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Moretto CM. Avaliacdo de diferentes protocolos de campo eletromagnético pulsado
na osseointegracdo de implantes: estudo in vivo e in vitro [tese]. Sdo José dos
Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e
Tecnologia; 2020.

RESUMO

A utilizacdo de estimulacdo biofisica através da modalidade de campo
eletromagnético pulsado (CEMP) para o tratamento de diversas condi¢cdes no tecido
0sseo tem despertado o interesse cientifico ha décadas. Entretanto, a grande
variedade nos parametros e protocolos utilizados e a divergéncia de resultados na
literatura dificultam o estabelecimento de uma metodologia que seja eficaz no
contexto da terapia com implantes osseointegrados. Dessa forma, torna-se
importante avaliar o efeito de diferentes tempos de aplicagdo do CEMP padronizado
em diferentes momentos no processo de osseointegracdo de implantes de titanio
inseridos em tibias de ratos. Para isso, foram utilizados 60 animais (Rattus
norvegicus, variacao albinus, Wistar), randomizados em trés grupos experimentais:
controle, teste A (GTA) submetidos por 3 horas de CEMP, e teste B (GTB) com 1
hora de CEMP, sendo que, a exposi¢cdo ocorreu em 5 dias semanalmente durante o
periodo experimental. Todos os animais receberam implantes em ambas as tibias, e
a aplicacdo do CEMP ocorreu apenas nos grupos teste com parametros fixos de + 1
mT, 15 Hz, com 25 ciclos repetidos por 200 microssegundos. ApGs a eutanasia as
pecas foram separadas e preparadas para o0 teste mecanico, analises
histomorfométricas, microtomografia computadorizada (UCT) e ensaios biolégicos in
vitro. Os dados foram tabulados e a analise de variancia ANOVA foi aplicada, com
nivel de significancia de 5%. Os resultados obtidos revelaram que, GTB apresentou
melhores resultados em comparacdo ao GTA nos testes de torque de remocgédo em
07 dias; no volume ésseo e densidade mineral 6ssea, ambos em 07, 21 e 45 dias;
na proliferagdo celular em 21 dias, na viabilidade celular em 07 e 45 dias, no
conteudo de proteina total em 07 dias e nédulos de mineralizacdo em 03 e 07 dias.
O GTA apresentou melhor desempenho na avaliagdo da espessura do 0SSO
trabecular em 03 dias e na proliferacdo celular em 03 e 45 dias comparado ao GTB.
Os grupos teste apresentaram resultados superiores ao controle nas avaliagbes de
contato osso-implante, espessura do o0sso trabecular, na viabilidade celular,
contetdo de proteina total e fosfatase alcalina. Na analise histomorfométrica e no
namero de trabéculas ndo houve diferencas entre os grupos teste. Com o0s
resultados pode-se concluir que, a aplicagdo do campo eletromagnético pulsado
como um bioestimulador foi efetivo na otimizacdo dos eventos no tecido 6sseo que
acarretam na osseointegracdo, especialmente quando aplicado por menor tempo e
nos periodos iniciais do reparo 6sseo.

Palavras-chave:  Osseointegracdo. @ Campos  eletromagnéticos. Implantes
osteointegrados. Ratos.



Moretto CM. Evaluation of differents protocols of pulsed electromagnetic fields in
implants osseointegration: in vivo and in vitro study [doctorate thesis]. Sdo José dos
Campos (SP): Séo Paulo State University (Unesp), Institute of Science and
Technology; 2020.

ABSTRACT

The use of biophysical stimulation through the pulsed electromagnetic field modality
(PEMF) for the treatment of various conditions in bone tissue has aroused scientific
interest for decades. However, the wide variety of parameters and protocols used
and the divergence of results in the literature make it difficult to establish a
methodology that is effective in the context of therapy with osseointegrated implants.
Thus, it is important to evaluate the effect of different application times of the
standardized PEMF at different times in the osseointegration process of titanium
implants inserted in tibiae of rats. For this, 60 animals (Rattus norvegicus, variation
albinus, Wistar) were used, randomized in three experimental groups: control, test A
(GTA) submitted for 3 hours of CEMP, and test B (GTB) with 1 hour of PEMF, and
the exposure occurred in 5 days weekly during the trial period. All animals received
implants in both tibiae, and the application of PEMF only occurred in the test groups
with fixed parameters + 1 mT, 15 Hz, with 25 cycles repeated for 200 microseconds.
After euthanasia, the pieces were separated and prepared for mechanical testing,
histomorphometric analysis, computed microtomography (ULCT) and in vitro biological
tests. Data were tabulated and ANOVA analysis of variance was applied, with a
significance level of 5%. The results obtained revealed that, GTB presented better
results in comparison to GTA in the removal torque tests in 07 days; in bone volume
and bone mineral density, both at 07, 21 and 45 days; cell proliferation in 21 days,
cell viability in 07 and 45 days, total protein content in 07 days and mineralization
nodules in 03 and 07 days. GTA performed better in assessing trabecular bone
thickness in 03 days and in cell proliferation in 03 and 45 days compared to GTB.
The test groups showed results superior to the control in assessments of bone-
implant contact, trabecular bone thickness , in cell viability, total protein content and
alkaline phosphatase. In the histomorphometric analysis and in the number of
trabeculae, there were no differences between the test groups. With the results it can
be concluded that the application of the pulsed electromagnetic field as a
biostimulator was effective in the optimization of the events in the bone tissue that
result in osseointegration, especially when applied for a shorter time and in the initial
periods of bone repair.

Keywords: Osseointegration. Electromagnetic Fields. Bone-Anchored Implants. Rats.



1 INTRODUCAO

A abordagem clinica com implantes osseointegrados para substituicdo
parcial ou total de elementos dentais € uma técnica bem documentada e
cientificamente aceita, com elevados indices de sucesso. Inicialmente, a instalagdo
de implantes dentarios tinha como objetivo reestabelecer a funcdo mastigatoria,
entretanto, além dessa funcédo, atualmente pretende-se melhorar a estética, com
reduzido tempo de tratamento e sucesso em longo prazo (Matsumoto et al., 2000).

A osseointegracao é um dos principais fatores responsaveis pelo éxito da
terapia com implantes osseointegrados. Esse termo, inicialmente introduzido por
Branemark, descreve o complexo fenbmeno do contato histolégico direto entre osso-
implante, sendo esse capaz de receber cargas funcionais sem que haja movimento
relativo progressivo entre eles (Branemark et al., 1977; Branemark P-l, 1983;
Dimitrou, Babis, 2007; El Fadly et al., 2014; Kim et al., 2017).

A cicatrizacdo Ossea ao redor do implante € um processo complexo que
envolve diversos eventos celulares e moleculares que promovem a ativagdo das
sequéncias osteogénica, vascular e imunologica que compdem as fases da
osseointegracdo (inflamacdo, vascularizacdo, formacdo e remodelacdo &ssea)
(Balbino et al., 2005; Mendonca, Coutinho-Netto, 2009; Gurgen et al., 2014).

A literatura mostra que, tanto em estudos em humanos quanto estudos em
animais, a cicatrizacdo 6ssea é um processo lento podendo durar um periodo de 2 a
6 meses entre a instalacdo do implante e reabilitacdo funcional do paciente
(Dimitrou, Babis, 2007; Nascimento et al., 2012; Leesungbok et al., 2013; Barak et
al., 2016).

As pesquisas recentes buscam metodologias que possam otimizar a
osseointegracado de implantes e, dentre elas, os fatores relacionados ao implante
como design, composi¢do quimica, topografia e caracterizagdo de superficie (Ajami
et al., 2016), as caracteristicas do leito receptor que envolvem a vascularizacdo e
celularizagdo do leito (Dergin et al., 2013), a estabilidade mecéanica (estabilidade
primaria do implante) e terapias adjuvantes com enxerto 0sseo autdgeno ou
aloenxerto, tratamento com proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs) e estimulagéo
biofisica (Aaron, Ciombor, 1993; Lirani, Lazaretti-Castro, 2005; Kim et al., 2017) tem
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sido estudados (Matsumoto et al., 2000; Dimitrou, Babis, 2007; Leesungbok et al.,
2013; El Fadly et al., 2014; Barak et al., 2016).

A estimulacdo biofisica do tecido O6sseo atravées das modalidades
terapéuticas: estimulacdo elétrica, campo eletromagnético pulsado (CEMP) e
vibracdo mecanica, ha décadas € testada para promover cicatrizacdo de fraturas,
reparo de feridas e de diferenciacdo tecidual na interface osso-implante (Fini et al.,
2002; Akca et al., 2007; Leesungbok et al., 2013; Massari et al., 2019). Estudos
mostraram sua capacidade em regular a expressdo dos genes de proteinas
estruturais da matriz extracelular, resultando em aceleracéo do reparo 6sseo (Aaron
et al., 2004), principalmente pelo campo eletromagnético pulsado (Noriega-Luna et
al., 2011; Wang et al., 2014; Jing et al., 2016; Galli et al., 2018).

O mecanismo de acdo pelo qual a estimulacdo através dos campos
eletromagnéticos pulsados exerce esses efeitos no tecido 6sseo pode ser explicado
na fisiologia celular. Nos processos celulares observa-se que existem pequenas
correntes elétricas produzidas a partir das fungbes normais das reacfes do
organismo que geram particulas eletricamente carregadas (Ferroni et al., 2016; Galli
et al., 2018). Além disso, as membranas celulares apresentam um potencial elétrico
(potencial de membrana) que separa as cargas elétricas geradas pelos solutos,
como sodio (Na*) e cloreto (ClI) que estdo em maiores concentracdes no meio
extracelular, e potassio (K*) e moléculas organicas que prevalecem em maior
guantidade no meio intracelular (Ross et al., 2015). As altera¢des nos potenciais de
membrana podem ser provocadas por mudangas nos movimentos idnicos através da
membrana celular gerando campos eletromagnéticos enddgenos. Esses campos
enddgenos resultam por exemplo, do movimento de musculos, tenddes e acdes do
sistema musculo-esquelético (Ross et al., 2015; Hastings, Mahmud, 1988). O tecido
0sseo, dentre suas caracteristicas, tem a capacidade de converter cargas
mecanicas em sinais bioelétricos, ou seja, apresenta piezoeletricidade. Esse
fenbmeno tem sido sugerido como responsavel no controle do reparo e remodelacdo
0ssea através da movimentacao do fluido extracelular que transporta ions na matriz
ossea (Yoshida et al., 2009; Ross et al., 2015; Galli et al., 2018). Com a aplicacao
exogena de CEMP os mecanismos intra e extracelulares séo ativados evidenciando
a sua capacidade de permear no plasma e nas membranas celulares (Ross et al.,

2015; Massari et al., 2019). De acordo com Funk, Monsees, 2006, os campos
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eletromagnéticos (CEM) atingem profundamente as camadas de tecido vivo,
atuando diretamente nas organelas celulares (Ross et al., 2015) e influenciando
reacdoes quimicas e bioquimicas nas células (Daish et al., 2018; Funk, 2018). Ao
pulsar o CEM provoca-se o0 aumento e reducéo nos fluxos ibnicos gerando corrente
elétrica (Leesungbok et al., 2013; Kim et al., 2017) e o potencial de membrana é
alterado tornando-a permeavel, especialmente para o ion célcio (Ca?*), um
importante sinalizador intracelular (Parekh, 2011; Tong et al., 2017; Selvamurugan et
al., 2018) na inducao da diferenciacdo celular em osteoblastos (Ross et al., 2015; He
et al., 2018; Tong et al., 2017; Galli et al., 2018; Naito et al., 2019). Desta forma, o
CEMP afeta as correntes moleculares e causam uma sinalizagdo transmembrana
especifica que promove a diferenciacdo osteogénica (Jazayeri et al., 2017, Tong et
al., 2017; Suryani et al., 2019) a partir da estimulacdo da sintese de proteinas da
matriz extracelular 6ssea (Ehnert et al., 2015, Selvamurugan et al., 2018). Com isso,
o0 tecido 6sseo se torna um alvo favoravel para o tratamento com CEMP (Galli et al.,
2018).

A aplicacdo adjunta do CEMP no tecido 6sseo com implante osseointegrado
€ uma terapia nao invasiva e que, em estudos in vivo, mostrou-se efetiva na
formacao de osso em contato com a superficie do implante (Matsumoto et al., 2000,
Akca et al., 2007), na osseointegragdo com aumento no grau de mineralizacéo e
maturacdo Ossea (Grana et al., 2008; Jing et al., 2016), e aumento da fixacao
mecanica (Fini et al., 2002).

Também foi observado um aumento na quantidade de osso formado em
menor tempo ao redor de implantes colocados imediatamente apds a extracdo
dental (Shayesteh et al., 2007), que pode ser comprovado pelo pico de porcentagem
de osso em contato com o implante formado em duas semanas, ou seja, uma
redugéo do tempo trés vezes maior (Barak et al., 2016).

Os efeitos biologicos observados com aplicagdo do CEMP em estudos in
vitro revelaram um aumento na adsorcdo de proteinas a superficie dos implantes,
facilitando a adesao inicial dos osteoblastos (Noriega-Luna et al., 2011; Wang et al.,
2014; Jing et al.,, 2016). Foi observado também o aumento na proliferacdo e
diferenciacdo dos osteoblastos, e formacdo de nddulos de mineralizacdo por essas
células (Wang et al.,, 2014; He et al., 2018). Em relacdo a expressdo de genes

associados com a osteogénese, observou-se que Col-1, Runx2 e Osx (Jing et al.,
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2016), ALP, BMP-2, OCN (Jansen et al.,, 2010; Wang et al., 2014) foram mais
expressos com a aplicacédo de CEMP em relacdo ao controle.

Embora sejam observados beneficios obtidos com a aplicacdo do CEMP no
tecido 6sseo, a literatura também revela que essa terapia ndo resultou em melhora
significativa do processo de osseointegracdo (Buzza et al., 2003) e também da
cicatrizacdo 6ssea (Nascimento et al., 2012) entre os grupos tratados e controle in
vivo, uma vez que, 0 campo eletromagnético ndo afeta o turnover 06sseo nas
trabéculas 0sseas pré-existentes (Barak et al., 2016).

Nos estudos in vitro, o tempo de exposicdo de culturas de osteoblastos ao
CEMP ndo resultou em efeito no niumero de células, sintese proteica e estrutura
nuclear (Noriega-Luna et al., 2011) e diferenciacdo dos osteoblastos (Chang et al.,
2004).

Os autores questionam a variabilidade de protocolos de tratamento do
CEMP nos resultados in vitro e in vivo na osseointegracdo dos estudos disponiveis
na literatura, especialmente em relacédo a duracao de sua aplicacdo no tecido 6sseo
(Matsumoto et al., 2000; Lirani, Lazaretti-Castro, 2005; Akca et al., 2007; Dimitrou,
Babis, 2007; Nascimento et al., 2012; Daish et al., 2018). Dessa maneira, torna-se
necessario estabelecer um protocolo padrao de utilizacdo do CEMP que aborde
parametros ideais para sua utilizacdo na Odontologia, principalmente na otimizagao

do processo da osseointegracdo de implantes.
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7 CONCLUSAO

Considerando as limitacbes do presente estudo, a aplicacdo do campo
eletromagnético pulsado como um bioestimulador foi efetivo na otimizacdo dos
eventos no tecido 6sseo que acarretam na osseointegracdo, especialmente quando

aplicado por menor tempo e nos periodos iniciais da cicatrizacao 0ssea.
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