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Fernando Sabino



RESUMO

O Diabetes Mellitus ¢ uma doenca cronica com alta taxa de prevaléncia em
diferentes populagdes constituindo-se um problema de saulde publica. O estado
hiperglicémico pode alterar, de formas variadas, o reparo désseo peri-implantar
comprometendo assim a osseointegracao. A Oxigenoterapia Hiperbarica (OTH) tem
se mostrado eficaz no aumento da oxigenagdo dos tecidos, na promocédo da
angiogénese e da diferenciacdo celular. Este estudo teve como objetivo avaliar a
influéncia da OTH na reparacao 6ssea peri-implantar no diabetes induzido. Quarenta
e oito ratos foram randomicamente divididos em seis grupos: (G1) animais saudaveis
sem OTH, (G2) animais saudaveis submetidos a 10 sess6es de OTH antes da
implantagédo, (G3) animais saudaveis submetidos a 10 sessdes de OTH depois da
implantagdo, (G4) animais com diabetes induzido sem OTH, (G5) animais com
diabetes induzido submetidos a 10 sessées de OTH antes da implantagéao, (G6)
animais com diabetes induzido submetidos a 10 sessbes de OTH depois da
implantacédo. Os animais foram submetidos a procedimento cirdrgico para a insercao
de um implante no fémur e ap6s 28 dias de cicatrizagdo foram sacrificados. Os
niveis de osseointegracdo foram mensurados a partir do contato osso/implante pela
analise histomorfométrica. Os dados foram submetidos aos testes Mann-Whitney,
Kruskal-Wallis, ANOVA e t de student. Nos grupos sem aplicacdo de OTH, o estado
diabético alterou negativamente a média de porcentagem do contato osso/implante
(COIl) de 59,85% nos saudaveis para 30,47% nos diabéticos (p<0,05). Na
comparagdo dos grupos de animais saudaveis e diabéticos submetidos a OTH néo
ocorreu diferenca estatisticamente significativa, independentemente do periodo de
aplicacédo, demonstrando que a OTH nos animais antes (70,03% - 51,39%) e depois
da implantacao (65,37% - 47,18%) elevou a média da porcentagem COI nos animais
diabéticos ao nivel dos animais saudaveis. O reparo 6sseo peri-implantar foi afetado
negativamente no modelo de diabetes induzido. A OTH elevou a porcentagem de
contato osso/implante nos animais diabéticos ao nivel dos saudaveis

Palavras-chave: Oxigenoterapia Hiperbarica. Diabetes Mellitus. Osseointegracao.



ABSTRACT

Diabetes Mellitus is a chronic disease with a high prevalence rate in different
populations, constituting a public health problem. The hyperglycemic state can alter
peri-implant bone repair in a number of ways, in turn compromising osseointegration.
Hyperbaric Oxygen Therapy (HBOT) has proven to be efficient in increasing the
oxygenation of the tissues as well as in promoting angiogenesis and cellular
differentiation. This study aimed to assess the influence of HBOT on peri-implant
bone repair in induced diabetes. Forty-eight mice were randomly divided into six
groups: (G1) healthy animals without HBOT, (G2) healthy animals that underwent 10
sessions of HBOT before the implant, (G3) healthy animals that underwent 10
sessions of HBOT after the implant, (G4) animals with induced diabetes without
HBOT, (G5) animals with induced diabetes that underwent 10 sessions of HBOT
before the implant, (G6) animals with induced diabetes that underwent 10 sessions of
HBOT after the implant. The animals underwent surgery to insert an implant into the
femur and, after 28 days of healing, were sacrificed. The levels of osseointegration
were measured based on the bone/implant contact (BIC) wusing the
histomorphometric analysis. The data were submitted to the Mann-Whitney, Kruskal-
Wallis, ANOVA, and Student t tests. In the groups in which the HBOT was not
applied, the diabetic state negatively altered the average BIC percentage from
59.85% in the healthy animals to 30.47% in the diabetic animals (p<0.05). Upon
comparing the healthy animal groups to the diabetic animal groups that underwent
HBOT, no statistically significant difference could be observed, regardless of the
period of application, thus demonstrating that HBOT in the animals before (70.03% -
51.39%) and after (65.37% - 47.18%) the implant raised the average BIC percentage
in the diabetic animals to the level of the healthy animals. The peri-implant bone
repair was negatively affected within the induced diabetes model. The HBOT raised
the BIC percentage in the diabetic animals to the level of the healthy animals.

Keywords: Hyperbaric oxygen therapy. Dental implants. Diabetes. Osseointegration
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1 INTRODUCAO

A condicao Diabetes Mellitus (DM) resulta de alteragdes metabdlicas de
etiologia variada caracterizada por hiperglicemia crénica com distarbios no
metabolismo dos carboidratos, gorduras e proteinas como consequéncia de
alteracdes na secrecdo, acdo ou ambos da insulina (Word..., 1999; American...,

2005).

Os principais efeitos da hiperglicemia crénica no metabolismo 6sseo
estdo associados a ligacdo dos produtos finais da glicosilacdo avancada (AGEs)
com os componentes da matriz extracelular resultando em modificacbes no reparo
0sseo peri-implantar desde a formacao do coagulo, reabsorcao, formacao da matriz,
deposicdo e mineralizacdo do ostedéide e na fase de manutencdo da

osseointegracao (Fiorellini, Nevins, 2005).

O efeito das alteracdes sistémicas dos pacientes no comprometimento da
obtencdo e manutencao da osseointegracdo permanece controverso (Steenberghe,
2004). Em 1988, o Instituto Nacional de saude e Desenvolvimento dos Estados
Unidos, incluiu o Diabetes Mellitus como contraindicagcao para terapia com implantes
dentais devido a possibilidade de complicacbes poés-cirurgicas resultantes de
alteragbes no processo cicatricial. Muito embora em estudos retrospectivos (Balshi,
Wolfinger, 1999; Fiorellini et al., 2000) os indices de sucesso dos implantes dentais
em pacientes diabéticos sejam elevados e semelhantes a populacao nao diabética
em outras investigacbes a taxa de insucesso apresenta-se maior, principalmente,
apds o primeiro ano de implantagdo (Shernoff et al., 1994; Fiorellini et al., 2000;

Morris et al., 2000; Olson et al., 2000). Estudos em animais demonstraram o efeito
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deletério do estado hiperglicémico para o reparo 6sseo peri-implantar nos aspectos
qualitativos e quantitativos do osso neoformado (Takeshita et al., 1998; Nevins et al.,

1998; Gerritsen et al., 2000; McCracken et al., 2000).

A Oxigenoterapia Hiperbarica (OTH) consiste na inalagdo de 100% de
oxigénio em um ambiente de pressao elevada >1,5 atmosferas (ATA; 150 KPa),
tipicamente de 2 a 3 ATA (200-300 KPa) (Mayer et al., 2005). Os efeitos da OTH sao
varios e alguns ainda nao sao totalmente compreendidos. Sabe-se que a elevacao
da pressao leva a um aumento da solubilidade do oxigénio no sangue, favorecendo
sua difusao nos tecidos. Os resultados positivos da OTH no reparo dos tecidos peri-
implantares puderam ser demonstrados em animais por Nilsson et al. (1988);
Johnsson et al. (1999); Chen et al. (1999), além de um efeito sinérgico osteoindutor
na aplicacdo da proteina morfogenética do osso humano recombinante (rhBMP-2)
(Okubo et al., 2001) e de favorecer a incorporacdo dos implantes de titanio puro

instalados imediatamente com enxerto de osso autégeno (Sawai et al., 1998).

Nao obstante, devido a seus diversos efeitos biolégicos, a terapia de
oxigénio hiperbarico ainda nao foi objeto de investigacao em relacéo a sua influéncia

no reparo ésseo peri-implantar na presencga do diabetes induzido.



15

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Diabetes Mellitus - definicao e classificacao

A condicdo Diabetes Mellitus resulta de alteragdes metabdlicas de
etiologia variada caracterizada por hiperglicemia crénica com distarbios no
metabolismo dos carboidratos, gorduras e proteinas como consequéncia de
alteracdes na secrecdo, acao ou ambos da insulina (Word.., 1999; American...,

2005).

A exemplo de outras patologias de caracteristicas multifatoriais a
classificacdo e os critérios de diagndstico do diabetes vém sofrendo alteragdes
através dos tempos decorrentes, dentre outros fatores, dos avancos no
entendimento da etiopatogenia da doenca. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
publicou em 1965, pela primeira vez, a classificacdo do diabetes e, posteriormente,
trés outras atualizacdes foram propostas pelo comité responsavel em 1980, 1985 e
1999. Historicamente, o Diabetes Mellitus é classificado, basicamente, em quatro
tipos com base na etiologia e na apresentacao clinica das alteracdes: tipo 1, tipo 2,

diabetes gestacional e outros tipos especificos (Word Health Organization, 1999).

Nas primeiras classificacdes, o diabetes tipo 1 foi definido como Diabetes
Mellitus insulino-dependente (DMID) sendo caracterizado como resultante da
destruicdo de carater autoimune das ilhotas de células beta pancreaticas causando
a interrupcdo da producdo da insulina (Atkinson, MaClaren, 1994). Pacientes com
esta condi¢do apresentam sintomas agudos que incluem a producdo excessiva de
urina (poliuria), sede excessiva (polidipisia), fome excessiva (polifagia), fadiga, visédo

embacada e cetoacitose. Ao que tudo indica, alguns genes parecem estar
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relacionados com a prevaléncia do diabetes tipo 1, contudo, estudos mais
especificos sdo ainda necessarios para se determinar de forma mais clara a
influéncia genética nesta patologia (Oliver, Tervonen, 1994; Miley, Terezhalmy,

2005).

O Diabetes Mellitus tipo 2 (definido como nao-insulino dependente -
DMNID) é mais comum que o tipo 1 sendo, usualmente, de acometimento tardio e
caracterizado por uma reducdo gradual na producdo da insulina ou na resisténcia
das células do corpo para acao desta. O Diabetes tipo 2 é o mais prevalente
totalizando praticamente 90% dos casos diagnosticados. Fatores como
sedentarismo, dieta desequilibrada e rica em gorduras e carboidratos levam
normalmente a obesidade fazendo do DM tipo 2 a doenca crdnica metabdlica mais
prevalente nos seres humanos (Zimmet et al., 2001; Bloomgarden, 2006). Os fatores
relacionados com a obesidade sdo responsaveis pelo aumento dos niveis de
insulina, o que diminui a expressdao de seus receptores gerando uma resisténcia

tecidual ao horménio (Bloomgarden, 2006).

O quadro 1 apresenta os principais fatores de risco para o
desenvolvimento do DM do tipo 2 de acordo com a Sociedade Brasileira de Diabetes

(SBD).
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Idade = 45 anos

Histéria familiar de DM (pais, filhos e irmaos)

Excesso de peso (IMC =25 kg/m?)

Sedentarismo

HDL-c baixo ou triglicérides elevados

Hipertensao arterial

DM gestacional prévio

Macrossomia ou histéria de abortos de repeticao ou mortalidade perinatal

Uso de medicacéao hiperglicemiante (por exemplo: corticosteroides, tiazidicos,

betabloqueadores)

Quadro 1 - Fatores de risco para o diabetes Tipo II.
Fonte: Sociedade..., 2003

O Diabetes Mellitus gestacional é a diminuicdo da tolerancia a glicose, de
magnitude variavel, diagnosticada pela primeira vez na gestacdo, podendo ou nao
persistir apos o parto. Abrange os casos de DM e de tolerancia a glicose diminuida
detectados na gravidez em cerca de 2% das mulheres gravidas (Sociedade..., 2003;
American..., 2005). Apesar de ser um estado transitério, 0 DM gestacional aumenta
a chance de se instalar o DM tipo 2 apds a gravidez. Este fato ocorre, em média,

com 40-50% das pacientes nos proximos cinco anos (Committee..., 1997).

O quadro 2 apresenta a classificacao atual do DM, e as demais formas de
diabetes, baseada na sua etiologia, eliminando, conforme recomendacao da OMS, o
termo Diabetes Mellitus insulino dependente (DMID) e nédo insulino dependente

(DMNID).
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| - Diabetes tipo 1
Destruicao das células beta levando a deficiéncia completa da insulina
A. autoimune

B. idiopatico

Il - Diabetes tipo 2

Graus variados de diminuigdo de secrecao e resisténcia a insulina

lll - Outros tipos especificos
A. Defeitos genéticos da fungao da célula 3
B. Defeitos genéticos da acao da insulina
C. Doencgas do pancreas exocrino
D. Endocrinopatias
E. Inducao por drogas ou produtos quimicos

F. Infeccbes

IV - Diabetes gestacional

Quadro 2 - Classificacado do Diabetes Mellitus.
Fonte: Sociedade..., 2004

2.2 Diagnéstico e aspectos epidemioldgicos

Os critérios de diagnéstico para o DM apresentam caracteristicas
evolutivas conforme os avangos cientificos das técnicas e dos estudos nas mais
variadas areas do conhecimento médico. Conforme a SBD (2003), a padronizacao
dos primeiros testes de sobrecarga de glicose data de 1958, uma época que ainda
nao se dispunha das diretrizes das organizacbes mundiais de saude nem o

consenso das sociedades cientificas.
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Segundo o Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes
Mellitus em 1997, os valores de glicemia utilizados para o diagnéstico de diabetes
nao se baseiam em sintomatologia, mas sim na probabilidade de evolugdo para
retinopatia ou nefropatia. De acordo com Gross et al. (2002) e Sociedade..., (2004),
tanto no diabetes tipo 1, quanto no tipo 2, uma glicemia mais elevada promove maior
risco para complicacdes, e um controle glicémico mais rigoroso cursa com menos
complicagdes crénicas. Nesse sentido, pacientes com glicemia > 200 mg/dl, apds
duas horas de sobrecarga com 75 g de glicose, apresentam riscos elevados. Em
relacdo a glicemia de jejum, valores acima de 126 mg/dl se correlacionam
relativamente bem com os valores de duas horas apds sobrecarga acima de 200
mg/dl, de modo que glicemias de jejum > 126 mg/dl em duas ocasides confirmam o
diagnéstico. Apesar de boa especificidade, a glicemia em jejum tem baixa
sensibilidade para afastar diabetes (Harris et al., 1997), ou seja, uma glicemia de
jejum normal ndo € suficiente para afastar o diagnéstico de diabetes, sendo, muitas
vezes, necessario realizar o teste de sobrecarga. O teste oral de sobrecarga com
glicose deve ser realizado apds um jejum de oito a 14 horas e com, pelo menos, trés
dias de dieta sem restricao de carboidratos (> 150 g/dia). Desde 2003, a Associacao
Americana de Diabetes, por meio do mesmo comité, vem adotando um novo critério
para diagnostico de intolerancia a glicose. Também, tentando equalizar o niumero de
casos diagnosticados pelo teste de tolerancia oral a glicose (TTOG) com o0s casos
diagnosticados pela glicose em jejum (GJ), o critério para diagnostico de intolerancia
a glicose em jejum (IGJ) baixou para 100 mg/dl (Committee..., 2004; Genuth et al.,
2003; Sociedade..., 2004). O quadro 3 apresenta os critérios diagndsticos atuais

para as variagcoes dos niveis glicémicos.
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VALORES GLICEMICOS

Glicemia em jejum Glicemia 2 horas
Diabetes = 126 mg/dl =200 mg/dl
Tolerancia diminuida a glicose < 126 mg/d| 140 a 199 mg/dl
Intolerancia de jejum 101 a 125 mg/dl <140 mg/d|
Normal <100 mg/dl <140 mg/d|

Quadro 3 - Critérios de diagnéstico para o Diabetes Mellitus.
Fonte: American..., 1994

Os pacientes diabéticos representam uma parcela significativa da
populacdo. Estimativas da OMS, em 2001, estabelecem um nuamero entre 150 a 200
milhées de pessoas diabéticas no mundo, com a previsdo de duplicacdo destas

taxas nas préximas duas décadas (Zimmet et al., 2001).

Estudo realizado por Wild et al. (2004) estimou que o numero total de
pessoas diabéticas no mundo, independentemente do tipo de diabetes e da idade,
devera passar de 171 milhdes (2000) para 366 milhdes (2030). Os autores
realcaram que a prevaléncia continuara alta tanto em homens quanto nas mulheres
e que a populacédo urbana de paises desenvolvidos e em desenvolvimento devera
duplicar os casos de diabetes neste periodo. No Brasil, os numeros projetam um
aumento de 4,6 milhdes de diabéticos em 2000 para 11,3 milhdes em 2030. A figura
1 ilustra os dados de projecédo dos casos de DM em todo o mundo de acordo com a

Organizacao Mundial de Saude (WHO).

No Brasil, segundo dados da SBD e do Ministério da Saude, em um

censo nacional realizado de 1986 a 1989, a prevaléncia do diabetes varia conforme
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a regiao demogréfica atingindo, em média, 7,6% da populacdo entre 30 e 69 anos.

Atualmente, a SBD estima a prevaléncia entre 10 a 11% da populacao brasileira, ou

seja, por volta de 5.000.000 de pessoas portadoras da doenca (SBD, 2005).

O DM tipo 1 é considerado uma das doencas infanto-juvenis crénicas

mais comuns nos paises em desenvolvimento, podendo, entretanto, ocorrer em

qualquer idade (Molbak et al., 1995). Conforme a SBD (2003), no Brasil, este é o tipo

mais frequente em criangas e adolescentes com picos de incidéncia dos 10 aos 14

anos, sendo que os dados sobre esta doenca no Brasil sdo escassos, apresentando

prevaléncia estimada de 0,2% e incidéncia variavel (quadro 4)

ivei Incidéncia
incidéncia Cidade Estado 1/100.000
Baixa Grande Campo Paraiba 3,5
Intermediaria Londrina Parana 5,8
Séo Paulo Séo Paulo 7,6
Elevada Bauru (SP) Séo Paulo 9,8
Passo Fundo Rio Grande do Sul 12,4

Quadro 4 - Incidéncia do Diabetes Mellitus tipo 1 no Brasil.
Fonte: Sociedade..., 2003.
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Prevaléncia de Diabetes
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Figura 1 - Prevaléncia do Diabetes Mellitus no mundo
Fonte: Word..., 2008

O Diabetes tornou-se uma das principais causas de doengas e mortes
prematuras na maioria dos paises, principalmente em decorréncia do aumento do
risco de doenca cardiovascular O nimero de mortes atribuidas anualmente ao
diabetes em todo o mundo é de cerca de 3,2 milhdes, seis mortes a cada minuto

(Word..., 2008).

Em todo o mundo os gastos diretos de saude com o diabetes situam-se
2,5% a 15% dos orcamentos anuais da saude variando em fungao da prevaléncia
local do diabetes e da sofisticacdo dos tratamentos disponiveis. Dados da
Associacao Americana de Diabetes em 2008 relataram que o custo total estimado

com o DM nos Estados Unidos da América no ano de 2007 foi de US$ 174 bilhdoes
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divididos em gastos com tratamento direto (US$ 27 bilhdes), complicacdes clinicas
decorrentes do diabetes (US$ 58 bilhdes) e gastos com custos médicos (US$ 31
bilhdes) medicamentos (US$ 12 bilhdes) e os demais gastos relacionados com
despesas hospitalares, absentismo, perda de producdo, desemprego devido a

deficiéncia e mortalidade precoce (American..., 2007).

2.3 Manifestacoes sistémicas e locais do LDaberes Mellitus

Os efeitos da hiperglicemia cronica resultante do estado diabético
desencadeiam alteracbes agudas e crbnicas de ordem sistémica em especial
aquelas relacionadas com modificagdes microvasculares - retinopatias (glaucoma,
cegueira), nefropatias, neuropatias € nos grandes vasos (aterosclerose) predispondo
0s pacientes as doencgas cardiovasculares - infarto agudo do miocardio e acidente
vascular cerebral (Fiorellini, Nevins, 2005). A cetoacidose € uma das alteracdes
graves decorrentes da condicdo hipoglicémica provocada pelo aceleramento do
metabolismo dos lipidios. Esta alteracdo metabdlica, mais comum no DM tipo 1, leva
a formacdo excessiva de corpos cetdnicos hepaticos propiciando a cetoacidose
diabética, baixando o pH do sangue, podendo levar ao coma e a morte (American..,

2005).

As doencas cardiovasculares sao responsaveis por 50% a 80% das
mortes de pessoas com diabetes. Fatores de risco para doencas cardiacas em
pessoas com diabetes incluem pressao arterial alta, colesterol sérico elevado,
obesidade e tabagismo. A neuropatia diabética &, provavelmente, a complicacdo
mais comum. Estudos sugerem que até 50% das pessoas com diabetes possam ser

afetadas em niveis diferentes. Os principais fatores de risco desta condicdo sédo o
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nivel e a duracdo da elevacado de glicose no sangue. Esta é, também, uma das

principais causas de impoténcia em homens diabéticos (Word..., 2008).

A retinopatia diabética € uma das principais causas de cegueira e
deficiéncia visual. Achados de varias Investigacdes sugerem que, apds 15 anos de
diabetes, aproximadamente 2% das pessoas se tornam cegas, enquanto cerca de
10% desenvolvem grave deficiéncia visual. O pé diabético é doenca decorrente de
alteragbes nos vasos sanguineos e nervos, muitas vezes leva a ulceragédo e
amputacao dos membros inferiores, sendo o diabetes considerado como a causa

mais comum de amputacao nao-traumatica destes (Word..., 2008).

As manifestagdes bucais do Diabetes Mellitus foram descritas, conforme
Albrecht et al. (1988), ha mais de 100 anos e podem mostrar-se mais graves em
individuos com o tipo 1, comparados com o diabetes tipo 2, ndo controlados.
Diversos estudos relacionam, de maneira direta ou indireta, a influéncia da
hiperglicemia diabética no meio bucal, destacando-se as alteragdes na diminuicao
do fluxo salivar e concomitante inchago das glandulas parétidas (American..., 1994;
Fisk, 2004), predispondo os pacientes ao aumento da carie (Hallmon, Mealey, 1992),
doenca periodontal e reparacdo deficiente dos tecidos moles (Bartolucci, Parks,
1981; Archer et al., 1984; Lée, 1993; Gian-Grasso, Nagelberg, 1997; Grossi, Genco,
1998; Cutler et al., 1999; American..., 2000; Graves et al., 2005), além de alteracdes
no padrdao 6sseo peri-implantar em animais com diabetes induzida (lyama et al.,
1997; Takeshita et al., 1997a, 1998; Nevins et al., 1998; Fiorellini et al., 1999;
Gerritsen et al., 2000; McCracken et al., 2000; Kopman et al., 2005; Kwon et al.,

2005).

As alterac6es microvasculares, decorrentes de alteracées bioquimicas

celulares e moleculares, sdo capazes de alterar as propriedades funcionais das
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proteinas intra e extracelulares, algumas vezes, até com alteracdes patoldgicas da
expressao genética, por meio da formacao de metabdlitos que contém glicose. De
especial interesse é o efeito destas reacdes na osteogénese. Conforme Fiorellini &
Nevins (2005), existem reac¢des moleculares irreversiveis entre os metabdlitos da
glicose e as proteinas para formarem bases Schiff, as quais, por sua vez,
transformam-se em produtos iniciais da glicosilacdo tipo Amadori. Esses produtos
por meio de rearranjos quimicos com proteinas e lipideos dao origem aos produtos
finais da glicosilacdo avancada (AGES - Advanced Glycation End Products) que séo
macromoléculas com vida longa. Estes produtos tém carater cumulativo nos tecidos
e guardam correlacdo com o aumento dos niveis de glicose e do tempo, sugerindo
que pequenas variacdes nos niveis glicémicos podem afetar a concentracao dos
AGES nos tecidos (Lalla et al., 1998; 2001). Estas variacbes causam alteracdes
qualitativas e quantitativas nos componentes da matriz extracelular como no
colageno, laminina e vitronectina, com reflexos marcantes na reparacao petri-

implantar (Weis et al., 1981; Spanheimer, 1988).

A insulina é um horménio importante ndo sé para o controle da glicemia,
mas também para modulagcéo do crescimento normal do esqueleto. Esse horménio
nao regula a reabsorcao 6ssea, mas tem um papel estimulador na sintese de matriz
Ossea apresentando efeito tanto direto quanto indireto no metabolismo 6sseo. A
insulina estimula diretamente os osteoblastos a sintetizarem a matriz e atuam
indiretamente ativando a producéo do fator | de crescimento semelhante a insulina
pelo figado. Esse fator | aumenta a sintese da matriz por dois mecanismos:
aumentando o numero de osteoblastos presentes e regulando a funcdo dos

osteoblastos diferenciados (Nevins et al., 1998).
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Fiorellini & Nevins (2005) mencionaram que tais alteracbes no
metabolismo 6sseo estdo associadas a ligacdo dos produtos finais da glicosilagao
com os componentes da matriz extracelular. Os autores identificam varios elementos
modificadores do processo de cicatrizagdo peri-implantar como a formacdo do
coagulo (modificacdes nas proteinas da cicatrizagdo), a fase de reabsorcao (nimero
diminuido de osteoclastos), o periodo de formagao da matriz (inibicdo da formacéao
do coagulo), a etapa de depdsito e mineralizacdo do ostedide (nimero diminuido de
osteoblastos, mineralizagao reduzida das proteinas) e a fase de manutencdo da
osseointegracdo (renovacao Ossea reduzida, alteracdo na homeostasia éssea,

modificacao do estado diabético).

2.4 Diaberes Me//ifus e os implantes orais

Em 1988, o National Institute of Health Consensus Development dos
Estados Unidos, incluiu o Diabetes Mellitus como contraindicacao para terapia com
implantes dentais devido a possibilidade de complicagdes pds-cirurgicas resultantes

de alteracdes no processo cicatricial.

Fiorellini & Nevins (2005) realgaram que o impacto das doencas
sistémicas sobre o tecido de integracdo do implante ndo esta claro, embora certas
situacées possam ser relacionadas como contraindicagdo para o tratamento com
implante dentario. Apesar disso, casos bem documentados da terapia com implantes
em pacientes com enfermidades tais como, diabetes, artrite e doencgas
cardiovasculares, sao relatados na literatura com sucesso. Entretanto, segundo os
autores, “até hoje nao existem pesquisas clinicas controladas examinando os efeitos

da saude sistémica sobre a interface implantes tecidos”.
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Em varios estudos retrospectivos os indices de sucesso em pacientes
diabéticos variaram de 85,6% (Fiorellini et al., 2000) a 94,3% (Balshi, Wolfinger,
1999), ou seja, indices de perdas préximos dos estudos em pacientes nao
diabéticos. No entanto, deve-se ressaltar que, em uma parcela consideravel dos
estudos, a taxa de insucesso € maior ap6s um ano (Shernoff et al., 1994; Fiorellini et
al., 2000; Morris et al., 2000; Olson et al., 2000) dando a entender que o risco para
perda de implantes em pacientes diabéticos esta mais relacionada com as etapas de
reabertura e com o inicio de aplicagcdo de carga mecanica (Beikler, Flemming, 2003).
De acordo com Olson et al. (2000), este fato sugere que alteracbes microvasculares
decorrentes do estado hiperglicémico possam conduzir a uma diminuicdo da
resposta imune e uma reducao na remodelacdo éssea contribuindo para a perda do

implante.

E interessante observar que, nos dias atuais, permanece controversa a
influéncia da presenca do DM como fator de risco para perda de implantes.
Conforme Beikler & Flemming (2003), orientagcdes definitivas, com critérios objetivos,
incluindo o tipo de diabetes, a idade do inicio da doenga e o controle metabdlico a
longo prazo, ainda ndo foram estabelecidos. Dessa forma, na opinido de Blanchaert,
(1998), nenhum paciente que ndo demonstre controle rigoroso dos niveis de glicose
pode ser considerado como candidato para cirurgia de implantes. Kotsovilis et al.
(2006), em um extenso trabalho de revisdo, destacam que, na maioria dos estudos
clinicos, a presenca do diabetes ndo representa uma contraindicacdo para
colocacao dos implantes desde que os pacientes estejam sob controle metabdlico.
Entretanto, os autores também realcam a necessidade do estabelecimento, em

estudos futuros, de critérios objetivos, tais como, o tipo de diabetes, o tempo de
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duracao da doencga, os niveis de hemoglobina glicada para uma indicacao precisa

da terapia com implantes na presenca do diabetes.

Outro aspecto que tem sido investigado, principalmente em alguns
estudos em animais, é o provavel efeito do fator idade, ou do envelhecimento, no

reparo 6sseo peri-implantar.

Shirota et al. (1993) avaliaram os efeito do envelhecimento na reparagao
do osso ao redor de implantes recobertos com hidroxiapatita inseridos na tibia de
ratos machos divididos em trés grupos: grupo jovem (seis semanas de vida), grupo
adulto (12 semanas) e grupo de idosos (dois anos). Os autores reportam pela
observacdo histolégica que nos grupos jovem e adulto os implantes foram
circundados por tecido 6sseo compacto e maduro. Ja no grupo dos animais idosos
tanto no aspecto medular quanto na cortical os implantes foram circundados por

tecido fibroso.

Takeshita et al. (1997b) avaliaram em ratos saudaveis, a influéncia da
idade nos aspectos qualitativos e quantitativos do osso neoformado ao redor de
implantes de titanio inseridos na tibia dos animais. Trés grupos foram definidos:
grupo jovem (seis semanas de vida), grupo adulto (22 semanas) e grupo de idosos
(80 semanas). A avaliagdo histomorfométrica demonstrou diferencas significativas
na porcentagem de contato osso implante entre os animais do grupo jovem (40%),
os do grupo adulto (29%) e os do grupo idoso com 1,5%. A espessura do 0SSO
neoformado ao redor dos implantes também mostrou diferenca estatistica entre o
grupo idoso e o grupo jovem e adulto. Os autores sugerem que a baixa porcentagem
de osso formada no experimento é devido a reacao tecidual diferenciada ao material

ser marcantemente influenciada pela idade dos animais.
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2.5 Diaberes Me//itus e reparo 6sseo peri-implantar - estudos em animais

Os modelos de diabetes experimentais induzidas (DI) sdao responsaveis
por importantes avancos cientificos e por consideravel parcela do conhecimento
atualmente disponivel sobre as diferentes formas do Diabetes Mellitus em seres

humanos (Rees, Alcolado, 2005).

Liu et al. (2006), usando um modelo de doencga periodontal induzida em
ratos diabéticos (ZDF), demonstraram que o estado diabético aumentou de forma
significativa o infiltrado inflamatério, o niumero de osteoclastos em atividade além de
incrementar a apoptose das células da linhagem dos osteoblastos no grupo com
diabetes em comparacao aos controles (nao diabéticos). Os autores concluiram que
o diabetes aumenta a resposta inflamatéria do hospedeiro e a reabsorcdo éssea

prejudicando assim a formacao de novo 0sso.

Para avaliar se o diabetes tipo 1 altera a resposta inflamatéria Graves et
al. (2005), em um modelo animal com diabetes induzida por streptozotocina (DISZT),
inocularam cepas de P. gingivalis em ratos. Demonstrou-se, apds trés dias da
inoculacdo, diferencas significativas em relacdo a expressdo de proteinas
quimiotaticas para macréfagos e mondcitos e fator de necrose tumoral (FNT) entre
0s grupos teste e controle. Os autores concluiram que a resposta inflamatéria é

prolongada na presenca do diabetes.

Alteragdes nos aspectos quantitativos no osso que recebeu implantes de
hidroxiapatita em ratos com diabetes induzida com streptozocina (DISTZ) foram
demonstradas por Takeshita et al. (1997a). Os autores relataram diferengas entre os
grupos controle e teste em relacao a porcentagem de contato 6sseo e espessura de

0ss0 peri-implantar menores no grupo com DI.
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lyama et al. (1997), avaliando a quantidade e distribuicdo da formacao
O6ssea ao redor de implantes recobertos com hidroxiapatita, observaram
semelhancas entre o padrdao de distribuicido 6ssea entre os grupos controle e com
DISTZ. Entretanto, quantitativamente, o grupo com DI apresentou menor
neoformacdo éssea e praticamente auséncia do marcador de calcio no periodo final

da cicatrizagao, demonstrando insuficiéncia de mineralizagao do o0sso.

Takeshita et al. (1998) examinaram a influéncia do Diabetes na formagao
O0ssea ao redor de implantes de titanio inseridos na tibia de ratos. Os autores
relataram que os implantes do grupo controle apresentaram maior contato entre
0sso implante e maior espessura do 0sso circundante em comparagcao ao grupo dos

animais diabéticos.

Nevins et al. (1998), estudando o processo de reparacdo 0Ossea nho
diabetes experimental ndo controlada, observaram osseointegracdo em ambos 0s
grupos, controle e DI, porém, com uma diferenca na qualidade do osso neoformado
nesse ultimo, o qual apresentou uma morfologia 6ssea imatura e desorganizada,

além de um menor contato com o implante em comparacao com os controles.

Fiorellini et al. (1999), em um experimento com DI, avaliaram o efeito da
reposicao de insulina na neoformacao éssea. Os autores demonstraram que apesar
da insulina contribuir positivamente, melhorando a aposicdo éssea peri-implantar, o
grupo com DI apresentou menor contato osso/implante em comparacdo com o grupo

controle.

Gerritsen et al. (2000) identificaram, por meio de avaliacdes histologicas e
histomorfométricas, uma menor densidade na cortical é6ssea ao redor de implantes

instalados no grupo com DI em relagcdo aos controles. Em contraste com a maioria
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dos estudos, nao detectaram diferenca entre a porcentagem de contato ésseo entre

0s grupos estudados.

McCracken et al. (2000) avaliaram a porcentagem de osseointegracao,
através da interface linear osso/implante, associada com a porcentagem de volume
0sseo e a frequéncia de contato e observaram que o grupo com DI apresentou uma
menor quantidade de osseointegragcao, apesar da porcentagem de volume 6sseo ter

sido maior que a observada nos controles.

Giglio et al. (2000) avaliaram o efeito do DI na cicatrizagao peri-implantar
(implante laminar) colocados na tibia de ratos. Na avaliagdo microscopica realizada
14 e 30 dias ap6s a implantacdo os autores relatam diferencas significativas
(p<0,001) em ambos os periodos com maior contato osso/implante nos animais do

grupo controle em comparacao com os do grupo com DI.

Siqueira et al. (2003) avaliaram, em um modelo animal (ratos) com
diabetes induzida, o efeito da administracdo de insulina no reparo ésseo peri-
implantar. Os animais foram divididos em trés grupos: grupo 1 formado por animais
diabéticos sem reposicao de insulina, o grupo 2 com diabetes induzida e reposicao
de insulina diariamente e o grupo 3 de animais saudaveis. Na avaliacao
histomorfométrica péde-se verificar, em relagdo ao grupo controle, uma reducao de
50% na area de osso neoformado e no contato osso/implante nos animais com DI
sem reposicdo de insulina. Os autores concluiram sugerindo a importancia da

insulina no reparo 6sseo peri-implantar e no sucesso da osseointegracao.

Margonar et al. (2003) pesquisaram sobre a influéncia do DI e da terapia
com insulina na retengdo biomecénica de implantes colocados na tibia de coelhos.
Os autores demonstraram diferencas significativas no torque necessario para

remocao dos implantes entre o grupo controle (32,3 N/cm e 39,2 N/cm) os diabéticos
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(20,3 N/cm e 25,2 N/cm) e diabéticos com reposicao de insulina (13,8 N/cm e 22,0

N/cm) nos periodos experimentais de oito e de 12 semanas, respectivamente.

Kopman et al. (2005) avaliaram o efeito da administracdo da
aminoguanidina e da doxiciclina na cicatrizacao peri-implantar em ratos com DI. Os
autores relataram um efeito positivo (p<0,01) da administracdo da aminoguadina no
grupo DI em comparacdo com os do grupo controle (DI sem aminoguanidina) em
relacdo a quantidade de contato 6sseo de osso medular com a superficie do
implante. Os animais diabéticos que receberam doxiciclina ndo apresentaram

diferencas significativas em relacéo ao grupo controle diabético (p>0,05).

Kwon et al. (2005) avaliaram a manutengdo da osseointegracao (contato
entre osso e implante - COl) em um modelo animal com DI pés-implantagdo. Os
autores relataram diferencas entre os grupos diabéticos com administragcdo de
insulina e aqueles sem complementacdao em relacdo ao COIl nos periodos de um,
dois, trés e quatro meses sendo que esta diferenca foi especialmente maior (p<
0,001) ap6s o segundo més de avaliagdo. Os autores concluiram que, durante o
periodo do estudo, nos ratos diabéticos com suplementacdo de insulina a
manutencdo do COIl pode ser mantida realcando, entretanto, que o COI parece

decrescer com o tempo nos ratos diabéticos sem controle glicémico.

Kotsovilis et al. (2006), em um estudo de revisdo de experimentos
realizados em animais, destacaram que, das 11 investigacdes que preencheram o0s
critérios de inclusdo do estudo, a grande maioria aponta para uma cicatrizacdo
Ossea prejudicada, nos aspectos qualitativos e quantitativos em animais com

diabetes induzida em comparagao com os controles saudaveis.

O quadro 5 sumariza os estudos que avaliaram a cicatrizacdo peri-

implantar em ratos com diabetes induzida.
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Diabetes:
. Inducao- .
Animal L Tipo de
i dosagem N animais / .
’ﬁ:‘gﬁ;/aagnéz Espt/e;:(;t;é:exo Nivel grupos E;g::nc}z Aval. estatistica Resultados
diabético ; =
(semanas) glicose insercao
(mg/dL)
) 18 DI - 36 imp ' ) ) COI DI 69,7%
. Ratos, Wistar, STZ , Hidroxiapatita 2o
Takeshita et machos, 100mg/Kg 10 squde -20 densa t- Students COI CS 96% (p<0,005)
al. (1997a) 5 > 300ma/dL imp Tibia EOC DI - 15,4um
=290mg EOC CS- 28um p<0,001)
5DI-10imp Grupo DI - quase completa
Ratos, Wistar, STZ 5 salde - 10imp Hidroxiapatita - auséncia de formagao éssea no
I();grg% etal. machos, 80mg/Kg Pareados sexo- densa S:Sr?atafgﬁgze endosteo e periésteo
4 > 300mg/dL idade Tibia
. COI DI < Saude (p<0,05)
) 24 DI - 48 imp y )
Takeshita et Ratos, Wistar, STZ 24 CS - 48 imp Titanio EOQ DI < Saude (p<,0,05) apés
al. (1998) machos, 100mg/Kg Pareados sexo- Tibia t - Students 84 dias
. 5 > 300mg/dL idade AOC DI, Saude (p<,0,05) apds
56 e 84 dias
DOM - 4 semanas - DI - 0,12 £
0,06%
Ratos, 10DI-30] ggg{l}/—ﬁssemanas - CS - 0,10+
) Sprague- STz )1 - 50 Imp Titcp S
Nevins et al. D 10 salde -30 imp Anova DOM - DI e CS - 8 semanas -
awley 70mg/Kg TPS ;
(1998) machos > 350ma/dL Pareados sexo- Famur Bonferroni / Dunn | NS
rais = 9 idade COlI - 4 semanas - DI - 29 4%
CS - 50 £ 11% (Anova
p<0,005%)
COlI - 8 semanas - NS
Ratos 5Cl-15imp TNP - T-test para | DOM - Cl < DOM CS - (p<0,05)
Sora ué_ STZ Pareados sexo- Titc comparagao COMI -Cl < DOM CS - (p<0,05)
Fiorellini et gavﬁey 7omgKg idade TPa histométrica COI-Cle COI-CS-NS
al. (1999) 15imp - CSH A Teste pareado T-
macgos ’ 2 350mgy/dL estudo Nevins et Fémur test inter-
al 1998 examinadores
Ratos, Ol DI - 16,2% Ol CS - 24,5%
Sprague- STZ 16 Dle 16 CS a Manova (p<0,01)
Q’I'C%‘gg)” et Dawley 65mg/Kg Pareados sexo- Tianio Fisher's VO DI - 25% VO CS - 62%
: machos, NE idade pos hoc analise (p<0,0001)
16
% Ol 14 dias -DI 55%
. Ratos Wistar Aloxano Titcp - CS 97%
(nggg)et al. machos 65mg/Kg ég 22) laminar Anova
NE >180mg/dL tibia 0190 dias - DI 56%
CS 91%
10 dias pos-implante:
. 18 DI - 36 imp Dl e CS - NS para : ACO e COI
Siqueira et Ra:;)za\:\cl)lsstar, Aloxano 8IT-16imp Titcp Anova Ap6s 21dias:
’ 42mg?Kg 17 CS - 34 imp Tibia ) ACO DI 50% < ACO CS
al. (2003) 12 >200mg/dL Pareados sexo- Tukey-Kramer (p<0,001)
idade COlI DI 50% < COI CS
(p<0,01)
TNOF / NOFSP DI / NOFCM -
Ottoni & Ratos, Wistar Aloxano 5DI-15im DI < CS (p<0,05) COIRIM /
Chopard machos, 30mg/Kg 5CS - 15 imp Titanio Anova TNOCI - DI < CS (p<0,05)
(2004) NE >300mg/dL P COIRC Dl e CS - NS
Ratos, COIRIM IT > COIRIM SIT
Kwon et al Sprague- STZ 28 DI - 28 imp Titanio (p<0,001) 2, 3 e 4 meses,
(2005) ’ Dawley 70mg/Kg 4 grupos - IT Fémur Anova COIRIM - 1 més - NS
machos, >300mg/dL 4 grupos - SIT
4

AOC - area de osso circundante; ACO area de crescimento 6sseo EOC - espessura do osso circundante; COI - contato 0sso
implante; DI - diabetes induzida; DOM - densidade do osso medular; COMI - contato osso medular implante; CS - controle
saudavel; Cl - controle diabético com administragdo de insulina; CSH - controle saudavel histérico; imp - implante; Ol -
osseointegracao; VO - volume ésseo; IT - insulino terapia; SIT - sem insulino terapia; TNP - teste ndo paramétrico; Tit cp -
titdnio comercialmente puro; TPS Plasma spray de titdnio; TNOCI - total de novo osso em contato com o implante; TNOF —total
de novo osso formado; NOFSP - Novo osso formado no sitio periosteal; NOFCM - novo osso formado no canal medular;
COIRC - Contato osso implante na regiao cortical; COIRIM Contato osso implante na regido intra-medular; TNOCI - total de
novo 0sso em contato com o implante; STZ - Streptozotocina; NE - ndo especificado; NS - nao significativo.

Quadro 5 - Estudos de avaliacdo da cicatrizacao peri-implantar em ratos com diabetes

induzido
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2.6 Oxigenoterapia hiperbarica

A oxigenoterapia hiperbarica (OTH) consiste na inalacdo de 100% de
oxigénio em um ambiente de pressao elevada >1,5 atmosferas (ATA; 150 KPa),

tipicamente de 2 a 3 ATA (200-300 KPa) (Mayer et al., 2005).

Segundo Desola et al. (1998), o primeiro estudo do uso clinico da OTH foi
direcionado para o tratamento da doenca descompressiva tendo sido publicado em
1939. Posteriormente, nos anos 60, apdés a demonstracao dos efeitos benéficos da
OTH na oxigenagao tissular e no combate a infeccoes anaerdbias, novos campos de
aplicacdo puderam ser determinados. Entretanto, como real¢cado pelos autores, a
OTH foi aplicada durante muitos anos sem fundamentos de base cientifica para sua
indicacao, muitas delas inadequadas, o que acarretou um légico desprestigio do

papel real desta técnica terapéutica.

No Brasil, o Conselho Federal de Medicina estabeleceu, por meio da
Resolugdo n® 1.457 de 1995, as definicdes, caracteristicas e fundamentos da
oxigenoterapia hiperbarica reconhecendo este procedimento terapéutico como
consagrado nos meios cientificos e incorporado ao acervo de recursos medicos, de
uso corrente em todo o Pais. Atualmente, diversas entidades em todo o mundo
definem, a partir de dados cientificamente embasados, as indicagbes e

contraindicacbes para terapia com oxigénio hiperbarico (Conselho..., 2007).
Indicacées:

a) doencas descompressivas;
b) embolia traumatica pelo ar ou embolia gasosa;
c) envenenamento ou intoxicacdo por mondxido de carbono, por cianetos

e por fumacga de incéndios;
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infeccbes de tecidos moles por bactérias necrotizantes, mistas ou
anaerdbias;  (mionecroses, fasciites  necrotizantes,  celulites
necrotizantes, gangrena gasosa, Sindrome de Fournier);

isquemias agudas de tecidos moles e membros (sindromes
compartimentais, lesées por esmagamento, sindromes de reperfusao
pos-traumatica e pos-revascularizacdo, enxertos refratarios ou
comprometidos, deiscéncias de suturas e reimplantacdo pos-
amputacao);

gueimaduras térmicas, quimicas ou elétricas;

sindrome de surdez subita;

fase aguda de anemias graves e na impossibilidade de reposicdo de
sangue;

osteomielites refratarias;

lesbes e necroses por radiacdo/radioterapia: lesdes actinicas de
mucosas, radiodermites e osteorradionecroses;

isquemia retiniana aguda;

pneumoencéfalo;

vasculites agudas de etiologia alérgica, medicamentosa ou por toxinas
biolégicas (aracnideos ou ofidios) e vasculites cronicas autoimunes;
lesbes de origem isquémica, infectadas ou ndao, como ulceras de pele,
mal perfurante plantar e demais lesdes diabéticas;

processos inflamatoérios crénicos com fistulas enterocutdaneas como na
doenca de Crohn, enterorragias por retocolites e colite
pseudomembranosa;

abscessos intra-abdominais e intracranianos (Conselho...,2007).
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Contraindicagoes:

a) pneumotérax ndao drenado ou histéria de pneumotérax espontaneo
(absoluta);

b) infeccbes das vias aéreas superiores / sinusites cronicas;

c) infeccoes virais;

d) cirurgias toracicas prévias recentes;

e) enfisema pulmonar;

f) cirurgia otorrinolaringoldgica recente;

g) neurite optica;

h) gravidez;

i) idade inferior a dois anos;

j) terapéutica com doxorrubicina (absoluta);

k) anestesia peridural hd menos de seis horas;

l) esferocitose congénita;

m) febre alta;

n) neoplasias;

0) histéria de convulsdes (Conselho..., 2007).

2.6.1 Principios fisicos basicos relacionados a terapia de oxigénio hiperbarico

A terra é envolvida por uma camada de gases nomeada atmosfera
terrestre. Essa atmosfera exerce uma pressdao sobre a superficie do planeta
denominada pressao atmosférica que, ao nivel do mar, corresponde a 760 mmHg ou
uma atmosfera absoluta, ou seja 1 ATA. A pressdao de 760 mmHg ou 1 ATA é

medida na superficie. Se um corpo sobe, se afastando da terra, serd submetido a
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uma pressao cada vez menor, ainda que esta reducédo ocorra muito gradualmente, e
se for mergulhado, devido a maior densidade do meio liquido, sofrera os efeitos de
uma pressao cada vez maior, pressao essa que dobra a cada dez metros de

profundidade (figura 2).

50.000m 87 mmHg
25.000m 380 mmHg ou 12 ATA
10.000 m 523 mmHG

{Superficie domar)

om TE0mmHg /1 ATA
10m 1.520 mmHg ! 2 ATA
20m 2,280 mmHg ! 3 ATA
30m 3.040 mmHg 4 ATA

Figura 2 - Variagao da pressao em fungéo da altitude e do meio.
Fonte: Instituto..., 2007.

Basicamente, duas leis da fisica explicam o mecanismo de agdo da

Oxigenoterapia Hiperbarica (figuras 3 e 4).
A Lei de Boile - Marriot:

"Sendo constante a temperatura, o volume de um gas varia de forma

inversamente proporcional a pressdo ambiente".
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bolha de ar

Superficie do mar = 0 metros /1 ATA (760 mmHg)

10 metros /2 ATA({1520mmHg) O

20metros /3 ATA(2280mmHg) D

Figura 3 - Variagado do volume em fungéo da pressao
Fonte: Instituto..., 2007

Lei de Henry:

“A quantidade de gas que se dissolve em um meio liquido, é
diretamente proporcional a pressao exercida por este gas sobre o

liquido”.

1ATA 3 ATA

Figura 4 - Variagao da pressao e dissolu¢do do gas em meio liquido.
Fonte: Instituto..., 2007.

Segundo dados do Instituto de Oxigenoterapia Hiperbarica do Brasil
(2007), o oxigénio (O2) ¢é transportado de duas maneiras pelo sangue:
quimicamente, ligado a hemoglobina e fisicamente, dissolvido no plasma. Em
condicbes normais, a quantidade de O2 transportado na forma dissolvida é
praticamente desprezivel (0,32%vol) enquanto a maior parte é transportada ligada a
hemoglobina 97% de saturacdo, o que representa um conteudo total de oxigénio da

ordem de 19,5 ml O2/100 ml de sangue (ou 19,5%vol), porque 1 g de hemoglobina
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saturada carrega 1,34 ml de oxigénio. Quando se administra 100% de oxigénio a 3
ATA o oxigénio dissolvido no plasma chega a 6,8%vol atingindo um volume total de
oxigénio no sangue circulante da ordem de 26,9%vol Em outras palavras, nas
condicoes especificadas, as necessidades totais de oxigénio no organismo - da
ordem de 6 a 6,2%vol - podem ser satisfeitas apenas com o O2 dissolvido no sangue

arterial.

Dessa forma, o efeito fisioldgico em curto prazo da aplicacdo da OTH é
representado por um aumento da solubilidade do oxigénio nos fluidos tissulares
levando a um incremento de sua difusdo nos tecidos (Granstrén, 2004), além de
outros efeitos positivos como a reducdo do edema e da ativagdo da fagocitose

(Simen et al., 2001; Granowitz et al., 2002).

Nilsson et al. (1988) destacaram que a presenca do oxigénio hiperbarico é
benéfica para a osteogénese e ocorre devido a fatores secundarios como o0 aumento
da sintese de colageno, sintese de adenosina trifosfato (ATP), formagdo de
capilares e do incremento da atividade osteoblastica e osteoclastica. Neste estudo,
os autores avaliaram o efeito da OTH em implantes instalados na tibia de coelhos
demonstrando um efeito positivo da terapia hiperbarica nos aspectos qualitativos e
quantitativos do osso peri-implantar neoformado nos grupos caso (com OTH) em

comparacao com os controles (sem OTH).

Poucas investigacdes estudaram o efeito da OTH na osseointegracao, a
maioria destes direcionados para avaliacao dos efeitos deletérios da radioterapia no
processo de reparo 0sseo peri-implantar (Wagner et al., 1998; Xuan et al., 1999).
Nilsson et al. (1988) avaliaram o efeito da OTH em implantes instalados na tibia de

coelhos demonstrando um efeito positivo da terapia hiperbarica nos aspectos
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qualitativos e quantitativos do osso peri-implantar neoformado nos grupos caso (com

OTH) em comparacao com os controles (sem OTH).

Sawai et al. (1998) avaliaram o efeito da OTH na osseointegracao de
implantes de titanio puro usados na fixacdo de enxertos &ésseos autdégenos
removidos do osso iliaco e fixados na mandibula de coelhos. A andlise
histomorfométrica foi realizada na superficie de contato implante/osso enxertado e
na superficie implante osso do hospedeiro. O grupo teste foi submetido a 20
sessOes de OTH, uma vez ao dia, durante 60 minutos numa pressao de 2,4 ATM
apos a cirurgia. Os animais foram sacrificados com 20, 30, 60, 90 e 120 dias pos-
cirurgia. P6de-se demonstrar que entre 30 a 120 dias o grupo tratado com OTH
apresentou um maior contato entre o implante e 0 0sso enxertado do que 0s animais
do grupo controle (sem OTH). Ja a avaliagdo do contato implante osso do
hospedeiro ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos submetidos ou
ndo a OTH. Os autores concluiram que a OTH favoreceu a incorporacdo dos

implantes de titanio puro instalados imediatamente com enxerto de 0osso autégeno.

Uma avaliagdo histomorfométrica foi realizada por Johnsson et al. (1999)
para avaliar o efeito da OTH nos tecidos peri-implantares de implantes inseridos na
tibia de coelhos logo apdés a aplicacdo de radiacdo. Os resultados demonstraram
que a radiacdo reduz a capacidade de osseointegracédo dos implantes e que a OTH
aumentou, de forma significativa, a formacao éssea tanto do osso irradiado como do
0ss0 nao submetido a radiagcéo, apresentando um efeito especialmente positivo na

maturacao 6ssea apds a aplicacédo da radiacao.

Chen et al. (1999) avaliaram, por meio da histomorfometria, o efeito da
OTH em implantes recobertos por hidroxiapatita instalados em osso irradiado de

ratos. Os autores relataram que OTH melhorou, ligeiramente, a formacao de 0sso
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trabecular no osso irradiado, acelerou o remodelamento 6sseo no 0sso ndo irradiado
e aumentou o contato osso implante em ambos os grupos. Entretanto, os autores
realcam que o estudo, devido ao numero reduzido da amostra, ndo permitiu a

aplicagdo de um método estatistico para andlise dos dados.

Muhonen et al. (2004) avaliaram o efeito da OTH na atividade
osteoblastica e na neoangiogénese no osso mandibular irradiado de coelhos
submetidos a distracao osteogénica. Os autores concluiram que a osteogénese e a
neovascularizagao foram marcadamente diminuidas no o0sso irradiado, tendo a OTH
demonstrado um efeito benéfico na atividade osteoblastica e na formagao vascular,
quase duas vezes maior, quando comparados os grupos teste (irradiados + OTH) e

controle (somente irradiados).

Okubo et al. (2001) avaliaram o efeito da OTH na atividade osteoindutora
da proteina morfogenética do osso humano recombinante (rhBMP-2) em ratos. Os
animais receberam aplicagédo de rhBMP-2 no musculo da perna e foram divididos de
forma aleatéria em dois grupos: grupo teste (submetidos a OTH) e grupo controle
(sem OTH). Formacdo de novo osso foi mensurada radiografica, bioquimica e
histologicamente 3, 7 e 21 dias pés-implantacdo. Nas avaliagcbes pdde-se
demonstrar uma formacao déssea significativamente maior no grupo submetido a
OTH, em comparacao aos controles. Da mesma forma, nos dias 7 e 21, a avaliacao
bioquimica do contetudo de fosfatase alcalina e calcio se apresentou superior no
grupo de OTH. Os autores concluiram que a OTH acelera o indice de atividade

osteoindutiva da rnBMP-2.

O mecanismo exato de atuacdo da OTH nas células nao ¢é
completamente compreendido. Segundo Tuncay et al. (1994), em ambiente com

baixa tensdo de oxigénio, a proliferagdo celular aumenta, enquanto a atividade da
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fosfatase alcalina, a sintese de colageno e a média da concentragao de pO2 e pCO2
diminuem. Por outro lado, em condi¢cdes de hiperoxigenacao a proliferacao celular é
suprimida com concomitante aumento na atividade da fosfatase alcalina, sintese de

colageno e pressao parcial de oxigénio e diéxido de carbono.

Tompach et al. (1997) avaliaram a resposta celular (endoteliais e
fibroblastos) na presenca de OTH, in vitro, pesquisando diferentes niveis de
pressao, saturacao de oxigénio, duracao e frequéncia a exposicao. Foi demonstrado
que a OTH provoca um aumento médio da pressao de oxigénio no meio de cultura,
levando a um incremento da proliferagcdo das células endoteliais e fibroblastos. O
aumento da proliferacdo das células endoteliais ocorre apés 15 minutos da
exposicao, enquanto os fibroblastos requereram 120 minutos para produzirem uma
resposta incremental. P6de-se também observar que uma segunda exposicao das
células ao OTH, no mesmo dia, ndo apresentou efeitos adicionais na proliferacdo
celular. Finalmente, os autores demonstraram que a exposicdo dos fibroblastos
durante 120 minutos provocou estimulacao de sua proliferagdo por um periodo de 72
horas e que variacbes de pressao de 2,4 ATM para 4,0 ATM nao alterou a resposta

proliferativa.

Em estudo com osso irradiado, um efeito sinérgico entre a OTH e o fator
de crescimento basico para fibroblastos (bFGF) foi observado por Wang et al.
(1998). Conforme Granstron (2004), os fatores que podem estar envolvidos na
protecdo do osso pelo bFGF e pela OTH séo a radioprotecdo da medula éssea,
inducdo dos removedores de radicais do oxigénio e producdo de diferentes
citocinas. A OTH e o bFGF podem ainda, segundo o0 mesmo autor, melhorar o nivel
do fator de crescimento semelhante a insulina, o qual promove a proliferacdo e

diferenciacao do osteoblasto. Além desses aspectos, pode-se ter uma atuacao nas
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células 6ssea progenitoras, por meio da promocao da sintese de DNA, estimulando
as enzimas envolvidas na formacao 6ssea. Assim, a OTH pode desempenhar um
papel na osseointegracao por afetar o metabolismo celular 6sseo, a interface do

implante e a rede vascular no leito do implante.

Gokce et al. (2007) avaliaram o efeito da OTH na remodelagdo éssea
durante a movimentacao ortodéntica em ratos. Os autores relataram que, a partir da
analise histomorfométrica, pode-se demonstrar que os animais submetidos a OTH
apresentaram uma maior deposicdo 6ssea em comparacao aos controles durante a
movimentacao ortodbntica suportando a hipétese de que a atividade osteoblastica

pode ser modulada pela concentracao tecidual de oxigénio.

Yasuda et al. (2007) avaliaram o efeito da OTH nos niveis de
concentracdo de glicose e insulina nas fibras musculares esqueléticas de ratos
Goto-Kakizati com diabetes espontanea do tipo 2. Os animais foram expostos a um
ambiente hiperbarico (1,25 de pressao atmosférica) com uma elevada concentracao
de oxigénio (36%) por seis horas diarias durante quatro semanas e o0s niveis de
glicose e insulina avaliados apds este periodo. Os autores relataram que o aumento
dos niveis de glicose foi inibido pela exposicdo a OTH e que os niveis de insulina
também se apresentaram mais baixos quando comparados com os animais do
grupo controle. Os autores sugeriram que a OTH pode representar uma nova
abordagem para tolerdncia a glicose, resisténcia a insulina e alteragdes no

metabolismo do musculo esquelético causadas pelo Diabetes Mellitus.

Williamson (2007) avaliou o efeito da OTH em longo prazo no
desenvolvimento dos dentes, glandulas salivares e do tecido ésseo mandibular apds
doses terapéuticas de radiacao em ratos. Os animais receberam apds uma semana

da aplicagédo da radiacao quatro semanas de OTH (grupo teste) - 20 sessdes diarias
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a 100% de oxigénio e 2,4 atmosferas durante 90 minutos e foram sacrificados
depois de quatro e oito semanas, tendo suas mandibulas removidas e os tecidos
avaliados histologicamente. Os resultados demonstraram que a OTH apresentou
resultados positivos no desenvolvimento dos dentes, na quantificacado dos acinos
das glandulas salivares e na porcentagem de lacunas 6sseas ocupadas por
osteoblastos estatisticamente comparaveis aos do grupo controle. O autor concluiu
que a OTH reduz os efeitos deletérios nos tecidos saudaveis submetidos a radiacao

em mandibula de ratos.
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3 PROPOSICAO

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da oxigenoterapia hiperbarica no reparo ésseo peri-

implantar em ratos com diabetes induzido.

3.2 Objetivos especificos

Analisar a variacdo de peso nos animais saudaveis e com diabetes

induzido durante o estudo em funcao do uso de OTH.

Avaliar a variagao dos niveis de glicose sanguinea nos animais saudaveis

e com diabetes induzido durante o estudo em funcao do uso de OTH.

Determinar os niveis de osseointegracdo a partir da avaliagao
histométrica do contato osso / implante em animais saudaveis e com diabetes

induzido submetidos ou ndo a aplicacao da OTH.
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4 MATERIAL E METODO

O presente experimento foi desenvolvido em ratos Wistar (Rattus
Norvegicus) no biotério da Pontificia Universidade Catélica de Minas Gerais,
Campus Coracao Eucaristico em Belo Horizonte. Os animais passaram por um
periodo inicial de ambientagdo de uma semana e foram mantidos, durante todo o
experimento, em condicoes ideais de temperatura (22°C) com controle de umidade
relativa (50 a 60%), em um ciclo nictemeral (12 horas de luz / 12 horas de escuro)

com agua e racao (Nuvilab) ad libitum.

4.1 Aspectos éticos

O projeto de estudo foi aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisa em
Animal (CETEA) da Faculdade de Odontologia e Centro de Pds-Graduagédo Sao

Leopoldo Mandic (Anexo A).

4.2 Plano amostral - desenho do estudo
Os seguintes grupos foram estudados:

a) G1 - animais saudaveis sem OTH,;

b) G2 - animais saudaveis submetidos a 10 sessdes de OTH antes da
implantacgao;

c) G3 - animais saudaveis submetidos a 10 sessées de OTH depois da
implantacgao;

d) G4 - animais com diabetes induzido sem OTH;
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e) G5 - animais com diabetes induzido submetidos a 10 sessdes de OTH
antes da implantacéo;
f) G6 - animais com diabetes induzido submetidos a 10 sessdes de OTH

depois da implantacao.

Cada grupo foi constituido de oito ratos Wistar, machos com seis meses
de idade, com peso médio de 273 g, totalizando 48 animais. Os animais foram
divididos de forma aleatéria nos diversos grupos e, imediatamente, identificados por
nameros de acordo com o grupo a que pertenciam sendo alojados em caixas

individuais plasticas devidamente identificadas e separadas por grupos.

4.3 Inducao do diabetes

Foi seguido o protocolo de inducdo quimica do diabetes através de
injecdo intraperitoneal de Alloxan monohidratado®' dissolvido em solugao fisiolégica
salina na concentragdo de 1 g/ 50 mL e aplicada seguindo a dosagem de 84 mg/kg
peso. O volume aplicado variou de acordo com o peso de cada animal. Os grupos
controle receberam apenas 1 mL de solugédo salina fisiolégica pela mesma via de
aplicagéo (Andersen et al., 2007). Os niveis de glicose sanguinea foram avaliados a
partir de amostras de sangue coletado da artéria caudal dos animais. Por meio de
uma perfuragcdo com uma lanceta® apropriada, foi coletada uma gota de sangue em
uma fita® receptora e esta imediatamente acoplada ao glicosimetro* fornecendo
assim o nivel glicémico. As amostras de sangue foram coletadas no momento da
inducdo do diabetes, sete dias apds, no momento da cirurgia de instalacdo dos

implantes e, finalmente, no dia do sacrificio dos animais (Pablos, 2003; Spainhemer,

! Sigma Chemical Co.®, St. Louis, MO

2 Thin Lancets (MediSence UK Ltd.®., Abingdon, Oxon, U.K.)

® Blood Glucose Test Strip (Abbott Diabetes Care Ltd.®., Witney, Oxon, U.K.)
* Optium X-ceed (Abbott Diabetes Care Ltd.®, Witney, Oxon, U.K.)
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1988). Os animais com diabetes induzido foram considerados incluidos no
experimento quando apresentaram glicemia acima de 270 mg/dl. Paralelamente a
avaliacao glicémica foi realizada a pesagem dos animais para adequacao das
concentracdes das diversas drogas utilizadas durante as diferentes fases do

experimento. A figura 5 mostra o fluxograma do desenho do estudo.

Todos os dados foram registrados em fichas especificas conforme as

caracteristicas intrinsecas de cada grupo.

Grupos Controle - Saudaveis

Implantagao Implantacéo Sacrificio Sacrificio
G1 G2-G3 G1 G2-G3
AG AG AG AG AG
0 7 10 28 38 Dias
G2 ---------- OTH --------- X
G3-------- OTH --------- X

Grupos Teste - Diabetes

Implantagio Implantacédo Sacrificio Sacrificio
G4-G5-G6 G4-G6 G5 G4-G6 G5
AG AG AG AG AG
0 7 17 35 45 Dias
G ------- OTH -------- X
G6 ------- OTH -------- X
Inducao
diabetes

AG - Avaliagéo glicémica
OTH - Oxigenoterapia Hiperbarica

Figura 5 - Fluxograma do estudo



49

4.4 Técnica cirurgica para colocacao dos implantes

Os implantes foram instalados nos grupos teste (diabetes induzido G4 e
G6) imediatamente apds a confirmacao do estado diabético e no grupo 5 apés 10
sessbes de OTH (figura 5). A técnica cirdrgica seguiu o0s principios gerais
operatérios para colocacao dos implantes, tanto nos aspectos técnicos como nos de

biosseguranca e éticos. Esses podem ser resumidos da seguinte forma:

a) pré-anestesia e anestesia - como medicacao pré-anestésica foi utilizado
o sulfato de atropina® (0,044 mg/Kg - via subcutanea) 10 minutos antes da
anestesia. A anestesia foi executada por via intramuscular com 1 mL de
Cloridrato de ketamina® (50 mg) misturado a 1 mL de xilazina’ 2% (20 mg)
sendo a dose empregada de 0,2 mL/100 g peso. Esta medicacao
propiciou a manutencao do plano anestésico de 40 a 60 minutos e pbde,
caso necessario, ser complementada durante a cirurgia experimental
(Schanaider, Silva, 2004);

b) assepsia e antissepsia - inicialmente foi realizada tricotomia na regido a
ser implantada (antero-medial do fémur direito), e desinfeccao por meio da
aplicacdo tépica de polivinilpirrolidona-iodo (PVPI)2;

c) cirurgia - foi realizada uma incisdo com lamina de bisturi nimero 15° na
regiao antero-medial do fémur direito com divulsdo dos tecidos moles e
cuidadoso afastamento do periésteo até exposicao da superficie 6ssea do
fémur. O preparo dos leitos receptores para os parafusos foi realizado com

broca'® de 1,3 mm de diametro acoplada a um contra-angulo com redugao

5 Atropina1%Calbos (Laboratério Calbos Ltda, Curitiba, Parana, Brasil)
® Vetanarcol (Laboratério Konig S.A, Avellaneda, Argentina)

’ Dopaser (Laboratério Calier S.A, Barcelona, Espanha)

8 Rioquimica, Rio de Janeiro, Brasil

® Solidor, Importadora Lamedid, S&o Paulo, Brasil

' NEODENT®, Curitiba, Parana, Brasil
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de 1:16 a uma velocidade de 900 rpm e abundante irrigacdo com solucéo
fisiologica;

d) um parafuso autorroscante'’, fabricado com titanio tipo IV, de 1,5 mm de
didmetro e 6 mm de comprimento foi colocado perpendicularmente ao
longo, e considerado adequado, quando a cabeca deste encostou-se ao

tecido 6sseo e apresentou estabilidade inicial (figura 6 e 7).

Figura 6 - Leito receptor preparado Figura 7 - Parafuso inserido

A sutura foi executada procurando-se a perfeita coaptacado das bordas da
ferida com pontos simples isolados de nylon monofilamento 5.0'2. Os pontos foram
removidos apds sete dias. No pods-operatério imediato os animais receberam uma
dose Unica de tetraciclina' por via intramuscular e paracetamol (10 mg/kg)™ em
gotas diluidas em agua de 8/8 horas durante dois dias (Ottoni, Choupard, 2004).
Apés 28 dias da implantagdo os animais foram sacrificados a partir da aplicagdo de
uma overdose de Cloridato de Ketamina (300 mg/Kg) (Ottoni, Choupard, 2004) e os

fémures processados para analise histologica.

"' NEODENT®, Curitiba, Paran4, Brasil

'2 Biosut Ltda., Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil
'3 Bristol Myers Squibb, Sdo Paulo, Brasil

4 Johnson & Johnson, Sao Paulo, Brasil
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4.5 Aplicacao oxigénio hiperbarico

A aplicagdo do oxigénio hiperbarico foi realizada em uma autoclave
vertical, especialmente adaptada para funcionar como camara hiperbarica. Esta foi
ligada a uma bala de oxigénio e o controle de funcionamento executado por um
programa de computador’® especialmente desenvolvido para o estudo, com
monitorizacao da pressao, temperatura e umidade dentro do aparelho (figuras 8, 9 e

10).

Figura 8 - Vista lateral da camara Figura 9 - Computador de controle de
hiperbarica aberta automacao da camara hiperbarica

1> Pentium 11l 1,3 Mhz Windows Xp
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Figura 10 - Vista interior da camara hiperbarica

Os grupos controle e teste foram submetidos a OTH de acordo com as
especificacoes de cada grupo. Os grupos G2 e G5 receberam 10 sessdes de OTH
antes da implantacdo, enquanto os animais pertencentes aos grupos G3 e G6
receberam 10 sessdes de OTH pés-implantacdo. Os animais foram colocados em
recipientes apropriados (caixas plasticas com espacos individualizados) e
acomodados dentro da camara hiperbarica. O processo seguiu o protocolo de
aumento gradual da pressdo e concentracdo de oxigénio com controle de
temperatura e umidade desde a condicao normobdrica (ambiental) até o final do
processo. A fase 1 (inicial) teve duracdo de 15 minutos, comecando em condi¢des
normobaricas e aumentando de maneira gradativa até atingir niveis de pressao e
concentracdo de O2 programados (2,0 ATM e 100% saturacdo de O2). A fase 2
(terapéutica) manteve durante 60 minutos as condicbes especificadas. Na fase 3
(descompressao) ocorreu a diminuicdo controlada das variaveis durante 15 minutos
até igualar as condigdes ambientais. Imediatamente ao final do ciclo os animais

foram reconduzidos as caixas individuais com alimento e agua.
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O grupo G1 (animais saudaveis sem oxigenoterapia hiperbarica) e o G4
(animais com diabetes induzida sem oxigenoterapia induzida) foram, também,
colocados na camara em condicdes normobaricas e mantidos por igual periodo de

tempo dos demais grupos submetidos a OTH.

4.6 Analise histomorfométrica
4.6.1 Preparo das laminas

Como exposto, apdés 28 dias da implantacdo os animais foram
sacrificados e os fémures criteriosamente limpos e cortados a 5 mm de distancia das
bordas da cabega do parafuso com um disco diamantado'® sob refrigeracdo e
imediatamente acondicionados em frascos identificados de forma a ficarem

totalmente submersos em solugéao de formol tamponado a 10%.

No Laboratério de tecidos minerais do Instituto de Ciéncias Biol6gicas
(ICB) Il da Universidade de Sao Paulo (USP) as amostras foram inseridas e imersas
em recipientes préprios para a inclusdo, isentos de luz contendo resina
glicolmetacrilato Technovit® 7200 VLC'” sendo mantidas sob agitacdo constante
para que o material resinoso pudesse penetrar na amostra de forma homogénea. A
sequéncia e o tempo de imersdao nas diferentes solu¢cdes permitem a substituicdo

periédica do alcool etilico pela resina glicolmetacrilato (quadro 6).

'® Talladium do Brasil , Curitiba, Parana Brasil
7 Kulzer & Co, Wehrhein, Alemanha
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o _ Tempo de
Embebicao Technovit 7200 VLC Etanol L
embebicao
Solucéo 1 30% 70% 72 h
Solucéo 2 50% 50% 72 h
Solugédo 3 70% 30% 72 h
Solucéo 4 100% 0% 1 semana
Solucéo 5 100% 0% 1 semana

Quadro 6 - Sequéncia de embebicao, iniciada pela solugdo 1 e terminada com a solugéo 5,
com o intuito de substituir o etanol proveniente da sequéncia de desidratacdes
pelo glicolmetacrilato Technovit 7200 VLC para incluséo.

Na ultima etapa de inclusdo as formas foram preenchidas com
glicolmetacrilato Technovit® 7200 VLC a 100% e a polimerizacao foi obtida com a
aplicacdo de foco de luz Histolux cujo aparelho de polimerizagdo'® mantinha um
resfriamento por agua e tempos de polimerizacdo adequados. O processo de

polimerizacao foi desenvolvido em duas etapas:

a) polimerizacdo inicial com luz de cor amarela, de modo a se
desencadear uma polimerizacao gradual prevenindo trincas na resina,
durante um periodo pré-determinado de aproximadamente quatro

horas;

b) a polimerizacao final foi conseguida com o uso de luz azul, durante

periodo de 90 horas.

Terminada a polimerizag&o, o material foi preparado para a histologia.

'® Kulzer & Co. Wehrein, Alemanha
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4.6.2 Processamento para microscopia de luz

Para obter as seccbes da amostra, esta foi colada em uma haste de
acrilico e posicionada em um aparelho de serra em forma de fita'®, com a utilizagdo
de uma garra mecanica. O bloco de resina foi entdo cuidadosamente aproximado da
fita de diamante, ja na distancia da espessura desejada, utilizando um dispositivo
micrométrico de parafuso, que definia a espessura a ser cortada de todo o conjunto
lamina/bloco de resina. Foi escolhida a espessura de 220 um e com resfriamento
obtido por agua corrente abundante, a amostra foi exposta a fita (100 um de
espessura e com extremidade efetiva impregnada com diamante) sendo cortada sob

pressdo constante.

Dessa maneira, de cada parafuso obtinha-se uma a duas secgdes
paralelas ao longo eixo do mesmo. As laminulas obtidas foram entao coladas em
laminas de ‘plexiglas” com prensa colante de precisdo da “Exakt Gerédtebau”
utilizando resina fluida auto e fotopolimerizante Technovit® 7210 VLC®. Apés 10
minutos de polimerizacao, o material foi adaptado a politriz metalografica digital,
onde se realizou o processo de desbaste e polimento com o uso de lixas d’agua
com granulacéo inicial 800 mesh. Este procedimento era seguido de polimento com

lixas de granulacao 1.200, 2.400 e 4.000 mesh. O objetivo era o de atingir cortes que

fornecessem laminas a serem examinadas com 30-50 um.

Apés estes procedimentos as laminas foram examinadas em microscopio
de luz polarizada e as imagens captadas nos aumentos de 2 e 10 vezes para
realizacado da histometria (figuras 11 e 12). As medicdes foram realizadas na porgao

cortical do osso e duas areas foram avaliadas em relagdo ao contato osso implante

!9 EXAKT cutting equipment, Exakt Apparatebeau, Norderstedt, German.
2 EXAKT Technologies Inc.
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(COI). A area A foi definida como a distancia do final da cabeg¢a do implante e o
inicio da primeira rosca do lado direito do parafuso, enquanto a area B seguiu as
mesmas distancias do lado esquerdo do parafuso (figuras 13 e 14). A histometria foi

realizada pelo programa Image J 1.4.

N

Figura 13 - Osseointegracao total Figura 14 - Falta de osseointegracao
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4.7 Analise estatistica

O ensaio foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado com
seis repeticoes por grupo experimental. Os tratamentos foram dispostos em arranjo
fatorial 2x3, sendo duas condicoes de saude: saudaveis e diabéticos e trés relativas

a aplicacao de OTH, constituindo, entdo, seis grupos experimentais.

Para verificar a variacao de peso em relacao a condicdo de saude e a
variacao de glicose sanguinea, entre os grupos saudaveis e diabéticos, foi utilizado
o teste de Mann-Whitney. O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para analisar a
variacao de peso em relacdo a condicao de saude e aplicacao da OTH e a variacao
de glicose sanguinea nos grupos diabéticos. Para o estudo da variavel resposta,
grau de osseointegracao (COl), foi realizada analise de varidncia e a comparacao
das médias, utilizando-se o teste t de student. Os resultados foram considerados

significativos para uma probabilidade de significancia inferior a 5% (p< 0.05).

Os dados foram apresentados de forma descritiva por meio de médias,
desvios-padrao e grafico. Todos os testes foram realizados no software SAS 6.4

(Sistema de analises estatisticas).
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5 RESULTADOS

A tabela 1 e o gréafico 1 apresentam os resultados da média de variacao
de peso (gramas) nos diversos grupos durante o estudo em relacéo a condicao de
salude e a aplicagcdo da OTH. Observa-se que no grupo de animais saudaveis
ocorreu uma discreta perda de peso sem, contudo, apresentar diferencas
significativas entre os grupos independentemente da dose e/ou periodo de aplicacao
da OTH. Ja nos grupos de animais diabéticos a perda de peso foi consideravelmente
maior em relacdo aos saudaveis sem, da mesma forma, apresentar diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos. Quando comparados 0s animais
saudaveis e diabéticos em cada dose e/ou periodo de aplicagdo da OTH pbde-se
observar que sem aplicagdo da OTH saudaveis sdo estatisticamente superiores,
apresentando em média ganho de peso em relacdo aos diabéticos (p<0,0001).
Quando comparados os animais depois da aplicacdo da OTH os saudaveis sao
estatisticamente superiores por apresentar uma perda de peso média
estatisticamente menor do que nos diabéticos (p<0,0001). J& entre saudaveis e
diabéticos, que receberam aplicagdo da OTH antes da cirurgia, ndo foi constatada

diferengas significativas.
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Tabela 1 - Médias da variacao de peso em relacdo a condicdo de saude e aplicacdo da

OTH.

Dose Oy/saude* Saudaveis Diabéticos
Sem 5,00 aA -45,00 b A
Antes 0 aA -40,00 a A
Depois -7,5 aA -76,25b A

*Médias seguidas de letras minlsculas nas linhas e mailsculas nas colunas distintas diferem

significativamente pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,0001)

10 -

10 -
220 -
-30 -
-40 -
.50 -
-60 -
-70 -
-80 -
-90

Variacao do peso

‘\‘\0

sem O2

O2 antes

Oxigenioterapia

—e— saudaweis —a— diabéticos

02 depois

Grafico 1 - Variagao do peso em funcao da condicao de saude e da aplicacdo da OTH

A tabela 2 apresenta os resultados da média de variagdo dos niveis de

glicose sanguinea nos grupos, saudaveis e diabéticos, demonstrando diferenca

significativa entre eles

(p<0,0001),

independentemente, da dose/periodo de

aplicacdo da OTH utilizado, ou seja, para qualquer dose/periodo estudado saudaveis

apresentam uma variagdo média de glicose estatisticamente inferior quando

comparado com diabéticos.
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Tabela 2 - Médias da variacao de glicose sanguinea entre 0os grupos saudaveis e diabéticos

Grupos Médias*
Saudaveis 44 59 a
Diabéticos 308,78 b

*Médias seguidas de letras distintas diferem significativamente pelo teste de Mann-Whitney (p
<0,0001)

A tabela 3 demonstra as médias de variacao de glicose sanguinea para
0s grupos diabéticos induzidos. Pode-se observar que nao ocorreu diferenca
significativa (p<0,0001) entre os grupos independentemente da dose/periodo de

aplicacao da OTH.

Tabela 3 - Médias da variagao de glicose sanguinea nos grupos diabéticos

Grupos Médias™
Oz antes 294 a

sem Oy 310a
O: depois 341,12 a

*Médias seguidas de letras distintas diferem significativamente pelo teste de Kruskal -Wallis
(p<0,0001)

Verifica-se na tabela 4 que a variavel % de contato osso/implante (COIl)
apresentou distribuicdo de probabilidade normal pelo Lilliefors e homogeneidade de
variancias pelo teste de Bartlett. Por esses motivos pode ser feita uma andlise de

variancia seguida de um teste de médias para essa resposta.
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Tabela 4 - Testes de Lilliefors e de Bartlett

Valor calculado Valor tabelado (P=0,01)
Teste de Lilliefors 4.,6911 18,475
Testes de Bartlett 0,0738 0,137

A tabela 5 apresenta os resultados relativos a analise de variancia. Pode-
se observar pelo teste F que houve diferenca estatistica entre as condicbes de
saude (p=0,0074) e diferencas nao significativas para aplicacdo de OTH (p=0,2856)

e na interacao (p=0,8150).

Tabela 5 - Andlise de variancia dos valores de contato osso/implante em relagdo aplicagéo
de OTH e a condicao de saude

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
COND. SAUDE 1 5723.421662  5723.421662  8.023 0.0074
OXIG 2 1850.066564  925.033282 1.30 0.2856
SAUDE OXIG 2 293.587919 146.793960 0.21 0.8150
Erro 37 26396.502425 713.418984

Pela tabela 6 pode-se notar que existe uma interacao entre os fatores que
nao foi identificada pelo teste F. Quando se comparou 0s grupos saudaveis e
diabéticos, sem a aplicacdo de OTH, verificou-se diferenca estatisticamente
significativa (P <0,05) entre os grupos demonstrando que o estado diabético alterou
negativamente a média de porcentagem de COIl de 59,85% nos saudaveis para

30,47% nos diabéticos.
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Na andlise intragrupo dos animais saudaveis nota-se que nao houve
diferenca estatistica entre os grupos, ou seja, a aplicacdo de OTH nao teve
influéncia na média de porcentagem de COI - 59,85% sem OTH, 70,03% OTH antes
e 65,37% OTH depois. O mesmo comportamento pode ser observado nos grupos de
animais diabéticos com média de porcentagens de COI de 30,47% nos animais sem
OTH, 51,39% com aplicagao anterior a cirurgia e 47,18% nos animais com OTH

apos a colocacao dos implantes também sem significancia estatistica.

Quando comparados 0s grupos saudaveis e diabéticos submetidos a OTH
observou-se que nao ocorreu diferenca estatisticamente significativa entre eles
demonstrando que a aplicacdo de oxigénio hiperbarico antes (70,03% - 51,39%) e
depois da implantagcao (65,37% - 47,18%) elevou a média da porcentagem de COI
nos animais diabéticos, tornando-os estatisticamente comparaveis aos animais

saudaveis, independentemente do periodo de aplicagdo da OTH.

Tabela 6 - Médias de porcentagem de contato osso/implante nos diferentes grupos

OTH* Saudaveis Diabéticos
Sem 59,85 aA 30,47 bA
Antes 70,03 aA 51,39 aA
Depois 65,37 aA 47,18 aA

*Médias seguidas de letras minasculas nas linhas e mailsculas nas colunas distintas diferem
significativamente pelo teste de t (P <0,05)
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Gréfico 2 - Variacao dos valores da % de contato osso/implante segundo a aplicacao de
OTH e a condi¢céo de saude dos animais
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6 DISCUSSAO

Os individuos diabéticos representam uma parcela significativa da
populacao. Estimativas da OMS, em 2001, informam um numero entre 150 e 200
milhdes de pessoas diabéticas no mundo, e esta prevista a duplicacao dessas taxas
nas proximas décadas (Zimmet et al., 2001), devendo atingir mais de 366 milhdes de
pessoas em 2030 (Wild et al., 2004). A Sociedade Brasileira de Diabetes estima uma
prevaléncia entre 10 e 11% na populagcao brasileira com projecdes para 2030 do

acometimento de 11,3 milhdes de pessoas (Wild et al., 2004).

A insulina € um horménio importante na sintese da matriz éssea que atua
de forma direta estimulando o osteoblasto na sintese da matriz e indiretamente
ativando a producgao do fator de crescimento semelhante a insulina no figado. Esse
fator aumenta a sintese da matriz por dois mecanismos: aumentando o numero de
osteoblastos presentes e regulando a fungdo dos osteoblastos diferenciados (Nevins

et al., 1998).

Entre as teorias que explicam como a hiperglicemia crénica provoca
danos celulares e teciduais observados no DM, a formacao dos AGEs é considerada
uma das mais relevantes. Esses produtos tém carater cumulativo nos tecidos e
guardam correlagdo com o aumento dos niveis de glicose e com o tempo de
exposicao, sugerindo que pequenas variagdes nos niveis glicémicos podem afetar a
concentracdo dos AGEs nos tecidos (Lalla et al., 1998, 2001). Essas variagdes
causam alteracbes qualitativas e quantitativas nos componentes da matriz
extracelular, como colageno, laminina e vitronectina, com reflexos marcantes na

reparacao peri-implantar (Weis et al., 1981; Spanheimer, 1988).
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As diversas fases do reparo tecidual ao redor dos implantes pode ser
modificada pelo acumulo dos AGEs desde a formacao do coagulo (modificacées nas
proteinas da cicatrizacdo), no periodo de reabsorcdo (numero diminuido de
osteoclastos), durante a formacao da matriz (inibicdo da formagcao do coagulo), na
etapa de deposicao e mineralizacao do osteoide (nUmero diminuido de osteoblastos)
e, finalmente, na fase de manutengcdo da osseointegracdo: renovacao oéssea
reduzida, alteracdo na homeostasia 6éssea, modificacdo do estado diabético

(Fiorellini, Nevins, 2005).

Nos dias atuais, permanece a controvérsia sobre a influéncia do DM na
perda de implantes. Estudos retrospectivos observaram indices de sucesso da
terapia com implantes em diabéticos préximos aos nao diabéticos, 94,3% (Balshi,
Wolfinger, 1999) e 85,6% (Fiorellini et al., 2000). No entanto, deve-se ressaltar que
outros estudos demonstraram que a taxa de sucesso diminui ap6s um ano de
tratamento (Shernoff et al., 1994; Fiorellini et al., 2000; Morris et al., 2000; Olson et
al., 2000) sugerindo que o risco para a perda de implantes em diabéticos esta
relacionada com as fases de reabertura e de inicio da aplicagcdo de carga mecéanica
(Beikler, Flemming, 2003). De acordo com Olson et al. (2000), esse fato pode indicar
que as alterac6es microvasculares decorrentes do estado hiperglicémico podem
diminuir a resposta imune e a remodelacdo 6ssea, contribuindo para a perda do

implante.

Segundo Kwon et al. (2005) metade dos individuos diabéticos
desconhece o status de sua doenga sugerindo que pacientes que se submeteram a
colocacdo de implantes e tornaram-se diabéticos em idade mais avancada tém

maior risco de perda de implantes do que os nao diabéticos.
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A OTH consiste na inalacdao de 100% de oxigénio em um ambiente de
pressao elevada >1,5 atmosferas (ATA; 150 KPa), tipicamente de 2 a 3 ATA -200-
300 KPa (Mayer et al., 2005). O efeito fisiolégico em curto prazo da aplicagdo da
OTH é representado pelo aumento da solubilidade do oxigénio nos fluidos tissulares

levando ao incremento de sua difusao nos tecidos (Granstrén, 2004).

Muito embora os mecanismos de acao da OTH nao sejam completamente
elucidados varios estudos tém demonstrado seu efeito benéfico em situacdes
diversas, tais como no reparo ésseo peri-implantar de tecidos expostos a radiacao,
com melhoria nos aspectos quali/quantitativos dos tecidos neoformados (Nilsson et
al., 1988; Chen et al., 1999; Johnsson et al., 1999), na distracdo osteogénica
(Muhonen et al., 2004), na atividade osteoindutora da proteina morfogenética do
0sso humano recombinante (Okubo et al., 2001), na proliferacdo de células
endoteliais e fibroblastos (Tompach et al.,, 1997), no aumento do fator de
crescimento semelhante a insulina e proliferacdo/diferenciacdo do osteoblasto
(Granstrén, 2004) e na remodelacdo 6ssea durante a movimentacdo ortodéntica

(Gokce et al., 2007).

O presente estudo avaliou o efeito da OTH no reparo 6sseo peri-implantar
em ratos com diabetes induzido por aloxano a partir da analise histométrica. Pode-
se demonstrar que o reparo 6sseo peri-implantar foi afetado negativamente no
modelo de diabetes induzido como demonstrado nas diferentes porcentagens do
COl entre o grupo saudavel (59,85%) e o diabético (30,47%). Esses achados estao
de acordo com outros estudos que utilizaram o aloxano como agente indutor do
estado diabético (Siqueira et al., 2003; Ottoni, Chopard, 2004) ou a Streptozotocina
(Takeshita et al., 1997a, 1998; Nevins et al., 1998; Fiorellini et al., 1999; McCraken

et al., 2000; Kwon et al., 2005).
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Pbéde-se também verificar que a aplicacao de OTH mostrou efeito
benéfico nos grupos de animais diabéticos elevando as taxas de COIl a niveis
estatisticamente semelhantes a dos animais saudaveis. Esses achados estdo em
concordancia com os resultados positivos da aplicacdo de OTH no reparo dos
tecidos peri-implantares demonstrados em animais por Nilsson et al. (1988),

Johnsson et al. (1999) e Chen et al. (1999).

A histomorfometria tem sido o método mais utilizado para avaliacao da
osseointegracao nos estudos em animais. Entretanto, diferencas consideraveis nos
objetivos e nos variados aspectos do material e do método utilizados nas pesquisas
dificultam a comparacao entre os resultados, por isso é recomendavel que essas

pesquisas sejam analisadas com critério.

Com relacdo ao tipo de tratamento da superficie dos implantes, o
presente estudo utilizou implantes com superficie de titanio comercialmente puro
como Takeshita et al. (1998), McCraken et al. (2000), Giglio et al. (2000), Ottoni,
Chopard (2004) e Kwon et al. (2005), enquanto a superficie com tratamento de
hidroxiapatita foi avaliada nas investigacdes de Takeshita et al. (1997a), lyama et al.
(1997), a superficie com jateamento/acido na pesquisa de Siqueira et al. (2003) e o
tratamento de superficie de titdnio plasma spray analisado por Nevins et al. (1998) e

Fiorellini et al. (1999).

Outro aspecto a ser considerado € o tempo esperado até o sacrificio dos
animais, o que pode influenciar na porcentagem de COI, pois o nivel de
osseointegracao guarda relagdo com as condi¢des de saude e o tempo decorrido de
cicatrizacdo. A maioria dos estudos com diabetes induzido em ratos utiliza um
periodo minimo de 28 dias para o sacrificio dos animais e a descricdo dos

resultados assim como no presente estudo (lyama et al., 1997; Nevins et al., 1998;
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Fiorellini et al., 1999; Kwon et al., 2005) enquanto McCraken et al. (2000) utilizaram
um tempo menor de 14 dias. Conforme os relatos de Ottoni & Chopard (2004) o
periodo de maior indice osteogénico inicia-se na quarta semana e termina por volta
da quinta semana pés-implantacao. Entretanto, outras investigacoes fazem a analise
em periodos pods-implantagao variaveis como Takeshita et al. (1998) em 7, 28, 56 e

84 dias; Giglio et al. (2000) em 14 e 30 dias, e Siqueira et al. (2003) em 10 e 21 dias.

O local de insercdo dos implantes também deve ser considerado. Neste
estudo, os implantes foram inseridos no fémur dos ratos como nas investigacoes de
Nevins et al. (1998), Fiorellini et al. (1999); Kwon et al. (2005), enquanto os
experimentos de lyama et al. (1997), Takeshita et al. (1997a, 1997b, 1998),
McCraken et al. (2000), Siqueira et al. (2003), Ottoni & Chopard (2004) realizaram a
implantagdo na tibia dos animais. De acordo com Gerritsen et al. (2000) resultados
de estudos que utilizaram implantes em o0ssos com origens osteogénicas
diferenciadas, tibia/fémur (endocondral) e mandibula/maxila, preferencialmente,

intramembranosa necessitam de mais esclarecimentos.

Com relacao a variacao de peso dos animais, pode-se demonstrar que 0s
grupos saudaveis apresentaram discreta perda de peso durante o experimento sem,
contudo, constituir diferenca estatistica entre os grupos submetidos ou ndo a OTH.
J& nos grupos dos animais diabéticos, a perda de peso foi mais acentuada em
comparacdo aos animais saudaveis sem, da mesma forma, mostrar diferenca
estatistica entre os grupos de animais diabéticos, independentemente da aplicacao
de OTH. Esses resultados demonstraram que a OTH nao apresentou efeito na

média de variacado de peso tanto nos animais saudaveis quanto nos diabéticos.

De maneira controversa, os estudos de Nevins et al. (1998) e Fiorellini et

al. (1999) informaram ganho de peso nos grupos de animais diabéticos e nos



69

controles enquanto, em concordancia com nossos achados, McCraken et al. (2000)
e Siqueira et al. (2003) relataram uma perda de peso nos animais diabéticos. O
estudo de Takeshita et al. (1998), realizado em ratos saudaveis, observaram perda
de peso somente nos animais dos grupos mais velhos (80 semanas), sugerindo que
o envelhecimento possa ter um efeito na manutencdo do peso dos animais

submetidos a implantagao.

Tais variacdes podem estar relacionadas com a idade dos animais. No
presente estudo foram utilizados animais com 24 semanas, na investigacdo de
McCraken animais com 16 semanas, enquanto nos demais experimentos a idade
dos animais foi de apenas seis semanas. Em dois estudos, Giglio et al. (2000) e
Ottoni & Chopard (2004), a idade dos animais nao foi informada. Shirota et al. (1993)
e Takeshita et al. (1997b) demonstraram que em ratos mais velhos o contato osso-
implante é drasticamente diminuido tanto no osso cortical quanto no esponjoso.
Takeshita et al. (1998) observaram maior numero de adip6citos no 0sso medular no
grupo de animais diabéticos em comparacdo com os controles saudaveis, sugerindo
que o aumento dos adipdcitos justifica a menor formagdo éssea ao redor dos
implantes. Esses achados sédo suportados Gimble et al. (1995), que sugeriram que a

adipogénese e a osteogénese no 0sso esponjoso sdo inversamente regulados.

O estado diabético, nivel sérico de glicose >270 mg/dL, utilizado na
presente investigacao foi conseguido de maneira previsivel e mantido durante todo o
periodo do experimento. A média dos valores de glicose oscilou entre 294 a 341
mg/dL. Esses numeros estdo préximos dos limites utilizados em outros estudos:
>300 mg/dL nos estudos de Takeshita et al. (1997a, 1998), lyama et al. (1997),
Ottoni & Chopard (2004), Kwon et al. (2005) e de >350 mg/dL nos estudos de Nevins

et al. (1998) e Fiorellini et al. (1999). Concentracdes mais baixas > 180mg/dL e de >
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200 mg/dL foram utilizadas nos estudos de Giglio et al. (2000) e Siqueira et al.
(2003), respectivamente. No estudo de McCraken et al. (2000) os niveis séricos de
glicose nao foram informados. Os resultados do presente estudo demonstraram que
a aplicacdo de OTH nos animais nao apresentou efeito na média de variagdo de

glicose sanguinea entre os grupos saudaveis e com diabetes induzido.

A partir dos relatos da maioria dos estudos que utilizaram avaliagao
histomorfométrica pode-se sugerir uma relacdo entre o DM e a menor formacgao
Ossea peri-implantar em ratos com DI (Takeshita et al., 1997a, 1998; Nevins et al.,
1998; Giglio et al., 2000; McCraken et al., 2000; Sigueira et al., 2003; Ottoni,
Chopard, 2004; Kwon et al., 2005). No presente estudo, a exemplo de outros
trabalhos (Nevins et al., 1998; Gerritsen et al., 2000), nenhuma complicagdo no
processo de cicatrizagdo foi diagnosticada nos sitios implantados que pudessem

sugerir uma resposta local prejudicada pelo estado diabético.
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7 CONCLUSAO

Dentro dos limites do presente estudo, pdde-se concluir que:

a) o reparo 0sseo peri-implantar foi afetado negativamente no modelo de
diabetes induzido por aloxano;

b) a OTH nao apresentou influéncia na perda de peso e nos niveis de
glicemia dos animais saudaveis e diabéticos;

c) a OTH nao apresentou efeito no reparo 6sseo peri-implantar nos grupos
de animais saudaveis;

d) o periodo de aplicagdao da OTH nao influenciou o reparo 6sseo peri-
implantar nos animais saudaveis e diabéticos;

e) a aplicacao de OTH nos animais diabéticos elevou a porcentagem de

contato osso implante ao nivel dos animais saudaveis.
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