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Faleiros, P.L. Influência da nicotina na osseointegração de implantes instalados em tíbias 

de ratos: avaliação biomecânica, histológica, histométrica e imunoistoquímica [Tese]. 

Araçatuba: UNESP – Univ. Estadual Paulista; 2016. 

Objetivo: Avaliar do ponto de vista biomecânico, histomorfométrico, histoquímico e através 

de marcadores imunoistoquímicos a influência da terapia com laser em baixa intensidade 

(LLLT) na osseointegração de implantes instalados em tíbias de ratos modificados ou não 

sistemicamente pela nicotina. Materiais e métodos: Um total de 120 ratos (Wistar) foi 

distribuído em dois grandes grupos experimentais (n = 60) submetidos a duas aplicações 

diárias de solução salina (Veh) ou nicotina (Nic). Após 30 dias, implantes de titânio (2.2 mm 

x 4 mm) foram instalados na metáfise proximal de ambas as tíbias de todos os animais. 

Grupos experimentais de diferentes tratamentos locais do alvéolo cirúrgico previamente a 

instalação do implante (n = 30) foram criados no momento da cirurgia: Veh - nenhum 

tratamento; Veh/LLLT - irradiação do alvéolo cirúrgico com laser em baixa intensidade; Nic - 

nenhum tratamento; Nic/LLLT - irradiação do alvéolo cirúrgico com laser em baixa 

intensidade. O laser utilizado foi o Thera Lase (InGaAlP 660 nm, modo de aplicação 

contínuo, em contato com a área, 35 mW, 0,14 J, 4,9 J/cm
2
, por 4 segundos). Dez animais de 

cada grupo foram eutanasiados aos 15, 30 e 60 dias pós-operatórios. As tíbias direitas foram 

submetidas à análise de torque reverso e posteriormente processadas para confecção de cortes 

histológicos descalcificados, corados por hematoxilina e eosina, vermelho picrosirius ou 

submetidos a reações imunoistoquímicas com os anticorpos primários policlonais: HIF-1 α, 

VEGF, BMP-2, RUNX-2, OCN, ALP, RANKL, OPG e TRAP. A partir das tíbias esquerdas 

foram preparados cortes histológicos calcificados para análise das porcentagens de contato 

osso-implante (BIC) e área óssea (BA), dentro dos limites das roscas do implante. A análise 

foi realizada através da microscopia de luz polarizada para análise histoquímica e da 

microscopia óptica de campo claro para a análise histológica, histométrica e 
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imunoistoquímicas. As imunomarcações foram submetidas à análise qualitativa para os 

anticorpos HIF-1 α, VEGF, BMP-2, OCN, ALP, RANKL e OPG e análise quantitativa para 

os anticorpos RUNX-2 e TRAP. Os dados quantitativos foram analisados estatisticamente 

(p≤0,05). Resultados: A nicotina atrasou a produção de elementos da matriz óssea, diminuiu 

o padrão de imunomarcação de HIF-1α, VEGF, BMP-2, OCN, ALP e OPG, aumentou o 

padrão de imunomarcação de RANKL e aumentou a quantidade de células imunorreativas a 

RUNX-2 e TRAP, diminuindo a BA, embora não tenha sido capaz de influenciar o torque de 

remoção e o BIC. O laser aumentou o padrão de imunomarcação de HIF-1α, VEGF, BMP-2, 

OCN e ALP, aumentou a quantidade de células imunorreativas a RUNX-2 e TRAP, aumentou 

a BA, mas também não foi capaz de influenciar o torque de remoção e o BIC. 

Adicionalmente, o laser influenciou positivamente a BA e o torque de remoção dos implantes, 

aumentou a angiogênese e a diferenciação osteoblástica, promovendo a formação óssea, 

biomineralização e maturação óssea peri-implantar nos animais modificados sistemicamente 

pela nicotina. Conclusão: A LLLT é capaz de promover o processo de reparo ósseo peri-

implantar em condições normais e compensar os efeitos negativos da nicotina na 

osseointegração. 

Palavras-chave: Implantes dentais; lasers; nicotina; osseointegração. 
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Faleiros, P.L. Influence of nicotine on osseointegration of implants installed in the tibia of 

rats: biomechanical, histological, histometric, and immunohistochemical evaluation 

[Thesis]. Araçatuba: UNESP – Univ. Estadual Paulista; 2016. 

Objective: To evaluate, from biomechanical, histomorphometric, histochemical stand point 

and through of immunohistochemical markers, the influence of low level laser therapy 

(LLLT) on the osseointegration of implants placed in the tibias of nicotine systemically 

modified (or not) rats. Materials and methods: A total of 120 rats (Wistar) was assigned into 

two major experimental groups (n = 60) underwent two-daily-applications of saline (Veh) or 

nicotine (Nic). After thirty days, titanium implants (2.2 mm x 4 mm) were placed in the 

proximal metaphysis of both tibiae from all animals. Experimental groups  of different 

surgical alveolus local treatments prior to implant placement (n = 30) were created at the 

moment of the surgery: Veh - no local treatment; Veh/LLLT - irradiation of surgical alveoli 

with low level laser; Nic - no local treatment; Nic/LLLT - irradiation of surgical alveoli with 

low level laser. The laser used was Thera Lase® (InGaAIP 660 nm, in continuous mode, in 

contact with the area, 35 mW, 0.14 J, 4.9 J/cm
2
, for 4 seconds). Ten animals from each group 

were euthanized at 15, 30 and 60 days postoperative. The right tibiae were submitted to 

reverse-torque analysis and, then processing in order to prepare decalcified histological 

sections, stained either by hematoxylin and eosin or picrosirius red or subjected to 

immunohistochemical reactions with the primary polyclonal antibodies: HIF-1 α, VEGF, 

BMP-2, RUNX-2, OCN, ALP, RANKL, OPG and TRAP. From left tibias were prepared 

undecalcified histological sections to evaluate the percentages of bone-to-implant contact 

(BIC) and bone area (BA) within the limits of the implant threads. The histochemical analysis 

was performed by a polarized light microscopy and the histological, histometric and 

immunohistochemical analysis were performed by a bright field optical microscopy. The HIF-

1α, VEGF, BMP-2, OCN, ALP, RANKL and OPG immunostaining were submitted to 
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qualitative analysis and the RUNX-2 and TRAP immunostaining were submitted to 

quantitative analysis. Quantitative data were analyzed statistically (p≤0.05). Results: The 

nicotine delayed the production of bone matrix components, decreased the imunolabeling 

pattern of HIF-1α, VEGF, BMP-2, OCN, ALP and OPG, increased the imunolabeling pattern 

of RANKL, increased the amount of RUNX-2 and TRAP-immunoreactive cells, reduced the 

BA, but did not influence the BIC and the force required to break the osseointegration. The 

laser increased the imunolabeling pattern of HIF-1α, VEGF, BMP-2, OCN and ALP, 

increased the amount of RUNX-2 and TRAP-immunoreactive cells, increased the BA, but 

also was not be able to influence the BIC and the force required to break the osseointegration. 

In addition, the laser positively influenced the BA and the implant removal torque, increased 

the angiogenesis and osteoblast differentiation, promoted bone formation, biomineralization 

and peri-implant bone maturation in the nicotine systemically modified rats. Conclusions: 

LLLT is able to promote the peri-implant bone repair process in normal conditions and is able 

to compensate the negative effects of nicotine on osseointegration. 

Key words: Dental implants; lasers; nicotine; osseointegration. 
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Introdução Geral 

A osseointegração, essencial para o sucesso clínico em longo prazo das reabilitações 

implanto suportadas, envolve a direta ancoragem do implante pela formação óssea sem o 

crescimento de um tecido fibroso na interface osso/implante, e representa um processo 

dinâmico tanto em seu estabelecimento quanto em sua manutenção (Albrektsson et al. 2003; 

Berglundh et al. 2003; Block & Achong 2004). Embora a taxa de sucesso relatada para os 

implantes de titânio seja elevada, falhas ocorrem, e o tabagismo é um dos fatores 

frequentemente associados (Lambert et al. 2000; Ekfeldt et al. 2001; Hinode et al. 2006). 

Em 1993, um estudo de Bain & Moy, que investigou 540 pacientes com 2194 

implantes Branemark, considerou o uso do tabaco o fator mais significativo responsável por 

falhas de implantes de titânio. Mais recentemente, Sánchez-Pérez et al. (2007) sugeriram que 

um consumo maior que 20 cigarros/dia pode aumentar o risco de falhas de implantes em 

30,8%. Outros estudos indicam que o uso do tabaco está associado com comprometimento do 

processo de reparo ósseo pós-operatório (Pinto et al. 2002; Machado et al. 2010), maior taxa 

de perda óssea, redução da qualidade e densidade óssea (Carlsson et al. 2000; Ward & 

Klesges 2001; Rivera-Hidalgo 2003), e maior incidência de peri-implantites (Haas et al. 

1996), todos contribuindo para maior taxa de falências de implantes entre fumantes em 

comparação com não fumantes (Chuang et al. 2002). 

Embora alguns autores não tenham observado efeito prejudicial da exposição à 

nicotina sobre o reparo ósseo e osseointegração (Stefani et al. 2002; Balatsouka et al. 2005a; 

Balatsouka et al. 2005b; Gotffredsen et al. 2009), vários estudos histológicos em modelos 

animais mostraram que o tabagismo pode resultar em diminuição do contato osso/implante 

(BIC) e menor área óssea (BA) dentro das roscas de implantes de titânio (Nociti Júnior et al. 

2002a; Nociti Júnior et al. 2002b; César-Neto et al. 2003; César-Neto et al. 2005a; César-Neto 
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et al. 2005b). Tais resultados indicam que novos estudos precisam ser conduzidos para se 

determinar os elementos causais e processos biológicos nos quais esses efeitos estão 

ocorrendo (Berley et al. 2010). 

A nicotina, considerada o maior componente ativo da fase particulada do cigarro 

(Benowitz 1986), parece causar severas alterações no metabolismo e capacidade de reparo 

ósseo (César-Neto et al. 2003). Estudos in vitro demonstraram inibição da proliferação, 

migração, quimiotaxia e redução na produção de colágeno tipo I e III em culturas de 

fibroblastos tratados com nicotina (Yin et al. 2000; Wong & Martins-Green 2004). Tem sido 

sugerido que a colagenase fibroblástica, a qual exerce importante papel no metabolismo do 

colágeno e remodelação tecidual, pode ser afetada pela nicotina. Níveis aumentados de 

colagenase fibroblástica foram encontrados em culturas de células fibroblásticas tratadas com 

tabaco (Yin et al. 2000). Em adição, a inibição de responsividade celular ao TGF-β1 ou um 

suplemento reduzido de oxigênio molecular e ascorbato para a biossíntese do colágeno tem 

sido sugerida (Yin et al. 2003; Sorensen et al. 2010). Juntos, esses achados indicam a redução 

da biossíntese do colágeno em pacientes que fazem uso do tabaco (Sorensen 2012). 

O colágeno tipo I é um dos principais constituintes orgânicos da matriz extracelular e 

atua como arcabouço para a deposição de íons no processo de mineralização do tecido ósseo 

(Boskey 1992). Neste processo, a fosfatase alcalina (ALP) hidrolisa a ligação éster dos 

compostos orgânicos fosfatados produzindo concentração aumentada de íons fosfato, 

necessário para a cristalização da hidroxiapatita, além de hidrolisar substâncias que inibem a 

mineralização da matriz óssea (Anderson 1989). Tanaka et al. (2005) observaram que a 

nicotina pode suprimir a osteogênese reduzindo a concentração de ALP além da síntese de 

colágeno tipo I por osteoblastos. 

A neoformação óssea requer o recrutamento de células multipotentes do sistema 

mesenquimal, as quais são capazes de se proliferar e se diferenciar em uma variedade de tipos 
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de células, incluindo os osteoblastos (Fang & Hall, 1997). Tem sido sugerido que a nicotina 

pode levar a alterações na proliferação, diferenciação e expressão gênica de osteoblastos 

(Rothem et al. 2011). Estas células, por sua vez, estão envolvidas com a diferenciação e 

função osteoclástica via interação célula a célula (Suda et al. 1999). Tais eventos ocorrem 

quando receptor ativador de NF Kappa β ligante (RANKL) ativa seu receptor ativador de NF 

Kappa β (RANK), situado na membrana plasmática de osteoclastos e pré-osteoclastos, 

regulando positivamente a reabsorção óssea. Em contrapartida, uma regulação negativa da 

reabsorção óssea ocorre quando osteoprotegerina (OPG) se liga a RANKL, impedindo sua 

interação com RANK e a ocorrência dos eventos citados anteriormente. Assim, o sistema 

RANK/RANKL/OPG exerce papel central na regulação local da osteoclastogênese, ativação 

de osteoclastos e inibição de apoptose em osteoclastos maduros (Yasuda et al. 1998; Fuller et 

al. 1998). A ação direta da nicotina na proliferação e maturação de osteoblastos (Theiss et al. 

2000; Walker et al. 2001; Tanaka et al. 2005; Katono et al. 2006; Pereira et al. 2010) sugere 

que ela pode exercer efeito indireto sobre reabsorção óssea, via regulação do sistema 

RANK/RANKL/OPG. Enquanto isso, o efeito direto da nicotina sobre o mecanismo de 

reabsorção dos osteoclastos é pouco conhecido. Tanaka et al. (2013) reportaram que ela 

aumenta o número de osteoclastos com poucos núcleos, suprime a quantidade de osteoclastos 

com grandes núcleos, além de reduzir a área planar de reabsorção óssea dos osteoclastos. 

Os fatores de crescimento angiogênicos e osteogênicos também exercem importante 

papel no reparo ósseo. O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) é um potente 

mediador angiogênico que induz a proliferação e migração das células endoteliais. 

Adicionalmente, tem sido demonstrado que ele promove quimiotaxia (Mayr-Wohlfart et al. 

2002) e diferenciação de osteoblastos (Gerber et al. 1999). O VEGF pode interagir 

sinergicamente com a proteína morfogenética óssea (BMP) para promover o desenvolvimento 

esquelético e o reparo ósseo por melhorar o recrutamento celular, prolongar a sobrevivência 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0024320511005248#bb0030
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celular e aumentar a angiogênese (Patel et al. 2008). As BMPs são os mais potentes fatores de 

crescimento osteogênicos que induzem a diferenciação osteogênica de células tronco 

mesenquimais (ten Dijke et al. 2003; Osyczka et al. 2004; Lavery et al. 2008). Elas agem 

como um importante regulador que estimula a produção de VEGF nos osteoblastos (Deckers 

et al. 2002; Peng et al. 2005; Samee et al. 2008). A literatura relata que a nicotina promove 

severa vasoconstrição, a qual diminui a perfusão sanguínea e causa baixa concentração de 

oxigênio e isquemia tecidual (Ma et al. 2011). O fator induzido por hipóxia-1 alfa (HIF-1α) é 

um regulador central da adaptação tecidual à hipóxia e exerce papel chave no 

desenvolvimento, fisiologia e doença (Riddle et al. 2009) e ativa genes responsivos à hipóxia, 

com o VEGF. A diminuição na expressão gênica de VEGF e BMP-2 pela nicotina também já 

foi relatada em estudos in vitro (Ma et al. 2011) e in vivo (Ma et al. 2010). 

Alguns tratamentos têm sido propostos para melhorar e/ou acelerar a formação óssea 

sobre a superfície do implante, entre eles a terapia com laser em baixa intensidade (LLLT) 

(Petri et al. 2010). Em odontologia, especificamente tratando-se do tecido ósseo, a LLLT foi 

capaz de acelerar o processo de reparo após extração dental (Luger et al. 1998) e fraturas 

ósseas (Takeda et al. 1988). No âmbito da implantodontia oral a utilização do laser tem sido 

relatada por diversos estudos (Dörtbudak et al. 2002; Khadra et al. 2004; Khadra et al. 2005; 

Maluf et al. 2010. Testes biomecânicos têm demonstrado que a LLLT pode aumentar o 

contato osso/implante e oferecer maior resistência ao torque de remoção do implante 

(Guzzardella et al. 2003; Campanha et al. 2010; Boldrini et al. 2013). É possível considerar 

que estes resultados se devem aos efeitos positivos da ação do laser nos eventos relacionados 

com o reparo ósseo (Petri et al. 2010). 

Sabe-se que a LLLT modula respostas celulares em uma complexa via de estimulação 

da diferenciação osteoblástica, as quais podem estar relacionadas com os efeitos benéficos 

observados na osseointegração (Petri et al. 2010). Estudos também relataram que a LLLT foi 
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capaz de aumentar a expressão de ALP, OCN, RUNX-2, BMP (Petri et al. 2010; Fujimoto et 

al.2010; Kiyosaki et al. 2010), OPG, RANK e RANKL (Kim et al. 2007), resultando no 

aumento da atividade das células do tecido ósseo e expansão da atividade óssea metabólica. 

Além do mais, ela pode exercer efeito biomudulador sobre a resposta inflamatória (Pretel at 

al. 2007), deposição de colágeno e formação da matriz óssea, se utilizada nos estágios iniciais 

do processo de reparo, ou seja, na fase proliferativa da resposta inflamatória (Pinheiro et al. 

2006). Pinheiro et al. (2006) inferiram que a LLLT é capaz de bioestimular a formação de 

matriz óssea mineralizada após observações do aumento das proteínas osteocalcina (OCN), 

relacionada com o processo de mineralização, e diminuição de RUNX-2, frequentemente 

relacionado com o processo de diferenciação osteoblástica. 

Até o presente momento, nenhum estudo analisou o efeito da LLLT na 

osseointegração de implantes de titânio sob a ação da nicotina. O uso da LLLT como método 

complementar para promover a osteogênese de tecidos ósseos afetados pelo tabagismo foi 

proposto apenas recentemente por um estudo de Franco et al. (2013) em um modelo com 

defeitos ósseos preenchidos por hidroxiapatita. Assim, o propósito do presente estudo foi 

avaliar a influência da LLLT na osseointegração de implantes instalados em tíbia de ratos 

modificados ou não sistemicamente pela nicotina. A avaliação consistiu de análise 

biomecânica, histomorfométrica, histoquímica aliada à microscopia de luz polarizada para 

avaliação do nível de maturação das fibras colágenas e imunoistoquímica para a detecção de: 

HIF-1α, regulador central da adaptação tecidual à hipóxia; VEGF, potente mediador 

angiogênico; BMP-2, potente mediador osteogênico; RUNX-2, fator de transcrição regulador 

da diferenciação de osteoblastos; OCN, proteína não colagenosa sintetizada e secretada por 

osteoblastos na fase tardia da osteogênese; ALP, enzima sintetizada e secretada por 

osteoblastos especialmente durante o processo de biomineralização; RANKL, um regulador 
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positivo da reabsorção óssea; OPG, um regulador negativo da reabsorção óssea; TRAP, um 

biomarcador de osteoclastos. 
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Tabela 1 - Médias e desvios padrão (M ± DP) dos dados de contra torque 

(N.cm
2
), nas interações entre Grupos e Períodos. 
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173 

Tabela 3 - Médias e desvios padrão (M ± DP) de área óssea (BA, %) dentro das 

três primeiras roscas dos implantes, na mesial e distal, para cada grupo 

e período. 

174 



 

 

 

 

 

 

 

 

Lista de 

Figuras



Lista de Figuras  

 

CAPÍTULO 1 

Figura 1 - Gráfico mostrando médias e desvios-padrão de contra torque (N.cm
2
) 

nos grupos Veh e Nic, aos 15, 30 e 60 dias pós-operatórios, com 

comparação intergrupos e intragrupos: * Diferença significante com 

15 dias pós-operatórios no mesmo grupo (p ≤ 0,05); † Diferença 

significante com 30 dias no mesmo grupo (p ≤ 0,05). 

94 

Figura 2 - Porcentagem de contato osso/implantes (BIC) e área óssea (BA) nas 

três primeiras roscas dos implantes. (A) Gráfico mostrando média e 

desvios-padrão de BIC nos grupos Veh e Nic, aos 15, 30 e 60 dias pós-

operatórios, com comparação intergrupos e intragrupos: * Diferença 

significante com 15 dias pós-operatórios no mesmo grupo (p ≤ 0,05); † 

Diferença significante com 30 dias no mesmo grupo (p ≤ 0,05). (B) 

Gráfico mostrando média e desvios-padrão de BA nos grupos Veh e 

Nic, aos 15, 30 e 60 dias pós-operatórios, com comparação intergrupos 

e intragrupos: * Diferença significante com o Grupo Veh no mesmo 

período (p ≤ 0,05); † Diferença significante com 15 dias no mesmo 

grupo (p ≤ 0,05); ‡ Diferença significante com 30 dias no mesmo 

grupo (p ≤ 0,05). (C-H) Fotomicrografias evidenciando o tecido ósseo 

neoformado nas roscas do implante nos grupos Veh (C, E e G) e Nic 

(D, F e H) aos 15 (C-D), 30 (E-F) e 60 (G-H) dias pós-operatórios. 

Abreviações: to, tecido ósseo. Coloração: H&E. 

95 

Figura 3 - Nível de maturação das fibras colágenas nas roscas do implante. (A) 

Gráfico mostrando média e desvios-padrão das fibras colágenas 

maduras e imaturas nos grupos Veh e Nic, aos 15, 30 e 60 dias pós-

operatórios, com comparação intergrupos e intragrupos: *Diferença 

significante com Grupo Veh no mesmo período (p ≤ 0,05); †Diferença 

significante com 15 dias no mesmo grupo (p ≤ 0,05); ‡Diferença 

significante com 30 dias no mesmo grupo (p ≤ 0,05). (B-G) 

Fotomicrografias evidenciando fibras colágenas maduras (vermelho – 

laranja) e imaturas (amarela – verde) nos grupos Veh (B, D e F) e Nic 

(C, E e G) aos 15 (B-C), 30 (D-E) e 60 (F-G) dias pós-operatórios. 

Abreviações: to, tecido ósseo. Coloração: Vermelho picrosirius 
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visualizado em microscopia de luz polarizada. 

Figura 4 - Imunomarcação para HIF-1α e VEGF. (A) Gráfico mostrando o 

padrão de imunomarcação (mediana e desvio interquartil dos escores) 

para HIF-1α nos grupos Veh e Nic, aos 15, 30 e 60 dias pós-

operatórios. (B-C) Fotomicrografias evidenciando as células HIF-1α-

positivas nos grupos Veh (B) e Nic (C), aos 15 dias pós-operatórios. 

(D) Gráfico mostrando o padrão de imunomarcação (mediana e desvio 

interquartil dos escores) para VEGF nos grupos Veh e Nic, aos 15, 30 

e 60 dias pós-operatórios. (E-F) Fotomicrografias evidenciando as 

células VEGF-positivas nos grupos Veh (E) e Nic (F), aos 15 dias pós-

operatórios. Abreviações e Símbolos: setas, células imunomarcadas; 

to, tecido ósseo. Contra-coloração: Hematoxilina de Harris. 
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Figura 5 - Imunomarcação para BMP-2 e RUNX-2. (A) Gráfico mostrando o 

padrão de imunomarcação (mediana e desvio interquartil dos escores) 

para BMP-2 nos grupos Veh e Nic, aos 15, 30 e 60 dias pós-

operatórios. (B-C) Fotomicrografias evidenciando as células BMP-2-

positivas nos grupos Veh (B) e Nic (C), aos 30 dias pós-operatórios. 

(D) Gráfico mostrando o padrão de imunomarcação (mediana e desvio 

interquartil dos escores) para RUNX-2 nos grupos Veh e Nic, aos 15, 

30 e 60 dias pós-operatórios. (E-F) Fotomicrografias evidenciando as 

células RUNX-2-positivas nos grupos Veh (E) e Nic (F) aos 30 dias 

pós-operatórios. Abreviações e Símbolos: setas, células 

imunomarcadas; to, tecido ósseo. Contra-coloração: (B-C) 

Hematoxilina de Harris, (E-F) Fast green. 
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Figura 6 - Imunomarcação para OCN e ALP. (A) Gráfico mostrando o padrão de 

imunomarcação (mediana e desvio interquartil dos escores) para OCN 

nos grupos Veh e Nic, aos 15, 30 e 60 dias pós-operatórios. (B-C) 

Fotomicrografias evidenciando as células OCN-positivas nos grupos 

Veh (B) e Nic (C), aos 30 dias pós-operatórios. (D) Gráfico mostrando 

o padrão de imunomarcação (mediana e desvio interquartil dos 

escores) para ALP nos grupos Veh e Nic, aos 15, 30 e 60 dias pós-

operatórios. (E-F) Fotomicrografias evidenciando as células ALP-
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positivas nos grupos Veh (E) e Nic (F), aos 30 dias pós-operatórios. 

Abreviações e Símbolos: setas, células imunomarcadas; to, tecido 

ósseo. Contra-coloração: Hematoxilina de Harris. 

Figura 7 - Imunomarcação para RANKL, OPG e TRAP. (A) Gráfico mostrando o 

padrão de imunomarcação (mediana e desvio interquartil dos escores) 

para RANKL nos grupos Veh e Nic, aos 15, 30 e 60 dias pós-

operatórios. (B) Gráfico mostrando o padrão de imunomarcação 

(mediana e desvio interquartil dos escores) para OPG nos grupos Veh e 

Nic, aos 15, 30 e 60 dias pós-operatórios. (C) Gráfico mostrando o 

padrão de imunomarcação (mediana e desvio interquartil dos escores) 

para TRAP nos grupos Veh e Nic, aos 15, 30 e 60 dias pós-operatórios. 

(D-F) Fotomicrografias evidenciando o padrão de imunomarcação das 

células RANKL-positivas (D), OPG-positivas (E) e TRAP-positivas 

(F) aos 60 dias pós-operatórios. Abreviações e Símbolos: setas, células 

imunomarcadas; to, tecido ósseo. Contra-coloração: Hematoxilina de 

Harris. 
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CAPÍTULO 2 

Figura 1 - Gráfico mostrando médias e desvios-padrão de contra torque (N.cm
2
) 

nos grupos C e LLLT, aos 15, 30 e 60 dias pós-operatórios, com 

comparação intergrupos e intragrupos. 

133 

Figura 2 - Porcentagem de contato osso/implantes (BIC) e área óssea (BA) nas 

três primeiras roscas dos implantes. (A) Gráfico mostrando médias e 

desvios-padrão de BIC nos grupos C e LLLT, aos 15, 30 e 60 dias pós-

operatórios, com comparação intergrupos e intragrupos. (B) Gráfico 

mostrando médias e desvios-padrão de BA nos grupos C e LLLT, aos 

15, 30 e 60 dias pós-operatórios, com comparação intergrupos e 

intragrupos: * Diferença significante com o Grupo C no mesmo 

período (p ≤ 0,05); † Diferença significante com 15 dias no mesmo 

grupo (p ≤ 0,05); ‡ Diferença significante com 30 dias no mesmo 

grupo (p ≤ 0,05). (C-H) Fotomicrografias evidenciando tecido ósseo 
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neoformado nas roscas do implante nos grupos C (C, E e G) e LLLT 

(D, F e G) aos 15 (C-D), 30 (E-F) e 60 (G-H) dias pós-operatórios. 

Abreviações: to, tecido ósseo. Coloração: H&E. 

Figura 3 - Nível de maturação das fibras colágenas nas roscas do implante. (A) 

Gráfico mostrando médias e desvios-padrão das fibras colágenas 

maduras e imaturas nos grupos C e LLLT, aos 15, 30 e 60 dias pós-

operatórios, com comparação intergrupos e intragrupos: * Diferença 

significante com 15 dias no mesmo grupo (p ≤ 0,05); † Diferença 

significante com 30 dias no mesmo grupo (p ≤ 0,05). (B-G) 

Fotomicrografias evidenciando fibras colágenas maduras (vermelho – 

laranja) e imaturas (amarela – verde) nos grupos C (B, D e F) e LLLT 

(C, E e G) aos 60 dias pós-operatórios. Abreviações: to, tecido ósseo. 

Coloração: Vermelho picrosirius visualizado em microscopia de luz 

polarizada. 
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Figura 4 - Padrão de imunomarcação para HIF-1α e VEGF. (A) Gráfico 

mostrando o padrão de imunomarcação (mediana e desvio interquartil 

dos escores) para HIF-1α nos grupos C e LLLT aos 15, 30 e 60 dias 

pós-operatórios. (B-C) Fotomicrografias evidenciando as células HIF-

1α-positivas nos grupos C (B) e LLLT (C), aos 15 dias pós-

operatórios. (D) Gráfico mostrando o padrão de imunomarcação 

(mediana e desvio interquartil dos escores) para VEGF nos grupos C e 

LLLT aos 15, 30 e 60 dias pós-operatórios. (E-F) Fotomicrografias 

evidenciando as células VEGF-positivas nos grupos C (E) e LLLT (F), 

aos 15 dias pós-operatórios. Abreviações e Símbolos: setas, células 

imunomarcadas; to, tecido ósseo. Contra-coloração: Hematoxilina de 

Harris. 
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Figura 5 - Padrão de imunomarcação para BMP-2 e RUNX-2. (A) Gráfico 

mostrando o padrão de imunomarcação (mediana e desvio interquartil 

dos escores) para BMP-2 nos grupos C e LLLT aos 15, 30 e 60 dias 

pós-operatórios. (B-C) Fotomicrografias evidenciando as células BMP-

2-positivas nos grupos C (B) e LLLT (C), aos 30 dias pós-operatórios. 

(D) Gráfico mostrando o padrão de imunomarcação (mediana e desvio 
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interquartil dos escores) para RUNX-2 nos grupos C e LLLT, aos 15, 

30 e 60 dias pós-operatórios. (E-F) Fotomicrografias evidenciando as 

células RUNX-2-positivas nos grupos C (E) e LLLT (F) aos 30 dias 

pós-operatórios. Abreviações e Símbolos: setas, células 

imunomarcadas; to, tecido ósseo. Contra-coloração: (B-C) 

Hematoxilina de Harris, (E-F) Fast green. 

Figura 6 - Padrão de imunomarcação para OCN e ALP. (A) Gráfico mostrando o 

padrão de imunomarcação (mediana e desvio interquartil dos escores) 

para OCN nos grupos C e LLLT aos 15, 30 e 60 dias pós-operatórios. 

(B-C) Fotomicrografias evidenciando as células OCN-positivas nos 

grupos C (B) e LLLT (C), aos 30 dias pós-operatórios. (D) Gráfico 

mostrando o padrão de imunomarcação (mediana e desvio interquartil 

dos escores) para ALP nos grupos C e LLLT aos 15, 30 e 60 dias pós-

operatórios. (E-F) Fotomicrografias evidenciando as células ALP-

positivas nos grupos C (E) e LLLT (F), aos 30 dias pós-operatórios. 

Abreviações e Símbolos: setas, células imunomarcadas; to, tecido 

ósseo. Contra-coloração: Hematoxilina de Harris. 
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Figura 7 - Imunomarcação para RANKL, OPG e TRAP. (A) Gráfico mostrando o 

padrão de imunomarcação (mediana e desvio interquartil dos escores) 

para RANKL nos grupos C e LLLT aos 15, 30 e 60 dias pós-

operatórios. (B) Gráfico mostrando o padrão de imunomarcação 

(mediana e desvio interquartil dos escores) para OPG nos grupos C e 

LLLT aos 15, 30 e 60 dias pós-operatórios. (C) Gráfico mostrando o 

padrão de imunomarcação (mediana e desvio interquartil dos escores) 

para TRAP nos grupos C e LLLT aos 15, 30 e 60 dias pós-operatórios. 

(D-F) Fotomicrografias evidenciando o padrão de imunomarcação das 

células RANKL-positivas (D), OPG-positivas (E) e TRAP-positivas 

(F) aos 60 dias pós-operatórios. Abreviações e Símbolos: setas, células 

imunomarcadas; to, tecido ósseo. Contra-coloração: Hematoxilina de 

Harris. 
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Figura 1 - Fotomicrografias evidenciando o tecido ósseo neoformado nas roscas 

dos implantes nos grupos Nic (A, C e E) e Nic/LLLT (B, D e F) aos 15 

(A-B), 30 (C-D) e 60 (E-F) dias pós-operatórios. Abreviações: to, 

tecido ósseo. Coloração: H&E. 
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Figura 2 - Nível de maturação das fibras colágenas. (A) Gráfico mostrando 

médias e desvios-padrão da porcentagem de fibras colágenas maduras 

e imaturas nos grupos Veh, Veh/LLLT, Nic e Nic/LLLT, aos 15, 30 e 

60 dias pós-operatórios, com comparação intergrupos e intragrupos: * 

Diferença significante com Grupo Veh no mesmo período (p ≤ 0,05), † 

Diferença significante com Grupo Veh/LLLT no mesmo período (p ≤ 

0,05); ‡ Diferença significante com Grupo Nic no mesmo período (p ≤ 

0,05); # Diferença significante com 15 dias no mesmo grupo (p ≤ 

0,05); ᵴ Diferença significante com 30 dias no mesmo grupo (p ≤ 0,05). 

(B-G) Fotomicrografias evidenciando fibras colágenas maduras e 

imaturas nos grupos Nic (B, D e F) e Nic/LLLT (C, E e G), aos 15, 30 

e 60 dias pós-operatórios. Abreviações: to, tecido ósseo. Coloração: 

Vermelho picrosirius visualizado em microscopia de luz polarizada. 
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Figura 3 - Imunomarcação para HIF-1α e VEGF. (A) Gráfico mostrando o 

padrão de imunomarcação (mediana e desvio interquartil dos escores) 

para HIF-1α nos grupos Veh, Veh/LLLT, Nic e Nic/LLLT, aos 15, 30 

e 60 dias pós-operatórios. (B) Gráfico mostrando o padrão de 

imunomarcação (mediana e desvio interquartil dos escores) para 

VEGF nos grupos Veh, Veh/LLLT, Nic e Nic/LLLT, aos 15, 30 e 60 

dias pós-operatórios. (C-D) Fotomicrografias evidenciando as células 

HIF-1α-positivas (C) e VEGF-positivas (D) no grupo Nic/LLLT, aos 

15 dias pós-operatórios. Abreviações e Símbolos: setas, células 

imunomarcadas; to, tecido ósseo. Contra-coloração: Hematoxilina de 

Harris. 
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Figura 4 - Imunomarcação para BMP-2 e RUNX-2. (A) Gráfico mostrando o 

padrão de imunomarcação (mediana e desvio interquartil dos escores) 

para BMP-2 nos grupos Veh, Veh/LLLT, Nic e Nic/LLLT, aos 15, 30 
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e 60 dias pós-operatórios. (B) Gráfico mostrando o padrão de 

imunomarcação (mediana e desvio interquartil dos escores) para 

RUNX-2 nos grupos Veh, Veh/LLLT, Nic e Nic/LLLT, aos 15, 30 e 

60 dias pós-operatórios. (C-D) Fotomicrografias evidenciando as 

células BMP-2-positivas (C) e RUNX-2-positivas (D) no grupo 

Nic/LLLT, aos 30 dias pós-operatórios. Abreviações e Símbolos: setas, 

células imunomarcadas; to, tecido ósseo. Contra-coloração: (C) 

Hematoxilina de Harris e (D) fast green. 

Figura 5 - Imunomarcação para OCN e ALP. (A) Gráfico mostrando o padrão de 

imunomarcação (mediana e desvio interquartil dos escores) para OCN 

nos grupos Veh, Veh/LLLT, Nic e Nic/LLLT, aos 15, 30 e 60 dias 

pós-operatórios. (B) Gráfico mostrando o padrão de imunomarcação 

(mediana e desvio interquartil dos escores) para ALP nos grupos Veh, 

Veh/LLLT, Nic e Nic/LLLT, aos 15, 30 e 60 dias pós-operatórios. (C-

D) Fotomicrografias evidenciando as células OCN-positivas (C) e 

ALP-positivas (D) no grupo Nic/LLLT, aos 30 dias pós-operatórios. 

Abreviações e Símbolos: setas, células imunomarcadas; to, tecido 

ósseo. Contra-coloração: Hematoxilina de Harris. 
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Figura 6 - Imunomarcação para RANKL, OPG e TRAP. (A) Gráfico mostrando o 

padrão de imunomarcação (mediana e desvio interquartil dos escores) 

para RANKL nos grupos Veh, Veh/LLLT, Nic e Nic/LLLT, aos 15, 30 

e 60 dias pós-operatórios. (B) Gráfico mostrando o padrão de 

imunomarcação (mediana e desvio interquartil dos escores) para OPG 

nos grupos Veh, Veh/LLLT, Nic e Nic/LLLT, aos 15, 30 e 60 dias pós-

operatórios. (C) Gráfico mostrando o padrão de imunomarcação 

(mediana e desvio interquartil dos escores) para TRAP nos grupos 

Veh, Veh/LLLT, Nic e Nic/LLLT, aos 15, 30 e 60 dias pós-

operatórios. (D-E) Fotomicrografias evidenciando o padrão de 

imunomarcação das células RANKL-positivas (D), OPG-positivas (E) 

e TRAP-positivas (F) aos 60 dias pós-operatórios. Abreviações e 

Símbolos: setas, células imunomarcadas; to, tecido ósseo. Contra-

coloração: Hematoxilina de Harris 
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ANOVA = Análise de Variância 

ALP = Fosfatase Alcalina 

BA = Área Óssea 

BIC = Contato Osso Implante 

BMP-2 = Proteína Morfogenética Óssea-2 

CEUA = Comissão de Ética no Uso Animal 

cm
2
 = Centímetros quadrados  

DNA = Ácido Desoxirribonucleico 

DP = Desvio Padrão 

EDTA = Ácido Etilenodiaminotetracético 

FAPESP = Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo 

g = Gramas  

h = Horas  

H&E = Hematoxilina e Eosina 

HIF-1α = Fator Induzido por Hipóxia-1 alfa 

InGaAlP = Índio-Gálio-Alumínio-Fósforo 

J = Joule  

J/cm
2
 = Joule por centímetro quadrado 

LLLT = Terapia com laser em baixa intensidade 

M = Média 

mg/kg = Miligramas por quilogramas 

mg/ml = Miligramas por mililitros  
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min = Minutos  

ml = Mililitros  

mm
2
 = Milímetros quadrados 

mRNA = Ácido Ribonucleico Mensageiro 

mW = Milivates 
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OCN = Osteocalcina 

OPG = Osteoprotegerina 

PBS = Tampão Fosfato Salino 

RANK = Receptor ativador de NF Kappa β 

RANKL = Receptor ativador de NF Kappa β ligante 

RUNX-2 = Fator de Transcrição Relacionado à Runt 

s = Segundos (Unidade de medida de tempo) 

to = Tecido ósseo 

TRAP = Fosfatase Ácida Tartarato Resistente 

VEGF = Fator de Crescimento Endotelial Vascular 

μg/ml = Microgramas por mililitros 

μm = Micrômetros (Unidade de medida) 
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% = Por cento 

@ = Arroba 

< = Menor 

≤ = Menor ou Igual 

= = Igual 

+ = Mais 

± = Mais ou menos 

® = Marca registrada 

α = alfa 

β = Beta 

x = Vezes 

n = Tamanho da amostra 

p = Probabilidade do valor do teste 
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