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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 ï 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 Ŭ, 

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 Ŭ, VEGF, BMP-2, OCN, ALP, RANKL e OPG e análise quantitativa para 

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

(pÒ0,05). Resultados: A nicotina atrasou a produção de elementos da matriz óssea, diminuiu 

o padrão de imunomarcação de HIF-1Ŭ, 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-1Ŭ, 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 ï 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 Ŭ, 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-

1Ŭ, 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 (pÒ0.05). Results: The 

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

pattern of HIF-1Ŭ, 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-1Ŭ, 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-ɓ1 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 ɓ ligante (RANKL) ativa seu receptor ativador de NF 

Kappa ɓ (RANK), situado na membrana plasm§tica de osteoclastos e pr®-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-1Ŭ) ® 

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-1Ŭ, regulador central da adapta­«o tecidual ¨ hip·xia; 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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nas três primeiras roscas, na mesial e distal, para cada grupo e período. 
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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 Ò 0,05); À Diferen­a 

significante com 30 dias no mesmo grupo (p Ò 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 Ò 0,05); À 

Diferença significante com 30 dias no mesmo grupo (p Ò 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 Ò 0,05); À Diferen­a significante com 15 dias no mesmo 

grupo (p Ò 0,05); ÿ Diferen­a significante com 30 dias no mesmo 

grupo (p Ò 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 Ò 0,05); ÀDiferen­a 

significante com 15 dias no mesmo grupo (p Ò 0,05); ÿDiferen­a 

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

Fotomicrografias evidenciando fibras colágenas maduras (vermelho ï 

laranja) e imaturas (amarela ï 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-1Ŭ e VEGF. (A) Gráfico mostrando o 

padrão de imunomarcação (mediana e desvio interquartil dos escores) 

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

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

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 Ò 0,05); À Diferen­a significante com 15 dias no mesmo 

grupo (p Ò 0,05); ÿ Diferen­a significante com 30 dias no mesmo 

grupo (p Ò 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 Ò 0,05); À Diferen­a 

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

Fotomicrografias evidenciando fibras colágenas maduras (vermelho ï 

laranja) e imaturas (amarela ï 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-1Ŭ e VEGF. (A) Gráfico 

mostrando o padrão de imunomarcação (mediana e desvio interquartil 

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

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

1Ŭ-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. 

136 

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 Ò 0,05), À 

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

0,05); ÿ Diferen­a significante com Grupo Nic no mesmo per²odo (p Ò 

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

0,05);  Diferença significante com 30 dias no mesmo grupo (p Ò 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-1Ŭ e VEGF. (A) Gr§fico mostrando o 

padrão de imunomarcação (mediana e desvio interquartil dos escores) 

para HIF-1Ŭ 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-1Ŭ-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. 

183 

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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Resumo 

Objetivo:  Analisar o processo de reparo ósseo peri-implantar em tíbia de ratos modificados 

sistemicamente pela nicotina. Material e Métodos: Um total de 60 ratos (Wistar) foi 

randomicamente distribuído em dois grupos experimentais (n = 30) submetidos a duas 

aplicações diárias de solução salina (Veh) ou nicotina (NIC). Após trinta dias, implantes de 

titânio foram instalados na metáfise proximal de ambas as tíbias. Dez animais de cada grupo 

foram eutanasiados aos 15, 30 e 60 dias pós-operatório. As tíbias direitas foram analisadas 

pelo teste de torque reverso e processadas para análise histológica, histoquímica e 

imunoistoquímicas de HIF-1Ŭ, VEGF, BMP-2, RUNX-2, OCN, ALP, RANKL, OPG e 

TRAP. As tíbias esquerdas foram processadas para a análise do contato osso-implante (BIC) e 

área óssea (BA). Os dados quantitativos foram analisados estatisticamente ao nível de 

significância de 5%. Resultados: O Grupo Nic não apresentou diferença significante em BIC 

e no torque de remoção dos implantes, mas apresentou diminuição da BA e qualidade das 

trabéculas ósseas no interior das suas roscas quando comparado ao Grupo Veh. Também foi 

observado atraso na remodelação da matriz óssea, diminuição no padrão de imunomarcação 

de HIF-1Ŭ, VEGF, BMP-2, OCN, ALP e OPG, aumento no padrão de imunomarcação de 

RANKL e aumento na quantidade de células imunorreativas a RUNX-2 e TRAP no Grupo 

Nic em relação ao Grupo Veh. Conclusão: A nicotina é capaz de estimular a atividade 

reabsortiva, reduzir a angiogênese e a diferenciação osteoblástica local, prejudicar a 

remodelação do colágeno da matriz óssea, o processo de biomineralização e maturação óssea 

peri-implantar, o que é capaz de exercer potente efeito negativo sobre a osseointegração em 

fumantes. 

  



Manuscritos para Publicação ð Capítulo 1 

 

65 
 

Introdução 

No contexto da implantodontia, a maior parte da literatura relaciona o tabagismo como 

importante fator de risco que afeta a taxa de sucesso clínico das reabilitações implanto 

suportadas, e apenas alguns estudos (Kronström et al. 2001; Bain et al. 2002; Kumar et al. 

2002) falham ao tentar estabelecer essa interrelação (Baig & Rajan 2007). O assunto foi 

discutido pela primeira vez na década de noventa por Bain & Moy (1993) que, ao 

investigarem 540 pacientes com 2194 implantes Branemark, consideraram o uso do tabaco o 

fator mais significativo responsável por falhas de implantes de titânio. Recentemente, uma 

nova revisão sistemática e meta-análise reascendeu o tema para a comunidade científica, 

demonstrando que o tabagismo, além de levar ao fracasso dos implantes, ainda leva ao risco 

de infecções pós-operatórias, bem como a perda óssea marginal (Chrcanovic et al. 2015). 

O tabaco contém uma complexa mistura de substâncias, incluindo a nicotina, várias 

nitrosaminas, oligoelementos, e muitas outras substâncias pouco caracterizadas (Tanaka et al. 

2013). O efeito potencial desses múltiplos componentes no metabolismo ósseo ainda não é 

compreendido, (Gotfredsen et al. 2009) e por isso a maioria dos efeitos indesejáveis do tabaco 

tem sido atribuído à nicotina (Ma et al. 2010b; Ma et al. 2011a). A nicotina, o maior 

componente da fase particulada do tabaco, é um alcaloide altamente tóxico (Balbani & 

Montovani, 2005). É o agonista prototípico dos receptores colinérgicos nicotínicos que 

estimula drasticamente os neurônios e, em última análise bloqueia a transmissão sináptica. Ela 

também assumiu importante papel nas pesquisas científicas na área da implantodontia uma 

vez que tem sido amplamente utilizada em modelos experimentais com animais que visam 

elucidar os efeitos do tabaco sobre a osseointegração e reparo ósseo peri-implantar (Stefani et 

al. 2002; Nociti Júnior et al. 2002; César-Neto et al. 2003; Balatsouka et al. 2005a; 
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Balatsouka et al. 2005b; Bonfante et al. 2008; Gotfredsen et al. 2009; Berley et al. 2010; 

Yamano et al. 2010). 

A literatura relata severas alterações no metabolismo e capacidade de reparo ósseo 

frente à nicotina,
 

incluindo: (1) inibição da proliferação, migração, quimiotaxia de 

fibroblastos, e com isso a redução na produção de colágeno (Yin et al. 2000; Wong & 

Martins-Green 2004); (2) promoção de severa vasoconstrição, a qual diminui a perfusão 

sanguínea e causa baixa concentração de oxigênio e isquemia tecidual, ao passo que estimula 

a angiogênese (Ma et al. 2008; Zheng et al. 2008; Ma et al. 2010b); (3) alterações na 

proliferação, diferenciação, maturação e expressão gênica de osteoblastos (Theiss et al. 2000; 

Walker et al. 2001; Tanaka et al. 2005; Katono et al. 2006; Pereira et al. 2010; Rothem et al. 

2011); (4) aumento do número de osteoclastos com poucos núcleos e diminuição do número 

de osteoclastos com grandes núcleos, além de redução da área planar de reabsorção óssea 

(Tanaka et al. 2013). Tais alterações poderiam influenciar a osseointegração, uma vez que ela 

está associada com a formação de um coágulo sanguíneo ao redor do implante, seguida pela 

diminuição da inflamação e aumento da angiogênese e osteogênese (Salvi et al. 2015), sendo 

a osteogênese o mecanismo que incorpora a diferenciação osteoblástica, formação e 

mineralização óssea (Salvi et al. 2015). 

Contudo estudos pré-clínicos mostram resultados controversos ao tentar estabelecer 

uma correlação entre a exposição sistêmica à nicotina e o atraso na osseointegração 

(Takamiya et al. 2013) Por exemplo, um estudo que comparou a administração sistêmica de 

nicotina e a inalação da fumaça do cigarro mostrou que, enquanto a inalação da fumaça 

diminuiu o contato osso-implante e a neoformação óssea tanto em osso cortical quanto 

medular, a nicotina isolada apenas foi capaz de reduzir a neoformação óssea em área medular. 

(César-Neto et al 2003). Outros autores demonstraram ainda que altas doses de nicotina e por 
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longo período de tempo (6 meses) não afetaram a osseointegração em tíbias de coelhos 

(Balatsouka et al. 2005a; Balatsouka et al. 2005b; Gotfredsen et al.2009). Alguns chegaram a 

sugerir ainda que outros componentes do tabaco poderiam estar mais envolvidos no prejuízo 

ao sucesso clínico dos implantes dentais em fumantes (Balatsouka et al. 2005a). No entanto, 

frente a outros relatos que demonstram que a nicotina foi capaz de causar efeito prejudicial no 

processo de reparo ósseo peri-implantar (Berley et al. 2010; Yamano et al. 2010) nós 

consideramos este tópico ainda como controverso e inconclusivo, fazendo-se necessário 

novos estudos que elucidem a sua ação em mecanismos específicos no processo de 

osseointegração. 

Assim, o propósito do presente estudo foi analisar o processo de reparo ósseo peri-

implantar, e eventos celulares envolvidos, em tíbia de ratos modificados sistemicamente pela 

nicotina. A avaliação consistiu de análise biomecânica da força necessária para romper a 

osseointegração, histomorfométrica do contato osso-implante (BIC) e porcentagem de área 

óssea (BA) dentro dos limites das roscas dos implantes, histoquímica aliada à microscopia de 

luz polarizada para avaliação do nível de maturação das fibras colágenas e imunoistoquímica 

para a detecção de: HIF-1Ŭ (Fator induzido por hipóxia-1 alfa, regulador central da adaptação 

tecidual à hipóxia); VEGF (Fator de crescimento endotelial vascular, potente mediador 

angiogênico); BMP-2 (Proteína morfogenética óssea-2, potente mediador osteogênico); 

RUNX-2 (Fator de transcrição relacionado à Runt, regulador da diferenciação de 

osteoblastos); OCN (Osteocalcina, proteína não colagenosa sintetizada e secretada por 

osteoblastos na fase tardia da osteogênese); ALP (Fosfatase alcalina, enzima sintetizada e 

secretada por osteoblastos especialmente durante o processo de biomineralização); RANKL 

(Receptor ativador de NF Kappa ɓ ligante, um regulador positivo da reabsorção óssea); OPG 

(Osteoprotegerina, um regulador negativo da reabsorção óssea); TRAP (Fosfatase ácida 

resistente ao tartarato, um biomarcador de osteoclastos). 
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Materiais e métodos 

1. Animais, cálculo amostral e grupos experimentais 

Este estudo foi conduzido em conformidade com as diretrizes propostas pela ARRIVE 

(Pesquisa Animal: Descrevendo Experimentos In Vivo) (Kilkenny et al. 2010). O tamanho da 

amostra foi determinado com um nível de signific©ncia de Ŭ = 0,05; um poder amostra de 

80%. Considerando estes parâmetros, dez animais por tratamento foi considerado nosso 

tamanho da amostra. Um total de 60 ratos machos (Rattus norvegicus, albinus, Wistar) de 3 

meses de idade, 250-300 g (Biotério Central da Faculdade de Odontologia de Araçatuba, 

UNESP) foi estudado. Um total de 120 implantes foi instalado. Os animais foram mantidos 

em ambiente com temperatura estável (22 ± 2°C), ciclo de luz controlado (12-h claro/escuro), 

água e ração ad libitum durante todo o experimento. Seguindo uma tabela gerada em 

computador, os animais foram distribuídos em dois grupos experimentais (n = 30) de duas 

aplicações diárias de solução salina, Grupo Veh; ou nicotina, Grupo Nic. O protocolo 

experimental foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (protocolo n
o
 00934-

2012) da Faculdade de Odontologia de Araçatuba, UNESP. 

 

2. Protocolo Experimental 

Administração da nicotina e solução salina 

O hemissulfato de nicotina (Sigma, St. Louis, MO, EUA) foi diluído em solução salina 

(cloreto de sódio 0,9%) para se obter uma solução com concentração de 5mg/ml. A cada 12 

horas, os animais do Grupo Nic receberam injeções subcutâneas com dose de 3mg/kg de peso 

dessa solução na região dorsal em horário pré-estabelecido por um período de 30 dias que 

antecederam o procedimento cirúrgico até o momento da eutanásia (Okamoto et al. 1994). Os 
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animais do Grupo Veh receberam apenas o veículo (solução salina) com objetivo de simular 

as mesmas condições de estresse diário proveniente das aplicações de nicotina. 

 

Instalação dos implantes 

Após 30 dias do início das administrações foi realizado o procedimento cirúrgico para 

instalação dos implantes nas tíbias direita e esquerda de todos os animais. A anestesia geral 

foi realizada pela associação de ketamina (70 mg/kg de peso corporal) e xilazina (6 mg/kg de 

peso corporal). Após tricotomia da parte interna da perna e antissepsia com iodopolvidona 

(10%), foi realizada uma incisão de aproximadamente 30 mm do lado interno da coxa, logo 

abaixo do joelho, e a metáfise proximal foi exposta por dissecção romba. Um alvéolo 

cirúrgico bicortical foi preparado com uma fresa (2,0 mm) (Conexão Sistemas de Prótese, 

Arujá, SP, Brasil) montada em motor cirúrgico (45 N e 980 rpm) (Ômega, Dentscler Indústria 

de Aparelhos Odontológicos Ltda, Ribeirão Preto, SP, Brasil) sob irrigação constante de 

solução salina. O implante (4,0 mm x 2,2 mm, Cone Morse, de superfície tratada 

convencionalmente por meio de jateamento e ataque ácido) (DSP Biomedical®, Campo 

Largo, PR, Brasil) foi instalado no alvéolo cirúrgico com uma chave digital (1,2 mm) 

acoplada ao hexágono do implante até que todas as suas roscas ficassem completamente 

cobertas pelo osso cortical. Em seguida, o tecido muscular foi suturado com fio 4.0 de 

poliglactina 910 (Ethicon, São Paulo, SP, Brasil), e o tecido epitelial foi suturado com fio de 

seda 4.0 (Ethicon, São Paulo, SP, Brasil). Os animais receberam uma injeção intramuscular de 

24.000 IU de penicilina G-benzathina (Fort Dodge, Saúde Animal Ltda., Campinas, SP, 

Brasil) no pós-operatório imediato. Para evitar vieses, o procedimento cirúrgico sempre foi 

realizado pelo mesmo cirurgião experiente e calibrado (JMA), de acordo com um rígido 

protocolo, e cego aos grupos criados. 
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Períodos experimentais 

Os animais foram eutanasiados com dose de 150mg/kg de Tiopental (Cristália 

Produtos Químicos Farmacêuticos Ltda., Itapira, SP, Brasil ) aos 15, 30 e 60 dias pós-

operatórios. As tíbias direitas foram coletadas, dissecadas para a exposição dos implantes, 

submetidas à avaliação biomecânica e depois processadas laboratorialmente para análise 

histológica, histoquímica e imunoistoquímica. As tíbias esquerdas foram processadas 

laboratorialmente para a confecção de cortes histológicos em sistema de corte específico para 

análise histométrica. 

 

3. Avaliação biomecânica 

Após a estabilização da tíbia em uma morsa, o implante foi removido por movimento 

anti-horário com uma chave hexagonal (1,2 mm) conectada ao implante e a um medidor 

analógico de torque (BTG60CNS, Tohnichi Mfg. Co. Ltd., Tokyo, Japão), tomando-se 

cuidado para que nenhuma força fosse aplicada ao implante na direção vertical. O medidor 

registrou a força necessária para romper a osseointegração (N.cm
2
). Os dados coletados foram 

tabulados e submetidos à análise estatística. 

 

4. Processamentos laboratoriais 

Processamento histológico das tíbias direitas 

As porções das tíbias direitas, previamente contendo o implante, foram dissecadas, 

fixadas em formaldeído tamponado (4%) por 48 h, desmineralizadas em ácido 

etilenodiaminotetracético a 10% (pH 7,2) e incluídas em parafina. Secções semi-seriadas (4 

ɛm) foram confeccionadas na direção do longo eixo do alvéolo do implante. Duas secções de 

cada espécime foram coradas por hematoxilina e eosina (H&E) para análise histológica, duas 

foram coradas por picrosirius red para análise histoquímica e outras dezoito foram separadas 
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em nove lotes e submetidas a reações de imunoistoquímica com os seguintes anticorpos 

primários policlonais: anti-HIF-1Ŭ do rato gerado em camundongo (usc-53546, Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), anti-VEGF do rato gerado em camundongo (sc-7269, 

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), anti-BMP-2 do rato gerado em 

camundongo (B9553, Sigma Aldrich, St. Louis, CA, USA), anti-RUNX-2 do rato gerado em 

camundongo (sc-10758, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), anti-OCN do rato 

gerado em cabra (sc-18319, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), anti-ALP do 

rato gerado em coelho (sc-30203, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), anti-

RANKL do rato gerado em camundongo (sc-7628, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, 

CA, USA), anti-OPG do rato gerado em cabra (sc-8468, Santa Cruz Biotechnology, Santa 

Cruz, CA, USA) e anti-TRAP do rato gerado em cabra (sc-30833, Santa Cruz Biotechnology, 

Santa Cruz, CA, USA). O processamento imunoistoquímico foi realizado pela técnica da 

imunoperoxidase indireta seguindo o protocolo descrito por Garcia et al. 2013. 

 

Processamento histológico das tíbias esquerdas 

As porções das tíbias esquerdas, contendo o implante, foram fixadas em formaldeído 

tamponado (4%) por 48 h e processadas pela técnica descrita por Donath & Breuner (1982), 

em laboratório especializado da Faculdade de Odontologia de Araraquara, UNESP. Os 

espécimes foram desidratados em concentrações crescentes de etanol e embebidos em resina à 

base de glicometacrilato (Technovit 7200 VLC, Heraeus Kulzer, Wehrheim, Hesse, 

Alemanha). Os blocos foram cortados em secções de 100 µm de espessura objetivando o 

centro do diâmetro do implante ao longo do seu eixo longitudinal com um aparelho de corte 

específico (EXAKT Apparatebau GmbH & Co., Norderstedt, Alemanha). Uma única secção 

foi obtida a partir de cada implante. As secções foram reduzidas por lixas a uma espessura 

final de 30 µm por moagem e polimento usando uma unidade EXAKT microgrinding. As 
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secções foram coradas em azul toluidina a 1% e vermelho escarlate (Sigma Aldrich, St. Louis, 

CA, USA). 

 

5. Análise das amostras 

A análise das amostras foi realizada através de microscopia de luz polarizada para 

análise histoquímica e microscopia óptica de campo claro para a análise histológica, 

histométrica e imunoistoquímica. Em todas as análises foi considerada a porção do tecido 

ósseo presente nas três primeiras roscas do implante de cada animal (Sakakura et al. 2003). 

 

Análise histológica e imunoistoquímica 

As análises histológica e imunoistoquímica foram realizadas por um histologista 

certificado e cego aos tratamentos realizados (EE). A análise histológica constou da descrição 

das características morfológicas do tecido ósseo na região descrita. Os seguintes parâmetros 

histológicos foram considerados: presença e grau de inflamação; natureza do infiltrado 

inflamatório; presença e extensão de necrose tecidual; estado da vasculatura; padrão de 

celularidade dos tecidos ósseo, conjuntivo, adiposo e hematopoético e; padrão de estruturação 

da matriz extracelular dos tecidos ósseo, conjuntivo, adiposo e hematopoético. Para HIF-1Ŭ; 

VEGF, BMP-2, OCN, ALP, RANKL e OPG foi efetuada uma análise semi-quantitativa 

utilizando-se de duas secções histológicas de cada animal, no aumento original de 400x. Ao 

padrão de imunomarcação foi atribuído um escore. O critério adotado para o estabelecimento 

dos escores foi baseado naqueles estabelecidos por Faria et al. (2008), onde: 0 = ausência de 

imunomarcação; 1 = baixo padrão de imunomarcação; 2 = moderado padrão de 

imunomarcação; 3 = alto padrão de imunomarcação. Para RUNX-2 e TRAP foi efetuada uma 

análise quantitativa, também se utilizando de duas secções histológicas de cada animal no 
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aumento original de 400x. As células RUNX-2 e TRAP-positivas/mm
2
 expressas nas três 

primeiras roscas, na região mesial e distal do implante, foram consideradas. Para TRAP foram 

consideradas apenas as células multinucleadas contendo três ou mais núcleos e em contato 

com o tecido ósseo. 

 

Análise histoquímica 

Outro examinador (PLF) treinado e cego aos tratamentos realizados executou a análise 

histoquímica com um softwere (AutoMeasure para AxelVision 4, Carl Zeiss, Alemanha) que 

permite a avaliação da distribuição espacial das fibras colágenas em função do limite de cores. 

As cores das fibras colágenas, quando coradas com vermelho picrosirius e visualizadas sob 

microscopia de luz polarizada, dependem da espessura da fibra e variam em ordem crescente 

em função do seu grau de maturação, indo de verde para amarelo, laranja, e vermelho. A 

identificação de áreas de diferentes matizes permitiu a quantificação das áreas ocupadas por 

diferentes cores (Kanno et al. 2008).
 

 

Análise histométrica 

A análise histométrica foi realizada com auxílio de um sistema de análise de imagem 

(Axiovision v.4.8.2, Carl Zeiss, Jena, Germany.) acoplado a um microscópio óptico (Olympus 

BX 51), com ampliação de 4 x, pelo mesmo examinador (PLF). As imagens capturadas foram 

salvas no formato TIFF e analisadas em duas ocasiões diferentes, respeitando um intervalo de 

duas semanas entre a primeira e a segunda avaliação. O contato osso implante (BIC) e área de 

osso (BA) dentro nas roscas do implante foram avaliadas de acordo com os seguintes critérios 

descritos por Sakakura et al. (2003): 

1. A extensão linear (mm) do tecido ósseo em contato direto com o titânio nas três 

primeiras roscas do implante na região mesial e distal. 
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2. Área de osso neoformado (mm²) em relação à área total presente dentro dos limites 

das três primeiras roscas do implante na região mesial e distal. 

Para as duas análises foram consideradas as médias dos valores obtidos nas regiões mesial 

e distal para cada implante. 

 

Calibração dos examinadores 

Para minimizar erros intra-examinador, todos os examinadores acima identificados 

foram mascarados para os grupos experimentais e tratamentos realizados antes das análises 

histométrica, histoquímica e imunoistoquímica. Os examinadores realizaram as medições de 

BA, BIC, RUNX-2 e TRAP duas vezes. O teste t pareado foi utilizado para calcular o erro 

intra-examinador. P > 0,05 no teste t emparelhado foi considerado para estimar a viabilidade 

do método proposto. 

 

6. Análise estatística 

Com um tamanho de amostra de 10 (p Ò 0,05), o poder do estudo foi de 90%. Os 

dados foram analisados através de em software (BioEstat, versão 5.0, Belém, PA, Brasil). 

Para todos os dados quantitativos (contra-torque, BA, BIC, RUNX-2 e TRAP) foi realizada a 

análise de normalidade pelo teste Shapiro-Wilk e análise de variância a dois critérios 

ñANOVAò, com n²vel de signific©ncia a 5% (p<0,05). Foi aplicado o teste de Tukey para 

comparações múltiplas dos grupos como também dos períodos. 
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Resultados 

Análise Biomecânica 

Não houve diferença estatisticamente significante no torque de remoção entre os 

grupos, no mesmo período. A comparação entre os períodos no mesmo grupo mostrou que 

apenas o Grupo Nic exibiu maior torque de remoção dos implantes aos 30 dias pós-

operatórios quando comparados aos 15 dias pós-operatórios (p<0,05; Figura 1), e aos 60 dias 

pós-operatórios quando comparados aos 30 dias pós-operatórios (p<0,05; Figura 1). 

 

Análise Histométrica 

BIC 

Não houve diferença estatisticamente significante no BIC entre os grupos, no mesmo 

período. A comparação entre os períodos no mesmo grupo mostrou que apenas o Grupo Nic 

exibiu maior BIC aos 60 dias pós-operatórios quando comparados aos 15 e 30 dias pós-

operatórios (p<0,05; Figura 2). 

 

BA 

A comparação intergrupos no mesmo período mostrou que o Grupo Nic exibiu menor 

BA em comparação ao Grupo Veh em todos os períodos experimentais estudados (p<0,05; 

Figura 2). A comparação entre os períodos no mesmo grupo mostrou que o Grupo Nic exibiu 

menor BA aos 30 dias pós-operatórios quando comparados aos 15 dias pós-operatórios 

(p<0,05; Figura 2). Os grupos Veh e Nic exibiram maior BA aos 60 dias pós-operatórios 

quando comparados aos 30 dias pós-operatórios (p<0,05; Figura 2). 
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Análise Histoquímica 

A comparação intergrupos no mesmo período mostrou que apenas aos 60 dias pós-

operatórios o Grupo Veh exibiu maior quantidade de fibras colágenas imaturas em 

comparação ao Grupo Nic (p<0,05; Figura 3). A comparação entre os períodos no mesmo 

grupo mostrou que o Grupo Nic apresentou maior quantidade de fibras colágenas imaturas aos 

30 dias pós-operatórios quando comparados aos 15 dias pós-operatórios (p<0,05; Gráfico 4). 

Os grupos Veh e Nic exibiram maior quantidade de fibras colágenas imaturas aos 60 dias pós-

operatórios quando comparados aos 30 dias pós-operatórios (p<0,05; Figura 3). 

 

Análise Imunoistoquímica 

A análise imunoistoquímica de HIF-1Ŭ e VEGF mostrou, para ambos os marcadores, 

padrão de imunomarcação predominantemente moderado no Grupo Veh. O Grupo NIC exibiu 

padrão de imunomarcação baixo em todos os períodos experimentais estudados (Figura 4). 

Na análise de BMP-2, o Grupo Veh apresentou padrão de imunomarcação moderado 

em todos os períodos experimentais estudados, enquanto o Grupo Nic apresentou padrão de 

imunomarcação predominantemente baixo (Figura 5). Na análise quantitativa das células 

imunorreativas a RUNX-2, foi observada uma maior quantidade de células RUNX2-positivas 

nos animais do Grupo Nic em comparação aos animais do Grupo Veh em todos os períodos 

experimentais estudados (p Ò 0,05; Figura 5). 

Na análise de OCN e ALP, O Grupo Veh apresentou, para ambos os marcadores, 

padrão de imunomarcação moderado em todos os períodos experimentais estudados, enquanto 

o Grupo Nic apresentou padrão de imunomarcação predominantemente baixo (Figura 6). 
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Também foram observadas alterações tanto nos principais reguladores locais da 

osteoclastogênese, RANKL e OPG, quanto na quantidade de osteoclastos ativos. A análise 

dos marcadores RANKL e OPG mostrou uma tendência ao aumento no padrão de 

imunomarcação de RANKL e diminuição no padrão de imunomarcação de OPG no Grupo 

Nic em comparação ao Grupo Veh (Figura 7). Na análise quantitativa de osteoclastos 

imunorreativos à TRAP foi observada maior quantidade células TRAP-positivas nas três 

primeiras roscas dos implantes nos animais do Grupo Nic em comparação aos animais do 

Grupo Veh, aos 15 e 30 dias pós-operatórios (p Ò 0,05; Figura 7). 

 

Discussão 

O efeito prejudicial do tabaco sobre o sucesso clínico dos implantes já está bem 

definido na literatura (Chracanovic et al. 2015), contudo os mecanismos específicos e eventos 

celulares envolvidos nesse processo ainda não estão totalmente elucidados. Uma investigação 

sobre os protocolos de cessação do tabagismo mostrou que indivíduos que passaram por 

períodos de interrupção desse hábito, iniciando-se uma semana antes do procedimento 

cirúrgico para a instalação até oito semanas após, exibiram menores índices de falhas de 

implantes (Bain 1996). Mais notavelmente, o tabagismo foi responsável por falhas de 

implantes em humanos previamente a sua exposição a cargas funcionais (De Bruyn et al. 

1994), importante evidência que aponta o seu efeito nocivo no processo reparo ósseo peri-

implantar. 

Apesar dos achados, estudos in vivo que utilizaram modelo animal sistemicamente 

modificado pela nicotina para a avaliação da osseointegração observaram que não houve 

influência significante da nicotina em vários parâmetros avaliados, tais como força no torque 

de remoção, frequência de ressonância, densidade óssea dentro das roscas dos implantes, 
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densidade óssea no leito cirúrgico sem instalação do implante, BIC e BA (Stefani et al. 2002; 

Balatsouka et al. 2005a; Balatsouka et al. 2005b; Gotfredsen et al. 2009). Tais resultados 

demonstram certa dificuldade para se traçar um paralelo entre os resultados clínicos e alguns 

estudos experimentais em animais (Berley et al. 2010). 

A administração sistêmica de nicotina para avaliar os efeitos do tabaco no processo de 

reparo ósseo é considerado um método consagrado entre os diferentes modelos experimentais 

in vitro (Pereira et al. 2008; Rothem et al. 2009; Ma et al. 2011b, Kim et al. 2012) e in vivo 

(Stefani et al. 2002; Balatsouka et al. 2005a; Balatsouka et al. 2005b; Bonfante et al. 2008; 

Gotfredsen et al. 2009; Ma et al. 2010a; Berley et al. 2010; Yamano et al. 2010). Além do 

mais, frente às evidências da necessidade de interrupção e/ou cessação do tabagismo (Bain 

1996; César-Neto et al. 2005a; César-Neto et al. 2005b), diversos produtos à base de nicotina 

têm sido propostos aos pacientes como métodos auxiliares para parar de fumar, as chamadas 

ñterapias de reposiçãoò (Lindson-Hawley et al. 2016). Assim, do ponto de vista dos autores 

do presente estudo, é importante entender os mecanismos de ação da nicotina nos eventos 

celulares envolvidos no processo de reparo ósseo e osseointegração, justificando a escolha 

desse modelo no presente estudo. As nossas avaliações consistiram de: (1) análise 

biomecânica pelo teste de torque reverso; (2) análise histológica e histométrica da 

porcentagem de BIC e BA; (3) análise histoquímica do nível de maturação das fibras 

colágenas; (4) e análise imunoistoquímica de HIF-1Ŭ, VEGF, BMP-2, RUNX-2, OCN, ALP, 

RANKL, OPG e TRAP. Todas realizadas dentro dos limites das três primeiras roscas dos 

implantes, na região mesial e distal como proposto por Sakakura et al. (2003). 

Na análise biomecânica não foi observada diferença significante no torque de remoção 

de implantes instalados em animais tratados ou não com nicotina, corroborando com estudos 

que também não observaram seu efeito prejudicial no torque de remoção de implantes em 
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tíbias e fêmures de coelhos (Balatsouka et al. 2005a; Balatsouka et al. 2005b; Gotfredsen et 

al. 2009). A análise histométrica do presente estudo demonstrou que também não houve 

diferença significante no BIC entre os grupos. Porém, houve menor BA no Grupo Nic, em 

todos os períodos experimentais estudados. A análise histológica mostrou alvéolos cirúrgicos 

envoltos por delgada camada de osso trabecular imaturo, os quais se apresentavam com 

densidade e espessura comparativamente maiores nos animais do Grupo Veh. Tais resultados 

indicam que, apesar da nicotina não ter influenciado o torque de remoção e o contato osso 

implante, ela foi capaz de influenciar negativamente a quantidade e a qualidade óssea, 

corroborando com os resultados obtidos por Berley et al. (2010) e Yamano et al. (2010) que 

também observaram efeito prejudicial da nicotina na osseointegração. 

Tem sido relatado que a nicotina é capaz de influenciar diversos eventos relacionados 

ao processo de reparo ósseo, tais como angiogênese, osteogênese, mineralização e maturação 

óssea, os quais poderiam explicar a menor neoformação óssea peri-implantar no Grupo Nic no 

presente estudo. No que diz respeito à angiogênese, foi relatado que ela promove severa 

vasoconstrição, diminuição da perfusão sanguínea e concentração de oxigênio, levando à 

isquemia tecidual (Zheng et al. 2008; Ma et al. 2011b). A hipóxia e a isquemia promovida 

pela nicotina poderia estimular a expressão de HIF-1Ŭ, aumentando a expressão de VEGF, o 

que estimularia a angiogênese (Ma et al. 2010b). Contudo, de modo contrário, a análise 

imunoistoquímica dos principais reguladores locais da angiogênese avaliados neste estudo 

mostrou um padrão de imunomarcação tanto de HIF-1Ŭ quanto de VEGF menor no Grupo 

Nic em comparação ao Grupo Veh, em todos os períodos experimentais estudados, indicando 

que ela comprometeu a angiogênese. O VEGF, por sua vez, e em situações fisiológicas 

normais, tem a capacidade interagir sinergicamente com a BMP, potente indutor de 

osteogênese (Patel et al. 2008). Neste estudo, foi observado um menor padrão de 

imunomarcação para BMP-2 no Grupo Nic, indicando que o comprometimento da 
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angiogênese resultou em efeitos negativos sobre a indução osteogênica mediada por BMP-2 

nos animais tratados com nicotina. Estes achados corroboram com os obtidos por outros 

autores que também observaram concomitante diminuição da expressão dos mediadores 

angiogênicos e osteogênicos relacionados com o processo de reparo ósseo em modelo de 

distração osteogênica em coelhos (Ma et al. 2010a). Além do mais, a diminuição da 

proliferação de osteoblastos frente à nicotina foi relatada em modelo experimental in vitro 

(Ma et al. 2011b). Nele, foi observada a inibição da expressão de mediadores angiogênicos e 

osteogênicos, VEGF e o BMP-2 dentre outros, os quais poderiam refletir, segundo os autores, 

os efeitos prejudiciais do tabaco sobre a taxa de sobrevivência de implantes dentais (Ma et al. 

2011b). Yamano et al. (2010), ao observarem a diminuição do BIC após 4 semanas da 

instalação de implantes de titânio em fêmur de rato tratados com nicotina, também atribuíram 

o resultado à inibição da expressão gênica de diversas proteínas relacionadas à matriz 

requeridas para o processo de reparo ósseo peri-implantar, dentre elas BMP-2. 

O processo de mineralização da matriz é consequência da expressão de vários fatores 

relacionados com a diferenciação de osteoblastos (Tanaka et al. 2005). Entre eles, a OCN e a 

ALP são importantes reguladores da mineralização óssea (Tanaka et al. 2005). Estudos in 

vitro demonstraram a diminuição da expressão gênica de OCN e ALP frente a altas 

concentrações de nicotina (Rothem et al., 2009; Kim et al. 2012). No presente estudo também 

foi observada diminuição no padrão de imunomarcação de OCN e ALP no Grupo Nic em 

comparação ao Grupo Veh, em todos os períodos experimentais estudados. Adicionalmente, 

os animais do Grupo Nic exibiram maior quantidade de células imunorreativas a RUNX-2, 

fator regulador da diferenciação de osteoblastos, indo de encontro com achados in vitro que 

observaram diminuição na expressão de RUNX-2 frente à nicotina (Kim et al. 2012). A 

diminuição na imunomarcação de BMP-2, OCN e ALP, aliada ao aumento na imunomarcação 

de RUNX-2, podem indicar atraso no processo de diferenciação osteoblástica, 
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biomineralização e maturação óssea, uma vez que, enquanto nos animais do Grupo Nic ainda 

está havendo diferenciação de osteoblastos, nos animais do Grupo Veh já se observa um 

processo mais evoluido da maturação óssea. Portanto, estes resultados podem demonstrar que 

todo o processo de reparo ósseo peri-implantar pode estar se desenvolvendo de maneira mais 

lenta nos animais tratados com nicotina. 

Também foram observadas alterações tanto nos principais reguladores locais da 

osteoclastogênese, RANKL e OPG, quanto no recrutamento de osteoclastos. O 

desenvolvimento e ativação dos osteoclastos é um processo essencial na homeostase do tecido 

ósseo durante o crescimento e remodelação deste tecido. Neste processo, o osteoclasto é 

responsável pela reabsorção da matriz óssea (Schaffler 2003), seguida pela subsequente 

neoformação da matriz pela ação dos osteoblastos (Bruzzaniti & Baron 2006; Martin et al. 

2009). A ação direta da nicotina na proliferação e maturação de osteoblastos (Suda et al. 

1999; Theiss et al. 2000; Walker et al. 2001; Katono et al. 2006; Pereira et al. 2010), 

exercendo ação indireta sobre reabsorção óssea via regulação do sistema 

RANK/RANKL/OPG, já foi relatada na literatura. No presente estudo, OPG apresentou um 

padrão de imunmarcação que permaneceu inalterado entre os grupos, todavia, RANKL 

apresentou um padrão de imunomarcação mais alto no Grupo Nic quando comparado com o 

Grupo Veh. O aumento na razão RANKL/OPG exerce um papel central na osteoclastogênese 

e ativação osteoclástica, consequentemente, estimulando a reabsorção óssea (Eghbali-

Fatourechi et al. 2003). Também foi observada maior quantidade de osteoclastos 

multinucleados TRAP-positivos na região de roscas dos implantes nos animais do Grupo Nic 

quando comparados ao controle, em todos os períodos experimentais estudados. O efeito 

direto da nicotina sobre o mecanismo de reabsorção óssea mediado pelos osteoclastos é pouco 

conhecido na literatura e dificultam o embasamento dos resultados observados. Contudo, 

achados relacionados à ação da nicotina na osteoclastogêse, aliados à ação da nicotina na 
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osteoblastogênese e mineralização da matriz óssea, observados no presente estudo, indicam 

que nos animais tratados com nicotina está ocorrendo maior reabsorção óssea não 

correspondida pelo mecanismo compensatório de formação óssea, justificando a menor 

quantidade de tecido ósseo no interior das roscas dos implantes nestes animais. 

Assim, dentro dos limites do presente estudo, pode-se concluir que a nicotina é capaz 

de estimular a atividade reabsortiva, reduzir a angiogênese e a diferenciação osteoblástica 

local, prejudicar a remodelação das fibras colágenas da matriz óssea, o processo de 

biomineralização e maturação óssea peri-implantar, o que é capaz de exercer potente efeito 

negativo sobre a osseointegração em fumantes. 
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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 Ò 0,05); À Diferen­a 

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

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 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 Ò 0,05); À Diferen­a 

significante com 30 dias no mesmo grupo (p Ò 0,05). (B) Gráfico mostrando médias 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 Ò 0,05); À Diferen­a significante com 15 dias no mesmo grupo (p Ò 0,05); ÿ 

Diferença significante com 30 dias no mesmo grupo (p Ò 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. 

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 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 Ò 0,05); ÀDiferen­a 

significante com 15 dias no mesmo grupo (p Ò 0,05); ÿDiferen­a significante com 30 dias no 

mesmo grupo (p Ò 0,05). (B-G) Fotomicrografias evidenciando fibras colágenas maduras 

(vermelho ï laranja) e imaturas (amarela ï verde) nos grupos Veh (B, D e F) e Nic (C, E e G) 
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aos 15 (B-C), 30 (D-E) e 60 (F-G) dias pós-operatórios. Abreviações: to, tecido ósseo. 

Coloração: Vermelho picrosirius visualizado em microscopia de luz polarizada. 

Figura 4: Imunomarcação para HIF-1Ŭ e VEGF. (A) Gráfico mostrando o padrão de 

imunomarcação (mediana e desvio interquartil dos escores) para HIF-1Ŭ nos grupos Veh e 

Nic, aos 15, 30 e 60 dias pós-operatórios. (B-C) Fotomicrografias evidenciando as células 

HIF-1Ŭ-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. 

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. 

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 
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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-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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Resumo 

Objetivo:  Analisar o efeito da terapia com laser em baixa intensidade (LLLT ) no processo de 

reparo ósseo peri-implantar em tíbia de ratos. Material e Métodos: Um total de 60 ratos 

(Wistar) receberam implantes de titânio na metáfise proximal de ambas as tíbias. No 

procedimento cirúrgico os animais foram distribuídos em dois grupos experimentais (n = 30): 

Grupo C (controle) - nenhum tratamento local do alvéolo cirúrgico; Grupo LLLT ï irradiação 

do alvéolo cirúrgico com laser em baixa intensidade previamente à instalação do implante. O 

laser utilizado foi o Thera Lase (InGaAlP 660 nm, modo de aplicação contínuo, em contato 

com a área, 0,035 W, 0,14 J, 4,9 J/cm
2
, por 4 s). Dez animais de cada grupo foram 

eutanasiados aos 15, 30 e 60 dias pós-operatório. As tíbias direitas foram analisadas pelo teste 

de torque reverso e processadas para análise histológica, histoquímica e imunoistoquímicas 

dos anticorpos HIF-1Ŭ, VEGF, BMP-2, RUNX-2, OCN, ALP, RANKL, OPG e TRAP. As 

tíbias esquerdas foram processadas para a análise do contato osso-implante (BIC) e área óssea 

(BA). Os dados quantitativos foram analisados estatisticamente ao nível de significância de 

5%. Resultados: O Grupo LLLT não apresentou diferença significante em BIC e no torque de 

remoção dos implantes, mas apresentou maior BA e maior qualidade das trabéculas ósseas 

peri-implantares quando comparado ao Grupo C. Também foi observado aumento no padrão 

de imunomarcação de HIF-1Ŭ, VEGF, BMP-2, OCN, ALP, similaridades no padrão de 

imunomarcação de RANKL e OPG e aumento na quantidade de células imunorreativas a 

RUNX-2 e TRAP no Grupo LLLT em relação ao Grupo C, embora não tenha apresentado 

modificações nos elementos que compõem a matriz. Conclusão: A LLLT é capaz de 

promover maior neoangiogênese, diferenciação e atividade osteoblástica nas fases iniciais do 

reparo peri-implantar, assim como, estimular o processo de remodelação óssea na fase tardia 

deste processo, sendo capaz de exercer efeitos positivos sobre a osseointegração.  
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Introdução 

A terapia com laser em baixa intensidade (LLLT) para a biomodulação tecidual é um 

tema de grande interesse para a comunidade científica e tem emergido como uma estratégia 

para acelerar o processo de reparo ósseo peri-implantar (Dörtbudak et al. 2002; Khadra et al. 

2004; Lopes et al. 2005; Jakse et al . 2007; Kim et al. 2007; Pereira et al. 2009; Petri et al. 

2010; Maluf et al. 2010; Campanha et al. 2010; Garcia-Morales et al. 2012; Boldrini et al. 

2013; Vasconcellos et al. 2014; Massotti et al. 2015; Mayer et al. 2015; Gomes et al. 2015; 

Kim et al. 2016). Estudos pré-clínicos têm demonstrado que a LLLT foi capaz de aumentar o 

contato osso/implante, a produção de fibras colágenas e área de neoformação óssea no interior 

de suas roscas, aumentar o coeficiente de estabilidade e oferecer maior resistência ao torque 

de remoção do implante em diferentes modelos de estudo experimentais (Guzzardella et al. 

2003; Pereira et al. 2009; Campanha et al. 2010; Maluf et al. 2010; Boldrini et al. 2013; 

Gomes et al. 2015; Mayer et al. 2015; Massotti et al. 2015). 

A literatura relata que o laser é capaz de estimular o processo de reparo ósseo uma vez 

que pode aumentar a proliferação de células endoteliais e promover a angiogênese 

(Szymanska et al. 2013; Góralczyk et al. 2015; Briteño-Vázquez et al. 2015), estimular a 

proliferação e diferenciação osteoblástica (Stein et al. 2005; Grassi et al. 2011; Tim et al. 

2014; Tim et al. 2015), estimular a produção de colágeno (Massotti et al. 2015) e a formação 

de matriz óssea, bem como a mineralização e a maturação óssea (Fávaro-Pípi et al. 2011; de 

Souza Merli et al. 2012; Barbosa et al. 2013). Contudo o exato mecanismo de ação do laser 

especificamente no reparo ósseo peri-implantar, e eventos celulares envolvidos, ainda não 

estão totalmente elucidados. Com base nestes achados, este estudo objetivou avaliar o efeito 

da LLLT no processo de reparo ósseo peri-implantar através de: (1) análise biomecânica da 

força necessária para romper a osseointegração; (2) análise histomorfométrica do contato 
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osso-implante (BIC) e porcentagem de área óssea (BA) dentro dos limites das roscas dos 

implantes; (3) análise histoquímica aliada à microscopia de luz polarizada para avaliação do 

nível de maturação do colágeno e (4) análise imunoistoquímica para a detecção de HIF-1Ŭ 

(Fator induzido por hipóxia-1 alfa, regulador central da adaptação tecidual à hipóxia), VEGF 

(Fator de crescimento endotelial vascular, potente mediador angiogênico), BMP-2 (Proteína 

morfogenética óssea-2, potente mediador osteogênico), RUNX-2 (Fator de transcrição 

relacionado à Runt, regulador da diferenciação de osteoblastos), OCN (Osteocalcina, proteína 

não colagenosa sintetizada e secretada por osteoblastos na fase tardia da osteogênese), ALP 

(Fosfatase alcalina, enzima sintetizada e secretada por osteoblastos especialmente durante o 

processo de biomineralização), RANKL (Receptor ativador de NF Kappa ɓ ligante, um 

regulador positivo da reabsorção óssea), OPG (Osteoprotegerina, um regulador negativo da 

reabsorção óssea) e TRAP (Fosfatase ácida resistente ao tartarato, um biomarcador de 

osteoclastos). 

 

Materiais e métodos 

1. Animais e cálculo amostral 

Este estudo foi conduzido em conformidade com as diretrizes propostas pela ARRIVE 

(Pesquisa Animal: Descrevendo Experimentos In Vivo) (Kilkenny et al. 2010). O tamanho da 

amostra foi determinado com um n²vel de signific©ncia de Ŭ = 0,05; um poder amostra de 

80%. Considerando estes parâmetros, dez animais por tratamento foi considerado nosso 

tamanho da amostra. Um total de 60 ratos machos (Rattus norvegicus, albinus, Wistar) de 3 

meses de idade, 250-300 g (Biotério Central da Faculdade de Odontologia de Araçatuba, 

UNESP) foi estudado. Um total de 120 implantes foi instalado. Os animais foram mantidos 
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em ambiente com temperatura estável (22 ± 2°C), ciclo de luz controlado (12-h claro/escuro), 

água e ração ad libitum durante todo o experimento. O protocolo experimental foi aprovado 

pela Comissão de Ética no Uso de Animais (protocolo n
o
 00934-2012) da Faculdade de 

Odontologia de Araçatuba, UNESP. 

 

2. Protocolo Experimental 

Instalação dos implantes e grupos experimentais 

Inicialmente os animais foram submetidos à anestesia geral pela associação de 

ketamina (70 mg/kg de peso corporal) e xilazina (6 mg/kg de peso corporal). Após tricotomia 

da parte interior da perna e antissepsia com iodopolvidona (10%), foi realizada uma incisão de 

aproximadamente 30 mm do lado interno de ambas as coxas, logo abaixo do joelho, e as 

metáfises proximais foram expostas por dissecção romba. Um alvéolo cirúrgico bicortical foi 

preparado com uma fresa (2,0 mm) (Conexão Sistemas de Prótese, Arujá, SP, Brasil) montada 

em motor cirúrgico (45 N e 980 rpm) (Ômega, Dentscler Indústria de Aparelhos 

Odontológicos Ltda, Ribeirão Preto, SP, Brasil) sob irrigação constante de solução salina. Os 

animais foram distribuídos em dois grupos experimentais (n = 30): Grupo C (controle) - 

nenhum tratamento local do alvéolo cirúrgico; Grupo LLLT ï irradiação do alvéolo cirúrgico 

com laser em baixa intensidade previamente à instalação do implante. Um total 120 implantes 

foram instalados nas tíbias direita e esquerda de todos os animais. O implante (4,0 mm x 2,2 

mm, Cone Morse, de superfície tratada convencionalmente por meio de jateamento e ataque 

ácido) (DSP Biomedical®, Campo Largo, PR, Brasil) foi instalado com uma chave digital 

(1,2 mm) acoplada ao hexágono do implante até que todas as suas roscas ficassem 

completamente cobertas pelo osso cortical. Em seguida, o tecido muscular foi suturado com 

fio 4.0 de poliglactina 910 (Ethicon, São Paulo, SP, Brasil), e o tecido epitelial foi suturado 

com fio de seda 4.0 (Ethicon, São Paulo, SP, Brasil). Os animais receberam uma injeção 
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intramuscular de 24.000 IU de penicilina G-benzathina (Fort Dodge, Saúde Animal Ltda., 

Campinas, SP, Brasil) no pós-operatório imediato. Para evitar vieses e garantir a 

randomização do estudo, o procedimento cirúrgico sempre foi realizado por dois cirurgiões 

experientes e calibrados e de acordo com um rígido protocolo. O primeiro operador (JMA) 

não teve conhecimento se o alvéolo cirúrgico seria ou não irradiado. O segundo operador 

(AFB) determinou, aleatoriamente e com auxílio de software de computador, os alvéolos a 

serem irradiados. Este mesmo operador sempre fez a irradiação do alvéolo, ou sua simulação, 

previamente á instalação do implante. A informação foi mantida em segredo por este operador 

até o fim da análise. 

 

Irradiação laser 

O laser utilizado foi o Índio-Gálio-Alumínio-Fósforo (InGaAlP) (Thera Lase; D.M.C. 

Equipamentos Ltda., São Carlos, SP, Brasil) , com comprimento de onda de 660 nm, fibra 

ótica de 0,0283 cm
2
 de diâmetro e no modo contínuo. O feixe de luz foi posicionado 

perpendicularmente ao tecido ósseo cortical, no longo eixo do alvéolo cirúrgico, em contato e 

incidindo para o seu interior, com 0,035 W de potência, por 4 s (energia total de 0,14 J). Cada 

alvéolo cirúrgico recebeu 4,9 J/cm
2 
de

 
densidade de energia. 

 

Períodos experimentais 

Os animais foram eutanasiados com dose de 150mg/kg de Tiopental (Cristália 

Produtos Químicos Farmacêuticos Ltda., Itapira, SP, Brasil ) aos 15, 30 e 60 dias pós-

operatórios. As tíbias direitas foram coletadas, dissecadas para a exposição dos implantes, 

submetidas à avaliação biomecânica e depois processadas laboratorialmente para análise 

histológica, histoquímica e imunoistoquímica. As tíbias esquerdas foram processadas 



Manuscrito para Publicação ð Capítulo 2 

 

108 
 

laboratorialmente para a confecção de cortes histológicos em sistema de corte específico para 

análise histométrica. 

3. Avaliação biomecânica 

Após a estabilização da tíbia em uma morsa, o implante foi removido por movimento 

anti-horário com uma chave hexagonal (1,2 mm) conectada ao implante e a um medidor 

analógico de torque (BTG60CNS, Tohnichi Mfg. Co. Ltd., Tokyo, Japão), tramando-se 

cuidado para que nenhuma força fosse aplicada ao implante na direção vertical. O medidor 

registrou a força necessária para romper a osseointegração (N.cm
2
). Os dados coletados foram 

tabulados e submetidos à análise estatística. 

 

4. Processamentos laboratoriais 

Processamento histológico das tíbias direitas 

As porções das tíbias direitas, previamente contendo o implante, foram dissecadas, 

fixadas em formaldeído (4%) por 48 h, desmineralizadas em ácido etilenodiaminotetracético a 

10% (pH 7,2) e incluídas em parafina. Secções semi-seriados (4 ɛm) foram confeccionados na 

direção do longo eixo do alvéolo do implante. Duas secções de cada espécime foram coradas 

por hematoxilina e eosina (H&E) para análise histológica, duas foram coradas por picrosirius 

red para análise histoquímica e outras dezoito foram separadas em nove lotes e submetidas a 

reações imunoistoquímica com os seguintes anticorpos primários policlonais: anti-HIF-1Ŭ do 

rato gerado em camundongo (sc-53546, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), 

anti-VEGF do rato gerado em camundongo (sc-7269, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, 

CA, USA), anti-BMP-2 do rato gerado em camundongo (B9553, Sigma Aldrich, St. Louis, 

CA, USA), anti-RUNX-2 do rato gerado em camundongo (sc-10758, Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), anti-OCN do rato gerado em cabra (sc-18319, Santa 

Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), anti-ALP do rato gerado em coelho (sc-30203, 
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Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), anti-RANKL do rato gerado em 

camundongo (sc-7628, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), anti-OPG do rato 

gerado em cabra (sc-8468, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) e anti-TRAP do 

rato gerado em cabra (sc-30833, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). O 

processamento imunoistoquímico foi realizado pela técnica da imunoperoxidase indireta 

seguindo o protocolo descrito por Garcia et al. 2013. 

 

Processamento histológico das tíbias esquerdas 

As porções das tíbias esquerdas, contendo o implante, foram fixadas em formaldeído 

tamponado (4%) por 48 h e processadas pela técnica descrita por Donath & Breuner (1982), 

em laboratório especializado da Faculdade de Odontologia de Araraquara, UNESP. Os 

espécimes foram desidratados em concentrações crescentes de etanol e embebidos em resina à 

base de glycolmethacrylate (Technovit 7200 VLC, Heraeus Kulzer, Wehrheim, Hesse, 

Alemanha). Os blocos foram cortados em secções de 100 µm de espessura objetivando o 

centro do diâmetro do implante ao longo do seu eixo longitudinal com um aparelho de corte 

específico (EXAKT Apparatebau GmbH & Co., Norderstedt, Alemanha). Uma única secção 

foi obtida a partir de cada implante. As secções foram reduzidas por lixas a uma espessura 

final de 30 µm por moagem e polimento usando uma unidade EXAKT microgrinding. As 

secções foram coradas em azul toluidina a 1% e vermelho escarlate (Sigma Aldrich, St. Louis, 

CA, USA). 

 

5. Análise das amostras 

A análise das amostras foi realizada através de microscopia de luz polarizada para 

análise histoquímica e microscopia óptica de campo claro para a análise histológica, 
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histométrica e imunoistoquímica. Em todas as análises foi considerada a porção do tecido 

ósseo presente nas três primeiras roscas do implante de cada animal (Sakakura et al. 2003). 

 

Análise histológica e imunoistoquímica 

As análises histológica e imunoistoquímica foram realizadas por um histologista 

certificado e cego aos tratamentos realizados (EE). A análise histológica constou da descrição 

das características morfológicas do tecido ósseo na região descrita. Os seguintes parâmetros 

histológicos foram considerados: presença e grau de inflamação; natureza do infiltrado 

inflamatório; presença e extensão de necrose tecidual; estado da vasculatura; padrão de 

celularidade dos tecidos ósseo, conjuntivo, adiposo e hematopoético e; padrão de estruturação 

da matriz extracelular dos tecidos ósseo, conjuntivo, adiposo e hematopoético. Para HIF-1Ŭ, 

VEGF, BMP-2, OCN, ALP, RANKL e OPG foi efetuada uma análise semi-quantitativa 

utilizando-se de duas secções histológicas de cada animal, no aumento original de 400x. Ao 

padrão de imunomarcação foi atribuído um escore. O critério adotado para o estabelecimento 

dos escores foi baseado naqueles estabelecidos por Faria et al. (2008), onde: 0 = ausência de 

imunomarcação; 1 = baixo padrão de imunomarcação; 2 = moderado padrão de 

imunomarcação; 3 = alto padrão de imunomarcação. Para RUNX-2 e TRAP foi efetuada uma 

análise quantitativa, também se utilizando de duas secções histológicas de cada animal no 

aumento original de 400x. As células RUNX-2e TRAP-positivas/mm
2
 expressas nas três 

primeiras roscas, na região mesial e distal do implante, foram consideradas. Para TRAP foram 

consideradas apenas as células multinucleadas contendo três ou mais núcleos e em contato 

com o tecido ósseo. 
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Análise histoquímica 

Outro examinador (PLF) treinado e cego aos tratamentos realizados executou a análise 

histoquímica com um softwere (AutoMeasure para AxelVision 4, Carl Zeiss, Alemanha) que 

permite a avaliação da distribuição espacial das fibras colágenas em função do limite de cores. 

As cores das fibras colágenas, quando coradas com vermelho picrosirius e visualizadas sob 

microscopia de luz polarizada, dependem da espessura da fibra e variam em ordem crescente 

em função do seu grau de maturação, indo de verde para amarelo, laranja, e vermelho. A 

identificação de áreas de diferentes matizes permitiu a quantificação das áreas ocupadas por 

diferentes cores (Kanno et al. 2008).
 

 

Análise histométrica 

A análise histométrica foi realizada com auxílio de um sistema de análise de imagem 

(Axiovision v.4.8.2, Carl Zeiss, Jena, Germany.) acoplado a um microscópio óptico (Olympus 

BX 51), com ampliação de 4 x, pelo mesmo examinador (PLF). As imagens capturadas foram 

salvas no formato TIFF e analisadas em duas ocasiões diferentes, respeitando um intervalo de 

duas semanas entre a primeira e a segunda avaliação. O contato osso- implante (BIC) e área 

de osso (BA) dentro nas roscas do implante foram avaliadas de acordo com os seguintes 

critérios descritos por Sakakura et al. (2003): 

3. A extensão linear (mm) do tecido ósseo em contato direto com o titânio nas três 

primeiras roscas do implante na região mesial e distal. 

4. Área de osso neoformado (mm²) em relação à área total presente dentro dos limites 

das três primeiras roscas do implante na região mesial e distal. 

Para as duas análises foram consideradas as médias dos valores obtidos nas regiões mesial 

e distal para cada implante. 
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Calibração dos examinadores 

Para minimizar erros intra-examinador, todos os examinadores acima identificados 

foram mascarados para os grupos experimentais e tratamentos realizados antes das análises 

histométrica, histoquímica e imunoistoquímica. Os examinadores realizaram as medições de 

BA, BIC, RUNX-2 e TRAP duas vezes. O teste t pareado foi utilizado para calcular o erro 

intra-examinador. P > 0,05 no teste t emparelhado foi considerado para estimar a viabilidade 

do método proposto. 

 

Análise estatística 

Com um tamanho de amostra de 10 (p Ò 0,05), o poder do estudo foi de 90%. Os 

dados foram analisados através de em software (BioEstat, versão 5.0, Belém, PA, Brasil). 

Para todos os dados quantitativos (contra-torque, BA, BIC, RUNX-2 e TRAP) foi realizada a 

análise de normalidade pelo teste Shapiro-Wilk e análise de variância a dois critérios 

ñANOVAò, com n²vel de signific©ncia a 5% (p<0,05). Foi aplicado o teste de Tukey para 

comparações múltiplas dos grupos como também dos períodos. 

 

Resultados 

Análise Biomecânica 

Não houve diferença estatisticamente significante no torque de remoção entre os 

grupos no mesmo período e entre os períodos no mesmo grupo (Figura 1). 
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Análise Histométrica 

BIC 

Não houve diferença estatisticamente significante no BIC entre os grupos no mesmo 

período e entre os períodos no mesmo grupo (Figura 2). 

 

BA 

A comparação intergrupos no mesmo período mostrou que o Grupo LLLT exibiu 

maior BA em comparação ao Grupo C, aos 15 e 60 dias pós-operatórios, e menor BA aos 30 

dias pós-operatórios, quando comparado ao mesmo grupo (p<0,05; Figura 2). A comparação 

entre os períodos no mesmo grupo mostrou que o Grupo LLLT exibiu menor BA aos 30 dias 

pós-operatórios quando comparados aos 15 dias pós-operatórios (p<0,05; Figura 2). Os 

grupos C e LLLT exibiram maior BA aos 60 dias pós-operatórios quando comparados aos 30 

dias pós-operatórios (p<0,05; Figura 2). 

 

Análise Histoquímica 

Não houve diferença estatisticamente significante na quantidade de fibras colágenas 

maduras entre os grupos no mesmo período. A comparação entre os períodos no mesmo grupo 

mostrou que tanto o Grupo C quanto o Grupo LLLT apresentou maior quantidade de fibras 

colágenas imaturas aos 60 dias pós-operatórios quando comparados aos 15 e 30 dias pós-

operatórios (p<0,05; Figura 3). 
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Análise Imunoistoquímica 

A análise imunoistoquímica de VEGF e HIF-1Ŭ mostrou, para ambos os marcadores, 

padrão de imunomarcação predominantemente moderado no Grupo C e predominantemente 

alto no Grupo LLLT (Figura 4). 

Na análise de BMP-2 o Grupo C mostrou padrão de imunomarcação moderado em 

todos os períodos experimentais estudados enquanto o Grupo LLLT mostrou padrão de 

imunomarcação predominantemente alto (Figura 5). Na análise quantitativa RUNX-2 foi 

observada maior quantidade de células RUNX-2-positivas nos animais do Grupo LLLT em 

comparação aos animais do Grupo C em todos os períodos experimentais estudados (pÒ0,05; 

Figura 5). 

Na análise de OCN e ALP o Grupo C apresentou padrão de imunomarcação moderado 

em todos os períodos experimentais estudados enquanto o Grupo LLLT apresentou padrão de 

imunomarcação predominantemente alto (Figura 6). 

Também foram observadas alterações tanto nos principais reguladores locais da 

osteoclastogênese, RANKL e OPG, quanto na quantidade de osteoclastos ativos. A análise de 

RANKL mostrou uma tendência ao aumento no padrão de imunomarcação aos 60 dias pós-

operatórios enquanto a análise de OPG mostrou moderado padrão de imunomarcação em 

todos os grupos e períodos experimentais estudados (Figura 7). Nos animais do Grupo LLLT 

foi observado maior quantidade de osteoclastos imunorreativos à TRAP quando comparados 

aos animais do Grupo C, aos 30 e 60 dias pós-operatórios (pÒ0,05; Figura 7). 
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Discussão 

A biomodulação tecidual pelo laser em baixa intensidade emergiu como uma 

estratégia para estimular a osseointegração, embora pouco se saiba sobre os eventos celulares 

e moleculares envolvidos neste processo (Prados-Frutos et al. 2016). O presente estudo 

avaliou o efeito da LLLT no processo de reparo ósseo peri-implantar via monitoramento de 

eventos celulares e teciduais essenciais para a osseointegração tais como angiogênese, 

osteogênese, biomineralização e remodelação óssea ao redor do implante. A avaliação 

consistiu de análise biomecânica do torque necessário para romper a osseointegração, 

histométrica da porcentagem de BIC e BA, histoquímica do nível de maturação das fibras 

colágenas da matriz óssea e análise imunoistoquímica direcionada para a detecção de HIF-1Ŭ, 

VEGF, BMP-2, RUNX-2, OCN, ALP, RANKL, OPG e TRAP, dentro dos limites das roscas 

dos implantes. 

A maioria dos estudos da literatura relatam que o laser é capaz de aumentar o torque 

de remoção dos implantes (Khadra et al. 2004; Campanha et al. 2010; Maluf et al. 2010; 

Boldrini et al. 2013) e o contato do implante de titânio com o tecido ósseo irradiado (BIC) 

(Khadra et al. 2004; Pereira et al. 2009; Massoti et al. 2015; Mayer et al. 2015; Gomes et al. 

2015). Contudo, os resultados da análise biomecânica e histométrica de BIC do presente 

estudo não demonstraram diferenças significantes nestes parâmetros entre os grupos de 

animais tratados com LLLT e controle, corroborando com os resultados obtidos por Kim et al. 

(2016), os quais não verificaram diferença no torque de remoção e estabilidade dos implantes 

(medida por análise de frequência de ressonância) após a irradiação pelo laser. Apesar das 

similaridades entre os grupos na análise biomecânica e de BIC, a análise histométrica de BA 

mostrou aumento da neoformação óssea peri-implantar aos 15 e 60 dias pós-operatórios, 

sendo que os alvéolos cirúrgicos se apresentaram envoltos por osso trabecular imaturo, os 
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quais se apresentavam com densidade e espessura comparativamente maiores nos animais 

tratados com laser, sugerindo que ele foi capaz de bioestimular a formação óssea dentro dos 

limites das roscas do implante nestes períodos. 

O efeito positivo do laser na neoformação óssea (BA) já foi observado por outros 

autores (Gomes et al. 2015) e pode ser explicado por sua ação sobre reguladores locais da 

angiogênese, osteoblastogênese e atividade osteoblástica e osteoclastogênese e atividade 

osteoclástica. Estudos pré-clínicos relatam que o laser em baixa intensidade é capaz de 

estimular a proliferação de células endoteliais e promover a angiogênese (Szymanska et al. 

2013; Góralczyk et al. 2015; Briteño-Vázquez et al. 2015). A produção de fatores com ação 

angiogênica é regulada principalmente pelo teor de oxigênio tecidual (Shibuya 2001; 

Szymanska et al. 2013). Sob condições de hipóxia tecidual, HIF-1Ŭ promove a ativação de 

genes envolvidos com a angiogênese, dentre eles aquele que codifica o principal fator de 

crescimento que regula este processo, VEGF, o qual é responsável por regular a 

sobrevivência, proliferação e migração das células endoteliais (Peplow et al. 2010; 

Szymanska et al. 2013). Acredita-se que o VEGF é responsável pela fase inicial da 

angiogênese, regulando e estimulando a iniciação deste processo. No presente estudo foi 

observado maior padrão de imunomarcação tanto para HIF1-Ŭ quanto para VEGF, nos 

animais tratados com laser, demonstrando que a LLLT influenciou positivamente a 

angiogênese local, corroborando com os estudos in vitro que demonstraram o aumento de 

VEGF e proliferação de células endoteliais após sua estimulação com laser de luz visível 

(Szymanska et al. 2013; Góralczyk et al. 2015). 

Além disso, VEGF age de modo sinérgico com as BMPs, potentes indutores 

osteogênicos, para promover o reparo ósseo (Patel et al. 2008). As BMPs são fatores de 

crescimento osteogênicos que induzem a diferenciação de osteoblastos (ten Dijke et al. 2003, 

Osyczka et al. 2004, Lavery et al. 2008). No presente estudo foi observada um maior padrão 
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de imunomarcação para BMP-2 nos animais irradiados, corroborando com outros autores que 

observaram aumento de BMP-2 nos tecidos peri-implantares irradiados com laser (Omasa et 

al. 2012). Além disso, o Grupo LLLT apresentou maior quantidade de células RUNX-2-

positivas quando comparado com o Grupo C em todos os períodos experimentais estudados. 

Tais achados indicam um efeito positivo do laser sobre a osteoblastogênese, corroborando 

com os estudos de Grassi et al. (2011) e Pinheiro et al. (2006). 

Os efeitos positivos da LLLT sobre a maturação do tecido ósseo foram confirmados 

no presente estudo pelo aumento no padrão de imunomarcação tanto para OCN quanto para 

ALP nos animais irradiados pelo laser. Tais resultados corroboram com os obtidos por um 

estudo in vitro que verificou aumento da expressão de RUNX-2, da atividade da ALP, e da 

proliferação de células semelhantes à osteoblastos após a irradiação com laser (Grassi et al. 

2011). Outros relatam ainda que a LLLT foi capaz de aumentar a expressão de BMP, RUNX-

2, OCN e ALP (Petri et al. 2010; Fujimoto et al. 2010; Kiyosaki et al. 2010), além de 

estimular a produção de RANK, RANKL e OPG, os quais são os principais reguladores locais 

da reabsorção óssea, o que indica uma ação efetiva sob todo o processo de remodelação óssea 

(Kim et al. 2007). 

No presente estudo o padrão de imunomarcação para OPG se manteve inalterada nos 

animais controle e irradiados com laser ao longo dos períodos experimentais estudados. 

Entretanto, o padrão de imunomarcação para RANKL e o recrutuamento de osteoclastos 

TRAP-positivos foi maior aos 60 dias pós-operatórios no Grupo LLLT comparativamente ao 

Grupo C. Quando analisados em conjunto tais dados indicam que o processo de reparo ósseo 

peri-implantar está mais acelerado nos animais tratados com laser, uma vez que neste período 

o padrão de imunomacação destes biomarcadores refere-se ao processo de remodelação ósseo. 
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Embora diversos estudos tenham sido conduzidos para testar os efeitos do laser no 

processo de reparo ósseo em diferentes modelos experimentais, e ainda a maioria deles 

demonstrem efeitos positivos na neoformação óssea, poucos apresentam resultados 

elucidativos a respeito da ação do laser no processo de reparo ósseo peri-implantar e 

osseointegração. As diversas considerações a respeito da sua ação nos eventos relacionados à 

osseointegração de implantes de titânio são baseadas nas evidências de sua ação sobre a 

cicatrização óssea. Assim, os estudos presentes na literatura não nos oferecem base para 

explicar o motivo do laser não ter promovido maior força e contato entre o tecido ósseo e o 

implante, apesar de ter exercido efeito positivo sobre angiogênese e neoformação óssea. 

Ainda as diferentes doses e protocolos de aplicação também tornam difíceis as comparações 

entre os estudos e demonstram a necessidade de se estabelecer um protocolo único que 

ofereça resultados mais conclusivos sobre o assunto (Prados-Frutos et al. 2016). 

Diversas variáveis tais como comprimento de onda, energia, tempo de exposição, 

potência e estado tecidual podem modificar os efeitos bioestimulatórios do laser (Garcia et al. 

2014). A maioria dos estudos avaliaram o efeito do laser infravermelho, com comprimento de 

onda que variam entre 780 a 840 nm, sobre o processo de reparo ósseo peri-implantar (Khadra 

et al. 2004; Lopes et al. 2005; Lopes et al. 2007; Kim et al. 2007; Pereira et al. 2009; 

Campanha et al. 2010; Maluf et al. 2010; Garcia-Morales et al. 2012; Boldrini et al. 2013; 

Primo et al. 2013; Mayer et al. 2015; Massotti et al. 2015; Gomes et al. 2015), uma vez que 

estes teriam a capacidade de maior penetração nos tecidos irradiados e ofereceria ao clínico 

uma ferramenta de maior eficiência para se obter osseointegração mais rápida (Bossy et al 

1985; Pereira et al. 2009). Esse poder de penetração permitiria irradiar a interface osso-

implante partindo-se de pontos distantes, como osso cortical de mandíbula, durante dias e até 

semanas pós-operatórias (Pereira et al. 2009). 
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Contudo, considerando a aplicação clínica na implantodontia, este é um protocolo 

difícil de ser aplicado uma vez que o paciente teria a necessidade de fazer retornos periódicos 

no consultório após a instalação do implante. Alguns autores sugeriram ainda que, por essa 

razão, ele deveria ficar restrito a pacientes sistemicamente comprometidos, como em casos de 

osteoporose ou pacientes fumantes, os quais possuem condições de osseointegração 

desfavorável, (Pereira et al. 2009), ou novos estudos precisariam ser conduzidos na tentativa 

de reduzir o número de aplicações (Maluf et al. 2010). Em 2013, Boldrini et al. sugeriram a 

irradiação do alvéolo cirúrgico em uma única sessão, imediatamente após o seu preparo e 

anteriormente à instalação do implante. Outro estudo recente (Mandié et al. 2015) demonstrou 

que a luz visível do laser (comprimento de onda de 637 nm) foi capaz de aumentar a 

estabilidade de implantes instalados em humanos e por isso também pode ser utilizada para 

favorecer a osseointegração. 

Com base nestas considerações, no presente estudo foi preconizada a utilização do 

protocolo intraoperatório, favorecendo a aplicabilidade clínica. Durante o procedimento o 

feixe de luz foi posicionado perpendicularmente em contato com o tecido ósseo cortical, no 

longo eixo do alvéolo cirúrgico preparado e incidindo para o seu interior. Dessa maneira foi 

possível irradiar todo o tecido presente no interior do alvéolo cirúrgico. Cabe salientar que um 

alvéolo cirúrgico para a instalação de um implante em ratos é muito menor que um alvéolo 

cirúrgico para a instalação de um implante em humanos. Talvez, nesse segundo caso houvesse 

a necessidade de se utilizar um laser infravermelho com maior poder de penetração nos 

tecidos. Outro aspecto importante a ser retratado é a necessidade da realização de estudos que 

avaliem a ação do laser em situações de comprometimento da osseointegração, como foi 

exemplificado anterioemente. Essa consideração se faz importante porque foi demonstrado 

que a suscetibilidade à irradiação e capacidade de ativação celular pelo laser depende do 

estado fisiológico das células irradiadas e por isso o seu efeito bioestimulatório é 
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potencializado em sítios com menor qualidade óssea ou envolvendo modelos sistemicamente 

comprometidos (Karu 1989). 

Assim, dentro dos limites do presente estudo, pode se concluir que a LLLT é capaz de 

promover maior neoangiogênese, diferenciação e atividade osteoblástica nas fases iniciais do 

reparo peri-implantar, assim como, estimular o processo de remodelação óssea na fase tardia 

deste processo, sendo capaz de exercer efeitos positivos sobre a osseointegração. 
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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. 

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 Ò 0,05); À Diferen­a significante com 15 dias no mesmo grupo 

(p Ò 0,05); ÿ Diferen­a significante com 30 dias no mesmo grupo (p Ò 0,05). (C-H) 

Fotomicrografias evidenciando tecido ósseo 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 Ò 0,05); À Diferen­a significante com 

30 dias no mesmo grupo (p Ò 0,05). (B-G) Fotomicrografias evidenciando fibras colágenas 

maduras (vermelho ï laranja) e imaturas (amarela ï 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. 

Figura 4: Padrão de imunomarcação para HIF-1Ŭ e VEGF. (A) Gráfico mostrando o padrão 

de imunomarcação (mediana e desvio interquartil dos escores) para HIF-1Ŭ nos grupos C e 

LLLT aos 15, 30 e 60 dias pós-operatórios. (B-C) Fotomicrografias evidenciando as células 

HIF-1Ŭ-positivas nos grupos C (B) e LLLT (C), aos 15 dias pós-operatórios. (D) Gráfico 
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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. 

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 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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Resumo 

Objetivo:  Analisar o efeito da LLLT no processo de reparo ósseo peri-implantar em ratos 

modificados sistemicamente pela nicotina. Material e Métodos: Um total de 120 ratos 

(Wistar) foi randomicamente distribuído em dois grandes grupos experimentais (n = 60) 

submetidos a duas aplicações diárias de solução salina (Veh) ou nicotina (NIC). Após 30 dias, 

foram instalados implantes de titânio na metáfise proximal de ambas as tíbias de todos os 

animais. No procedimento cirúrgico foram criados grupos de diferentes tratamentos locais do 

alvéolo cirúrgico previamente à instalação do implante (n = 30): Veh - nenhum tratamento 

local; Veh/LLLT - irradiação com laser em baixa intensidade (Thera Lase, InGaAlP 660 nm, 

modo de aplicação contínuo, em contato com a área, 0,035 W, 0,14 J, 4,9 J/cm
2
, por 4 s); Nic 

- nenhum tratamento local; Nic/LLLT - irradiação com laser em baixa intensidade. Dez 

animais de cada grupo foram eutanasiados aos 15, 30 e 60 dias pós-operatório. As tíbias 

direitas foram submetidas à análise biomecânica e processadas para análise histológica, 

histoquímica e imunoistoquímicas dos anticorpos VEGF, HIF-1Ŭ, RUNX-2, BMP-2, OCN, 

ALP, RANKL, OPG e TRAP. As tíbias esquerdas foram processadas para a análise do 

contato osso-implante (BIC) e área óssea (BA). Os dados quantitativos foram analisados 

estatisticamente ao nível de significância de 5%. Resultados: O Grupo Nic/LLLT apresentou 

maior BA comparativamente ao Grupo Nic em todos os períodos experimentais estudados e 

similar comparativamente ao Grupo Veh aos 15 e 30 dias pós-operatórios. Aos 60 dias o 

Grupo Nic/LLLT ainda apresentou maior BA comparativamente ao Grupo Veh e similar 

comparativamente ao Grupo Veh/LLLT. Houve aumento significativo no torque de remoção 

no Grupo Nic/LLLT comparativamente aos grupos Veh e Veh/LLLT aos 60 dias pós-

operatórios, embora não tenha influenciado o BIC. O Grupo Nic/LLLT exibiu aumento no 

padrão de imunomarcação de HIF-1Ŭ, VEGF, BMP-2, OCN, ALP e OPG, diminuição no 

padrão de imunomarcação de RANKL e similaridade na quantidade de células RUNX-2 e 
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TRAP-positivas comparativamente ao Grupo Nic. Conclusão: Assim, dentro dos limites do 

presente estudo pode-se concluir que a LLLT foi capaz de promover o processo ósseo peri-

implantar em animais modificados sistemicamente pela nicotina, compensando os seus efeitos 

negativos na osseointegração. 

 

Introdução 

A Terapia com Laser em Baixa Intensidade (LLLT) tem emergido como uma 

estratégia para acelerar o processo de reparo ósseo peri-implantar (Dörtbudak et al. 2002; 

Khadra et al. 2004; Lopes et al. 2005; Jakse et al . 2007; Kim et al. 2007; Pereira et al. 2009; 

Petri et al. 2010; Maluf et al. 2010; Campanha et al. 2010; Garcia-Morales et al. 2012; 

Boldrini et al. 2013; Vasconcellos et al. 2014; Massotti et al. 2015; Mayer et al. 2015; Gomes 

et al. 2015; Kim et al. 2016). Foi demonstrado que a LLLT é capaz de estimular a produção 

de colágeno, aumentar a área de neoformação óssea e o contato osso/implante, além de 

aumentar a estabilidade e oferecer maior resistência ao torque de remoção dos implantes de 

titânio (Guzzardella et al. 2003; Pereira et al. 2009; Campanha et al. 2010; Maluf et al. 2010; 

Boldrini et al. 2013; Gomes et al. 2015; Mayer et al. 2015; Massotti et al. 2015). Também foi 

demonstrado que os efeitos benéficos da LLLT são potencializados em sítios com menor 

qualidade óssea ou envolvendo modelos sistemicamente comprometidos, uma vez que a 

suscetibilidade à irradiação e capacidade de ativação celular pelo laser depende do estado 

fisiológico das células irradiadas (Karu 1989). Células com diminuição do potencial redox, 

presentes em estados patológicos como tabagismo (Tinti & Soory 2013), diabetes (de 

Almeida et al. 2008), imunossupressão (Fernandes et al. 2009) e frente à depleção estrogênica 

(Garcia et al. 2013), são mais sensíveis a irradiação (Karu 1989). No tabagismo há um 

aumento do stress oxidativo no tecido e no plasma que leva ao aumento da susceptibilidade 

celular à irradiação laser (Karu 1989). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tinti%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24371803
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Soory%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24371803
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A literatura implica o tabagismo como importante fator de risco que afeta a taxa de 

sucesso clínico dos implantes dentais (Chrcanovic et al. 2015). Neste contexto, a nicotina 

assumiu importante papel por que tem sido amplamente utilizada em modelos experimentais 

com animais para elucidar os efeitos do tabaco sobre a osseointegração (Stefani et al. 2002; 

Balatsouka et al. 2005a; Balatsouka et al. 2005b; Bonfante et al. 2008; Gotfredsen et al. 2009; 

Berley et al. 2010; Yamano et al. 2010). Embora vários autores não tenham observado efeito 

prejudicial da exposição à nicotina sobre o reparo ósseo peri-implantar
 
(Stefani et al. 2002, 

Balatsouka et al. 2005a, Balatsouka et al. 2005b, Gotffredsen et al. 2009), alguns estudos 

histológicos em modelos animais mostraram que o tabagismo pode diminuir o contato 

osso/implante e a neoformação óssea dentro das roscas do implante de titânio (Nociti Júnior et 

al. 2002; César-Neto et al. 2003; César-Neto et al. 2005; Berley et al. 2010; Yamano et al. 

2010). 

Até o presente momento, e ao nosso conhecimento, nenhum estudo da ação do LLLT 

na osseointegração de implantes de titânio frente à nicotina foi relatado na literatura. Assim, 

este estudo objetivou avaliar o efeito da LLLT no processo de reparo ósseo peri-implantar em 

ratos sistemicamente modificados pela nicotina. A avaliação consistiu de: (1) análise 

biomecânica da força necessária para romper a osseointegração; (2) análise histológica; (3) 

análise histométrica da porcentagem de contato osso-implante (BIC) e de área óssea (BA) 

dentro dos limites das roscas dos implantes; (4) análise histoquímica aliada à microscopia de 

luz polarizada para avaliação do nível de maturação do colágeno e (5) análise 

imunoistoquímica para a detecção de HIF-1Ŭ (regulador central da adapta­«o tecidual ¨ 

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 
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biomineralização), RANKL (um regulador positivo da reabsorção óssea), OPG (um regulador 

negativo da reabsorção óssea) e TRAP (um biomarcador de osteoclastos). 

 

Materiais e métodos 

1. Animais e cálculo amostral 

Este estudo foi conduzido em conformidade com as diretrizes propostas pela ARRIVE 

(Pesquisa Animal: Descrevendo Experimentos In Vivo) (Kilkenny et al. 2010). O tamanho da 

amostra foi determinado com um nível de signific©ncia de Ŭ = 0,05; um poder amostra de 

80%. Considerando estes parâmetros, dez animais por tratamento foi considerado nosso 

tamanho da amostra. Um total de 120 ratos machos (Rattus norvegicus, albinus, Wistar) de 3 

meses de idade, 250-300 g (Biotério Central da Faculdade de Odontologia de Araçatuba, 

UNESP) foi estudado. Um total de 240 implantes foi instalado. Os animais foram mantidos 

em ambiente com temperatura estável (22 ± 2°C), ciclo de luz controlado (12-h claro/escuro), 

água e ração ad libitum durante todo o experimento. Seguindo uma tabela gerada em 

computador, os animais foram distribuídos em dois grandes grupos experimentais (n = 60) de 

duas aplicações diárias de solução salina, Grupo Veh; ou nicotina, Grupo Nic. O protocolo 

experimental foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (protocolo n
o
 00934-

2012) da Faculdade de Odontologia de Araçatuba, UNESP. 

 

2. Protocolo Experimental 

Administração da nicotina e solução salina 

O hemissulfato de nicotina (Sigma, St. Louis, MO, EUA) foi diluído em solução salina 

(cloreto de sódio 0,9%) pra se obter uma solução com concentração de 5mg/ml. A cada 12 

horas, os animais do Grupo Nic receberam injeções subcutâneas com dose de 3mg/kg de peso 
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dessa solução na região dorsal em horário pré-estabelecido por um período de 30 dias que 

antecederam o procedimento cirúrgico até o momento da eutanásia (Okamoto et al. 1994). Os 

animais do Grupo Veh receberam apenas o veículo (solução salina) com objetivo de simular 

as mesmas condições de estresse diário proveniente das aplicações de nicotina. 

 

Instalação dos implantes e grupos experimentais 

Após 30 dias do início das administrações foi realizado o procedimento cirúrgico para 

instalação dos implantes nas tíbias direita e esquerda de todos os animais. A anestesia geral 

foi realizada pela associação de ketamina (70 mg/kg de peso corporal) e xilazina (6 mg/kg de 

peso corporal). Após tricotomia da parte interior da perna e antissepsia com iodopolvidona 

(10%), foi realizada uma incisão de aproximadamente 30 mm do lado interno da coxa, logo 

abaixo do joelho, e a metáfise proximal foi exposta por dissecção romba. Um alvéolo 

cirúrgico bicortical foi preparado com uma fresa (2,0 mm) (Conexão Sistemas de Prótese, 

Arujá, SP, Brasil) montada em motor cirúrgico (45 N e 980 rpm) (Ômega, Dentscler Indústria 

de Aparelhos Odontológicos Ltda, Ribeirão Preto, SP, Brasil) sob irrigação constante de 

solução salina. Os animais foram subdivididos em grupos de diferentes tratamentos locais do 

alvéolo cirúrgico previamente à instalação do implante (n = 30): Veh - nenhum tratamento 

local; Veh/LLLT - irradiação com laser em baixa intensidade; Nic - nenhum tratamento local; 

Nic/LLLT - irradiação com laser em baixa intensidade. O implante (4,0 mm x 2,2 mm, Cone 

Morse, de superfície tratada convencionalmente por meio de jateamento e ataque ácido) (DSP 

Biomedical®, Campo Largo, PR, Brasil) foi instalado no alvéolo cirúrgico com uma chave 

digital (1,2 mm) acoplada ao hexágono do implante até que todas as suas roscas ficassem 

completamente cobertas pelo osso cortical. Em seguida, o tecido muscular foi suturado com 

fio 4.0 de poliglactina 910 (Ethicon, São Paulo, SP, Brasil), e o epitelial foi suturado com fio 

de seda 4.0 (Ethicon, São Paulo, SP, Brasil). Os animais receberam uma injeção intramuscular 
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de 24.000 IU de penicilina G-benzathina (Fort Dodge, Saúde Animal Ltda., Campinas, SP, 

Brasil) no pós-operatório imediato. Para evitar vieses e garantir a randomização do estudo, o 

procedimento cirúrgico sempre foi realizado por dois cirurgiões experientes e calibrados e de 

acordo com um rígido protocolo. O primeiro operador (JMA) não teve conhecimento se o 

alvéolo cirúrgico seria ou não irradiado. O segundo operador (AFB) determinou, 

aleatoriamente e com auxílio de software de computador, os alvéolos a serem irradiados. Este 

mesmo operador sempre fez a irradiação do alvéolo, ou sua simulação, previamente á 

instalação do implante. A informação foi mantida em segredo por este operador até o fim da 

análise. 

 

Irradiação laser 

O laser utilizado foi o Índio-Gálio-Alumínio-Fósforo (InGaAlP) (Thera Lase; D.M.C. 

Equipamentos Ltda., São Carlos, SP, Brasil) , com comprimento de onda de 660 nm, fibra 

ótica de 0,0283 cm
2
 de diâmetro e no modo contínuo. O feixe de luz foi posicionado 

perpendicularmente ao tecido ósseo cortical, no longo eixo do alvéolo cirúrgico, em contato e 

incidindo para o seu interior, com 0,035 W de potência, por 4 s (energia total de 0,14 J). Cada 

alvéolo cirúrgico recebeu 4,9 J/cm
2 
de

 
densidade de energia. 

 

Períodos experimentais 

Os animais foram eutanasiados com dose de 150mg/kg de Tiopental (Cristália 

Produtos Químicos Farmacêuticos Ltda., Itapira, SP, Brasil ) aos 15, 30 e 60 dias pós-

operatórios. As tíbias direitas foram coletadas, dissecadas para a exposição dos implantes, 

submetidas à avaliação biomecânica e depois processadas laboratorialmente para análise 

histológica, histoquímica e imunoistoquímica. As tíbias esquerdas foram processadas 



Manuscrito para Publicação ð Capítulo 3 

148 
 

laboratorialmente para a confecção de cortes histológicos em sistema de corte específico para 

análise histométrica. 

 

3. Avaliação biomecânica 

Após a estabilização da tíbia em uma morsa, o implante foi removido por movimento 

anti-horário com uma chave hexagonal (1,2 mm) conectada ao implante e a um medidor 

analógico de torque (BTG60CNS, Tohnichi Mfg. Co. Ltd., Tokyo, Japão), tomando-se 

cuidado para que nenhuma força fosse aplicada ao implante na direção vertical. O medidor 

registrou a força necessária para romper a osseointegração (N.cm
2
). Os dados coletados foram 

tabulados e submetidos à análise estatística. 

 

4. Processamentos laboratoriais 

Processamento histológico das tíbias direitas 

As porções das tíbias direitas, previamente contendo o implante, foram dissecadas, 

fixadas em formaldeído (4%) por 48 h, desmineralizadas em ácido etilenodiaminotetracético a 

10% (pH 7,2) e incluídas em parafina. Secções semi-seriados (4 ɛm) foram confeccionados na 

direção do longo eixo do alvéolo do implante. Duas secções de cada espécime foram coradas 

por hematoxilina e eosina (H&E) para análise histológica, duas foram coradas por picrosirius 

red para análise histoquímica e outras dezoito foram separadas em nove lotes e submetidas à 

reações imunoistoquímica com os seguintes anticorpos primários policlonais: anti-HIF-1Ŭ do 

rato gerado em camundongo (sc-53546, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), 

anti-VEGF do rato gerado em camundongo (sc-7269, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, 

CA, USA), anti-BMP-2 do rato gerado em camundongo (B9553, Sigma Aldrich, St. Louis, 

CA, USA), anti-RUNX-2 do rato gerado em camundongo (sc-10758, Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), anti-OCN do rato gerado em cabra (sc-18319, Santa 
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Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), anti-ALP do rato gerado em coelho (sc-30203, 

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), anti-RANKL do rato gerado em 

camundongo (sc-7628, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), anti-OPG do rato 

gerado em cabra (sc-8468, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) e anti-TRAP do 

rato gerado em cabra (sc-30833, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). O 

processamento imunoistoquímico foi realizado pela técnica da imunoperoxidase indireta 

seguindo o protocolo descrito por Garcia et al. 2013 

 

Processamento histológico das tíbias esquerdas 

As porções das tíbias esquerdas, contendo o implante, foram fixadas em formaldeído 

tamponado (4%) por 48 h e processadas pela técnica descrita por Donath & Breuner (1982), 

em laboratório especializado da Faculdade de Odontologia de Araraquara, UNESP. Os 

espécimes foram desidratados em concentrações crescentes de etanol e embebidos em resina à 

base de glycolmethacrylate (Technovit 7200 VLC, Heraeus Kulzer, Wehrheim, Hesse, 

Alemanha). Os blocos foram cortados em secções de 100 µm de espessura objetivando o 

centro do diâmetro do implante ao longo do seu eixo longitudinal com um aparelho de corte 

específico (EXAKT Apparatebau GmbH & Co., Norderstedt, Alemanha). Uma única secção 

foi obtida a partir de cada implante. As secções foram reduzidas por lixas a uma espessura 

final de 30 µm por moagem e polimento usando uma unidade EXAKT microgrinding. As 

secções foram coradas em azul toluidina a 1% e vermelho escarlate (Sigma Aldrich, St. Louis, 

CA, USA). 

 

5. Análise das amostras 

A análise das amostras foi realizada através de microscopia de luz polarizada para 

análise histoquímica e microscopia óptica de campo claro para a análise histológica, 
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histométrica e imunoistoquímica. Em todas as análises foi considerada a porção do tecido 

ósseo presente nas três primeiras roscas do implante de cada animal (Sakakura et al. 2003). 

 

Análise histológica e imunoistoquímica 

As análises histológica e imunoistoquímica foram realizadas por um histologista 

certificado e cego aos tratamentos realizados (EE). A análise histológica constou da descrição 

das características morfológicas do tecido ósseo na região descrita. Os seguintes parâmetros 

histológicos foram considerados: presença e grau de inflamação; natureza do infiltrado 

inflamatório; presença e extensão de necrose tecidual; estado da vasculatura; padrão de 

celularidade dos tecidos ósseo, conjuntivo, adiposo e hematopoético e; padrão de estruturação 

da matriz extracelular dos tecidos ósseo, conjuntivo, adiposo e hematopoético. Para HIF-1Ŭ, 

VEGF, BMP-2, OCN, ALP, RANKL e OPG foi efetuada uma análise semi-quantitativa 

utilizando-se de duas secções histológicas de cada animal, no aumento original de 400x. Ao 

padrão de imunomarcação foi atribuído um escore. O critério adotado para o estabelecimento 

dos escores foi baseado naqueles estabelecidos por Faria et al. (2008), onde: 0 = ausência de 

imunomarcação; 1 = baixo padrão de imunomarcação; 2 = moderado padrão de 

imunomarcação; 3 = alto padrão de imunomarcação. Para RUNX-2 e TRAP foi efetuada uma 

análise quantitativa, também se utilizando de duas secções histológicas de cada animal no 

aumento original de 400x. As células RUNX-2 e TRAP-positivas/mm
2
 expressas nas três 

primeiras roscas, na região mesial e distal do implante, foram consideradas. Para TRAP foram 

consideradas apenas as células multinucleadas contendo três ou mais núcleos e em contato 

com o tecido ósseo. 

 

 



Manuscrito para Publicação ð Capítulo 3 

151 
 

Análise histoquímica 

Outro examinador (PLF) treinado e cego aos tratamentos realizados executou a análise 

histoquímica com um softwere (AutoMeasure para AxelVision 4, Carl Zeiss, Alemanha) que 

permite a avaliação da distribuição espacial das fibras colágenas em função do limite de cores. 

As cores das fibras colágenas, quando coradas com vermelho picrosirius e visualizadas sob 

microscopia de luz polarizada, dependem da espessura da fibra e variam em ordem crescente 

em função do seu grau de maturação, indo de verde para amarelo, laranja, e vermelho. A 

identificação de áreas de diferentes matizes permitiu a quantificação das áreas ocupadas por 

diferentes cores (Kanno et al. 2008).
 

 

Análise histométrica 

A análise histométrica foi realizada com auxílio de um sistema de análise de imagem 

(Axiovision v.4.8.2, Carl Zeiss, Jena, Germany.) acoplado a um microscópio óptico (Olympus 

BX 51), com ampliação de 4 x, pelo mesmo examinador (PLF). As imagens capturadas foram 

salvas no formato TIFF e analisadas em duas ocasiões diferentes, respeitando um intervalo de 

duas semanas entre a primeira e a segunda avaliação. O contato osso- implante (BIC) e área 

de osso (BA) dentro nas roscas do implante foram avaliadas de acordo com os seguintes 

critérios descritos por Sakakura et al. (2003): 

A extensão linear (mm) do tecido ósseo em contato direto com o titânio nas três 

primeiras roscas do implante na região mesial e distal. 

Área de osso neoformado (mm²) em relação à área total presente dentro dos limites das 

três primeiras roscas do implante na região mesial e distal. 

Para as duas análises foram consideradas as médias dos valores obtidos nas regiões mesial 

e distal para cada implante. 
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Calibração dos examinadores 

Para minimizar erros intra-examinador, todos os examinadores acima identificados 

foram mascarados para os grupos experimentais e tratamentos realizados antes das análises 

histométrica, histoquímica e imunoistoquímica. Os examinadores realizaram as medições de 

BA, BIC, RUNX-2 e TRAP duas vezes. O teste t pareado foi utilizado para calcular o erro 

intra-examinador. P > 0,05 no teste t emparelhado foi considerado para estimar a viabilidade 

do método proposto. 

 

6. Análise estatística 

Com um tamanho de amostra de 10 (p Ò 0,05), o poder do estudo foi de 90%. Os 

dados foram analisados através de em software (BioEstat, versão 5.0, Belém, PA, Brasil). 

Para todos os dados quantitativos (contra-torque, BA, BIC, RUNX-2 e TRAP) foi realizada a 

análise de normalidade pelo teste Shapiro-Wilk e análise de variância a dois critérios 

ñANOVAò, com n²vel de signific©ncia a 5% (p<0,05). Foi aplicado o teste de Tukey para 

comparações múltiplas dos grupos como também dos períodos. 

 

Resultados 

Análise Biomecânica 

A comparação intergrupos no mesmo período mostrou que o Grupo Nic/LLLT 

apresentou maior torque de remoção quando comparado ao Grupo Veh, aos 60 dias pós-

operatórios (p<0,05; Tabela 1). O Grupo Nic apresentou também maior torque de remoção 

quando comparado ao Grupo Veh/LLLT, aos 60 dias pós-operatórios (p<0,05; Tabela 1). A 

comparação entre os períodos no mesmo grupo mostrou que apenas os grupos Nic e 

NIC/LLLT exibiram maior torque de remoção dos implantes aos 60 dias pós-operatórios 
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quando comparados aos 15 e 30 dias pós-operatórios (p<0,05; Tabela 1), e aos 60 dias pós-

operatórios quando comparados aos 30 dias pós-operatórios (p<0,05; Tabela 1). 

 

Análise Histométrica 

BIC 

A comparação intergrupos no mesmo período mostrou que o Grupo Nic/LLLT exibiu 

menor BIC em comparação com o Grupo Veh aos 15 e 30 dias pós-operatórios (p<0,05; 

Tabela 2; Figura 1). Os grupos Nic e Nic/LLLT apresentaram menor BIC em comparação 

com o Grupo Veh/LLLT aos 15 dias pós-operatórios (p<0,05; Tabela 2; Figura 1). A 

comparação entre os períodos mostrou que os grupos Nic e Nic/LLLT exibiram maior BIC 

aos 60 dias pós-operatórios quando comparados aos 15 dias pós-operatórios e o Grupo Nic 

exibiu maior BIC aos 60 dias pós-operatórios quando comparados aos 30 dias pós-operatórios 

(p<0,05; Tabela 2; Figura 1). 

 

BA 

A comparação intergrupos no mesmo período mostrou que o Grupo Veh/LLLT exibiu 

maior BA em comparação ao Grupo Veh, aos 15 e 60 dias pós-operatórios, e menor BA aos 

30 dias pós-operatórios, quando comparado ao mesmo grupo (p<0,05; Tabela 3; Figura 1). O 

Grupo Nic exibiu menor BA em comparação ao Grupo Veh em todos os períodos 

experimentais estudados (p<0,05; Tabela 3; Figura 1). O Grupo Nic/LLLT apresentou menor 

BA em comparação ao Grupo Veh/LLLT aos 15 dias pós-operatórios e maior BA em 

comparação ao mesmo grupo aos 30 dias pós-operatórios (p<0,05; Tabela 3; Figura 1). O 

Grupo Nic/LLLT apresentou ainda maior BA em comparação ao Grupo Nic em todos os 

períodos experimentais estudados (p<0,05; Tabela 3; Figura 1). A comparação entre os 
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períodos no mesmo grupo mostrou que aos 30 dias pós-operatórios os grupos Veh/LLLT e 

Nic exibiram menor BA quando comparados aos 15 dias pós-operatórios (p<0,05; Tabela 3; 

Figura 1). Aos 60 dias pós-operatórios o Grupo Veh/LLLT exibiu menor BA quando 

comparado aos 15 dias pós-operatórios, enquanto o Grupo Nic/LLLT exibiu maior BA 

quando comparado ao mesmo período (p<0,05; Tabela 3; Figura 1). Todos os grupos 

exibiram maior BA aos 60 dias pós-operatórios quando comparados aos 30 dias pós-

operatórios (p<0,05; Tabela 3; Figura 1).  

 

Análise Histoquímica 

A comparação intergrupos no mesmo período mostrou que o Grupo Nic/LLLT exibiu 

maior quantidade de fibras colágenas imaturas aos 15 e 30 dias pós-operatórios, e menor 

quantidade de fibras colágenas imaturas aos 60 dias pós-operatórios quando comparado ao 

Grupo Veh (p<0,05; Figura 2). O Grupo Nic/LLLT exibiu maior quantidade de fibras 

colágenas imaturas aos 30 dias pós-operatórios, e menor quantidade de fibras colágenas 

imaturas aos 60 dias pós-operatórios quando comparado ao Grupo Veh/LLLT (p<0,05; Figura 

2). O Grupo Nic também exibiu menor quantidade de fibras colágenas imaturas aos 60 dias 

pós-operatórios quando comparado aos grupos Veh e Veh/LLLT (p<0,05; Figura 2). O Grupo 

Nic/LLLT ainda exibiu maior quantidade de fibras colágenas imaturas aos 15 e 30 dias pós-

operatórios quando comparado ao Grupo Nic (p<0,05; Figura 2). A comparação entre os 

períodos no mesmo grupo mostrou que o Grupo Nic apresentou maior quantidade de fibras 

colágenas imaturas aos 30 dias pós-operatórios quando comparado aos 15 dias pós-

operatórios (p<0,05; Figura 2). Os grupos Veh, Veh/LLLT e Nic exibiram maior quantidade 

de fibras colágenas imaturas aos 60 dias pós-operatórios quando comparados aos 30 dias pós-

operatórios (p<0,05; Figura 2). 
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Análise Imunoistoquímica 

Na análise imunoistoquímica de VEGF e HIF-1Ŭ, para ambos os marcadores, o Grupo 

Veh exibiu padrão de imunomarcação predominantemente moderado, enquanto o Grupo 

Veh/LLLT exibiu padrão de imunomarcação predominantemente alto. O Grupo Nic exibiu 

padrão de imunomarcação baixo em todos os períodos experimentais estudados. E o Grupo 

Nic/LLLT exibiu padrão de imunomarcação moderado em todos os períodos experimentais 

estudados (Figura 3). 

Na análise de BMP-2 o Grupo Veh mostrou padrão de imunomarcação moderado em 

todos os períodos experimentais estudados, enquanto o Grupo Veh/LLLT exibiu padrão de 

imunomarcação predominantemente alto, e o Grupo Nic exibiu padrão de imunomarcação 

predominantemente baixo. O Grupo Nic/LLLT exibiu padrão de imunomarcação moderado 

em todos os períodos experimentais estudados (Figura 4). Na análise quantitativa de RUNX-

2, os animais dos grupos Veh/LLLT e Nic exibiram maior quantidade de células RUNX-2-

positivas em comparação aos animais do Grupo Veh em todos os períodos experimentais 

estudados (pÒ0,05; Figura 4). O Grupo Nic/LLLT apresentou maior quantidade de células 

RUNX2-positivas em comparação aos animais do Grupo Veh aos 60 dias pós-operatórios 

(pÒ0,05; Figura 4). 

A análise de OCN e ALP mostrou, para ambos os marcadores, moderado padrão de 

imunomarcação no Grupo Veh em todos os períodos experimentais estudados. O Grupo 

Veh/LLLT exibiu padrão de imunomarcação predominantemente alto, e o Grupo Nic exibiu 

padrão de imunomarcação predominantemente baixo. O Grupo Nic/LLLT exibiu padrão de 

imunomarcação moderado em todos os períodos experimentais estudados (Figura 5). 

A análise dos reguladores locais da osteoclastogênese, RANKL e OPG, mostrou uma 

tendência ao aumento no padrão de imunomarcação de RANKL e diminuição no padrão de 
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imunomarcação de OPG no Grupo Nic em comparação ao Grupo Veh. Também foi observada 

uma tendência ao aumento no padrão de imunomarcação de RANKL no Grupo Veh/LLLT 

aos 60 dias pós-operatórios quando com parado ao Grupo Veh, enquanto a análise de OPG 

mostrou moderado padrão de imunomarcação para ambos os grupos, em períodos 

experimentais estudados. O Grupo Nic/LLLT mostrou uma tendência à dimunuição no padrão 

de imunomarcação de RANKL e tendência ao aumento no padão de imunomarcação de OPG 

em comparação com o Grupo NIC (Figura 6). 

Na análise quantitativa de osteoclastos multinucleados e imunorreativos à TRAP foi 

observada maior quantidade células TRAP-positivas nas três primeiras roscas dos implantes 

nos animais do Grupo Veh/LLLT quando comparados aos animais do Grupo Veh, aos 30 e 60 

dias pós-operatórios (pÒ0,05; Figura 6). Os animais do Grupo Nic e Nic/LLLT também 

apresentaram maior quantidade células TRAP-positivas em comparação aos animais do 

Grupo Veh, aos 15 e 30 dias pós-operatórios (pÒ0,05; Figura 6). Além disso, os animais dos 

Grupos Nic e Nic/LLLT apresentaram maior quantidade células TRAP-positivas aos 15 e 30 

dias pós-operatórios e menor quantidade células TRAP-positivas aos 60 dias pós-operatórios 

em comparação aos animais do Grupo Veh/LLLT (pÒ0,05; Figura 6). 

 

Discussão 

Este é o primeiro estudo que avaliou o efeito da LLLT no processo de reparo ósseo 

peri-implantar em ratos sistemicamente modificados pela nicotina. O uso do laser como 

método alternativo para facilitar a osteogênese de tecidos ósseos afetados pelo tabagismo foi 

proposto apenas em um estudo de Franco et al. (2013), em um modelo com defeitos ósseos 

em fêmur de ratos preenchidos por hidroxiapatita. Nele, os autores observaram que a inalação 

da fumaça do cigarro comprometeu a neoformação óssea enquanto o laser não foi capaz de 
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estimular a osteogênese no local, independentemente dos animais terem sidos expostos ou não 

ao fumo passivo crônico. 

No presente estudo, o processo de reparo ósseo peri-implantar foi avaliado através de 

análise biomecânica do torque necessário para romper a osseointegração, histológica, 

histométrica da porcentagem de BIC e BA, histoquímica do nível de maturação do colágeno e 

análise imunoistoquímica de HIF-1Ŭ, VEGF, BMP-2, RUNX-2, OCN, ALP, RANKL, OPG e 

TRAP, dentro dos limites das roscas dos implantes. 

A análise histométrica demonstrou que o Grupo Nic/LLLT apresentou BA aumentada 

quando comparada ao Grupo Nic em todos os períodos experimentais estudados e similar 

quando comparada ao Grupo Veh aos 15 e 30 dias pós-operatórios. Aos 60 dias pós-

operatórios o Grupo Nic/LLLT ainda apresentou BA aumentada quando comparada ao Grupo 

Veh e similar quando comparada ao Grupo Veh/LLLT, demonstrando que a LLLT foi capaz 

de aumentar a neoformação óssea peri-implantar nos animais sistemicamente modificados 

pela nicotina a ponto de atingir o nível de regeneração óssea ocorrida nos animais sem 

comprometimento sistêmico, especialmente aos 60 dias pós operatórios. 

Essa observação se faz importante por que poderia justificar os efeitos do laser nos 

animais sistemicamente comprometidos pela nicotina, aos 60 dias pós-operatórios, 

apresentados pela análise biomecânica da força necessária para romper a osseointegração. 

Nela, houve um aumento significativo no torque de remoção dos implantes no Grupo 

Nic/LLLT comparativamente aos grupos Veh e Veh/LLLT, embora tenham sido observadas 

similaridades entre os grupos Nic/LLLT e Nic aos 60 dias pós-operatórios. O teste de 

remoção dos implantes tem sido proposto para fornecer informações a respeito do grau de 

contato entre o osso e o implante (Kim et al. 2016). Interessantemente, neste estudo a análise 

histométrica de BIC mostrou similaridades entre os animais dos grupos Nic/LLLT e Nic em 

todos os períodos experimentais estudados, demonstrando que embora a LLLT tenha 
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produzido efeitos positivos no torque de remoção aos 60 dias pós-operatórios ela não foi 

capaz de influenciar o contato existente entre o tecido ósseo e o implante de titânio. Sob o 

ponto de vista dos autores deste estudo, a informação de que o torque de remoção está 

diretamente relacionado com o contato osso/implante deve ser tomada com cautela, uma vez o 

rompimento da osseointegração também pode ser influenciado pela quantidade e qualidade 

óssea no interior das roscas do implante. 

A literatura relata que a LLLT exerce efeitos benéficos no processo de reparo ósseo 

peri-implantar e osseointegração uma vez que é capaz de aumentar o contato osso/implante, a 

produção de fibras colágenas e área de neoformação óssea no interior de suas roscas, 

aumentar o coeficiente de estabilidade e oferecer maior resistência ao torque de remoção do 

implante em diferentes modelos de estudo experimentais (Guzzardella et al. 2003; Pereira et 

al. 2009; Campanha et al. 2010; Maluf et al. 2010; Boldrini et al. 2013; Gomes et al. 2015; 

Mayer et al. 2015; Massotti et al. 2015). É possível considerar que estes resultados se devem 

aos efeitos positivos da ação do laser nos eventos relacionados com o metabolismo e processo 

de reparo ósseo (Petri et al. 2010).Tem sido sugerido que ele capaz de promover a 

angiogênese (Szymanska et al. 2013; Góralczyk et al. 2015; Briteño-Vázquez et al. 2015), 

estimular a proliferação e diferenciação osteoblástica (Stein et al. 2005; Grassi et al. 2011; 

Tim et al. 2014; Tim et al. 2015), estimular a produção de colágeno (Massotti et al. 2015) e a 

formação de matriz óssea, bem como a mineralização e a maturação óssea (Fávaro-Pípi et al. 

2011; de Souza Merli et al. 2012; Barbosa et al. 2013). 

Em contra partida a nicotina promove severas alterações na angiogênese (Ma et al. 

2008; Zheng et al. 2008; Ma et al. 2010), produção de colágeno (Yin et al. 2000, Wong & 

Martins-Green 2004), proliferação, diferenciação e maturação de osteoblastos (Theiss et al. 

2000; Walker et al. 2001; Tanaka et al. 2005; Katono et al. 2006; Pereira et al. 2010; Rothem 
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et al. 2011), além de alterações no número de osteoclastos ativos, além da redução da sua área 

planar de reabsorção óssea (Tanaka et al. 2013), que podem contribuir para o atraso na 

osseointegração em fumantes (Berley et al. 2010; Yamano et al. 2010). Para avaliar o efeito 

do laser no processo de reparo ósseo peri-implantar frente à nicotina, os principais 

reguladores locais da angiogênese, osteblastogênese, mineralização óssea, osteoclastogênese e 

ainda a quantidade de osteoclastos ativos foram analisados no presente estudo pelo método 

imunoistoquímico. 

Os nossos resultados mostraram maiores padrões de imunomarcação de HIF1-Ŭ e 

VEGF nos animais do Grupo Nic/LLLT comparativamente aos do Grupo Nic em todos os 

períodos experimentais estudados, demonstrando que a LLLT influenciou positivamente os 

principais reguladores locais neoangiogênicos. Ainda foi observado que embora não tenha 

influenciado a quantidade de células imunorreativas a RUNX-2, houve um aumento no padrão 

de imunomarcação de BMP-2 nos animais do Grupo Nic/LLLT comparativamente aos do 

Grupo Nic aos 15 e 30 dias pós-operatórios, demonstrando influência positiva também na 

osteblastogênese. Os efeitos positivos da ação do laser na formação e mineralização do tecido 

ósseo também foram confirmados pelo aumento no padrão de imunomarcação de OCN e ALP 

nos animais do Grupo Nic/LLLT em comparação aos do Grupo Nic em todos os períodos 

experimentais estudados. Por fim, a análise dos reguladores da reabsorção óssea mostrou que 

houve uma diminuição no padrão de imunomarcação para RANKL aos 15 e 30 dias pós-

operatórios e um aumento no padrão de imunomarcação para OPG aos 30 e 60 dias pós-

operatórios nos animais do Grupo Nic/LLLT comparados aos do Grupo Nic, embora a 

quantidade de osteoclastos multinucleados imunorreativos a TRAP não tenha se mostrado 

significativamente alterado, demonstrando que a LLLT também foi capaz de influenciar o 

processo de remodelação óssea nos animais tratados com nicotina. Esses achados demonstram 

que a LLLT foi capaz de regular positivamente os principais marcadores da neoangiogênese, 
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osteblastogênese e biomineralização e remodelação óssea. Juntos, podem explicar o aumento 

da neoformação óssea nos animais do Grupo Nic/LLLT. 

O efeito negativo da nicotina no processo de reparo ósseo peri-implantar foi 

comprovado pela diminuição da neoformação óssea e qualidade das suas trabéculas no 

interior das roscas dos implantes, embora não tenha sido capaz de reduzir o BIC e a força 

necessária para romper a osseointegração. Interessantemente, os animais tratados com 

nicotina também apresentaram maior torque de remoção quando comparados aos controles 

tratados com laser aos 60 dias pós-operatórios. Tais achados nunca foram antes relatados na 

literatura e não foi possível de serem explicados no presente estudo. Na análise histoquímica e 

imunoistoquímica foi observado atraso na produção dos elementos que compõem a matriz 

óssea, diminuição no padrão de imunomarcação de HIF-1Ŭ, VEGF, BMP-2, OCN, ALP e 

OPG, aumento no padrão de imunomarcação de RANKL e aumento na quantidade de células 

imunorreativas a RUNX-2 e TRAP no Grupo Nic em relação ao Grupo Veh. Os resultados 

demonstram que a nicotina foi capaz de reduzir a angiogênese e a diferenciação osteoblástica, 

comprometendo a formação óssea, incluindo a produção de elementos da matriz, 

biomineralização e maturação óssea peri-implantar. Esses achados já foram discutidos 

anteriormente pelos mesmos autores em estudo prévio e corroboram outros estudos da 

literatura que também observaram efeito prejudicial da nicotina no processo de reparo ósseo 

peri-implantar (Berley et al. 2010; Yamano et al. 2010). 

O laser não foi capaz de influenciar o torque de remoção dos implantes nem o contato 

osso implante, mas aumentou a neoformação óssea peri-implantar e maior qualidade das 

trabéculas nos animais do Grupo Veh/LLLT em comparação os animais do Grupo Veh. 

Adicionalmente, também foi observado aumento no padrão de imunomarcação de HIF-1Ŭ, 

VEGF, BMP-2, OCN, ALP, similaridades no padrão de imunomarcação de RANKL e OPG e 

aumento na quantidade de células imunorreativas a RUNX-2 e TRAP no Grupo LLLT em 
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relação ao Grupo C, embora não tenha apresentado modificações nos elementos que 

compõem a matriz. Esses resultados demonstram que a LLLT foi  capaz de aumentar a 

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

e maturação óssea peri-implantar, acelerando a osseointegração. 

Assim, dentro dos limites do presente estudo pode-se concluir que a LLLT foi capaz 

de promover o processo ósseo peri-implantar em animais modificados sistemicamente pela 

nicotina, compensando os seus efeitos negativos na osseointegração. 
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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. 

Grupos 

Períodos 

15 dias 30 dias 60 dias 

Veh 11,25 ± 2,77 11,4 ± 2,24 16,00 ± 3,69 

Veh/LLLT  11,5 ± 2,07 13,25 ± 4,65 13,75 ± 1,92 

Nic 9,25 ± 1,92 12,6 Ñ 1,35 ÿ 17,25 Ñ 2,48 Àÿ# 

Nic/LLLT  9,16 ± 1,34 14,4 Ñ 2,72ÿ 21,83 Ñ 1,21 *Àÿ# 

 

Comparação intergrupos no mesmo período: 

* Diferença significante com Grupo Veh. ANOVA, seguido de Tukey (p Ò 0,05). 

À Diferen­a significante com Grupo Veh/LLLT. ANOVA, seguido de Tukey (p Ò 0,05). 

Comparação entre os períodos no mesmo grupo: 

ÿ Diferen­a significante com 15 dias p·s-operatórios. ANOVA, seguido de Tukey (p Ò 0,05). 

# Diferença significante com 30 dias pós-operatórios. ANOVA, seguido de Tukey (p Ò 0,05). 
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Tabela 2: Médias e desvios padrão (M ± DP) de contato osso/implantes (BIC, %) nas três 

primeiras roscas, na mesial e distal, para cada grupo e período. 

Grupos 

Períodos 

15 dias 30 dias 60 dias 

Veh 72.798 ± 3.942 73.778 ± 5.974 72.460 ± 10.878 

Veh/LLLT  75.693 ± 5.948 69.602 ± 7.529 77.885 ± 11.592 

Nic 64.287 Ñ 13.791À 63.813 ± 8.959 76.614 ± 7.285 #ÿ 

Nic/LLLT  54.113 Ñ 20.342 *À 60.195 ± 18.059 * 71.030 ± 4.543 # 

 

Comparação intergrupos no mesmo período: 

* Diferença significante com o Grupo Veh. ANOVA seguido de Tukey (p Ò 0,05). 

À Diferença significante com o Grupo Veh/LLLT. ANOVA seguido de Tukey (p Ò 0,05). 

Comparação entre os períodos no mesmo grupo: 

# Diferença significante com 15 dias. ANOVA seguido de Tukey (p Ò 0,05). 

ÿ Diferen­a significante com 30 dias. ANOVA seguido de Tukey (p Ò 0,05) 
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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. 

Grupos 

Períodos 

15 dias 30 dias 60 dias 

Veh 78.831 ± 5.768 77.080 ± 3.954 82.775 ± 5.785  

Veh/LLLT  96.329 ± 1.728 * 70.788 Ñ 1.363 *ÿ 90.015 Ñ 5.967 *ÿ 

Nic 71.036 Ñ 1.971 *À 65.102 Ñ 2.028 *Àÿ 74.074 Ñ 1.182 *À 

Nic/LLLT  79.048 Ñ 4.147 À# 77.730 Ñ 9.635 À# 94.423 Ñ 1.049 *#ÿ 

 

Comparação intergrupos no mesmo período: 

* Diferença significante com o Grupo Veh. ANOVA seguido de Tukey (p Ò 0,05). 

À Diferença significante com o Grupo Veh/LLLT. ANOVA seguido de Tukey (p Ò 0,05). 

# Diferença significante com o Grupo Nic. ANOVA seguido de Tukey (p Ò 0,05). 

Comparação entre os períodos no mesmo grupo: 

ÿ Diferen­a significante com 15 dias. ANOVA seguido de Tukey (p Ò 0,05). 

 Diferença significante com 30 dias. ANOVA seguido de Tukey (p Ò 0,05). 
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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. 

Figura 2: Nível de maturação das fibras colágenas. (A) Gráfico mostrando média 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 Ò 0,05), À 

Diferença significante com Grupo Veh/LLLT no mesmo período (p Ò 0,05); ÿ Diferen­a 

significante com Grupo Nic no mesmo período (p Ò 0,05); # Diferen­a significante com 15 

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

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. 

Figura 3: Imunomarcação para HIF-1Ŭ e VEGF. (A) Gráfico mostrando o padrão de 

imunomarcação (mediana e desvio interquartil dos escores) para HIF-1Ŭ 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-1Ŭ-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. 

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

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

Harris. 
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