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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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2 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de diferentes tempos de aplicacéo
do campo eletromagnético pulsado padronizado em tibias de ratos para verificar e
estabelecer o que melhor exerce efeito em diferentes momentos da

osseointegracao.

2.1 Objetivos especificos

Avaliar a partir do torque de remocéo a integracdo do implante de titanio ao
0sso da tibia apds a aplicacdo do campo eletromagnético pulsado. Analisar através
da histomorfometria a porcentagem de contato entre osso e implante (BIC) e area de
fracdo Ossea entre as espiras do implante (BAFO). Com a microtomografia
computadorizada (UCT) avaliar a quantificacdo da extensdo linear osso-implante
(porcentagem do volume O6sseo neoformado, espessura do 0sso trabecular e
namero de trabéculas e densidade mineral éssea). E a realizacdo dos ensaios
bioldgicos in vitro para verificar o efeito da aplicagdo do campo eletromagnético
pulsado na proliferacéo e viabilidade celular, na atividade da fosfatase alcalina e no

conteudo de proteina total, e na formacéo dos nédulos de mineralizacéo.



3 MATERIAL E METODOS

A amostra foi constituida por 60 ratos machos adultos (Rattus norvegicus,
variacdo albinus, Wistar) com noventa dias de idade, pesando em torno de 250 a
300 gramas. Os animais foram divididos aleatoriamente em 5 animais por gaiola, e
mantidos em temperatura ambiente, alimentados com racdo GuabiNutrilabor® e
agua ad libitum, fornecidos pelo biotério do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Sao
José dos Campos — UNESP, Curso de Odontologia e com a aprovacdo da Comissao
de Etica em Experimentos com Animais do ICT — UNESP (n°17/2016). Todos os
procedimentos foram realizados de acordo com as diretrizes estabelecidas pelo

ARRIVE “Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments”.

3.1 Delineamento experimental

Os animais foram randomizados em 3 grupos experimentais, segundo uma
tabela gerada em computador, em: grupo controle GC (n=20), grupo teste A (GTA,
n=20) com exposicdo ao CEMP por 3 horas diarias, 5 dias semanalmente, e grupo
teste B (GTB, n=20) com exposicdo ao CEMP por 1 hora diaria, 5 dias
semanalmente. Todos 0s grupos apresentaram quatro subgrupos referentes aos
periodos de eutandsia (Figura 1).

Todos os animais dos 3 grupos receberam 3 implantes de titanio nas tibias

(2 na tibia direita e 1 na tibia esquerda).
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Figura 1 - Flow chart da randomizacao dos animais nos grupos experimentais

 —
GC 7 Eutanasia 03 dias (n=5
{(n=20 por grupo’
animais)
. Eutanasia 07 dias (n=5
GTA por grupo)
60 (n=20 -
animais animais)
\ Eutanasia 21 dias (n=5
P por grupo)
GTB p
(n=20 Eutanasia 45 dias (n=5
animais) _ PO grupo)

Fonte: Elaborado pelo autor.

O experimento teve duracdo de 60 dias divididos em 5 periodos de

intervencao nos quais os procedimentos foram realizados (Figura 2).

Figura 2 - Fluxograma do periodo experimental em suas fases

Periodo de g
adaptacdo Apllcag:’ao €
simulacdo do
I CEMP
0 15 18 22 36 60
Eutanasia Eutanasia Eutanasia  Eutanasia
1 Dia3 Dia7 Dia 21 Dia 45
Cirurgia para
a colocacdo
de implantes

Fonte: Elaborado pelo autor.

Apbés o periodo de adaptacdo de 15 dias ao biotério os animais de cada
grupo foram submetidos as cirurgias para a instalacdo de implantes
osseointegraveis. Conforme os procedimentos cirargicos foram iniciados nos grupos,

0s animais operados foram expostos ao CEMP (n=5 animais por vez), de acordo



com o grupo experimental (GTA e GTB) até a realiza¢do da eutanasia que consistiu
em periodos curtos (subgrupos 3 e 7 dias), médio (subgrupos 21 dias) e longo
(subgrupos 45 dias). Esses periodos experimentais séo justificados pelo fato do
presente trabalho propor avaliar o efeito da aplicacdo do campo eletromagnético nas
fases iniciais e tardias da osseointegracao, tanto no ambito celular quanto estrutural
do tecido dsseo, através dos parametros (ensaio mecanico de torque, analises
histomorfométricas, microtomografia computadorizada e ensaios em cultura celular)
(Matsumoto et al., 2000; Mendonca et al., 2009; Mendonca et al., 2010; Omar et al.,
2011).

3.2 Cirurgia para insercédo dos implantes osseointegrados

Para o procedimento cirurgico foi realizado o protocolo de anestesia com a
aplicacao de solucdo de 13 mg/Kg de cloridrato de 2- (2,6-xilidino) -5-6-dihidro-4H-
1,3 tiazina (Rompum - Bayer® do Brasil), associado ao relaxante muscular 33 mg/Kg
de ketamina base (Dopalen — Agribands® do Brasil), anestésico geral, via
intramuscular.

Em seguida, a tricotomia da regido interna das patas direita e esquerda
foram realizadas com laminas de barbear (Wilkinson Sword®, Energizer Canada
Inc., Schick Division, Walkerton, ON, Canad4) e, em seguida, a desinfeccao da
regido foi realizada com digluconato de clorexidina a 0,2%.

O protocolo utilizado para este procedimento cirdrgico de instalacdo do
implante foi baseado no estudo de Molon et al. (2013) que consistiu em uma inciséo,
com auxilio da lamina de bisturi n® 15 (Solidor, Lamedid, Bunzl Saude®©, Osasco, SP,
Brasil) de 2 cm na regido interna da porgao posterior da pata, logo abaixo do joelho,
para a exposicdo da metafise da tibia. Em seguida, foram realizadas a divulsdo do
tecido muscular com descolador de Molt e a osteotomia com auxilio de fresa lanca e
fresa helicoidal do kit Guide-Fix© (TitaniumFix©, AS Technlogy Ltda S&do José dos
Campos, SP, Brasil) e irrigacdo com solucéo salina estéril para a confeccao da area

na qual os implantes foram inseridos (Figura 3).
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Figura 3 - Procedimentos cirdrgicos nos animais

Legenda: a) inciséo; b) vista da incisdo completa; c) divulsdo do tecido muscular; d) exposi¢do do
tecido 0sseo; e) perfuracao do tecido 6sseo; f) implante de titanio inserido.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Na pesquisa foram necessarios 180 implantes de titanio puro, de superficie
usinada, osseointegraveis, rosqueaveis, com 4,0 mm de comprimento por 2,2 mm de
diametro (Titanium Fix®, AS Technlogy Ltda, Sdo José dos Campos, SP, Brasil)
inseridos em ambas as patas de cada animal dos grupos experimentais.

Na pata direita, o primeiro implante foi inserido a 7 mm de distancia da
juncdo do joelho e o segundo posicionado a 5 mm distal do primeiro. Na pata
esquerda um implante foi inserido a 7 mm da juncéo do joelho, até que todas as
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roscas do parafuso se encontrasse no interior do osso cortical. O tecido muscular
que foi divulsionado para a exposi¢cdo da tibia foi suturado com fios de sutura
reabsorviveis (Vicryl Ethicon® 5.0, Johnson Prod., Sdo José dos Campos, Brasil) e a
pele com fio de seda 4.0 (Ethicon® Johnson Prod., Sédo José dos Campos, Brasil).
Os animais por fim receberam imediatamente apds a cirurgia uma dose
Unica de Ketoprofen, 10mg/kg por via subcutdanea para o controle de dor pés-

operatoria.

3.3 Exposicao ao Campo Eletromagnético Pulsado (CEMP)

O dispositivo de exposicdo do CEMP foi composto por um gerador de sinal
pulsatil e as bobinas de Helmholtz. Os ratos foram submetidos a exposicdo CEMP
com o0s seguintes parametros fixos: 25 ciclos de -1 mTesla a + 1 mTesla em 200
microssegundos que se repetiu a taxa de 15 Hz (Figura 4). O tempo de duracéo da
exposicdo ao CEMP no grupo GTA foi de 3 horas por 5 dias da semana (Midura et
al., 2005; Androjna et al., 2014), enquanto que, para o grupo GTB foi de 1 hora por
dia, por 5 dias da semana, até a eutanasia dos subgrupos (McLeod, Rubin, 1992).
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Figura 4 - Equipamentos construidos para a geracdo do campo eletromagnético

pulsado

Legenda: a) caixa acrilica para acondicionamento dos animais; b) bobinas de Helmholtz; c) fonte
geradora do campo eletromagnético pulsado; d) conjunto formado pelas bobinas, fonte e caixa
acrilica.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A gaiola contendo os 5 animais de cada subgrupo por vez foi posicionada
bem no centro do campo gerado pelas bobinas de Helmholtz. Os animais dos
subgrupos controle também foram colocados na gaiola entre o conjunto de bobinas,
porém sem ativacdo do CEMP, pois o intuito foi simular a estimulacdo e o estresse

aos quais os demais animais foram submetidos (Tucker et al., 2017).

3.4 Eutanésia e processamento histoldgico

De acordo com cada periodo experimental dos grupos foi realizada a



eutanasia com solucdo anestésica em alta dosagem e, em seguida, as tibias das
patas esquerdas de todos os animais foram removidas e armazenadas para a
fixacdo em solucdo de formaldeido a 10% tamponado, por 48 horas. ApOs esse
periodo, foram conservadas em alcool 70% em até o momento da analise
radiografica tridimensional (microCT) e em seguida, foram tratadas para a confecgéo
das laminas histoldgicas, e posterior andlise histomorfométrica. As tibias das patas
direitas foram removidas, dissecadas e armazenadas em solucéo de ringer lactato,
em freezer de -80°C até que fossem realizadas as mensuracdes do torque de

remocé&o dos implantes.

3.5 Ensaio mecéanico

As tibias das patas direitas foram descongeladas em temperatura ambiente
para a mensuracdo dos torques de remocdo dos implantes dos grupos
experimentais.

Para isso, uma morsa foi utilizada para a estabilizacdo do osso e, através de
um torquimetro digital (MGT 12; Mark-10 Corp®, Copiague, NY, Estados Unidos) foi
aplicado um contra-torque no implante até houvesse seu movimento. Os dados

foram registrados e tabulados para a analise estatistica (Figura 5).
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Figura 5 - Representacao da realizacao do torque de remocao

Legenda: Na imagem A esta representado o conjunto formado pelo torquimetro digital e a morsa para
fixacdo da tibia e mensuragéo do torque de remocao. Em B tem-se a tibia direita fixada na morsa e o
primeiro implante removido.
Fonte: Elaborado pelo autor.

3.6 Confecc¢ao das laminas histolégicas

Apbs o procedimento da microtomografia computadorizada, as pecas foram
lavadas em &gua corrente por aproximadamente 30 minutos, desidratadas em
concentracdes diferentes de alcool (Alcool 80%:; Alcool 90%; Alcool absoluto). Em
seguida, as pecas foram imersas no xilol 98% durante 24 horas e, em seguida, em
um novo xilol por mais 48 horas. As pecas foram entéo transferidas para a solugao A
(85mL de metilmetacrilato (Sigma Aldrich®, Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) +
15mL de dibutilftalato (Sigma Aldrich®, Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) por 4
dias, e depois para a solucédo B (solucdo A + 1g de perdxido de benzoila (VETEC
quimica, Rio de Janeiro, Brasil) e mantidas em geladeira por 4 dias. Para a incluséo,
foi feita uma nova solugcdo A acrescida de 3g de peréxido de benzoila e, em
pequenos vidros ambar (6x4 mm), foi colocada uma pré-base desta mistura. Em
seguida, as pecas foram coladas nesta pré-base com cola instantdnea (Super
Bonder®, Loctite, Henkel Ltda., Sdo Paulo, Brasil) e a solucéo foi vertida sobre o
conjunto, dentro do vidro, até que ultrapassasse 1 cm da peca. O vidro foi entdo
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tampado (figura 3-A) e colocado na estufa (37°C) até que a solucdo tomasse presa.
Em seguida, procedeu-se a quebra do vidro e o bloco obtido foi cortado no aparelho
Labcut (Labcut® 1010 — Extec, Erios, Enfield, Connecticut, Estados Unidos) com
disco de corte diamantado (Buehler® IsoMet® Chicago, lllinois, Estados Unidos). O
polimento dos cortes foi realizado com uma suspensdo de polimento (Extec®
colloidal silica- Erios, Enfield, Connecticut, Estados Unidos) do lado do corte que foi
colado nas laminas, com um disco de feltro na politriz (Labpol® 8-12 Extec, Erios,
Enfield, Connecticut, Estados Unidos), para entdo serem colados em laminas
histoldgicas de plaxiglass com cola instantanea de cianoacrilato (Super Bonder®,
Loctite, Henkel Ltda., S&o Paulo, Brasil), e prensados com uma prensa manual. Em
seguida, os cortes foram desgastados em uma politriz (Labpol® 8-12 Extec, Erios,
Enfield, Connecticut, Estados Unidos), usando lixas d’agua (800 a 1200), até que
uma espessura de aproximadamente 0,25 mm fosse obtida sendo suficiente para
visualizacdo de estruturas em microscopio de luz. As laminas foram entdo
novamente polidas e coradas com azul de toluidina 2%, armazenadas em estufa
37°C por 20 minutos e lavadas em agua corrente. Com as laminas histoldgicas
preparadas foram capturadas as imagens histoldégicas para posteriores analises

histomorfométricas (Figura 6).
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Figura 6 — Procedimentos laboratoriais para analises histomorfométricas

Legenda: a) solugbes de dibutil e metil metacrilato e peréxido de benzoila; b) frascos com as tibias
esquerdas inseridas na resina; c) amostra apos a quebra do frasco; d) posicionamento da amostra no
equipamento; e) conjunto pronto para o corte; f) corte histolégico corado com azul de toluidina.

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.7 Andlises histomorfométricas

As variaveis histomorfométricas analisadas para avaliar a osseointegracéo
estdo descritas a seguir.

A extenséo linear do tecido 6sseo em contato com o titanio (BIC) entre as
espiras do implante nas regides mesial e distal da tibia foi analisada, e realizada a
porcentagem de BIC através do calculo da extensao linear das espiras analisadas
pela extensao linear de contato osso-implante nos diferentes grupos experimentais
(de Molon et al., 2013). Para o calculo da fracdo de area 0ssea ocupada (BAFO), foi
obtida previamente a area total das espiras avaliadas e a area ocupada por um
espaco ou auséncia 0ssea, e depois, foi determinada a porcentagem da area total
de espiras ocupadas por tecido 0sseo. Para a padronizacdo das medidas, foram
selecionadas duas regibes mais centrais através do aumento de 100x na

microscopia, permitindo uma melhor visualizagdo da regido de interesse, e
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calibracéo de 1840 pixels/um. Foram realizadas duas capturas da imagem da lamina
(lado direito e lado esquerdo do implante) para a medicdo das variaveis
histomorfométricas. Com a média dos valores obtidos das medidas foi realizada a
analise estatistica.

As imagens obtidas através da andlise microscépica foram feitas pela
captura de imagens das laminas a partir de um microscoépio de luz Axiophot® 2 (Carl
Zeiss, Oberkochen, Alemanha) acoplado a uma camera digital AxioCam MRc® 5
(Carl Zeiss Oberkéchen, Alemanha) e transmisséo para o programa computacional
AxioVision® Release 4.7.2. As imagens foram codificadas por outro examinador,
cego em relacdo aos grupos, para que uma andlise imparcial dos dados fosse
realizada.

A analise histomorfométrica foi realizada com o auxilio do programa
computacional NIH Image J 1.34 (National Institutes of Health, Bethesda, Estados
Unidos), de dominio publico e os dados obtidos foram tabulados e submetidos a

analise estatistica.

3.8 Avaliacéo radiogréfica tridimensional (microCT)

As tibias esquerdas foram submetidas a analise por microtomografia
computadorizada. As pecas foram escaneadas pelo microtomégrafo SkyScan®
(SkyScan 1176 Bruker MicroCT, Aatselaar, Bélgica) utilizando cortes de 18 um de
espessura (89 kV e 275 pyA), com rotacdo das pecas e filtro de cobre e aluminio de
0.1 mm, com objetivo de reduzir os artefatos gerados pelo titanio. As imagens
obtidas foram armazenadas e reconstituidas determinando a area de interesse pelo
software NRecon® (SkyScan, Bruker MicroCT, Aatselaar, Bélgica) (Figura 7A). Com
o software Data Viewer® software (SkyScan, Bruker MicroCT, Aatselaar, Belgium) as
imagens foram reconstruidas e padronizadas as amostras em posicéo longitudinal,
gue se mostrou mais adequada para a avaliacado (Figura 7B). Em seguida, com o
software CTAnalyser — CTAN® (SkyScan, Bruker MicroCT, Aatselaar, Bélgica) foi
definida uma &rea ao redor do implante delimitada por 0,5 mm em torno de todo o

implante, denominada como Area Total. A partir do threshold utilizado nas analises
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(25-90 tons de cinza) (Scardueli, 2014; Ferro-Alves, 2016) as imagens foram obtidas
e foi verificada a similaridade com o tecido 6sseo e a imagem inicial, possibilitando
obter o volume de osso formado ao redor dos implantes. Uma segunda analise da
mesma imagem foi necesséria, pois os implantes ndo receberam o vedante (cover
screw) e, em alguns casos, houve a formacao do tecido 6sseo dentro da plataforma
protética. Dessa forma, foi definido um segundo ROI que compreendeu a regido da
plataforma protética (Area da Plataforma). Com os resultados obtidos nos dois ROIs,
foi possivel definir a area de formacéo 6ssea utilizando a formula: Area Total — Area

Plataforma = Area de formac&o 6ssea (Figura 8A e 8B).

Figura 7 - Reconstituicdo e padronizacdo das imagens escaneadas

Legenda: A) NRecon; B) DataViewer.
Fonte: Elaborado pelo autor.

33



Figura 8 - Determinacao das regides de interesse atraves do software CTANn

GUQ Qe [W BER OF

Legenda: A) Area total; B) Area da plataforma.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Com essas ferramentas foi possivel analisar a porcentagem de volume
0sseo, a espessura do o0sso trabecular, o nimero de trabéculas Osseas e a
densidade do tecido 6sseo (Bouxsein et al., 2010).

3.9 Ensaios bioldgicos in vitro

Todos os procedimentos biolégicos in vitro foram desenvolvidos e
executados no Laboratério de Estudos Interdisciplinares em Células (LEIC),
localizado no Departamento de Biociéncias e Diagnoéstico Bucal do Instituto de
Ciéncia e Tecnologia da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” -

Unesp, Campus de S&o José dos Campos.

34



3.9.1 Cultura Celular

As células da medula 6ssea dos fémures de ambas as patas dos animais
foram separadas de acordo com 0s grupos experimentais, isoladas e inseridas em
frascos para cultura celular de 250 mL e 75 cm? (TPP, Biosystems, Curitiba, PR,
Brasil) com meio de cultura essencial minimo alfa MEM (Gibco® - Life Technologies,
Baltimore, Estados Unidos) suplementado com 10% Soro Fetal Bovino (SBF)
(Cultilab Ltda, Campinas, Brasil) e gentamicina (500 pg/mL) (Gibco® - Life
Technologies, Baltimore, Estados Unidos), e posteriormente foram incubadas em
estufa a temperatura de 37°C, com umidade atmosférica contendo 5% de CO:2. As
células mesenquimais foram selecionadas pela aderéncia ao poliestireno e
expandidas até que as células atingissem a confluéncia, caracterizada pela
ocupacao de mais de 80% do frasco, para o posterior plaqueamento celular (Figura
9).
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Figura 9 — Procedimentos para a coleta de células mesenquimais

Legenda: a) fémures dissecados; b) fémures nos frascos com meio de cultura e antibiético; c)
materiais prontos para a coleta de células; d) remocéo das epifises; €) remogéo das células
mesenquimais; f) solu¢do contendo as células na garrafa.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para estes procedimentos, inicialmente o meio do frasco de cultura foi
aspirado com auxilio de pipeta soroldgica e descartado. As células foram lavadas
com PBS e foi adicionado ao frasco 3 mL da solucéo de tripsina 0,25% (Cultilab
Ltda, Campinas, Brasil), para que as células se desprendessem do fundo do frasco.
Em seguida, o conteudo de tripsina foi neutralizado com 6 mL de meio alfa MEM e o
conjunto foi transferido para um tubo Falcon de 15 mL (TTP, Biosystems, Curitiba,
Brasil) que foi centrifugado em 5000 rpm por 5 minutos a 25 °C (Centrifuga Labnet—
HERMLE Z 300K, NJ, Estados Unidos), com consequente formacédo do pellet. O
sobrenadante foi desprezado e as células foram re-suspendidas em meio alfa MEM
e distribuidas nos pocgos das placas de 24 pocos. Foi realizado o plagueamento
celular com aproximadamente 20.000 células/poco, sendo que as células foram
contadas por meio do contador automatico Countess® (Invitrogen®, Baltimore,



Estados Unidos). O meio de cultura da placa foi osteogénico, contendo 5mg/mL de
acido ascobico (Neon®, Neon Comercial, Suzano, SP, Brasil) e 2,16g de beta
glicerofosfato (Sigma-Aldrich® ref 50020, Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha), e foi
trocado a cada dois dias. O desenvolvimento das células foi avaliado por
microscopia de fase invertida (Carl Zeiss® Microlimaging GmbH — Axiovert 40C,

Alemanha).

3.9.2 Avaliacéo da proliferacéo celular

Para a avaliacdo da capacidade de proliferacdo celular, as células-tronco
mesenquimais foram cultivadas nos pocos das placas (n=5 para cada grupo
experimental) por 24 horas. ApoOs este periodo, o0 meio de cultura foi aspirado e as
amostras lavadas com PBS (Gibco® - Life Technologies, Baltimore, Estados Unidos)
e fixadas com paraformaldeido 4% durante 15 minutos. As amostras foram
novamente lavadas com PBS, e foi adicionado o corante DAPI (Fluorshield with
DAPI — Sigma Aldrich®) que permaneceu incubado em temperatura ambiente por 5
minutos. Foram capturados aleatoriamente 10 campos de cada grupo utilizando o
microscopio Axio HBO 100 (Carl Zeiss® Microlimaging GmbH — Axiovert 40C,
Alemanha) com aumento de 20 vezes e 0s nucleos presentes sobre as amostras
foram quantificados utilizando o software Image J versao 6.0 (National Institutes of
Health, Bethesda, Maryland, Estados Unidos).

3.9.3 Determinacao da viabilidade celular (citotoxicidade)

Apés 7 dias de cultura celular foi realizada a avaliagcdo quantitativa de
células vivas, ap0s a exposi¢cdo ao agente toxico pela incubagcéo com o corante MTT
[brometo de 3-4,5-dimetiltiazo] (Sigma Aldrich®, Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha)
e andlise espectrofotométrica do corante incorporado. Aliquotas de MTT a 0,5

mg/mL em PBS foram preparadas, procedendo-se em seguida a incubacdo das
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culturas priméarias com esta solucao por 4 horas a 37°C, em estufa contendo 5% de
CO2. Apés esse periodo, a solugdo de MTT foi removida e foi adicionado 500 pL da
solucdo de DMSO (Dimethyl Sulfoxide Gibco® - Life Technologies, Baltimore,
Estados Unidos) que permaneceu nos poc¢os por 10 minutos em estufa de CO:2 a
37°C. Em seguida a placa foi colocada sob agitacdo por 10 minutos para
solubilizagdo completa do precipitado formado. Aliquotas de 100uL foram retiradas
dos pocos e transferidas para placa de 96 pocos (Greiner CELLSTAR®, Merck
KGaA, Darmstadt, Alemanha) para medida colorimétrica em leitor de microplaca no
comprimento de onda 570 nm (Biotek® EL808IU, BioTek Instruments, Inc., Winooski,
VT, Estados Unidos). Os dados foram aferidos como absorbancia e armazenados

para analise estatistica.

3.9.4 Conteudo de proteina total

O conteudo de proteina total foi calculado apés 10 dias de cultura, de acordo com o
método modificado de Lowry et al. (1951). Apds a remocdo do meio de cultura, os
pocos foram lavados trés vezes, com PBS a 37°C, e preenchidos com 2 mL de lauril
sulfato de sédio a 0,1% (Sigma-Aldrich®, Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha), para
extracdo das proteinas. Apés 30 minutos, 1 mL da solucdo de cada poco foi
misturada com 1 mL da solucédo de Lowry (Sigma-Aldrich®, Merck KGaA, Darmstadt,
Alemanha) e deixado por 20 minutos em temperatura ambiente. Em seguida foi
acrescentado a mistura 1mL de reagente de Folin e Ciocalteau (Sigma-Aldrich®,
Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) por 30 minutos, em temperatura ambiente. A
seguir, a absorbancia foi aferida a 680 nm em espectrofotdémetro (Micronal® AJX
1900, Micronal, S.A., S&o Paulo, Brasil) e o contetdo de proteina total foi calculado
a partir de uma curva-padrao determinada pela albumina bovina, e expresso em

Mg/mL.
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3.9.5 Atividade de fosfatase alcalina

A atividade de fosfatase alcalina foi determinada apos 10 dias de cultura
celular, por meio da liberacdo de timolftaleina por hidrolise do substrato de
timolftaleina monofosfato, utilizando kit comercial de acordo com as instru¢des do
fabricante (Labtest Diagnostica®, Labtest Diagndéstica S.A, Lagoa Santa, Minas
Gerais, Brasil). Inicialmente, 50 pyL de timolftaleina monofosfato foram misturados
com 0,5 mL de tamp&o dietanolamina a 0,3 M, pH 10,1. A soluc&o foi acrescentada
aliquota de 50 pL dos lisados obtidos de cada poco, permanecendo por 10 minutos a
37°C em banho-maria. Para o desenvolvimento de cor, foram adicionados 2 mL de
Na2COs a 0,09 M e NaOH a 0,25 M. A absorbéancia foi medida em espectrofotdmetro
(Micronal® AJX 1900, Micronal, S.A., Sdo Paulo, Brasil) utilizando comprimento de
onda de 590 nm e a atividade de fosfatase alcalina foi calculada a partir de curva-
padrdao usando a timolftaleina em uma escala de 0,012 a 0,4 umol de

timolftaleina/hora/ug proteina.

3.9.6 Formacéo e quantificacdo dos nédulos de mineralizagdo

A formacdo de nodulos de mineralizacdo foi avaliada apdés 14 dias de
cultura. Para tanto, as células aderidas foram fixadas em solucdo de formol 10% por
2 horas a temperatura ambiente. Apos fixacdo, as amostras foram desidratadas com
uma série gradual de alcool e coradas com vermelho de Alizarina S 2% (Sigma-
Aldrich®, Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha), pH 4,2 por 10 minutos. O corante
vermelho de Alizarina S cora areas que sao ricas em calcio. Os pocos das placas
foram fotografados em microscopia de luz Axio HBO 100 (Carl Zeiss® Microlimaging
GmbH — Axiovert 40C, Alemanha), com aumento de 200 vezes.

A guantificagédo das formagdes mineralizadas foi realizada de acordo com o
meétodo descrito por Gregory et al. (2004). Para tanto, 800 uL de acido acético 10%
foram adicionados em cada um dos pog¢os contendo as amostras e incubados em

temperatura ambiente, sob agitacdo, durante 30 minutos. Apos este periodo, cada
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uma das amostras foi raspada com auxilio de uma ponteira para a remocao de maior
quantidade de corante. Todo contetudo de cada um dos pocgos foi transferido para
microtubos de centrifuga com 1,5 mL e agitados em vortex (Vortex QL — 901,
Biomex Biotecnologia, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) por 30 segundos. Os microtubos
foram levados ao banho-maria (Banho Metabélico Dubnoff — MA- 095/CF, Marconi
Equipamentos Para Laboratorios Ltda, Piracicaba, SP, Brasil) e aquecidos por 10
minutos, a 85°C sendo posteriormente transferidos para um becker com gelo por 5
minutos. Em seguida foram centrifugados (Centrifuga Labnet— HERMLE Z 300K,
HERMLE Labortechnik GmbH, Wehingen, Alemanha) por 20 minutos e 100 pL dos
sobrenadantes foram transferidos para placa de 96 pogos. Em cada pogo foi
acrescentado 40 pL de hidréxido de aménia a 10%, para neutralizacdo do acido. A
leitura foi realizada em leitor de microplaca (Biotek — EL808IU, BioTek Instruments,
Inc., Winooski, VT, Estados Unidos), sob o comprimento de onda de 405 nm. Os

dados obtidos foram tabulados e armazenados para analise estatistica.
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4 ANALISE ESTATISTICA

O calculo do tamanho amostral foi realizado a partir das variaveis BIC e
BAFO, utilizando valores de média e desvio padréo obtidos na literatura (Matsumoto
et al., 2000; Leesungbok et al., 2013; Barak et al., 2016; Jing et al., 2016). Para um
poder maior que 80% seria necessaria uma amostra minima de 42 animais.

Os dados obtidos apds as avaliacfes foram submetidos a andlise estatistica
através dos programas computacionais: MINITAB (Minitab®, version 18.1, 2017) e
GraphPad Prism (version 7, GraphPad® Software, La Jolla, California, Estados
Unidos).

A estatistica descritiva consistiu no calculo de médias e desvio padrdo e a
estatistica inferencial foi realizada primeiramente através do teste de Shapiro-Wilk,
para a verificacdo da normalidade dos dados, seguido pela analise de variancia
(ANOVA) dois fatores e teste de Tukey Post hoc para as comparacbes multiplas,
ambos com nivel de significAncia convencional de 5%, para avaliar o efeito dos

niveis de tratamento em relacéo aos periodos de eutanasia.
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5 RESULTADO
Os resultados das analises in vivo e in vitro estéo relatados a seguir.
5.1 Analise biomecéanica

A avaliacdo do torque de remocdo dos implantes revelou que na analise
intergrupos GTB obteve resultados estatisticamente significantes em comparacéo ao
GTA em 7 dias (GTB x GTA, p=0.029). Nos demais periodos, ndo houve diferencas
entre os grupos (Figura 10).

Figura 10 - Gréfico representativo da comparacéao intergrupos do torque de remocao
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Legenda: # diferenca estatisticamente significante comparada com o grupo GTB (p<0.05), nos
periodos experimentais.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.2 Anélises histomorfométricas

A avaliacdo dos resultados das analises histomorfométricas estédo revelados
a seguir pelos graficos (Figuras 11 e 12) e a prancha histolégica (Figura 13). Na
avaliacdo intergrupos da extensao linear do contato osso-implante (BIC) os dados
revelaram que em 03 dias houve maior quantidade de osso em contato com o
implante nos grupos GTA e GTB em comparacdo ao GC (p=0.044 e 0.017,
respectivamente). Em 07 dias, o GTB apresentou maior BIC em comparacdo ao
grupo controle (p=0.017). Nos demais periodos ndo houve diferengas intergrupos

para este parametro (Figura 11).

Figura 11 - Gréfico representativo da comparacao intergrupos do contato 0sso-
implante (BIC)
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Legenda: # diferenca estatisticamente significante comparada com o grupo GTB (p<0.05). * diferenga
estatisticamente significante comparada com o grupo GTA (p<0.05), nos periodos experimentais.
Fonte: Elaborado pelo autor.



Na avaliacdo intergrupos da area de fragcdo Ossea nas espiras (BAFO)
constatou-se que nao houve diferencas estatisticamente significantes em nenhum

dos periodos avaliados (Figura 12).

Figura 12 - Grafico representativo da comparacao intergrupos da porcentagem de

area de fracdo 0ssea (BAFO)
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Legenda: Grafico representativo da porcentagem da area de fragdo Ossea nas espiras em cada
grupo. Nao houve diferencas estatisticamente significantes entre os grupos nos periodos analisados.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 13 - Figura representativa das l|aminas utlizadas nas analises

histomorfométricas nos periodos e grupos experimentais

GC

GTA

GTB

Legenda: Figura representativa de um dos lados das laminas histolégicas utilizadas para a avaliagdo
histomorfométrica de BIC e BAFO. Aumento de 100x.
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3 Avaliacéo radiogréfica tridimensional (microCT)

5.3.1 Porcentagem de volume 6sseo

ApoOs a reconstrucdo e reorientacdo das imagens foi possivel avaliar a
porcentagem de volume 6sseo em cada grupo experimental.

Os dados obtidos revelaram que houve diferenca estatisticamente
significante na comparacao intergrupos para todos os periodos, e que o GTB
apresentou maior porcentagem de volume 6sseo em comparacdo ao GC em 03 dias
(p=0.0002); em 07 dias na comparacgao entre o GC (p=0.0002) e GTA (p<0.0001), e
em 21 dias na comparacao entre GC (p=0.0079) e GTA (p=0.0002). Em 45 dias a
diferenca estatistica foi entre os grupos teste A e B (p=0.0241), em que novamente 0
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GTB apresentou maior porcentagem de volume 6sseo (Figura 14).

Figura 14 - Grafico representativo da comparacdo intergrupos da porcentagem de
volume 6sseo (BV/TV)
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Legenda: * diferenca estatisticamente significante comparada com o grupo GTB (p<0.05)
nos periodos experimentais.
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3.2 Espessura do 0sso trabecular

Na avaliacdo da espessura trabecular os dados revelaram que o GC
apresentou diferencas estatisticamente significantes entre os grupos teste em todos
os periodos. O GTA apresentou maior espessura trabecular que o GTB apenas em
03 dias (p<0.0001) (Figura 15).
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Figura 15 - Grafico representativo da comparacgéo intergrupos da espessura do 0Sso

trabecular
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Legenda: i diferenca estatisticamente significante comparada com o grupo GTA; ¢ diferenca
estatisticamente significante comparada com o grupo GC, nos periodos experimentais (p<0.05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3.3 Numero de trabéculas

Na avaliacdo do numero de trabéculas os dados revelaram que 0s grupos
GTA (p=0.0002) e GTB (p=0.0058) apresentaram maior quantidade de trabéculas

em comparagao ao grupo controle GC em 07 dias. Em 21 dias, o GTB apresentou

maior quantidade de trabéculas em comparacdo ao GC (p=0.0197) e, em 45 dias, 0

GTA apresentou melhor resultado em comparac¢éo ao GC (p=0.0212) (Figura 16).



Figura 16 - Gréfico representativo da comparacdo intergrupos do nuamero de

trabéculas
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Legenda: # diferenca estatisticamente significante comparada com o grupo GTB; * diferenca
estatisticamente significante comparada com o grupo GTA, nos periodos experimentais (p<0.05).
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3.4 Densidade mineral 6ssea

Na avaliacdo da densidade mineral éssea (DMO) os dados revelaram que
para os periodos de 07, 21 e 45 dias o GTB apresentou maior DMO em comparacao
aos grupos GC e GTA com p<0.0001, em ambos 0s grupos, no periodo de 07 dias.
Da mesma maneira foi observado em 21 dias, na comparacéo entre os grupos GC
(p=0.0004) e GTA (p=0.0002), e em 45 dias com p<0.0001, tanto para GC quanto
para GTA. No periodo de 03 dias ndo houve diferengas estatisticas significantes

entre os grupos (Figura 17).
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Figura 17 - Gréfico representativo da comparacao intergrupos da densidade mineral

dssea
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Legenda: # diferenca estatisticamente significante comparada com o grupo GTB nos periodos
experimentais (p<0.05).
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.4 Avaliacdo dos ensaios in vitro

5.4.1 Avaliacéao da proliferacéo celular

Os dados da avaliacdo da proliferacédo celular, através da vitalidade celular
pela marcacdo do DNA pelo corante DAPI, revelaram que, na comparagao
intergrupos, a maior quantidade de nudcleos corados pode ser observada em GTA
guando comparado ao GC (p<0.0001) e ao GTB (p=0.0033), em 03 dias; assim
como em 45 dias, GC (p=0.0030) e GTB (p=0.0033). O grupo GTB teve maior
expressao de nucleos corados em comparacao ao GC (p=0.0014) em 03 dias e, em
21 dias comparado ao GC (p=0.0033) e GTA (p=0.0034) (Figuras 18 e 19).



Figura 18 - Grafico representativo da comparacgéao intergrupos da proliferacéo celular
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Legenda: * diferenca estatisticamente significante comparada com o grupo GTB, " diferenca
estatisticamente significante comparada com o grupo GTA, nos periodos experimentais (p<0.05).
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 19 - Proliferacdo celular
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21

Legenda: representacdo esquematica da proliferacao celular a partir dos nicleos corados com DAPI
entre 0s grupos experimentais nos periodos avaliados. Microscopia de fase invertida, aumento de
200x.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.4.2 Determinacao da viabilidade celular (citotoxicidade)

Apoés a exposicao das células ao agente citotoxico MTT, a viabilidade celular
foi mensurada a partir da densidade Optica de cada poco da placa e para cada
subgrupo. A andlise dos dados revelou que, em 03 dias ndo houve diferenca
estatistica significativa entre os trés grupos para a condicdo avaliada. Entretanto, na
comparagcdo entre 0s grupos que receberam o tratamento, o GTB foi o que
apresentou maior quantidade de células viaveis ap6s a exposicdo ao MTT
comparado ao GTA (p<0.0001) em 07 dias e (p=0.0032) em 45 dias (Figura 20).

Figura 20 - Grafico representativo da comparacéao intergrupos da viabilidade celular
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Legenda: * diferenca estatisticamente significante comparada com o grupo GTB, * diferenca
estatisticamente significante comparada com o grupo GTA, nos periodos experimentais (p<0.05).
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.4.3 Conteudo de Proteina total

Os dados obtidos da analise do conteudo de proteina total mostraram que o
grupo GTB apresentou uma maior quantidade em comparagéo ao GTA (p<0.0001),
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em 07 dias, e em compara¢gdo ao GC nos periodos de 07, 21 (p<0.0001) e em 45
dias (p=0.0001) (Figura 21).

Figura 21 - Gréfico representativo da comparacdo intergrupos do contetdo de
proteina total
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Legenda: * diferenca estatisticamente significante comparada com o grupo GTB, " diferenca

estatisticamente significante comparada com o grupo GTA, nos periodos experimentais (p<0.05).
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.4.4 Atividade da Fosfatase alcalina

Os dados obtidos a partir da analise da atividade da fosfatase alcalina
revelaram que o grupo GTB expressou maior quantidade de fosfatase alcalina em
comparacado ao GC nos periodos de 07 dias (p=0.0005), 21 dias (p=0.0229) e 45
dias (p=0.0145). O grupo GTA expressou maior quantidade de fosfatase alcalina em
comparacao ao GC (p=0.0053). No entanto, entre os grupos tratados com o CEMP

nao houve diferenca estatistica significante para a expressao de fosfatase alcalina
(Figura 22).
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Figura 22 - Gréafico representativo da comparacdo intergrupos da atividade da

fosfatase alcalina

2.0+
mm GC
2 15 1 GTA
% 97 1 GTB
T
g 1.0+ #
(@]
£ #
g 0.5+ T *
oo BT ﬂ 1l | |
03 07 21 45

Periodos (dias)

Legenda: # diferenca estatisticamente significante comparada com o grupo GTB, " diferenca
estatisticamente significante comparada com o grupo GTA, nos periodos experimentais (p<0.05).
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.4.5 Quantificacao dos noédulos de mineralizacao

A formacéao e quantificacdo dos ndédulos de mineralizacdo foram avaliadas e
os dados obtidos mostraram que o GTA expressou menor quantidade de nddulos de
mineralizacdo em comparacdo ao GTB (p<0.0001) e GC (p<0.0001), em 03 dias.
Esse comportamento dos dados também se repetiu em 07 dias em que GTB
(p=0.0104) e GC (p=0.0372) expressaram maior quantidade de nodulos de
mineralizacdo em relacdo ao GTA. Nos demais periodos avaliados ndo houve

diferencas entre os grupos (Figuras 23 e 24).
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Figura 23 - Grafico representativo da comparagdo intergrupos da formacéo e
quantificacdo dos ndédulos de mineralizacao
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Legenda: * diferenca estatisticamente significante comparada com o grupo GTB, ¢ diferenca
estatisticamente significante comparada com o grupo GC, nos periodos experimentais (p<0.05).
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 24 — Formacao de nddulos de mineralizagcéo
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Legenda: representagdo esquematica da formacdo de nédulos de mineralizagdo entre 0os grupos
experimentais nos periodos avaliados. Microscopia de fase invertida, aumento de 200x.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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6 DISCUSSAO

Recentemente, de acordo com Daish et al. (2018), muitas pesquisas tém
sido desenvolvidas visando os efeitos biologicos do CEMP em diferentes parametros
(formas de onda, frequéncia e intensidade), em diferentes tecidos, e em diferentes
situacdes clinicas (Ehnert et al., 2015; Massari et al., 2019; Suryani et al., 2019),
porém sem um consenso sobre o0s parametros ideais para seu uso na
osseointegragao.

Considerando a necessidade de entender essa interagdo do CEMP e a
osseointegracao, o presente estudo avaliou a hipétese de que a utilizacdo adjuvante
do CEMP otimizaria o processo de osseointegracdo de implantes de titanio através
de andlises biomecanicas, microtomogréficas, histomorfométricas e ensaios
bioldgicos in vitro. Para isso, foram considerados os parametros de 15 Hz de
frequéncia e £ 1 mT para a forca do campo eletromagnético, que sdo tendéncias
evidenciadas na literatura responsaveis pelo aumento da diferenciacdo osteogénica
in vitro (Schwartz et al., 2008; Jansen et al., 2010; Kaivosoja et al., 2015; Ross et al.,
2015; Galli et al., 2018).

Os resultados biomecéanicos com o torque de remog¢ao, que representa a
forca necesséaria para desprender completamente o implante de titanio do tecido
0sseo, demonstraram que houve superioridade na analise estatistica intergrupo para
0 grupo de menor tempo de exposicdo ao CEMP (GTB) em relacdo ao que foi
exposto por mais tempo ao CEMP (GTA) em 7 dias, com maiores valores de torque
de remocédo neste periodo. Os estudos em animais demonstram que as diferencas
estatisticas no torque de remocdo ocorrem em periodos precoces da
osseointegracao, corroborando com os resultados deste trabalho (Omar et al., 2011,
Wennerberg, Albrektsson, 2009). Embora esta analise seja uma forma indireta de
observar a osseointegracdo ja foi sugerido que é uma medida vélida para esta
avaliacao (de Molon et al., 2013).

Na avaliacdo dos dados da analise histomorfométrica foram utilizados os
parametros de BIC e BAFO que sdo medidas bem estabelecidas na literatura para
avaliacdo da osseointegracdo. Os resultados do presente estudo revelaram que,

para a extensdao linear do tecido 6sseo em contato com o implante (BIC), ndo houve
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diferenca entre os grupos expostos ao CEMP. No entanto, esses grupos foram
superiores ao controle e, maior BIC foi observado na comparagdo de GTB e o
controle nos periodos iniciais da cicatrizacdo O0ssea. Esses resultados estdo de
acordo com o estudo de Jing et al., 2016, no qual a aplicacdo do CEMP (15 Hz e 2
mT) promoveu maiores valores para BIC e para a fracdo de area 6ssea ocupada nas
espiras (BAFO) em comparagdo ao grupo controle. No entanto, apesar do CEMP
promover maior quantidade de BAFO comparado ao controle nos periodos iniciais,
os resultados do presente estudo ndo revelaram diferencas estatisticas entre os
grupos experimentais. Com a aplicacdo do CEMP de 10 Hz (0.2 e 0.4 mT), o grupo
de Barak et al. (2016) revelou um aumento no BIC apenas em 14 dias de avaliagéo
diferente do nosso estudo em que, a partir do terceiro dia, ja foi possivel notar o
aumento deste pardmetro nos grupos expostos em comparagdo ao controle. Ao
comparar os resultados dos estudos de Matsumoto et al. (2000), Ozen at al. (2004) e
Akca et al. (2007) (100 Hz, 4 horas diarias e 0.2 mT) nota-se que apés 14 dias de
CEMP ha um aumento significativo tanto no BIC quanto em BAFO comparado ao
controle, sendo os resultados para o contato do osso-implante semelhantes aos
encontrados no presente estudo. Uma das possiveis justificativas para essa
diferenca em BIC e BAFO seria a incapacidade de o coagulo preencher toda a area
de cicatrizacdo, ou seja, 0 espaco entre a parede Ossea do leito receptor e as
espiras do implante. Como consequéncia, ocorre um comprometimento na formacgéao
de osso préximo ao centro do implante (Beutel et al., 2016). Esse fator pode ser
devido ao protocolo de perfuracdo que, de acordo com Baires-Campos et al. (2015),
resulta em diferentes respostas biolégicas com valores mais altos de BIC e BAFO
para perfuracdes intermediarias (Soares et al., 2015). Além disso, o design do
implante, as dimensdes da area de cicatrizacédo e o tipo de 0sso, segundo Soares et
al. (2015), também exercem influéncia no processo de osseointegracdo do implante
resultando em diferentes respostas biologicas que afetam as medidas
histomorfométricas.

A avaliacdo radiografica tridimensional através da microtomografia
computadorizada (microCT) permite a analisar os parametros morfologicos do tecido
0sseo apos a exposicao a um determinado tratamento, representando indiretamente,
o estado de saude do tecido (Bouxsein et al., 2010; Soares et al., 2015). Os

resultados desta analise revelaram que, dentre os grupos avaliados, 0 menor tempo
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de exposicdo ao CEMP promoveu maior propor¢do de volume ésseo/volume total
(BV/TV) em todos os periodos analisados. Esse achado é controverso aos de
Ibiwoye et al. (2004), em que a aplicacdo de CEMP (15 Hz, 2 mT 3 horas diarias)
promoveu um sutil aumento no volume 0sseo em comparacao ao controle.

Entretanto, em relacdo a espessura trabecular (Tb.Th) o grupo de 3 horas de
exposicdo apresentou melhor resultado em 03 dias e, na avaliagdo do numero de
trabéculas (Tb.N) ndo houve diferenca entre os grupos expostos ao CEMP nos
periodos. Esses achados corroboram com o estudo de Jing et al. (2016) no qual com
uso do CEMP (15 Hz e 2 mT) observaram melhora significativa nos parametros de
arquitetura O0ssea em comparacdo ao grupo controle. Apesar de utilizarem
parametros do CEMP diferentes, Akca et al. (2007), em um estudo com implantes de
titdnio inseridos em tibias de animais ovariectomizados, observaram que o CEMP de
50 Hz e 0.2 mT por 4 horas diarias também promoveu maiores taxas de volume
0sseo, corroborando com o presente estudo, porém, ao contrario de noOSSOs
achados, notaram um aumento no numero de trabéculas 6sseas. Em relacdo a
densidade mineral éssea (DMO), o menor tempo de exposi¢cdo ao CEMP promoveu
valores superiores aos grupos GTA e controle, da mesma maneira que no estudo de
Luo et al. (2005), em que o CEMP com intensidade de 1 mT promoveu melhores
efeitos na DMO e integridade estrutural éssea em comparacdo a intensidade de
CEMP de 2 mT (Suryani et al., 2019). Com resultados semelhantes, Shen e Zhao
(2010) mostraram que a aplicacdo de CEMP (15 Hz, 0.8 mT) promoveu maior DMO
em comparacao ao controle. Entretanto, h4 uma tendéncia na literatura de que os
parametros de 15 Hz e 1 mT promovem um aumento na diferenciagdo osteogénica
in vitro (Ross et al., 2015).

Os fendmenos observados in vivo podem ser elucidados pelas andlises in
vitro do comportamento celular apés a exposicdo ao CEMP. As células
mesenquimais permanecem em estagio indiferenciado até receberem sinais de
ativacdo apropriados e iniciar o processo de diferenciacdo em linhagens especificas,
de acordo com o tipo de estimulo recebido (Jazayeri et al., 2017) e a aplicagéo de
um estimulo biofisico auxilia neste processo (Galli et al., 2018). Essa constatacao
também pode ser observada por Bagheri et al. (2016) em que a atuacdo do CEMP
ocorre na diferenciagdo osteogénica de células mesenquimais, auxiliando nos

diferentes estagios celular, proporcionando um aumento na proliferacdo celular.
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Considerando os achados destes autores, no presente estudo também foi observado
um significante aumento na proliferacdo celular nos grupos expostos ao CEMP em
relacdo ao controle no periodo inicial de avaliacdo. Os resultados encontrados por
Chang et al. (2004) e Wang et al. (2014) com 15 Hz e 0.1 mT e 0.9 mT de CEMP,
respectivamente, também corroboram com este estudo, porém, também notamos o
mesmo comportamento nos periodos tardios, ao contrario dos achados por Diniz et
al. (2002) em cultura celular com 15 Hz e 7 mT de CEMP. Segundo Zhai et al.
(2016), a proliferacdo osteoblastica € um indicador critico para as atividades destas
células pois, a partir deste evento, ocorre o aumento da diferenciacdo e
mineralizacao celular. Com isso, os resultados de outras analises in vitro realizadas
neste estudo estdo de acordo com a literatura, como serao vistos a seguir.

Na avaliacdo da viabilidade celular ap6s a exposicdo ao MTT, 0S grupos
expostos apresentaram maior quantidade de osteoblastos viaveis em comparagao
ao controle, porém, nos estagios inicial e final, 0 menor tempo de exposi¢cdo mostrou
superioridade em relacdo ao maior tempo de CEMP. De acordo com Daish et al.
(2018), a aplicacdo do CEMP influencia significativamente a osteogénese pelo
aumento da expressao génica, da deposicao de matriz 6ssea, da proliferacao celular
e da diferenciacdo destas células, como observado em nosso estudo. Além disso, ha
também a producdo de fosfatase alcalina (ALP), uma importante proteina
extracelular marcadora da diferenciacdo osteoblastica. A deteccéo desta exoenzima
inicialmente € expressa em periodos precoces da inducdo da mineralizacao,
podendo ser usada como um marcador precedente da osteogénese (Mornet et al.,
2001; Douglas et al., 2012). Segundo Chen et al. (2019), a medida que o tempo de
inducdo da proliferacdo celular aumenta e a diferenciacdo osteogénica das células
progride, a atividade da ALP aumenta gradualmente. Nossos resultados revelaram
gue a quantificacdo de fosfatase alcalina foi maior nos grupos expostos ao CEMP
em relacdo ao controle desde os periodos iniciais da avaliacdo, corroborando com a
literatura (Chang et al., 2004, Emes et al.,2013; Ross et al., 2015; Daish et al., 2018),
entretanto, ndo foi observada diferenca na quantidade expressa desta proteina entre
0s tempos de exposi¢cao. Ao contrario, o estudo de Chang et al. (2004) mostrou que
a atividade da ALP foi menor apés a exposicdo ao CEMP, embora constatassem o
aumento na proliferacdo e na viabilidade celular. Ainda segundo os autores, para 0s

parametros do CEMP de 15 Hz e 0.1 mT o efeito restringiu-se a proliferacdo e ndo
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causou diferenciagédo celular.

O estigio final apés a diferenciacdo celular dos osteoblastos é a
mineralizacdo da matriz extracelular. Segundo Chen et al. (2019), a capacidade de
diferenciacdo dessas células pode ser identificada a partir da deposicédo de sal de
calcio na matriz celular através da coloracdo com vermelho de alizarina. A alteracéo
dos niveis de sal de calcio € um marcador da proliferacdo e diferenciacdo das
células O6sseas e do potencial osteogénico do tecido 6sseo. Com isso, N0OSSOS
resultados referentes a quantificacdo de nédulos de mineralizacdo foram
estatisticamente superiores nos periodos iniciais, no grupo com menor tempo de
exposicado e de acordo com Ross et al. (2015). Esses resultados sugerem que o
menor tempo de exposicdo ao CEMP pode promover melhor resposta de
osseointegracao dos implantes.

Embora exista a dificuldade de comparacdo de todos os parametros
avaliados entre os protocolos dos diferentes estudos devido a variabilidade dos
modelos utilizados no CEMP gerando diferentes resultados (De Haas et al., 1979),
nota-se, de uma maneira geral, que o uso adjunto desta terapia melhora as medidas
de avaliacdo disponiveis para osseointegracdo tanto in vitro quanto in vivo, em
relacdo ao controle (Naito et al., 2019). De acordo com Wang et al. (2007), o motivo
que gera essa discrepancia na literatura esta nos diferentes fenotipos das células
utilizadas, nas diferentes frequéncias e intensidades de CEMP e nos diferentes
periodos experimentais selecionados para analise. Além disso, os autores ressaltam
que, embora permaneca a controvérsia acerca dos efeitos exatos sobre as funcdes
dos osteoblastos, o consenso é que a aplicacdo adjunta do CEMP exerce um efeito
osteogénico reprodutivel. Um fator limitador do uso desta técnica € que, em grande
parte dos estudos na literatura, (Matsumoto et al., 2000; Fini et al., 2002; Akca et al.,
2007; Schwartz et al., 2008; Kaivosoja et al., 2015; Zhai et al., 2016; Jazayeri et al.,
2017; Tong et al., 2017; Waldorff et al., 2017; He et al., 2018) a aplicacdo do CEMP
ocorre em periodos de estimulagdo extensos, que no contexto da terapia adjunta
aos implantes, poderia tornar dificil a adesdo da técnica pelos pacientes,
independente da dose administrada (Akca et al., 2007). Os estudos clinicos com
dispositivos existentes no mercado revelaram que, apesar dos resultados bem-
sucedidos, eles operam sob as mesmas propriedades para cada paciente, sem

considerar os diferentes biétipos, a morfologia da regido ou localizacdo da fratura
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(Daish et al., 2018).

O presente estudo visou, a partir de parametros de CEMP considerados
adequados para o tecido alvo, a otimizacdo da cicatrizacdo 6éssea em ensaios pre-
clinicos alcancando resultados satisfatorios que, dentro das limitacfes da técnica e
do modelo de estudo, contribuem para a validagdo do uso da terapia adjunta a
instalacdo de implantes, além de favorecer outras pesquisas para o melhor

entendimento dos mecanismos de a¢ao no reparo 0sseo.
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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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