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RESUMO

Barquero Cordero, E. Avaliacio da formacao éssea em implantes
usinados de titinio estimulados eletricamente: estudo em cées. 2012.
Tese (Doutorado em Implantodontia) — Programa de P6s-Graduagdo em
Odontologia, Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis,
2012.

O estimulo elétrico tem sido utilizado para a cicatrizagdo nos
tratamentos de fratura refrataria ou deficiéncia na consolidacdo. Sédo
poucos os estudos que relatam este tipo de estimulo na odontologia,
especialmente na implantodontia. No presente estudo foram usinados
implantes dentdrios sem tratamento de superficie, assim como foi
testado e confeccionado um dispositivo elétrico acoplado a eles. O
objetivo do presente estudo foi avaliar o contato osso/implante ¢ a area
de formacdo 6ssea em implantes associados a um dispositivo que emite
um estimulo elétrico continuo com duas diferentes amplitudes,
colocados em um modelo animal. Material e métodos: Foram
colocados 90 implantes de titdnio com superficie usinada em 6 cdes da
raca Beagle. Os animais foram divididos aleatoriamente em dois tempos
de avaliagdo, de 7 e 15 dias (3 animais por tempo) e em cada uma de
suas patas foi instalado o0 mesmo grupo de amostras. Para o grupo A: 10
pA, B: 20 pA e C: controle. Resultados: Obtidos por meio da analise de
variancia (ANOVA) e teste de Tukey para as compara¢des multiplas e
com nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Para o grupo de 7 dias ndo
ocorreram diferencgas estatisticas; para o grupo de 15 dias o estudo
apresentou diferengas estatisticas significantes entre os grupos, seja
quando avaliado o contato osso/implante, seja pela area periférica ao
implante (p < 0,01). Exceg¢do feita quando comparadas as areas do grupo
A (10 pA) e do grupo C (controle), com relagdo as quais ndo houve
diferenga estatistica (p > 0,05). Conclusdo: O estimulo elétrico
associado aos implantes de titdnio possui a capacidade de gerar maior
contato osso/implante, bem como maior formagdo Ossea, quando
comparado com implantes que ndo utilizam este estimulo.

Palavras-chave: Estimulo elétrico. Corrente continua. Crescimento
6sseo. Implantes de titanio.



ABSTRACT

Barquero Cordero, E. Evaluation of the bone formation in titanium
machined implants electrically stimulated: study in dogs. 2012.
Thesis (Doutorado em Implantodontia) — Programa de Pos-Graduagdo
em Odontologia, Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis,
2012.

Electrical stimulation has been used for healing fractures in the
treatment of refractory or deficiency in the consolidation. There are few
studies that report this type of stimulation in dentistry, especially in
implantology. In the present study were machined dental implants
without surface treatment, as was made and tested an electrical device
coupled there to. Objective: Measure the contact bone/implant and bone
area, which was stimulated through amplitude of direct electric current
(DC) of 10 pA and 20 pA, in a period of 7 and 15 days. The study was
accomplished in dogs. Materials and methods: It was inserted in six
Beagle dogs: 90 titanium implants with machined-surface. The animals
were divided randomly in two evaluation times: 7 and 15 days (3
animals per time), and a group of implants was inserted in each of their
paws. For group A: 10 pA, B: 20 pA and C: control. Results: Evaluated
by analysis of variance (ANOVA) and Tukey test for multiple
comparisons and significance level of 5% (p < 0.05). For the group of
seven days we had no statistical differences, while the groups of 15 days
showed significant differences between them, either when evaluated
contact bone/implant and bone area (p < 0.01). Exception occurs when
comparing the bone areas of group A (10 pA) and group C (control),
which showed no statistical difference (p > 0.05). Conclusion: The
electrical stimulation associated to the dental implants when receiving
electric stimuli, can generate greater contact bone/implant, as can bone
formation when compared with those which do not use this stimulus.

Keywords: Titanium implant. Electrical stimulation. Bone formation.
Direct current.
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1 INTRODUCAO, JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

1.1 INTRODUCAO

A osseointegracdo ¢ definida como o contato direto, estrutural e
funcional entre o osso organizado e saudavel e a superficie do implante
(ALBREKTSSON, 1988). O tempo necessario para que um implante se
torne funcional depende da qualidade do contato entre osso e implante,
além da sua capacidade em resistir as forgas incidentes sobre ele (JUFIN
et al., 1991). A literatura relata que o periodo médio de cicatrizagdo € de
aproximadamente 12 semanas na maxila e de 6 semanas na mandibula
(PULEO et al., 1999).

O desenvolvimento de novas técnicas para acelerar a formagdo
Ossea e, consequentemente, para encurtar o periodo de osseointegragdo
faz com que os implantes de titdnio venham sofrendo diferentes
modificagcdes em suas estruturas macroscopica € microscopica.

Diferentes tratamentos de superficie t€ém sido realizados com o
objetivo de alterar a microtopografia do titdnio, como, por exemplo,
ataque acido (ORSINI et al., 2000), spray de plasma (ELLINGSEN et
al., 1998), oxidagdo anodica (YAMAGAMI et al., 2005) e fosfato-célcio
ou combinagdes desses tratamentos (YAMAGAMI et al., 2005). Essa
texturizagdo induz as plaquetas a liberar fatores de crescimento (PDGF)
(BUSER et al., 1991) e melhora a osteogénese (DAVIES, 2007;
GOTTLANDER et al., 1997). A interface entre osso e implante sob a
optica da topografia microscopica oferece melhor adesdo para a rede de
fibrina, assim como as propriedades especificas das proteinas do meio
intercelular contribuem para a organizagdo da camada de proteinas
adsorvidas e a natureza destas determina a resposta celular aos implantes
(LAMPIN et al.,, 1997). As moléculas envolvidas na adesdo e
proliferacdo celulares incluem moléculas da matriz extracelular,
receptores transmembrana ¢ componentes do citoesqueleto. Dentre as
proteinas do plasma, a fibronectina e a vitronectina tém sido
relacionadas a promocdo da adesdo celular e a reorganizagdo dos
microfilamentos de actina (PULEO et al., 1999; DESGANE et al.,
1999). A albumina humana apresenta alta afinidade pelo titanio
(KLINGER et al., 1997) e ¢ uma proteina ndo adesiva para os
osteoblastos (PULEO et al., 1992) que age como carreadora para
proteinas menores e para lipidios, além de ser mantenedora do tampao
do pH do sangue. A concentragdo dessa proteina no plasma humano ¢
cerca de 100 vezes maior do que a de fibronectina. A albumina ¢ a



primeira proteina a chegar a superficie, devido a sua alta concentragéo e
seu baixo peso molecular (DELIGIANNI et al., 2001).

A associagdo de fatores do plasma com o titdnio antes da
migragdo local de células ¢é influenciada pela energia de superficie que,
por sua vez, ¢ sensivel a rugosidade e a topografia do implante
(BOYAN et al., 1996; DAVIES, 1998 ¢ 2003).

A modificacdo da superficie do implante é importante na
velocidade de aposicdo Ossea, uma vez que essa mudanca influencia na
energia de superficie e em sua "molhabilidade" (hidrofilia) (NAYAB et
al., 2005). A hidrofilia, uma caracteristica diretamente dependente da
energia de superficie, influencia o nivel de contato de um biomaterial
com as células presentes no tecido onde ele é inserido. Assim, o
aumento da hidrofilia promove maior interagdo entre os implantes e o
ambiente biologico ao seu redor (KIPALDI et al., 1998).

Viarios estudos tém sido realizados para tentar explicar a
influéncia da energia de superficie do titdnio sobre o comportamento
celular (BAIER et al., 1988). A teoria mais amplamente aceita ¢ a de
que essas propriedades tém um efeito seletivo sobre a configuragdo ¢ a
conformacdo das proteinas que sdo adsorvidas ao substrato, importantes
para a adesdo celular (UITOO et al., 1992).

Além dessas terapias bioquimicas osteoindutivas, existem as
alternativas biofisicas, tais como as mecanicas, sOnicas ¢ elétricas
(AARON et al., 2006). Estas ultimas sdo aplicadas na ortopedia como
tratamento da fratura refrataria ou deficiéncia na consolida¢do e foram
introduzidas em 1841, com Hartshorne (FRED et al.,, 2003), que
descreveu um tratamento para as fraturas por meio de choques elétricos.

Mais de 100 anos depois, o estimulo elétrico foi retomado pela
descricdo dos potenciais piezelétricos gerados pela tensdo mecanica
sobre a estrutura cristalina do osso. Autores sugerem que a tensdo nos
componentes cristalinos do osso produz uma corrente elétrica que
desencadeia um processo de cicatrizagdo (YASUDA, 1953).

Outros autores (FUKADA; YASUDA, 1957) demonstraram que
sinais elétricos similares aos gerados pelos mecanismos de estresse
podem melhorar a cicatrizagdo da fratura.

A hipotese central na aplicacdo de forcas mecanicas como as
geradas por potenciais elétricos € a da regulagdo da sinalizagdo celular
na formacdo Ossea, com a ideia de que esses campos elétricos seriam
importantes no processo de reparo (BASSETT, 1962).

O estimulo elétrico, dependendo da natureza dos sinais
fornecidos, pode ser classificado em 3 grupos: estimulo indutivo,
estimulo capacitivo e estimulo de corrente continua.



O primeiro estimulo ¢ um método ndo invasivo que utiliza uma
bobina ou par de bobinas ligadas em série, com seus eixos
perpendiculares ao osso para gerar campos eletromagnéticos pulsateis
(PEMFs), assim como pequenos campos elétricos secundarios (BLACK,
1987). Este tipo de estimulo tem mostrado uma influéncia nas células
responsaveis pela formagdo o6ssea (BRIGHTON et al., 2001) e na
expressdo de gene (SCHWARTZ et al., 2008). No estimulo capacitivo
(CS), também um método ndo invasivo, sdo aplicados eletrodos
externamente sobre o local da area onde vai ser ministrado o estimulo,
induzindo um campo elétrico que pode influenciar as células
responsaveis pelo crescimento 6sseo (SHIGINO et al., 2001; WANG et
al., 2006). O estimulo elétrico de corrente continua (CC) ¢ um método
invasivo pelo qual aplica-se um campo elétrico através da superficie
sobre a qual as células estdo crescendo, ou indiretamente, através do
meio no qual elas estdo crescendo (BRIGHTON et al., 1981).

O referencial tedrico e biologico sobre por que os estimulos
elétricos podem acelerar o reparo dsseo ndo ¢é totalmente entendido, mas
algum conhecimento estd disponivel, ja que tem sido avaliado em
diferentes modelos de estudo.

Estudos in vitro demonstraram que o estimulo elétrico, seja por
corrente continua ou pela geragdo de um campo elétrico, melhora a
proliferagdo de células (ARO et al., 1984), aumentando a liberacdo de
prostaglandina E (KOREINSTEIN et al., 1984) e a sintese de matriz
extracelular (FRIENDERBERG et al., 1989).

Estudos com animais (BUCH et al., 1984; ALBREKTSSON e
HERBS, 1986) foram efetuados para avaliar a influéncia do estimulo da
corrente continua na formagdo de osso ao redor de implantes de titanio
colocados em tibia de coelhos e quantificaram a osteogénese induzida
por este processo. Os autores relataram que houve um aumento
significativo da osteogénese. Outro estudo determinou as alteragdes
sofridas pelos potenciais elétricos no osso durante e depois do estimulo
elétrico; os autores sugeriram a existéncia de uma relagdo entre os
potenciais bioelétricos, a corrente continua e a osteogénese
(RUBINACCI et al., 1984).

Estimulos elétricos associados aos implantes dentarios foram
realizados para analisar sua efetividade, valendo-se de uma fonte externa
acoplada aos implantes que foram colocados na mandibula de coelhos,
utilizando uma amplitude de corrente elétrica de 7,5 pA. Os autores
concluiram que o emprego de eletricidade ndo tem efeito positivo na
cicatrizacdo o6ssea (SHAFER et al., 1995).



Estudos avaliaram o efeito da aplicagdo do estimulo elétrico na
melhora da osteogénese utilizando implantes dentarios (SHIGINO et al.,
2000). Com uma aplicagdo diaria por 14, 21 e 30 dias, os pesquisadores
relataram aumento significativo no contato entre osso e implante,
comparado com o grupo controle, de 90 dias. O mesmo grupo de
pesquisadores, no ano seguinte (SHIGINO et al., 2001), avaliou os
efeitos do estimulo elétrico na osteogénese seguida por uma carga
funcional dos implantes dentarios. Sugeriram que o estimulo capacitivo
aumenta a area de osso e também promove a osteogénese, levando a um
possivel periodo reduzido de osseointegracdo. Em outro estudo foram
examinados os efeitos de um estimulo capacitivo distribuido por um
gerador colocado mucoperiostalmente sobre implantes dentarios
(SHAYESTEH et al., 2007). Os resultados sugerem a existéncia de um
maior contato de osso sobre os implantes com estimulo elétrico,
comparados com o grupo controle. Outra avaliagdo foi feita sobre o
efeito da aceleragdo na formagdo oOssea por meio de um dispositivo
eletronico ligado ao implante dentdrio com uma corrente elétrica de 20
pA de intensidade durante duas e cinco semanas. Os resultados
histologicos mostram uma aceleragdo da formagdo 6ssea ao redor dos
implantes, sugerindo que o tempo de laténcia da osseointegragdo em
implantes dentarios pode ser reduzido quando sdo utilizados os
estimulos elétricos (SONG et al., 2009).

Barquero e colaboradores, no ano 2010, avaliaram a influéncia de
estimulos elétricos por meio do torque de remocdo nos implantes
dentarios. A estimulacdo de corrente continua foi realizada através de
um dispositivo elétrico acoplado ao implante dentario. O equipamento
transmitiu diferentes amplitudes de corrente elétrica (10 pA e 20 pA)
em diferentes periodos (7 e 15 dias). Os autores ndo encontraram
diferencas significativas entre os grupos testes e controle.

Um grupo de pesquisadores (DERGIN et al., 2011) utilizou um
microestimulador de corrente continua de 7,5 pA associado a implantes
dentarios colocados na tibia de ovelhas. Depois de periodos de 1,2 ¢ 3
meses avaliando o contato e a formacdo Ossea, os autores ndo
encontraram evidéncia de que essa amplitude de corrente influenciaria a
osseointegracao.

Segundo a literatura apresentada, as pesquisas sugerem ser a
utilizagdo de estimulos elétricos, associados ou ndo aos implantes
dentarios, uma alternativa para potencializar a formacdo dssea em
diferentes modelos de estudo, tempo e amplitude.



1.2 JUSTIFICATIVA

Um dos fatores imprescindiveis para se obter sucesso em
implantes dentarios ¢ que eles exer¢am adequadamente as fungdes
mastigatorias. Para que um implante dentirio seja funcional, ¢
necessario haver osseointegracdo. Apoés a instalacio do implante
dentario, o tempo médio de espera para que se possa instalar a protese
sobre implante ¢ de 90 dias na maxila e de 60 dias na mandibula. Com a
redugdo do tempo necessario para a osseointegragdo, a protese sobre
implante poderia ser instalada em menos tempo.

A proposta deste estudo ¢ buscar uma alternativa que possibilite a
redugdo do tempo de osseointegracdo por meio de um dispositivo
elétrico instalado dentro do implante.

1.3 OBJETIVOS
1.3.1 Objetivo geral

Analisar a eficacia de um dispositivo elétrico que seja capaz de
estimular o reparo de tecido dsseo e, consequentemente, acelerar a
formacdo 6ssea em implantes de titanio.

1.3.2 Objetivos especificos

* Mensurar o contato entre 0sso ¢ implante, assim como a area de
formacdo 6ssea, por meio de analise histologica;

e Estabelecer a melhor amplitude de corrente elétrica nos
implantes de titdnio para estimular a osteogénese;

* Estabelecer o tempo necessario de estimulo elétrico em
implantes de titdnio para promover osteogénese.






2 ARTIGO I

AVALIACAO DA FORMACAO OSSEA EM IMPLANTES
USINADOS DE TITANIO ESTIMULADOS ELETRICAMENTE:
ESTUDO EM CAES'

2.1 RESUMO

Objetivo: Mensurar o contato osso/implante ¢ a area de formagao Ossea,
estimulados por meio de uma amplitude de corrente elétrica continua
(CC) de 10 pA e 20 pA, em um periodo de 7 e 15 dias, em um estudo
realizado em cées.

Materiais e métodos: Foram colocados 90 implantes de titdnio com
superficie usinada em 6 cdes da raga Beagle. Os animais foram
divididos aleatoriamente em dois tempos de avaliacdo, de 7 e 15 dias (3
animais por tempo), e em cada uma de suas patas foi instalado o mesmo
grupo de amostras. Para o grupo A: 10 pA, B: 20 pA e C: controle.
Resultados: Obtidos por meio da analise de varidncia (ANOVA) e teste
de Tukey para as comparagdes multiplas e com nivel de significancia de
5% (p < 0,05). Para o grupo de 7 dias ndo ocorreram diferengas
estatisticas; para o grupo de 15 dias o estudo apresentou diferencas
estatisticas significantes entre os grupos, seja quando avaliado o contato
osso/implante, seja pela area periférica ao implante (p < 0,01). Excecdo
feita quando comparadas as areas do grupo A (10 pA) e do grupo C
(controle), com relagdo as quais ndo houve diferenga estatistica (p >
0,05).

Conclusiao: O estimulo elétrico associado aos implantes dentarios
possui a capacidade de gerar maior contato osso/implante, bem como
maior formacdo éssea, quando comparado com implantes que ndo
utilizam este estimulo.

Palavras-chave: Estimulo elétrico, corrente continua, formagao dssea,
implantes de titanio.

1 Este artigo esta formatado sob as normas da revista International Journal of Oral
Maxillofacial Surgery (JOMS).



2.1.1 Introducio

A osseointegracdo ¢ definida como o contato direto, estrutural e
funcional entre o osso organizado e saudavel e a superficie do implante
o tempo necessario para que um implante se torne funcional depende
da quantidade do contato entre osso ¢ implante e da sua capacidade em
resistir as forcas incidentes sobre ele 2. A literatura relata que o periodo
médio de osseointegragdo ¢ de aproximadamente 12 semanas na maxila
¢ de 6 meses na mandibula >

O desenvolvimento de novas técnicas para acelerar a formagdo
Ossea e, consequentemente, encurtar o periodo de laténcia dos implantes,
faz com que estes venham sofrendo diferentes modificagdes na sua
estrutura macroscopica e microscopica.

Diferentes tratamentos de superficie t€ém sido realizados com o
objetivo de alterar a microtopo?aﬁa do titdnio, como, por exemplo:
ataque acido *, spray de plasma °, oxidagdo anddica °, fosfato-calcio ou
combinagdes desses tratamentos . Essa texturizag@o induz as plaquetas
a liberar fatores de crescimento (PDGF) "¢ melhorar a osteogénese 8.9
A modificag¢do da superficie do implante é importante na velocidade de
aposi¢cdo Ossea, uma vez que essa mudanga influencia em sua energia de
superficie e "molhabilidade" (hidrofilia) '°. A hidrofilia influencia o
nivel de contato de um biomaterial com as células presentes no tecido
onde ele ¢ inserido. Assim, o aumento da hidrofilia promove uma maior
interagdo entre os implantes ¢ o ambiente biologico ao seu redor H,

Varios estudos tém sido realizados para se tentar explicar a
influéncia da energia de superficie do titdnio sobre o comportamento
celular '2. A teoria mais amplamente aceita é a de que estas propriedades
tém um efeito seletivo sobre a configuragdo e conformagio das proteinas
que sdo adsorvidas sobre o substrato, sendo elas importantes durante a
adesdo celular '*"°.

Uma alternativa as terapias bioquimicas osteoindutivas € o
tratamento biofisico, tais como 0 mecanico, o sdnico e o elétrico '°. Esta
ultima terapia € aplicada na ortopedia como tratamento da fratura
refrataria ou deficiéncia na consolidagdo, e teve seu inicio em 1841, com
Hartshorne '/, que descreveu um tratamento para fraturas por meio de
choques elétricos.

Mais de 100 anos depois, o estimulo elétrico foi retomado pela
descricdo dos potenciais piezelétricos gerados pela tensdo mecanica
sobre a estrutura cristalina do osso '® '?. Autores sugerem que a tensdo
nos componentes cristalinos do osso produz uma corrente elétrica que
desencadeia um processo de cicatrizagdo .



Diversos autores 2’ demonstraram que sinais elétricos similares
aos gerados pela tensdo 6ssea podem melhorar a cicatrizagdo da fratura.
A hipdtese central ¢ que a aplicacdo de forgas mecénicas como as
geradas por potenciais elétricos regula a sinalizagdo celular na formagao
Ossea, com a ideia de que esses campos elétricos influenciariam de
forma importante o processo de reparo 2.2

O estimulo elétrico, dependendo da natureza dos sinais
fornecidos, pode ser classificado em 3 grupos: estimulagdo indutiva,
estimulagdo capacitiva e estimulagdo de corrente continua.

Neste estudo foi utilizado um estimulo elétrico de corrente
continua (CC). Trata-se de um método invasivo pelo qual é aplicado um
campo elétrico através da superficie sobre a qual as células estdo
crescendo ou, indiretamente, através do meio no qual elas estdo
crescendo 2. Sdo aplicados diferentes parametros de correntes # que
vao de 1 pA a 50 pA, os quais podem influenciar na proliferagdo de
osteoblastos 24, assim como nos marcadores de diferenciacdo e de
expressao 6ssea »

O presente trabalho apresenta a aplicagio de uma corrente
continua (CC) associada aos implantes dentarios como uma forma de
potencializar a formagdo dssea e diminuir o tempo necessario para que
exista osseointegracao.

2.1.2 Material e método
2.1.2.1 Consideragoes éticas

O presente estudo foi submetido a analise do Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina,
recebendo aprovagio sob o parecer n° 114/CEUA/PRPe/2008.

2.1.2.2 Metodologia

Foram confeccionados 90 implantes de titdnio com 6,0 mm de
diametro por 11,5 mm de comprimento, com superficie usinada e
esterilizados por raios gama.

Seis cdes machos da raga Beagle, com aproximadamente 12
meses de idade e peso aproximado de 15 kg, foram utilizados.

Para a realizagdo da intervengdo cirdrgica, os animais foram
divididos aleatoriamente em dois tempos de avaliacdo, de 7 e 15 dias (3
animais por tempo), e em cada uma de suas patas foi colocado o0 mesmo



grupo de amostras e cada pata foi casualizada. Assim, a distribui¢do dos
grupos em relacdo ao tipo de variavel por animal foi a seguinte:

Tempo 1: 7 dias, 3 animais

a) S implantes com dispositivo elétrico com 10 puA;
b) 5 implantes com dispositivo elétrico com 20 pA;
¢) S implantes sem dispositivo elétrico.

Tempo 2: 15 dias, 3 animais

a) S implantes com dispositivo elétrico com 10 pA;
b) 5 implantes com dispositivo elétrico com 20 pA;
¢) 5 implantes sem dispositivo elétrico.

2.1.2.3 Dispositivo elétrico

O dispositivo elétrico ¢ formado por uma bateria (fonte de
energia) e um circuito eletroeletronico capaz de transmitir uma corrente
elétrica continua de 10 pA ou 20 pA dentro de um implante dentario
(Figuras 1, 2 e 3).

2.1.2.4 Anestesia e procedimento cirurgico

Previamente ao procedimento cirargico, cada cdo recebeu uma
injecdo, por via intramuscular, de sulfato de atropina 0,50 mg
(Atropinon®, Hipolabor Farmacéutica Ltda., Sabara, MG, Brasil), na
dosagem de 0,44 mg/kg. Ap6s 10 minutos, foram aplicados xilazina
(Rompun”, Bayer S. A., Sdo Paulo, SP, Brasil), na dosagem de 3 mg/kg,
e cloridrato de quetamina 1,0 mg (Francotar®, Virbac, Saude Animal,
Sdo Paulo, SP, Brasil), na dosagem de 16 mg/kg, ambos por via
intramuscular, em uma unica inje¢do. Em casos de necessidade, fez-se
refor¢o anestésico com a metade da dose-méie. Realizou-se uma incisdo
longitudinal sobre a tibia para expor o tecido Osseo subjacente. Os
implantes foram instalados utilizando-se fresas de didmetros seriados,
sob refrigeragdo por irrigagdo constante com soro fisiologico a
temperatura ambiente, até atingir o diametro dos implantes. Instalaram-
se os implantes e os dispositivos elétricos conforme os grupos. Os
acessos foram suturados em dois planos, internamente com fio Vicryl
reabsorvivel 5.0 (Ethicon—Vicryl®, Johnson & Johnson, Sdo Paulo, SP,
Brasil) e externamente com fio de nailon 4.0 (Somerville®, Pernambuco,
Brasil).



Os animais foram levados a uma morte indolor induzida (MII),
segundo os tempos de avaliagdo predeterminados, por administragdo de
dose letal de anestésico tiopental sddico (Thionembutal®).

2.1.3 Avaliacio histologica

As pecgas foram dissecadas e blocos com as amostras foram
obtidos e mantidos em solucdo de formalina 10% por 24 horas,
posteriormente lavados com agua corrente e gradualmente desidratados
seriadamente em solugdes alcodlicas 50 - 100%. Apoés a desidratagdo, as
amostras foram embebidas em resinas a base de metacrilato (Technovit -
7200) de acordo com as recomendagdes do fabricante. Depois da
polimerizagdo, os blocos foram seccionados ao longo do eixo do
implante, na sua porcdo medial (Exakt Apparatebau GmbH & Co.,
Norderstedt, Alemanha), e, em seguida, as amostras foram reduzidas por
desgaste sob abundante irrigagdo com agua corrente até uma espessura
de 50 um (Exakt Apparatebau GmbH & Co., Norderstedt, Alemanha).
Posteriormente as ldminas foram coradas com azul de toludina (Merck)
e fucsina acida (Merck).

As imagens foram obtidas através de um microscopio 6tico com
uma ampliagdo de 100 x (Leica IC50 HD, Microsystems &
Switzerland), o qual possui uma maquina fotografica incorporada. A
sequéncia de imagens foi agrupada com o auxilio de um software
especifico (Leica Aquire Mac). A analise ¢ mensuragdo do contato entre
osso e implante e da area de osso foram realizadas no programa Axio
Vision (Carl Zeiss, Alemanha).

2.1.4 Analise estatistica

Realizaram-se a analise de varidncia (ANOVA) e o teste de
Tukey para as comparagdes multiplas. Adotou-se um nivel de
significancia de 5% (p < 0,05).

2.1.5 Resultados

Seguindo a metodologia proposta, os resultados foram que, para o
grupo de 7 dias, ndo ocorreram diferencas estatisticas entre as amostras
(Fig. 4). Para o grupo de 15 dias, as amostras com estimulo elétrico (10
LA e 20 pA) apresentaram aumento significativo no contato entre 0sso e
implante ¢ na area periférica ao implante (Fig. 5) em comparagdo as
amostras sem estimulo (p < 0,05) (Tabela 1 e Grafico 1). Entretanto,



quando comparadas as areas do grupo A (10 pA) e do grupo C
(controle), ndo houve diferenca estatistica (p > 0,05) (Tabela 2 e Grafico
2).

2.1.6 Discussao

A aceleragdo do tempo de cicatrizagdo por meio de estimulos
elétricos em estudos com animais ainda é controversa. Tal estimulagdo
depende do método de distribuicdo dos sinais. Em estudos realizados
por Shigino e colaboradores em 2000 *® ¢ em 2001 %', foi avaliada a
formacdo 6ssea por meio de estimulo capacitivo associado a implantes
dentarios em mandibula de caes. Os resultados mostraram um aumento
significativo do contato entre osso e implante ¢ da area 6ssea quando
comparado com o grupo controle. Entretanto, Shafer e colaboradores .
em 1995, avaliaram o efeito do estimulo elétrico emitido por um sinal
externo de 7,0 pA na osseointegracdo dos implantes dentarios colocados
na mandibula de coelhos. Os autores concluiram que o método com essa
magnitude de sinal ndo promove crescimento Osseo. Shayesteh e
colaboradores 29, em 2007, colocaram, na mandibula de cdes, implantes
associados a um sinal elétrico externo de 20 pA; os autores sugerem que
a corrente elétrica pode estimular a formagdo de osso ao redor dos
implantes dentarios. Matsumoto e colaboradores 30, em 2000,
examinaram a influéncia da aplicagdo do estimulo indutivo sobre o 0sso
ao redor de implantes dentarios colocados em fémures de coelhos,
sugerindo que esse tipo de estimulo pode promover o crescimento 6sseo
em torno dos implantes, porém é importante selecionar uma adequada
intensidade e dura¢do do impulso elétrico, assim como a duragdo do
tratamento. Na presente pesquisa utilizou-se uma corrente continua pelo
motivo de que esse método exige o contato direto com o 0sso, onde o
implante torna-se um catodo, o anodo fica exposto na cavidade oral e os
tecidos circundantes servem como caminho para fechar o circuito e,
assim, permitirem o fluxo da corrente elétrica * 0 mecanismo de agdo
deste estimulo (CC) envolve a regulagdo de alguns fatores, que sdo
osteoindutores, os quais sdo reguladores fisiologicos da formagdo oOssea.
As reagdes eletroquimicas que ocorrem no catodo contribuem para o
mecanismo de acdo de estimulo elétrico constante 3 Sugere-se que, ao
redor do catodo, ocorram reagdes onde existe uma diminui¢do na
concentragdo do oxigénio, aumentando o pH e produzindo radicais de
?zidroxila, de acordo a seguinte equacdo: 2H,O + 4¢” + O, a 40OH" 23. 31,



A baixa concentragdo de oxigénio dos tecidos & favoravel ao
aumento da atividade osteoblastica, enquanto o ambiente alcalino
favorece a atividade dos osteoblastos e diminui a atividade osteoclastica.
Adicionalmente, o peroxido de hidrogénio estimula os macrofagos a
liberar o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), que é um
fator angiogénico crucial para a cicatrizagdo 0ssea

O estimulo elétrico continuo, sugere-se, regula 0 mRNA para os
fatores de crescimento osteoindutores tais como BMP -2, -6 ¢ -7, que
sdo conhecidos como estimuladores de formagdo dssea e cartilaginosa,
proliferacgdo celular, diferenciacdo e sintese de matriz extracelular 3435

As outras técnicas disponiveis sdo métodos ndo invasivos
também utilizados para a cicatrizagdo 6ssea, como o caso do estimulo
capacitivo e do estimulo indutivo. Entretanto, para a primeira ha a
necessidade de altas voltagens e frequéncias, fatores que podem causar
irritacdo no local estimulado * No caso da segunda técnica, precisa-se
de grandes equipamentos e espago para sua aplicagdo 15,16

A literatura mostra diferentes faixas de periodos e amplitudes de
corrente a serem estudados, sendo aqueles de 1 semana até 3 meses. A
escolha dos periodos, no presente estudo, baseou-se nas fases
especificas da cicatrizagdo 0ssea em cies, correlacionadas com as taxas
de reparo dsseo em humanos *°. A remodelagdo 6ssea pode ser dividida
em ativagdo, reabsor¢do ativa, laténcia e formacgdo. A remodelagdo
inicia-se com uma fase de ativagdo que dura horas ou dias, seguida da
reabsor¢do Ossea realizada pelos osteoclastos. Este periodo de
reabsor¢do perdura por 10 dias nos cées e por 14 dias no homem. A fase
de laténcia tem duracdo de 1 semana nos cdes e de 1 a 2 semanas no
homem, aproximadamente. Nesta fase, os osteoclastos sdo substituidos
por osteoblastos, dando inicio a fase de neoformacdo dOssea. A matriz
osteoide alcanga a superficie do implante na quarta semana, em cées, ¢
na sexta, em humanos. Ap6s aproximadamente 2 meses e meio nos caes,
e 3 meses no homem, a cavidade resultante da reabsorgdo € preenchida
por tecido oOsseo. Tendo por base esses parametros, os periodos
experimentais escolhidos nesta pesquisa foram de 7 e 15 dias. Deste
modo, o momento de inser¢cdo do implante corresponde ao periodo 0. Os
7 dias correspondem ao periodo de reabsor¢do, o que, em humanos,
corresponderia a uma intensa atividade celular, existindo migracdo de
novos capilares para o interior do coagulo (angiogénese); com isso,
pode-se explicar por que, no atual estudo, entre o grupo teste € o grupo
controle de 7 dias ndo se encontraram diferencas estatisticas, entretanto,
no grupo sem estimulo elétrico conseguiu-se observar um maior
infiltrado inflamatério do que no grupo experimental. Os 15 dias



correspondem aos periodos de reabsorgdo e fase de laténcia do ciclo de
remodelacdo Ossea que, em humanos, equivalem a uma fase de
coalescéncia das ilhas osteoides individuais a superficie, gerando o
processo de consolidagdo clinica do implante, que aumentou quando
foram aplicados estimulos elétricos, como exposto na presente pesquisa,
em que os grupos testes apresentaram uma diferenca estatistica, a saber:
um maior contato entre 0sso e implante ¢ maior area de osso do que o
grupo controle.

Diferentes amplitudes de corrente t€ém sido aplicadas para a
formacdo de osso; no caso de corrente continua, de 7 pA a 50 pA e,
Entretanto, necroses de osso tém sido relatadas quando ¢ utilizada uma
alta corrente elétrica >"*®. O presente trabalho utilizou as magnitudes de
10 pA a 20 pA, ja que a literatura relata que ambas promovem maior
crescimento 6sseo quando empregadas. Hagiwara e Bell 3 em 2000,
analisaram o uso do estimulo elétrico de corrente continua de 10 pA
durante o alongamento mandibular para acelerar a formagdo dssea. Os
resultados indicaram que esse estimulo, durante uma tracdo gradual,
pode reduzir o tempo total do alongamento. El-Hakim e colaboradores
40, em 2004, utilizando uma corrente continua, testaram o efeito dessa
corrente na tracdo osteogénica durante diferentes fases dela; os
resultados mostraram sinergismo quando este estimulo ¢ aplicado a zona
de tracdo durante a ativagdo ou consolida¢@o, e pode encurtar a duragdo
total do alongamento, assim como o tracionador pode ser removido
antes da cicatrizacdo. Bringhton e colaboradores 41, em 1977, utilizaram
uma corrente continua de 10 pA a 20 pA no tratamento de deficiéncia
de consolidagdo de fratura em 57 pacientes. Os resultados mostraram
que, dos 57 pacientes, 39 foram curados, sugerindo que parametros
elétricos especificos sdo necessarios para o sucesso na estimulagdo
osteogénica dos pacientes. Este estudo, juntamente com pesquisas em
animais, determinou a preferéncia por corrente continua (CC) de 20 pA.

Escassas sdo as pesquisas que avaliam o uso de corrente continua
associada aos implantes dentarios, por conta das limitagdes de espago ¢
de tamanho na hora de confeccionar um dispositivo dentro do implante
dentario, o que também se mostrou uma limita¢do na presente pesquisa,
algo que foi contornado com o aumento do diametro do implante.
Entretanto, clinicamente o tamanho adotado ¢ pouco utilizado, porém
um dos intuitos da pesquisa foi observar se esse tipo de dispositivo
elétrico influencia no crescimento dsseo, objetivo atendido com os
resultados demonstrados no presente trabalho. Song e colaboradores 2
em 2009, utilizaram um estimulador BEC, que consiste em um pulso de
onda bifasica similar ao utilizado no PMFE com uma amplitude de



corrente de 20 pA/cm? Este estimulador foi colocado imediatamente
durante a cirurgia de instalacdo do implante e, apés uma semana, foi
removido e substituido por um cicatrizador; depois de 2 e 4 semanas
foram obtidas as amostras. O processo dos pesquisadores difere do que
foi adotado no presente estudo, que utiliza uma corrente continua com
duas amplitudes de corrente (10 pA e 20 pA) colocadas logo em seguida
a instalagcdo do implante ¢ mantidas durante todo o periodo de avaliag@o.
Entretanto, os resultado de ambas as pesquisas sdo similares, partindo-se
da constatagdo de que os grupos com estimulos elétricos apresentam
maior contato entre 0sso ¢ implante ¢ maior area de osso do que os
grupos controles. Porém, outro estudo, realizado por Dergin e
colaboradores 43, em 2011, utilizou um microestimulador de corrente
continua de 7,5 pA associado a implantes dentarios colocados na tibia
de ovelhas. Depois de periodos de 1, 2 e 3 meses avaliando o contato ¢ a
formacdo Ossea, os autores ndo encontraram evidéncia de que essa
amplitude de corrente favorece a osseointegracao.

A utilizagdo de estimulos elétricos na maioria dos modelos, assim
como sua distribuicdo e a amplitude do sinal, pelas razdes de influenciar
na proliferagdo, diferenciacdo e expressdo dos marcadores Osseos, tem
demonstrado que a corrente elétrica ndo s6 incrementa a formagdo de
osso como ajuda na cicatrizagdo Ossea. Por toda a discussdo
anteriormente apresentada, mais os achados desta e de outras pesquisas,
pode-se sugerir que o estimulo elétrico potencializa a formagédo dssea e
diminui o tempo de cicatrizagdo. No entanto, deveriam ainda ser feitas
pesquisas comparando este modelo de estudo com implantes dentarios ja
constituidos no mercado.

2.1.7 Conclusio
O estimulo elétrico associado aos implantes dentarios possui a
capacidade de gerar maior contato entre osso e implante, assim como
maior formagdo oOssea, quando comparado com implantes que nao

utilizam este estimulo.
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2.1.9 Figuras

Figura 1 — Desenho do dispositivo elétrico
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Figura 2 — Desenho do implante associado ao dispositivo elétrico



Figura 3 — Dispositivo elétrico instalado dentro dos implantes de titanio

Figura 4 — Laminas de histologia em 100 x, no periodo de 7 dias. Os
grupos A e B (10 pA e 20 pA) sugerem apresentar um 0sso
imaturo ¢ um principio de formagdo de osso. O grupo C
(controle) apresenta auséncia de formacao de osso e infiltrado
inflamatorio.

Grupo 10 pA Grupo 20 pA Controle

Figura 5 — Laminas de histologia em 100 x, no periodo de 15 dias. Os
grupos teste A (10 pA) e B (20 pA) apresentam maior contato



osso/implante, assim como area de formagdo 6ssea maior que
o grupo controle (C) (P <0,01).

Grupo 10 pA Grupo 20 pA Controle

2.1.10 Tabelas e graficos

Tabela 1 — Resultado da mensuracdo do contato entre osso e implante no
periodo de 15 dias

Grupo Média Desvio Padrio N
A—-10 pA 510,45 143,73 15
B-20pA 624,39 68,69 15

C — Controle 366,46 141,26 15

Os grupos apresentaram diferencas estatisticas significantes entre si (p < 0,01).

Tabela 2 - Resultado da mensuragdo da area do osso periférico no
periodo de 15 dias

Grupo Média Desvio Padrao N
A—10 uA* 24.269,70 10.953,08 15




B —20 pA**
C — Controle*

44.751,68 15.304,34 15
18.490,84 7.139,48 15

* Menor contato da area do osso periférico.
** Maior contato da area do osso periférico.

Quando comparadas as areas do grupo A (10 pA) e do grupo C (controle), ndo

houve diferenga estatistica (p > 0,05).
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3 ARTIGO II - VERSAO EM INGLES

EVALUATION OF THE BONE FORMATION IN TITANIUM
MACHINED IMPLANTS ELECTRICALLY STIMULATED: STUDY
IN DOGS

3.1 ABSTRACT

Objective: Measure the contact bone/implant which was stimulated
through an amplitude of direct electric current (DC) of 10 pA and 20
pA, in a period of 7 and 15 days. The study was accomplished in dogs.
Materials and methods: It was inserted in six Beagle dogs: 90 titanium
implants with machined-surface. The animals were divided randomly in
two evaluation times: 7 and 15 days (3 animals per time ), and a group
of implants was inserted in each of their paws. For group A: 10 pA, B:
20 pA and C: control.

Results: The analysis of variance (ANOVA) and Tukey test for multiple
comparisons and significance level of 5% (p < 0.05). For the group of
seven days had no statistical differences, for the groups 15 days showed
significant differences between them, either when evaluated contact
bone/implant and bone area (p < 0.01). Except when comparing the
bone areas of group A (10 pA) and group C (control), which showed no
statistical difference (p > 0.05).

Conclusion: The electrical stimulation associated to the dental implants
when receiving electric stimuli, can generate greater contact
bone/implant, as can bone formation when compared with those which
do not use this stimulus.

Keywords: Titanium implant. Electrical stimulation. Bone formation.
Direct current.

3.1.2 Introduction

The osseointegration is defined as the structural and functional
direct contact between the healthy and organized bone with the implant
surface '. The required time for one implant to become functional,
depends of the quantity of the implant/bone contact, and also of its
capacity in resisting to the incident forces upon it 2. The literature



reports the average period of osseointegration is approximately four
months in the maxilla and two months in the mandible °.

The development of new techniques in order to accelerate the
bone formation, and as consequence shorten the latent period of the
implants, which have resulted in making them suffer different
modifications on their micro and macro structure.

Different surface treatments have been accomplished with the
purpose of altering the titanium microtopography, for instance: acid
etching 4 plasma spray >, nitrous oxide °, calcium phosphate or
combinations of these treatments °. This texture induces the platelets to
release growing factors (PDGF) 7" and improve the osteogenesis 59 The
modification of the implant surface is important in the speed of the bone
apposition, once this modification influences in its surface energy and
"wettability" (hydrophilicity) " The hydrophilicity influences the level
of contact of a biomaterial with the cells within the tissue where it is
inserted. Therefore, the increase of the hydrophilicity promotes greater
interaction between the implants and the biological environment "

Many studies have been carried out in order to try to explain the
influence of the surface energy of the titanium on the cellular behavior
2. The theory most widely accepted is that these properties have a
selective effect on the configuration and conformation of the proteins
which are adsorbed about the substratum, also considering that they are
important during the cell adhesion 1313

One alternative for these osteoinductive biochemical therapies is
the biophysics, such as the mechanics, sonics, and electrics ' This last
one is applied in the orthopedics as treatment of refractory fracture or
deficiency consolidation; furthermore, it began in 1841, with Hartshorne
7 who described a treatment to the fractures through electric shocks.

More than 100 years later, the electrical stimulation was retaken
by description of the potentials piezoelectric, which were §enerated by
the mechanical stress on the crystal structure of the bone ' . Authors
suggest the stress in the crystalline components of the bone produce a
current, in which triggers a cicatrization process '

More recently, several authors % have demonstrated that similar
electric signals to the ones generated by bone stress mechanisms can
actually improve the fracture cicatrization. The central hypothesis in the
application of physical forces as the ones generated by electric potentials
is the regulation of cell signaling in the bone formation; Taking into
consideration, the idea that these electric fields have influenced the
repair process 2240 a very important way.



The electrical stimulation, which depends on the kind of nature
signals provided, can be classified in three groups: inductive
stimulation, capacitive stimulation and direct current stimulation.

In this study an electrical stimulation of direct current (DC) was
used; moreover, this is an invasive method where is applied an electric
field through the surface on which the cells are expected to grow, or
indirectly through a way that they are growing indeed **. Have been
applied different current fixed parameters * that reach from 1 to 50 RA;
which may influence the proliferation of osteoblasts >* the same way as
markers of differentiation and bone expression 3,

This work presents the application of a direct electric current
(DC), associated with the dental implants as a manner of potentiating
the bone formation and also reduce the necessary time, so there will be
osseointegration.

3.1.3 Material and method
3.1.3.1 Ethical considerations

The protocols for animal experimentation described in this article
were approved by the Animal Ethics and Research Committee of Health
Sciences University of Santa Catarina, Brazil, all the animal
experiments adhered to the Guidelines for the Care and Use of
Laboratory Animals of the university, which received the approval
under concept # 114/CEUA/ PRPe/2008.

3.1.3.2 Methodology

Ninety titanium implants with 6.0 mm of diameter per 11.5 mm
of length, with machined-surface and sterilized by gamma rays were
made.

Six male Beagle dogs approximately 12 months old and weighing
about 15 kg were used.

For the execution of surgical intervention, the animals were
divided randomly in two evaluation times: 7 and 15 days (3 animals per
time), in each one of it legs was placed the same group of samples and
each leg was random Thus, the distribution of the groups concerning the
variable type per animal was the following:

Time 1: 7 days, 3 animal for the group
a) 5 implants with electric device with 10 uA;



b) 5 implants with electric device with 20 pA;
¢) 5 implants without electric device.

Time 2: 15 days, 3 animal for the group
a) 5 implants with electric device with 10 uA;
b) 5 implants with electric device with 20 pA;
¢) 5 implants without electric device.

3.1.3.3 Electric device

The electric device is formed by a battery (energy source) and an
electronics circuit able to transmit a direct electric current and continues
from 10 pA or 20 pA within a dental implant. (Figure 1, 2, and 3).

3.1.3.4 Anesthesia and surgical procedure

Before the surgical procedure, each dog received an
intramuscular injection of atropine sulfate 0.50 mg (Atropinon®,
Hipolabor Farmacéutica Ltda., Sabara, MG, Brazil) containing a dosage
of 0.44 mg/kg. After 10 minutes, xylazine was applied (Rompun®,
Bayer S. A., Sdo Paulo, SP, Brazil), containing a dosage of 3 mg/kg, and
ketamine 1.0 mg (Francotar®, Virbac, Satide Animal, Sdo Paulo, SP,
Brazil), with a 16 mg/kg dosage, both through intramuscular via, in just
a single injection.

When necessary, anesthesia with half of the parent-dose was
given. A longitudinal incision on the tibia was made, in order to expose
the underlying osseous tissue. The implants were inserted making use of
diameter series cutters, under refrigeration through constant irrigation
with saline at room temperature, until it has reached the implant
diameters. The implants and the electric devices were applied according
to the groups. The accesses were sutured in two plans, with 5.0
resorbable Vicryl thread (Ethicon-Vieryl®, Johnson & Johnson, Sdo
Paulo, SP, Brazil) internally and with 4.0 nylon thread (Somerville®,
Pernambuco, Brazil).

The animals were induced to a painless death (MII), according to
the predetermined evaluation times, which happened through an
administration of a lethal dose of sodium thiopental (Thionembutal®)
anesthetic.

3.1.4 Histological evaluation



The pieces were dissected and blocks which contained the
samples were obtained and kept in 10% formalin solution for 24 hours;
afterwards, they were washed with running water and gradually
dehydrated serially in 50 - 100% alcoholic solutions. After the
dehydration, the samples were soaked in methacrylate based resins (RL
— White) according to the manufacturer recommendations.

After the polymerization, the blocks were sectioned in the long
axis of the implant in the same medial portion (Exact Apparatebau
GmbH & Co., Norderstedt, Germany). Then the samples were reduced
for wearing on abundant irrigation with running water to a thickness of
50 um (Exact Apparatebau GmbH & Co., Norderstedt, Germany).

Following, the blades were stained with Toluidine blue (Merck)
and Acid fuchsin (Merck).

The images were obtained through an optical microscope, which
also has an incorporated camera, with the extension of 100 x (Leica
IC50 HD, Microsystems & Switzerland). The sequence of images were
grouped with the help of a specific software (Leica Aquire Mac).The
analysis and measurement of the contact bone/implant, and the bone
area were performed in the Axio Vision program (Carl Zeiss, Germany).

3.1.5 Statistical analysis

The variance analysis (ANOVA) and the test of Tukey multiple
comparisons were made. A level of significance 5% (p < 0.05) was
adopted.

3.1.6 Results

Following the method proposed, the results were that the group of
7 days did not have statistical differences (Figure 4) between both the
group of 15 days, groups with electrical stimulus (10 pA to 20 pA)
showed a significant increase contact the bone/implant and the bone area
(Figure 5) than the group without stimulation (p < 0.05) (Table 1 and
Graph 1). Except when comparing the areas of group A (10 pA) and
group C (control), which showed no statistical difference (p > 0.05)
(Table 2 and Graph 2).

3.1.7 Discussion

The healing acceleration time by means of electric stimuli with
animal studies is still a controversial matter. Such stimulation depends



of the distribution method of signals. In studies done by Shigino and
collaborators, in 2000 *° and in 2001 ', they evaluated the bone
formation by means of capacitive stimuli (CS), associated to the dental
implants in dogs' mandible; as a result, it was observed that there was a
significant increase on the contact bone/implant and bone area when
compared with the control group. Nevertheless, Shafer and collaborators
* they assessed the effect of the electric stimulation (DC) in 1995,
which was transmitted by an external signal of 7.0 pA, in the
osseointegration of dental implants inserted in the rabbits’ mandibles.
The authors have concluded, this signal method with such a magnitude
does not foster bone growth. Shayesteh and collaborators ¥ in 2007,
inserted implants in dogs' mandibles associated to an external electrical
signal of 20 pA; in addition to, the authors suggest the electricity can
stimulate bone formation around dental implants.

Matsumoto and collaborators *° examined the influence of
inductive stimulation application (PEMF) in 2000, in the bone around
the dental implants inserted in rabbits' femurs; the previous researchers
suggested this type of stimuli can promote bone growth around the
dental implants; however, they state that to select a proper intensity and
duration of the electrical impulse, as well as the treatment period is very
important. This research used a direct current (DC) due to the fact this
method needs to be in direct contact with the bone so the implant
becomes a cathode; furthermore, the anode gets exposed in the oral
cavity and the surrounding tissues help as a way to close the circuit, in
order to allow the flow of electric current **. The mechanism of action
behind this stimulation (DC) involves upregulation of a number of
osteoinductive factors, which are normal physiologic regulators of bone
formation. The electrochemical reactions that occur at the cathode also
contribute to the mechanism of action of DC stimulation *'. Around the
cathode reactions where there suggests that there is a decrease in oxygen
concentration, increasing the pH to produce hydroxyl radicals, according
to the following equation: O’H,O + O, + 4™ a 40H™ *>*" 2. This low
tissue oxygen tension is conducive to increased osteoblastic activity,
while the alkaline environment favors the activity of osteoblasts and
decreases osteoclastic activity. Additionally, hydrogen peroxide
stimulates macrophages to release vascular endothelial growth factor
(VEGF), which is an angiogenic factor crucial for fracture healing 3,
Direct current stimulation (DC) is suggested upregulate mRNA for
osteoinductive growth factors such as BMP -2, -6, -7 which are known
to stimulate bone and cartilage cell proliferation, differentiation, and
extracellular matrix synthesis 34,35



Other noninvasive techniques are also used for bone healing, as
the case of capacitive stimulation (CS) and inductive stimulation
(PEMF), between both, the first need for high voltages and frequencies,
and these factors can cause irritation at the site stimulated **. For the
second need is great equipment and space for your application 1316

The literature shows different types of periods and current
amplitudes to be studied, which are the same from one week until three
months. This work is based on the specific stages of bone healing in
dogs which correlated with rates of bone repair in humans *. The bone
reorganization can be divided in activation, active reabsorption, latency
and formation. The reorganization begins with a phase of activation
which lasts hours or days followed by bone reabsorption through
osteoclasts. This reabsorption period endures for 10 days in dogs and for
14 days in humans. The latency phase has approximately one week
duration in dogs and from one to two weeks in humans. In this phase,
the osteoclasts are replaced by osteoblasts, as a result, the bone
neoformation phase begins. The osteoid matrix reaches the surface of
implant in the fourth week in dogs and in the sixth week in humans. The
resulting cavity of reabsorption is filled by bone tissue after
approximately two months and half in dogs and three months in
humans. The experimental periods chosen in this research were 7 and 15
days. Therefore the moment of implant insertion corresponds to the 0
period. The reabsorption period corresponds to seven days, which, in
humans would correspond to an intense cellular activity where would
happen the migration of new capillaries into the clot (angiogenesis); for
this reason is possible to explain that there was not any statistical
differences in the study of the test group and the control group of seven
days. However, in the group without electrical stimulation was observed
greater inflammatory infiltrate than in the experimental group. The
reabsorption period and latency phase of the bone reorganization cycle
correspond to 15 days, which in humans correspond to a coalescence
phase of osteoid islands which are individuals to the surface; so the
clinical implant consolidation is generated and increased when the
electrical stimuli were made. This research shows that the test groups
had a statistical difference, in other words, the contact bone/implant and
bone area were greater than in the control group.

Different current amplitudes have been applied for the bone
formation, for instance the direct current (DC) of 7 pA - 50 pA e,
Nevertheless, bone necrosis has been reported when is used a high dose
of electric current *”* **. This work used 10 LA to 20 pA magnitudes
once the literature reports that when both are used have promoted



greater bone growth. Hagiwara and Bell 3 analyzed (in 2000) if the use
of 10 pA electric stimulation (DC) during the mandibular lengthening
accelerates a new bone formation. The results indicated that this
stimulus during the gradual distractibility can shorten the total
elongation duration. El-Hakim and collaborators * used a direct current
(DC) in 2004, and they tested the effect of this current in the distraction
osteogenesis during the different phases; so the results displayed
synergism when this stimulus was applied in the distraction zone during
the activation or consolidation, and this stimulus can shorten the total
elongation time, as well as the (bone) distractor can be removed before
the cicatrization. In 1977, Bringhton and collaborators *' used DC from
10 pA to 20 pA in the treatment impaired fracture healing in 57 patients.

The outcomes show that 39 of the 57 patients were cured, which
suggests that the specific electrical parameters are necessary for the
osteogenic stimulation in order to be successful in the patients treatment.
This study along with the animal researches determined the 20 pA
preference in the direct current (DC).

There are not many researches which evaluate the direct current
associated to the dental implants, due to the fact of the size/space
limitations on time to confect a device within the dental implant. In this
study was found the solution for the previous problem which was to
increase the implant diameter; however this size of implant is rarely
used clinically, it was only used in this research with the purpose of
observing if this type of electric device influences in bone growth. As a
result, this work objective was achieved successfully as presented here.
In 2009, Song and collaborators 2 used a BEC stimulator, which
consists in a biphasic waveform pulse similar to the one used in the
PMFE; in addition, this stimulator has a current amplitude of 20 pA/cm?
which was inserted immediately after the installation of the implant
surgery. One week later the stimulator was removed and replaced by a
healing device; the samples were obtained 2 and 4 weeks later. Different
from this study that uses a direct current (DC) with two current
amplitudes (10 pA and 20 pA), which were placed following the
implant installation and kept during all the evaluation period.
Nevertheless the results of both researches are similar, taking into
consideration that the groups with electric stimulus presented greater
contact bone/implant and bone area, than the control groups. In 2011, on
the other hand Dergin and collaborators ** did another study, which used
a micro-stimulator of 7.5 pA direct current (DC) associated to the dental
implants inserted in the sheep's tibias. After 1, 2, and 3 months, the



authors evaluated the contact and bone formation in osseointegration
and did not find any evidence with this amplitude of current aid.

The electric stimuli were used in the most of the different
samples, as well as their distribution and signal amplitude due to the fact
of influencing in the proliferation, differentiation and expression of bone
markers. Moreover, the utilization of the electric stimuli have
demonstrated not just the increase of the bone formation as can help in
bone healing, too. After all previous discussion and the findings
presented here and in other researches; finally, the author can suggest
the electric stimulation potentiates the bone formation and reduce the
cicatrization time. Furthermore, other researches should be done in order
to compare this study example with dental implants which are already
found in the market. As a consequence, a new implant line can be used
in the near future.

3.1.8 Conclusion
The electrical stimulation associated to the dental implants when
there are electrical stimuli can generate greater contact bone/implant as
well as bone formation when compared to those which do not use this
stimulus.

3.1.9 References

Go to see the references to pages 30-33.



3.1.10 Pictures

Figure 1 — Drawing of the electric device
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Figure 2 — Drawing of the implantation associated with the electric
device

Figure 3 — Installed electric device insed of the titanium implants



Figure 4 — Histology slides at 100 x, in a seven-day period. The A and B
groups (10 pA and 20 pA) present an immature bone as well
as a principle of bone formation. The C (control) group
presents absence of bone formation and inflammatory
infiltrate.

Group A — 10 pA Group B — 20 pA Control

Figure 5 — Histology slides at 100 x, in a 15-day period. The A (10 pA)
and B (20 pA) test groups have presented greater contact
bone/implant as well as area of bone formation greater than
the control group (C) (P = 0.01).

Group A — 10 pA Group B — 20 pA Control



3.1.11 Tables and graphs

Table 1 — Results of measurement of the contact bone/implant in the
period of 15 days

Group Mean Std Dev
A—-10 pA 510.45 143.73
B-20pA 624.39 68.69

C — Control 366.46 141.26

The groups with electrical stimulation (10 pA to 20 pA) showed a significant
increase contact the bone/implant (p < 0.01).

Table 2- Results of the measurement of peripheral bone area

Group Mean Std Dev
A —10 pA* 24,269.70 10,953.08
B —20 pA** 44,751.68 15,304.34
C — Control* 18,490.84 7,139.48

* Lower contact of the bone area.
** Greater of the bone area.

When comparing the areas of group A (10 pA) and group C (control), which
showed no statistical difference (p > 0.05).

Graph 1 —
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5 METODOLOGIA EXPANDIDA

O presente estudo foi submetido a analise do Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina,
recebendo aprovagdo sob o parecer n° 114/CEUA/PRPe/2008.

5.1 CONFECCAO DOS IMPLANTES

Foram compradas da empresa Sandinox — Biometais barras de
titdnio comercialmente puro, segundo ASTM F67 Gr. 2/ ISO 5832-2,
superficie retificada, livre de fase alfa e inclusdes de tolerancias h9, em
comprimentos de fabricacdo de cerca de 3,2 metros, fabricadas nos
Estados Unidos. Os implantes dentarios foram usinados com didmetro
de 6,0 mm e comprimento de 11,5 mm.

A limpeza dos implantes obedeceu a seguinte sequéncia:

* Lavar os implantes com detergente neutro e agua destilada, na
cuba de ultrassom (2 vezes por 10 minutos cada ciclo);

e Lavar com agua destilada na cuba de ultrassom (1 ciclo);

e Secar em estufa a 60°.

A passivagdo seguiu as normas ASTM 86, na seguinte ordem:

As pecas foram colocadas em um recipiente de vidro com acido
sulfurico 10% por 10 minutos, em seguida foram colocadas em um
recipiente com agua destilada por 10 minutos, posteriormente realizou-
se um ciclo de ultrassom com agua destilada, as pegas foram secadas em
estufas e embaladas para ser esterilizadas. A esterilizagdo foi feita
mediante raios gama pela empresa C. B. E., Cotia, Brasil.

5.2 DISPOSITIVO ELETRICO

O dispositivo elétrico é formado por uma bateria (fonte de
energia) ¢ um circuito eletroeletronico capaz de fazer circular uma
corrente elétrica continua e constante. Foram confeccionados dois tipos
de dispositivo, o primeiro para uma amplitude de sinal nominal de 10
LA e o outro para 20 pA (Figura 1). Primeiramente eles foram
analisados em uma bancada de teste com ajuda de um multimetro,
ferramenta que mede os valores de corrente elétrica; posteriormente,
foram colocados dentro de um implante dentario (Figuras 2 e 3).
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Figura 1 — Corte longitudinal do desenho do dispositivo elétrico
acoplado ao implante de titanio
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Figura 3 — Bancada de teste onde foram medidos os valores nominais
das diferentes amplitudes

5.3 METODOLOGIA

Seis cdes machos da raga Beagle, com aproximadamente 12
meses de idade e peso aproximado de 15 kg, foram utilizados.

Para a realizagdo da intervengdo cirdrgica, os animais foram
divididos aleatoriamente em dois tempos de avaliacdo, de 7 e 15 dias (3
animais por tempo), em cada uma de suas patas foi colocado o mesmo
grupo de amostras e cada pata foi casualizada. Assim, a distribui¢do dos
grupos em relacdo ao tipo de variavel por animal foi a seguinte:

Tempo 1: 7 dias, 3 animais por grupo

A. 5 implantes com dispositivo elétrico com 10 pA;
B. 5 implantes com dispositivo elétrico com 20 pA;
C. 5 implantes sem dispositivo elétrico.

Tempo 2: 15 dias, 3 animais por grupo

A. 5 implantes com dispositivo elétrico com 10 pA;
B. 5 implantes com dispositivo elétrico com 20 pA;
C. 5 implantes sem dispositivo elétrico.

5.4 ANESTESIA E PROCEDIMENTO CIRURGICO

Antes do procedimento cirargico, cada cdo recebeu uma injegao,
por via intramuscular, de sulfato de atropina 0,50 mg (Atropinon®,
Hipolabor Farmacéutica Ltda., Sabara, MG, Brasil), na dosagem de 0,44
mg/kg. Apdés 10 minutos, foram aplicados xilazina (Rompun®, Bayer S.
A., Séo Paulo, SP, Brasil), na dosagem de 3 mg/kg, e cloridrato de
quetamina 1,0 mg (Francotar”, Virbac, Saude Animal, Sio Paulo, SP,



61

Brasil), na dosagem de 16 mg/kg, ambos por via intramuscular, em uma
unica inje¢do. Em casos de necessidade, fez-se reforgo anestésico com a
metade da dose-mae. Realizou-se uma incisdo longitudinal sobre a tibia
para expor o tecido 6sseo subjacente (Figura 3). Os implantes foram
instalados utilizando-se fresas de didmetros seriados, sob refrigeracao
por irrigacdo constante com soro fisioldgico a temperatura ambiente, até
atingir o didmetro dos implantes (Figura 4). Instalaram-se os implantes e
os dispositivos elétricos conforme os grupos (Figuras 5, 6 e 7). Os
acessos foram suturados em dois planos (Figuras 8-A e 8-B),
internamente com fio Vicryl reabsorvivel 5.0 (Ethicon-Vicryl®”, Johnson
& Johnson, Sdo Paulo, SP, Brasil) e externamente com fio de nailon 4.0
(Somerville®, Pernambuco, Brasil).

Os animais foram levados a uma morte indolor induzida (MII),
seguindo os tempos de avaliagdo predeterminados, por administragdo de
dose letal de anestésico tiopental sddico (Thionembutal®).

Figura 3 — Incisdo longitudinal realizada na tibia do cdo
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Figura 4 — Sequéncia de perfuragdes prontas para a colocacdo dos
implantes

Figura 5 — Colocagdo de implante
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Figura 6 — Dispositivo elétrico instalado

Figura 7 — Implantes instalados ja com os parafusos de cobertura
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Figura 8 — Fechamento do acesso cirtrgico do peridsteo (A) e da pele

B)

B)

5.5 AVALIACAO HISTOLOGICA

As pecas foram dissecadas e blocos com as amostras foram
obtidos e mantidos em solucdo de formalina 10% por 24 horas,
posteriormente lavados em agua corrente e gradualmente desidratados
seriadamente em solugdes alcodlicas 50 - 100%. Apos a desidratacdo, as
amostras foram embebidas em resinas a base de metacrilato (Technovit
— 7200) de acordo com as recomendacgdes do fabricante. Depois da
polimerizagdo, os blocos foram seccionados ao longo do eixo do
implante, em sua porcdo medial (Exakt Apparatebau GmbH & Co.,
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Norderstedt, Alemanha), e, em seguida, as amostras foram reduzidas por
desgaste, sob abundante irrigagdo com agua corrente, até uma espessura
de 50 um (Exakt Apparatebau GmbH & Co., Norderstedt, Alemanha).
Posteriormente as laminas foram coradas com azul de toludina (Merck )
e fucsina acida (Merck).

As imagens foram obtidas através de um microscopio Otico com
uma ampliagdo de 100 x (Leica IC50 HD, Microsystems &
Switzerland), o qual possui uma maquina fotografica incorporada. A
sequéncia de imagens foi agrupada com o auxilio de um software
especifico (Leica Aquire Mac). A analise € mensuragdo do contato entre
osso e implante e da area de osso foram realizadas no programa Axio
Vision (Carl Zeiss, Alemanha).



ANEXO A — Parecer do Comité de Etica

Aprovagio do Comité de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Santa Catarina

Resultado de Solicitacdo de Protocolo

Protocolo
PP00205

Titulo
Aumento da osteogénese por estimulo elétrico gerada em implantes dentarios de titanio,
através da agregagdo de placas SMD.

Resultado:
Aprovado

Consideragoes

Oficio n° 114/CEUA/PRPe/2008

Do: Presidente da Comissio de Etica no Uso de Animais — CEUA

Ao(a): Prof(a) Dr(a) Ricardo de Souza Magini, Departamento de Estomatologia — CCS
Prezado(a) Professor(a),

Em relagdo ao protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade a CEUA deliberou o seguinte:
— APROVADO, por 2 (dois) anos, para a utilizagdo de 6 cdes (Cannis familiaris).

Por ocasido do término desse protocolo, DEVERA SER APRESENTADO RELATORIO
detalhado relacionando o uso de animais no Projeto desenvolvido aos resultados obtidos,
conforme formulario ON LINE CEUA.

Atenciosamente,

Relatorio Final previsto para (90 dias apos término da vigéncia do
protocolo ou no momento da apresentacao de um novo protocolo)
Data 05/12/2010

Parecer(es):

)
Y )
/ N
( I \ j (j\( AAAN
Prof. Assoc. Carlos Rogério Tonussi, D.Sc.
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - PRPE - UFSC
PRESIDENTE
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