém-formadas (Figura 23).

No grupo diabético, observava-se a presenca de tecido
conjuntivo fibroso ou cicatricial, principalmente, localizado na regido
central do defeito 6sseo, a qual, algumas vezes, estava entremeado por
finas trabéculas 6sseas maduras e irregulares. A regido periférica exibia
um trabeculado maduro e espesso, estendendo-se para o centro da loja
cirrgica. Neste grupo, a formacédo de tecido 6ssea era significativamente
menor quando comparada com os grupos anteriores. O referido tecido
mostrava-se desorganizado com poucos sistemas de Harvers. Em todos
os defeitos, evidenciou-se a invasédo de tecidos indesejados no seu
interior (Figura 23).

No grupo diabético-PTFE, observou-se que o defeito foi
preenchido por trabéculas 6sseas maduras, com arranjo mais regular e
mais espessas quando comparado com o0 grupo controle, e entremeado
por tecido conjuntivo fibroso. Pequena quantidade de tecido conjuntivo
osteogénico estava presente e a espessura da cortical éssea estava
preservada na maioria dos defeitos estudados. Foram identificados
espacos medulares amplos preenchidos com medula hematopoiética.
Além disso, foi observado o deslocamento da barreira de PTFE na maioria
dos fragmentos examinados. Havia melhor qualidade estrutural éssea
neste grupo, caracterizado pelo maior grau de organizacdo do tecido
0sseo, bem como de apresentar trabeculado espesso e numeroso com
distribuicdo regular e uniforme, tanto na extenséo quanto na profundidade

do defeito cirargico (Figura 23).
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5.5 Anédlise estatistica da histomorfometria

A andlise histomorfométrica teve como finalidade
mensurar a densidade de volume da matriz 6ssea neoformada nos
defeitos 6sseos dos grupos controle, diabético e diabético-PTFE, bem
como fornecer os dados necessarios a analise estatistica destas
medicdes.

Os valores das médias e desvio padrdo da
histomorfometria da regido dos defeitos ésseos dos grupos controle (C),
diabéticos (D), diabético-PTFE (D-PTFE), com os diferentes periodos,

encontram-se expressos na Tabela 3.

Tabela 3- Valores das médias e desvio padrdo da histomorfometria dos
grupos estudados nos diferentes periodos.

Periodos Grupos

C D D-PTFE
15 31.66%£2.478 18.48+4.843 17.60+0.208
30 39,96+0.430 30.43£15.06 36.70+£4.107
60 45.60+4.095 36.44+7.937 32.74+£0.924
90 53.24+5.090 44.10+17.52 51.93+1.204

C- Controle; D- Diabético; D-PTFE- Diabético com politetrafluoretileno

As médias das densidades de volume de matriz 6ssea
durante o processo de reparo 6sseo dos diferentes grupos estudados,
expressas em numeros absolutos, encontradas nos oito campos
histologicos de cada animal avaliado, foram demonstradas nas Tabela 4,
5,e6.
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Tabela 4 — Média das densidades de volume de matriz ssea observada

durante o processo de reparo nos defeitos cirargicos do grupo

controle.
Grupo Controle

Defeitos 12 Leitura 22 Leitura 32 Leitura Média
D1-15 dias 28,78 28,64 29,03 28,81
D2-15 dias 32,39 35,56 31,97 33,30
D3-15 dias 33,43 32,14 33,05 32,87
D1-30 dias 41,37 40,14 39,68 40,39
D2-30 dias 39,78 39,58 40,01 39,53
D3-30 dias 40,57 39,86 39,84 39,96
D1-60 dias 41,85 41,80 40,89 41,51
D2-60 dias 52,20 49,10 47,81 49,70
D3-60 dias 47,02 45,45 44,35 45,60
D1-90 dias 51,58 63,12 60 58,33
D2-90 dias 50,37 49,76 44,32 48,15
D3-90 dias 50,97 56,44 52,16 53,24

Tabela 5 — Média das densidades de volume de matriz 6ssea observada

durante o processo de reparo nos defeitos cirargicos do grupo

diabético.
Grupo Diabético

Defeitos 12 Leitura 22 Leitura 32 Leitura Média
D1-15 dias 19,01 16,55 14,79 16,78
D2-15 dias 16,28 14,33 13,53 14,71
D3-15 dias 29,41 21,85 13,33 23,94
D1-30 dias 23,89 23,66 24,53 24,02
D2-30 dias 19,70 19,30 19,89 19,63
D3-30 dias 47,32 48,60 46,97 47,63
D1-60 dias 42,05 41,39 38,89 40,77
D2-60 dias 42,35 40,30 41,16 41,27
D3-60 dias 28,10 26,37 27,37 27,28
D1-90 dias 30,72 25,06 24,68 26,82
D2-90 dias 44 27 44,89 41,76 43,64

D3-90 dias 59,03 63,83 62,70 61,85
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Tabela 6 — Média das densidades de volume de matriz 6ssea observada
durante o processo de reparo nos defeitos cirargicos do grupo
diabético-PTFE

Grupo Diabético-PTFE

Defeitos 12 Leitura 22 Leitura 32 Leitura Média
D1-15 dias 17,37 17,87 17,68 17,84
D2-15 dias 17,93 16,87 17,32 17,37
D3-15 dias 17,85 17,43 18,05 17,78
D1-30 dias 40,90 36,92 36,20 38,00
D2-30 dias 49,70 36,50 33,80 40,00
D3-30 dias 32,45 30,28 33,55 32,10
D1-60 dias 32,47 33,22 30,89 32,19
D2-60 dias 32,37 32,45 31,87 32,23
D3-60 dias 34,78 34,00 32,66 33,81
D1-90 dias 49,68 50,91 51,18 50,59
D2-90 dias 54,68 51,93 50,24 52,28
D3-90 dias 56,12 52,44 50,22 52,92

A Figura 24 representa os valores das densidades de
volume de matriz 6ssea neoformada dos grupos controle (C), diabéticos
(D) e diabético-PTFE (D-PTFE), nos periodos de observacao
determinados para este estudo. De acordo com o grafico pbde-se
constatar, a uniformidade na progressdo das médias da quantidade de
matriz 6ssea neoformada no decorrer dos periodos analisados dos grupos
C e D. Nos grupos, Diabético-PTFE, entretanto, esta progressdo néo foi
uniforme, considerando a ligeira queda na média de densidade de matriz
O0ssea neoformada aos sessenta dias. Este declinio, porém, ndo foi

estatisticamente significante.
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FIGURA 24 - Comparacao das médias de densidade de volume de matriz ssea
neoformada nos defeitos cirlrgicos dos grupos controle (C),
diabético (D) e diabético-PTFE (D-PTFE)

A Figura 25 representa a evolugdo dos valores das
densidades de volume de matriz 6ssea dentro de cada grupo analisado,
ao longo dos periodos. De acordo com o gréfico, pode-se constatar que
nao houve uma uniformidade na progressédo das médias de densidade de
volume, caracterizando uma queda na formacdo de tecido 6sseo, no

decorrer dos periodos de sessenta dias analisados do grupo D-PTFE.
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FIGURA 25- Evolucdo das médias de densidade de volume de matriz 6ssea
neoformada nos periodos de observacdo dos grupos controle (C),
diabético (D) e diabético-PTFE (D-PTFE).

De acordo com os valores expressados na Tabela 7, os
grupos foram comparados de dois a dois, 0 que nos permitiu averiguar
gue ndo houve acentuada diferenca significativa nos grupos C,D e D-

PTFE durante os periodos estudados.
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Tabela 7- Andlise da variancia (ANOVA) entre os grupos controle (C),
diabético (D) e diabético-PTFE (D-PTFE).

Periodo Grupos p

C/D p>0.05

15 C/D-PTFE p>0.05
D/D-PTFE p>0.05

c/D p>0.05

30 C/D-PTFE p>0.05
D/D-PTFE p>0.05

c/D p>0.05

60 C/D-PTFE p>0.05
D/D-PTFE p>0.05

c/D p>0.05

90 C/D-PTFE p>0.05
D/D-PTFE p>0.05

* diferenca estatisticamente significante p<0,05



6 DISCUSSAO

A reparacdo Ossea ausente ou incompleta € um
problema clinico relevante representando problemas de dificil solu¢éo
na Medicina e Odontologia. Exemplos no esqueleto facial incluem
cistos ou lesdes periapicais, avulsdes dentérias por traumatismos,
fratura radicular, doencas periodontais avancadas, extragdes com
osteotomia (SIMION et al.>® 1998). Em locais onde a perda 6ssea tenha
comprometido a funcdo e estética do individuo, freqiientemente ha a

necessidade de criar novo 0SSo.

Dentre os diversos distlrbios causados pelo Diabete
melito (DM) sobre o metabolismo 6sseo, estdo as alteracfes da sintese
de proteoglicanas (WEISS®?, 1981), diminuicdo da atividade
osteoblastica (RICO et al.”’, 1989), resultando no retardo da formac&o
dos tecidos ésseo e ostedide (GOODMAN & HORI?® 1984), e o
desequilibrio na homeostase mineral, reduzindo a resisténcia estrutural
6ssea (FUNK et al.'®, 2000). O descontrole dessas alteragcdes pode
provocar quadros agudos de osteopenia (GOODMAN & HORI?, 1984;
HOUGH et al.?°, 1981; KAYATH et al.*°, 1998) e, conseqiientemente,
osteoporose (WEISS et al.?, 1981; TSUCHIDA et al.>°, 2000).
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Outras evidéncias relevantes que poderiam justificar o
retardo na reparacdo 6ssea seriam as mudangas nos componentes da
matriz extracelular e do metabolismo ésteo-mineral, causadas pelos
produtos finais da (glicolisacdo avancada (AGEs-Advanced
Glycolization Endproducts). Esse AGEs é caracterizado pelo resultado
de uma reacdo entre os produtos Amidore (interacdo reversivel entre
0os metabdlitos da glicose com as proteinas responsaveis pela
formacao das bases de Schiff ou Amidore) com as outras moléculas. O
aumento das AGEs ocorre concomitantemente com o aumento da
glicemia, sendo um fenémeno patognoménico em individuos
portadores de diabete (FIORELLINI et al.'’, 1999). De acordo com
FIORELLINI et al. (1999), o AGEs causa mudancas qualitativas e
quantitativas nos componentes da matriz extracelular, tais como
colageno, proteoglicanas e laminina, comprovando a sua relagdo com a
patologia do diabete. Além disso, foi constatado uma diminuicdo no
ndmero total de proteoglicanas, assim como do tamanho das moléculas
agregadas. Portanto, essas mudancgas, na matriz extracelular, causam
alteragOes especificas na formacgéo e remodelacdo 6ssea.

O Diabete melito caracteriza-se por alteragbes dos
metabolismos de carboidratos, gorduras e proteinas, devido a falta de
insulina ou a sua incapacidade de agir na transferéncia de glicose do
plasma para o citoplasma das células. A insulina exerce efeitos nos
tecidos adiposos, muscular e 0sseo, provocando alteracdes nas
caracteristicas da membrana celular, na permeabilidade da glicose, no
transporte de amino4cidos e no fluxo de potéssio (GOODMAN &
GILMAN?, 1996; FUCHS & WANNMACHER', 1998; GUYTON &
HALL®, 2002; LU et al.**, 2003). O seu mecanismo de acéo consiste
em facilitar o transporte dos monossacarideos e aminoacidos através
da membrana celular dos tecidos sensiveis a essa proteina (GUYTON
& HALL®, 2002; CLARO®, 2004). Além disso, a sua auséncia ou

deficiéncia no organismo altera a modulagdo do crescimento
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esquelético normal, uma vez que exerce efeitos diretos e indiretos
sobre o metabolismo ésseo, regulando a reabsor¢cédo e estimulando a
sintese de matriz e a mineralizac&o 6ssea (MARGONAR et al.*, 2003).
Diversas formas de inducdo experimental do Diabete
melito (DM) foram descritas na literatura, tais como pancreatectomia
parcial  (GRANDINI**,  1978) e administragdo de aloxano
(PINHEIRO%¢,1966; LERCO et al.*?, 2003) ou de estreptozotocina (WEISS
et al.?, 1981; GOODMAN & HORI?®, 1984; SPANHEIMER et al.*’, 1988;
DEVLIN et al.'®, 1996; EL-HAKIM™, 1999; FIORELLINI et al."’, 1999;
FUNK et al.’®, 2000; TSUCHIDA et al.>®, 2000; GIGLIO et al.*°, 2000;
MARGONAR et al.*, 2003; CLARO et al.’, 2004). Em nossos estudos,
optamos pelo aloxano decorrente da sua eficiente agéo citotoxica seletiva
sobre as células b das ilhotas de Langerhans do péncreas. A referida
droga e os procedimentos de indugdo empregados nesta pesquisa estao
de acordo com a maioria dos autores da literatura que utilizaram coelhos
como modelo experimental (MENDEZ & RAMOS*, 1994; BRAND?, 1996;
MARGONAR et al.®, 2003).

De acordo com Lerco et al.*®

(2003), o aloxano causa
citotoxicidade nas células b das ilhotas de Langerhans, resultando na
reducdo e, consequentemente, diminuicdo na producdo de insulina,
ratificando os nossos achados histologicos que revelaram degeneragéo
das células b, causando atrofia e diminuicdo do numero de ilhotas de
Langerhans. Além disso, foi observado em nossos estudos a
desorganizagdo do parénquima com presenca de células acinares
atipicas e escassa quantidade de vesiculas secretoras. Segundo o0s
estudos de Roth et al.*® (2003) com coelhos diabéticos, induzidos por
aloxano, as células enddcrinas das ilhotas de Langerhans apresentaram
hipergranulagédo quando comparado com coelhos normais, o que néo foi
evidenciado em nossos estudos.

Para comprovar a citotoxidade do aloxano, Moor*? (1953)

realizou um trabalho utilizando ratos que receberam a dose de aloxano de
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40mg/Kg de peso. No estagio inicial de intoxicacdo pela droga, ndo foi
evidenciado morte dos animais. Entretanto, 65% desses animais
morreram apos alguns dias, 1% n&o apresentou diabete transitorio e 25%
apresentaram diabete. Pelo que podemos observar, a obtencéo de ratos
diabéticos, por meio da administracdo do aloxano, € um procedimento
complicado e com alto indice de mortes. Em nosso experimento, apesar
de utilizarmos coelhos, como modelo experimental, verificamos que
alguns animais foram a 6Obito imediatamente apds a aplicacdo do aloxano,
apresentando parada cardio-respiratéria, cianose e hipoglicemia
acentuada, atingindo 20mg/dL em menos de 24 horas (normal: 75 a
120mg/dL). Acreditamos que esse tipo de morte imediata pode estar
associado a velocidade de aplicacdo da droga, proporcdo da dose
especifica para o animal e concentragdo da droga no interior da veia, com
pouca diluicdo pelo soro fisiologico.

Em muitos trabalhos encontrados na literatura, as doses,
utilizadas para coelhos, variavam de 100mg/Kg até 150mg/Kg, porém
desencadearam graves efeitos adversos (LERCO et al*, 2003;
MARGONAR et al.*, 2003). Com base nesses dados, procuramos utilizar
uma dose menor (90 mg/Kg), que pudesse garantir a indugdo e a
manutencdo do quadro diabético durante os periodos desejados, sem
provocar reversdo do diabete e sofrimento e/ou morte dos animais.
Mesmo assim, seis animais ndo resistiram as complicacdes e morreram
imediatamente ou algumas semanas ap0s a aplicagdo da droga. Em
relagdo ao procedimento de indugdo do aloxano, o método mais eficaz
encontrado foi a sua administragéo por infusdo na veia auricular marginal,
0 que propiciou boas condi¢des de sobrevida para o animal.

A metodologia aplicada em nosso trabalho para indugéo
do diabete, mostrou-se ineficaz em relacdo aos animais obesos, os quais
apresentavam resisténcia ao aloxano, tornando-se necessério outras
indugbes. Acreditamos que o tecido gorduroso dificulta a acdo de

citoxidade da droga nas células enddcrinas das ilhotas de Langerhans.
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Em nossos resultados clinicos, as complicacbes gerais
dos animais diabéticos caracterizavam-se por fraqueza, prostracao,
polidria, polifagia, polidipsia, evacuacdo frequente, hipoglicemia
acentuada associada as crises de convulsdes, perda de elasticidade da
pele, alteragdo na textura da pelagem e distensdo abdominal, que
provavelmente foi decorrente da retencdo de fluidos no estdmago do
animal, independente da ingestdo de &gua. Esses achados clinicos
também foram observados nos estudos de Margonar et al.* (2003) e
Claro® (2004).

Outras manifestagbes relevantes, que ocorreram em
nossos animais, foram o quadro de cetoacidose diabética e pé diabético.
A cetoacidose foi caracterizada pela desidratacdo, respiracdo aciddtica,
alteracd@o do sensorio e acidose metabdlica e cetonemia. Esse quadro foi
possivel de ser revertido em alguns animais, apés o tratamento intensivo
com a administracdo de solugdo de ringer com lactato de sédio. O pé
diabético provocou luxacdes e subluxagbes dos dedos e metatarsos,
causando zonas de pressdo anémalas, que evoluiram para calosidades e
Ulceras. Acreditamos que havia menor sensibilidade dolorosa e térmica no
local, portanto, o animal ndo se defendia de a¢cdes externas traumaticas,
resultando na diminuicdo das resisténcias as infeccbes da pele.
Provavelmente, esse fato corroborou para a disseminagcdo dos
microorganismos, que, em animais saudaveis, essas condi¢fes seriam
facilmente controladas.

As taxas glicémicas em coelhos diabéticos, encontradas
na literatura, utilizando-se o aloxano, variavam de 200 mg/dL a 400 mg/dL
(GOODMAN & HORI?, 1984; GIGLIO et al.?°, 2000; SIMOPOULOS et
al.>®, 2001; MARGONAR et al.*, 2003). Nesta pesquisa, a glicemia média
verificada nos grupos estudados, durante todos os periodos de
observagéo foi de 350mg/dL.

Durante todos os periodos de observacdo no grupo

controle, constatou-se que a média da densidade Optica e da
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histomorfometria aumentavam de forma gradativa e progressiva. Além
disso, observou-se que a barreira PTFE promoveu propriedade
osteocondutora, auxiliando positivamente para o crescimento 0sseo.
Todos esses achados foram também evidenciados por Gomes et al.**
(2002). Entretanto, um fato relevante em todos os grupos diabéticos era a
variacdo discrepante das médias de densidade Optica, principalmente,
nos periodos de trinta e sessenta dias, onde foram observadas quedas
significativas. Esse fato poderia ser explicado devido & ocorréncia das
complicagbes cronicas da doenga em nosso experimento, causada pela
hiperglicemia constante, as quais, muitas vezes, eram dificeis de serem
controladas, mesmo utilizando diariamente a insulina humana.

Foi observado no grupo D-PTFE que durante a evolugéo
do processo de reparacdo Ossea, houve discreta queda da média
histomorfomeétrica no periodo de 15 e sessenta dias. Esse fato poderia ser
justificado devido a ocorréncia dos efeitos das complicages cronicas da
doengca em nosso experimento, causados pelas variagbes constante e
exacerbadas da glicemia (hiperglicemia/hipoglicemia) durante os periodos
de estudo, as quais, muitas vezes, eram dificeis de serem controladas,
mesmo utilizando diariamente a insulina humana.

Sabe-se que as barreiras fisicas apresentam vantagens
por serem colocadas sobre os defeitos e adaptadas as superficies 6sseas
adjacentes, criando um espago adequado para estabilizagdo e
permanéncia do coagulo sangiineo (MURRAY et al*, 1957;
LINGHORNE®, 1960; MELCHER & DREYER™, 1962; DAHLIN et al.',
1994; AZEVEDO et al, 1997; LUDGREN et al., 1998; GUNCZLER, 2001).
Além disso, dao preferéncias as ceélulas osteogénicas e angiogénicas
origindrias das cavidades medulares adjacentes, criando um
compartimento para possibilitar que as células repovoem e regenerem
esses defeitos com novo tecido 6sseo (DAHLIN et al.**, 1994), prevenindo
a invasdo de células competidoras ndo-osteogénicas dos tecidos moles
circunvizinhos. De acordo com HAMMERLE et al.*’ (2003) e MACEDO et
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al.® (2003), os defeitos sem barreira fisica mostram, normalmente,
formacdo 6ssea incompleta e sdo caracterizados pela presenca de um
tecido conjuntivo cicatricial no seu interior, impedindo a migracdo de
células osteogénicas.

Portanto, considerando essas propriedades da barreira
PTFE, foi observado que essa estrutura promoveu atividade
osteocondutora quando aplicada em alguns defeitos Osseos
confeccionados nos animais diabéticos, porém, em outros, verificou-se
que havia ocorrido o seu deslocamento, dificultando o crescimento 6sseo
no interior da loja cirdrgica. Acreditamos que esse fato também poderia
justificar as médias da densidade de volume da matriz 6ssea do grupo
diabético-PTFE serem discretamente menor quando comparado com o
grupo diabético nos periodos de 15 e sessenta dias.

Frente ao exposto, sugerimos a utilizagdo de materiais
osteoindutores e osteocondutores para auxiliar no processo de reparacao
0ssea de individuos portadores do Diabete melito, uma vez que este
estudo estad em concordancia com a literatura em relacdo aos efeitos

deste distlrbio sobre o metabolismo ésseo.



1 CONCLUSOES

De

acordo com os resultados obtidos e dentro das

condi¢gbes experimentais deste trabalho, foi possivel concluir que:

a)

b)

c)

d)

0 processo de reparo 6sseo foi mais lento no grupo
diabético quando comparado com os grupos controle
e diabético associado a barreira de
politetrafluoretileno;

na andlise estatistica da histomorfometria, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos controle e diabético associado a barreira de
politetrafluoretileno;

o aloxano monoidratado, na dose de 90mg/kg,
mostrou-se eficiente na indu¢éo do Diabete melito em
coelhos;

€ necessario tratamento especifico das complicacfes

clinicas, imediatamente apods seu aparecimento.
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VIEIRA, E.M.M. Bone repair in cranioplasty of alloxan-induced
diabetic rabbits: histomorphometric and optical density analyses.
2005. 107f. Dissertacdo (Mestrado em Biopatologia Bucal, Area
Biopatologia Bucal) - Faculdade de Odontologia de S&o José dos
Campos, Universidade Estadual Paulista, Sdo José dos Campos, 2005.

ABSTRACT

Diabetes mellitus is a metabolic disturbance that if characterized by the alteration
of the carbohydrates metabolism, fats and proteins, due to the insulin absence,
hormone produced by the pancreatic b cells, or to its inability of acting in the
transfer of glucose of the plasma for the cytoplasm of the cell. The present work
seeks to evaluate the dynamics of repair process in surgical bony defects made
in the diabetic, associated parietal bone of rabbits or not to the bony regeneration
guided with the use of occlusive barrier (polytetrafluoroethylene -PTFE). In this
research, eighteen adult rabbits were used, with an average weight of 3.5kg to
4,5Kg, and divided and three groups: group C (control - bony defect in healthy
rabbits), group D (bony defect in diabetic rabbits without polytetrafluoroethylene
barrier) and group D-PTFE (bony defect in diabetic rabbits with
polytetrafluoroethylene barrier). After the making of the bony defect, in the group
D-PTFE, the polytetrafluoroethylene barrier was placed in the surface and in the
parquet of the surgical store and the cavity was filled by the blood clot. In the
groups D and C, the bony defect was just filled by blood clot. Elapsed 15, thirty,
sixty and ninety days, three rabbits of each group were sacrificed. The pieces
contend the bony defects they were removed in block, fixed in 10% formalin and
submitted to the analyses radiographic and microscopic analyses. It was also
accomplished optical density statistical analysis checked by the complemental
histomorphometry. It was possible to conclude that the process of bony repair
was slower in the group D when compared with the groups C and D-PTFE. In the
statistical analysis histomorphometry, there was not statistically significant
difference between the C and D-PTFE groups. The alloxan monohydrate, in the
concentration of 90mg/kg, was shown efficient in the induction of the Diabetes
mellitus in rabbits.

KEY WORDS: Bone, repair, Diabetes mellitus; alloxan monohydrate.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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