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Resumo 

 

          O objetivo desse estudo foi analisar a influência do laser de baixa intensidade (LBI) 

sobre o reparo ósseo em animais expostos ou não à nicotina. Foram utilizados 40 ratos 

divididos em 4 grupos: controle (C), laser (L), nicotina (N) e nicotina + laser (NL). Os animais 

receberam solução injetável contendo nicotina (grupos N e NL) ou solução salina (grupos C 

e L). As injeções foram aplicadas durante 8 semanas. Após os primeiros 28 dias, os 

primeiros molares inferiores do lado direito foram extraídos. Para os grupos L e NL, a 

aplicação do laser foi feita imediatamente após a exodontia e repetida 2 vezes por semana, 

por 14 dias. Passados mais 14 dias, os mesmos procedimentos foram realizados no lado 

esquerdo. Após 28 dias da primeira cirurgia, os animais foram eutanasiados. Os resultados 

mostraram que, na análise microtomográfica, o grupo N obteve menor porcentagem de 

formação óssea em relação aos outros grupos, tanto no período de 14, quanto no de 28 dias 

(p<0,05). Já o grupo NL, independente do tempo, obteve porcentagem de formação óssea 

superior ao grupo N (p<0,05). Na análise histomorfométrica, o grupo N, aos 14 dias, obteve 

uma menor porcentagem de formação óssea em comparação aos grupos C e NL (p<0,05). 

O grupo NL apresentou uma maior porcentagem de formação óssea em relação ao grupo N, 

tanto aos 14, quanto aos 28 dias (p<0,05). O grupo L apresentou maior porcentagem de 

formação óssea em comparação ao grupo C, no tempo de 14 dias (p<0,05). Concluiu-se que 

a ação da nicotina interferiu sobre o reparo ósseo, o que foi evidenciado pela menor 

porcentagem de formação óssea nos alvéolos. No entanto, O Laser de baixa intensidade 

quando aplicado em alvéolos pós exodontia de ratos expostos à nicotina promoveu maior 

porcentagem de formação óssea. 
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Introdução 

Muitos estudos clínicos e epidemiológicos indicam que os efeitos da nicotina 

prejudicam a resposta a procedimentos cirúrgicos e não cirúrgicos 1,2,3. Meechan et al.4 

identificaram o tabaco como um dos fatores predisponentes principais para a ocorrência de 

dor após exodontias. Este estudo mostrou que o preenchimento do alvéolo por sangue no 

pós-operatório foi significantemente menor em fumantes e os autores sugeriram que esta 

constatação poderia também estar relacionada à maior sintomatologia pós-extração. O uso 

do tabaco pode acarretar efeitos prejudiciais na cicatrização de fraturas e defeitos ósseos 

assim como interferir nas funções osteoblásticas5. Estudo clínico com 15 pacientes mostrou 

que 80% dos indivíduos com deficiência na cicatrização óssea eram fumantes6. Além disso 

foi demostrado que a nicotina promoveu inibição da proliferação dos fibroblastos, assim 

como diminuição da produção da matriz extracelular e aumento na atividade da enzima 

colagenase7. A nicotina é uma substância altamente viciante e estimulante do sistema 

nervoso central, sendo que a mesma pode causar vasoconstrição 8 e, por consequente, 

provocar diminuição no fluxo sanguíneo e redução na tensão periférica de oxigênio 5,9,10, 

redução na revascularização e na osteogênese 5,11, atraso no reparo de alvéolos de dentes 

extraídos e na cicatrização de feridas12,13. A nicotina produz efeitos prejudiciais importantes 

nos processos de vascularização, cicatrização e remodelação óssea 5,11.  

O uso do laser de baixa intensidade (LBI) é bem conhecido na Odontologia por seu 

efeito antiinflamatório, analgésico e regenerativo 14. O LBI estimula a síntese de colágeno e 

o fechamento de feridas15. Também promove reparo da pele, ligamentos, tendões, tecido 

ósseo e cartilagem em animais 16. O LBI incita diferentes respostas biológicas que causam 

aumento do metabolismo celular e do potencial de regeneração, além de promover um efeito 

antiinflamatório com analgesia e vasodilatação 17. Estudo realizado por Benedicenti18 

concluiu que depois da aplicação do LBI, houve aumento nos níveis de beta-endorfina, que 

produziu efeito analgésico. O LBI também promove o rompimento da membrana do 

mastócito, aumenta a quantidade de histamina, provoca vasodilatação, aumenta a 

permeabilidade vascular e age sobre as prostaglandinas, inibindo e bloqueando a ação da 

enzima ciclooxigenase, promovendo efeito antiinflamatório19. O efeito bioestimulador do LBI 

foi observado pelo aumento dos fibroblastos, regeneração de vasos sanguíneos e aumento 

da epitelização. A aplicação do LBI nos tecidos gerou aumento no trifosfato de adenosina 

(ATP) intracelular resultando em aceleração das mitoses, fazendo com que a divisão celular 

fosse acelerada o que estimulou a nova formação de vasos, aumentando a capacidade de 
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cicatrização dos tecidos20. Estudos in vivo sobre regeneração óssea mostraram aumento na 

deposição óssea após extrações dentárias onde os álveolos receberam aplicação de LBI, 

sugerindo que o mesmo possa ter intensificado o processo de neoformação óssea1,21,22.  

Os mecanismos pelos quais a ação do LBI acontece ainda não são completamente 

compreendidos23, mas até o momento, nenhum efeito adverso foi demonstrado, o que pode 

sugerir que a ação bioestimulatória do LBI atue como um fator coadjuvante altamente 

benéfico no reparo ósseo10. O presente estudo teve como objetivo analisar a influência do 

LBI sobre o reparo ósseo de alvéolos em animais expostos ou não à nicotina.  

 

Objetivos 

 

O objetivo deste trabalho foi avaliar por meio de análise microtomográfica e 

histomorfométrica a porcentagem de formação óssea em alvéolos pós-exodontia tratados 

com laser de baixa intensidade, em animais expostos ou não à nicotina. 

 

Material e Método 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais da PUCPR sob 

parecer número 879 (Anexo). 

Foram utilizados 40 ratos machos da raça Wistar (Rattus norvegicus albinus), 

provenientes do Biotério da PUC/PR, com idade de 120 dias e peso entre 280-320g. 

Os animais foram armazenados em gaiolas plásticas com grade metálica com no 

máximo 3 animais em cada uma delas. Receberam dieta composta de ração e água ad 

libitum.  

Foram utilizados 40 animais, porém durante o trabalho 4 deles foram perdidos. Os 

animais foram divididos em 4 grupos: 

Grupo controle (C): 9 animais; 

Grupo laser (L): 9 animais; 

Grupo nicotina (N): 9 animais; 

Grupo nicotina-laser (NL) : 9 animais.  

Todos os animais dos grupos nicotina e nicotina-laser receberam  solução de 

Hemissulfato de Nicotina (Sigma Chemical, St Louis, MO, EUA) diluída em solução salina à 

concentração de 5mg/mL. Cada rato recebeu um volume de solução diluída calculada como 



 

  4   

3 mg/kg/dia dividida em 2 aplicações (7h e 17h), pelo período de 4 semanas que 

antecederam os procedimentos cirúrgicos e continuaram por mais 4 semanas até o dia da 

eutanásia, totalizando 8 semanas de exposição à droga, de acordo com o protocolo proposto 

por Okamoto et al.24.  

Os animais dos grupos controle e laser receberam o mesmo volume de solução 

injetável, porém em forma de solução salina sem a nicotina diluída, seguindo o mesmo 

protocolo. 

 Para evitar hematomas e minimizar o estresse, as aplicações foram alternadas na 

região do dorso, ventre direito e ventre esquerdo dos animais. Para tal, foram utilizadas 

agulhas de insulina BD® ultrafine (Franklin Lakes, New Jersey, EUA). 

 

 TÉCNICA CIRÚRGICA 

 

 Os animais receberam inicialmente relaxante muscular e sedativo de uso animal 

Rompun (Bayer S.A. Leverskusen, Alemanha) na dosagem de 1,5 ml/kg. Foram submetidos 

à anestesia geral por meio de injeção intramuscular de Cloridrato de Ketamina (Ketalar 

injetável – Achè Laboratórios Farmacêuticos S.A., Ticino, Suiça) na dosagem de 75 mg/kg 

de massa corporal. Também receberam anestesia local infiltrativa com Lidocaína a 3%, 

contendo Norepinefrina 1:50.000 (DLA Pharmaceutical LTDA, Alcabideche, Portugal). 

Para cirurgia, os ratos foram imobilizados em decúbito dorsal e posicionados sobre 

uma mesa operatória própria para a contenção e abertura da boca, mantida por meio de 

elásticos ancorados aos incisivos superiores e inferiores. 

Após a anestesia local, utilizando lâmina de bisturi n•15  (Solidor, Osasco, SP, Brasil) 

foi realizada incisão intrasulcular no primeiro molar mandibular direito e em seguida, foi 

realizado o descolamento do tecido gengival com o uso de descoladores e periótomos 

(Golgran, São Caetano do Sul, SP, Brasil). 

Para a luxação e extração do dente, foi usada espátula Hollemback número 6 

(Golgran, São Caetano do Sul, SP, Brasil) com o movimento de alavanca entre o primeiro e 

segundo molar. Devido à dificuldade no momento da extração, em alguns casos, foi 

necessário o uso de pinças hemostáticas (Golgran, São Caetano do Sul, SP, Brasil)  para 

remover o dente multirradicular. Após a exodontia, o tecido foi suturado com fio de Nylon 5.0 

(Ethicon Johnson & Johnson®, New Brunswick, New Jersey, EUA.) Em seguida, uma única 

dose de 30000 UI de Penicilina-G Benzatina e de Paracetamol na concentração de 

200mg/Kg foi administrada por via intramuscular. 
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Após 14 dias, os animais foram submetidos aos mesmos procedimentos realizados 

anteriormente, porém do lado esquerdo. Todos passaram exatamente pelo mesmo 

tratamento executado do lado direito. 

 

LASERTERAPIA DE BAIXA POTÊNCIA 

 

Para os grupos tratados com LBI, a aplicação foi feita imediatamente após a 

exodontia, diretamente no alvéolo (Fig. 1) e repetida duas vezes por semana com intervalo 

de um dia entre elas, durante duas semanas. O protocolo de aplicação seguiu as 

recomendações do fabricante como indicação à bioestimulação óssea (Whitening Lase II 

DMC, São Carlos, São Paulo, Brasil). A potência do laser é de 100mW e a dose aplicada foi 

de 3,3J utilizando a fluência de 120J/cm e o comprimento de onda de 808nm (laser 

infravermelho), pelo tempo de 33 segundos.  

 

Fig. 1. Visualização do alvéolo pós-exodontia, região da aplicação do LBI. 

 

EUTANÁSIA  

 

Após 28 dias da primeira cirurgia, os animais foram mortos por meio de 

sobredosagem de Cloridrato de Ketamina (Ketalar injetável, Achè Laboratórios 
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Farmacêuticos S.A., Ticino, Suíça). As mandíbulas foram dissecadas, acondicionadas em 

frascos individuais, identificadas e fixadas em formol a 10%, regularizado para pH neutro por 

adição da solução tampão de fosfato (pH 7,2). Primeiramente, as peças foram submetidas à 

análise microtomográfica e posteriormente, foram processadas para análise 

histomorfométrica. Estas análises foram feitas por um examinador cego.  

A metodologia obedeceu a seguinte sequência: 

 

ANÁLISE MICROTOMOGRÁFICA 

 

A análise microtomográfica foi realizada no Laboratório de Análise de Minerais e 

Rochas (LAMIR, UFPR), com a utilização do  Microtomógrafo SkyScan (Bruker, modelo 

1172, 2010, Kontich, Bélgica). 

 Cada amostra foi posicionada sobre um suporte e analisada separadamente. A 

voltagem da fonte foi de 89 KV e a corrente de 112 mA, com o tempo de exposição de 270 

milisegundos por secção, com média de tempo total de 11 minutos para varredura de cada 

amostra, sendo que esta foi feita sem filtro. O tamanho de pixels usado foi de 9.02 

micrometros e cada secção tomográfica teve dimensões de 1336x2000 pixels.  

As imagens foram capturadas com auxílio do software  NRECON v1.6.10. (Bruker, 

Kontich, Bélgica), no qual foi feita a reconstrução da imagem em secções transversais. 

Todas as imagens foram ajustadas visualmente considerando brilho e contraste para 

padronização da cor. Com o auxílio do software CT Analyser Version: 1.9.1.0.© 2003-08 

SkyScan, foi possível separar um lado da mandíbula do outro para obtenção dos resultados 

separadamente. Após esta separação foi utilizado o software DATAViewer v1.5.2. (Bruker, 

Kontich, Bélgica) para a obtenção do corte sagital de cada amostra. Posteriormente a 

imagem sagital foi analisada no software CT Analyser v1.9.1.0.© 2003-08 SkyScan, (Bruker, 

Kontich, Bélgica), o qual possibilitou a realização da análise quantitativa. 
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 A região do alvéolo da raiz distal, definida pelo espaço compreendido entre as duas 

cristas ósseas proximais foi delimitada nas secções tomográficas sagitais para serem 

convertidas em escala de tons de cinza. Pelo processo de binarização (Figs. 2 e 3) foi 

possível separar fases de densidade diferentes (o número de tons de cinza distinguíveis 

possíveis vão de 0 a 255). As binarizações em tons de cinza se deram por comparação 

visual direta das imagens das secções tomográficas com a escala de intensidades de cinza 

do software. Para a imagem radiopaca (sugerindo tecido ósseo) foi utilizado o intervalo de 

tons de cinza da ordem de 61 até 255. O restante do intervalo de tons de cinza, de 0 a 60, 

foi caracterizado pela soma de imagens com radiopacidade menor à óssea (sugerindo tecido 

mole e espaço vazio).  

 

Fig 2. Parte branca representa, na escala de cinza,  
o intervalo de 0-60 (sugere o espaço vazio ou tecido mole). 

 

Fig 3. Parte branca representa, na escala de cinza,  
o intervalo de 61-255 (sugere a formação óssea). 
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ANÁLISE HISTOMORFOMÉTRICA 

 

Para a análise histomorfométrica, as peças foram submetidas à descalcificação em 

líquido de Morse (ácido fórmico à 50% + Citrato de Sódio à 10%, 1:1), por um período de 

sessenta dias. Em seguida, foram incluídas em parafina (Histosec, L.C.T, S. L, Lardero, 

Espanha) sendo orientadas para obtenção de cortes histológicos no sentido mésio-distal. 

Cortes semi-seriados de 5 µm de espessura foram obtidos e corados com Sirius Red.  

As lâminas coradas em Sirius Red foram scaneadas no scanner Axio Scan. Z1 (Zeiss, 

Alemanha)(Fig. 4) na magnificação 2,5x.  Uma área de aproximadamente 492189 μm2 foi 

analisada. A porção de colágeno (tecido mole) das imagens foi removida com o auxílio do 

software Photoshop CS6 (Adobe, San Jose, CA, USA) (Fig. 5). As imagens finais foram 

abertas no software Image Pro Plus 4 (Media Cybernetics, INC. Rockville, MD, EUA). A 

região do alvéolo da raiz distal, definida pelo espaço compreendido entre as duas cristas 

ósseas proximais foi delimitada, seguindo a metodologia preconizada por Giorgetti et al.25. 

Este procedimento foi realizado em dois momentos com intervalo de 20 dias entre eles afim 

de calibrar o examinador. Por meio de uma máscara especialmente confeccionada para esta 

leitura, os tons correspondentes ao tecido ósseo e espaço vazio foram identificados, usando 

a técnica de demarcação do novo osso formado desenvolvida por Barushka et al.26(Fig. 6). 

Desta forma, foi obtida a porcentagem de tecido ósseo formado dentro do espaço 

demarcado do álveolo. 
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Fig 4.  Lâmina Scaneada (Sirius Red 2,5x). 

 

Fig 5. Remoção do tecido conjuntivo pelo software Photoshop CS6 (Sirius Red 2,5x). 
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Fig 6. Delimitação do alvéolo com o auxílio do software Image Pro Plus 4 (Sirius Red 2,5x). 

 

ANALISE ESTATÍSTICA 

 

A análise estatística foi realizada usando o programa SPSS (versão 16.0; IBM-SPSS, 

Armonk, NY). O Nível de significância adotado foi de 0,05. Visando comparar se existia 

diferença nos valores médios da porcentagem de formação óssea, considerando-se grupo e 

tempo, testou-se inicialmente a normalidade dos dados através do teste de normalidade de 

Kolmogorov Smirnov. Testou-se ainda, a homogeneidade de variâncias entre grupo e tempo 

por meio do teste de homogeneidade de variâncias de Levene. A comparação dos valores 

médios da porcentagem de formação óssea segundo grupo e tempo foi feita utilizando o 

método Anova a dois critérios, modelo fatorial completo. Quando Anova indicou diferenças 

entre grupo e entre grupo e tempo, as comparações múltiplas dois a dois foram feitas 

utilizando o teste de comparações múltiplas paramétricas de Tukey, que foi o que aconteceu 

para a variável percentagem de formação óssea avaliada na microtomografia, uma vez que 

o teste de Levene indicou variâncias homogêneas entre grupo e tempo. Foi aplicado o teste 

de Games-Howell para variâncias heterogêneas para a variável porcentagem de formação 

óssea avaliada histomorfometricamente, uma vez que o teste de homogeneidade de Levene 

indicou variâncias heterogêneas entre grupo e tempo. 
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Resultados 

ANÁLISE MICROTOMOGRÁFICA 

 

Nas imagens obtidas pela análise microtomográfica foi possível observar que o grupo 

nicotina mostrou menor porcentagem de formação óssea em relação aos outros grupos, 

tanto no período de 14 quanto de 28 dias (p<0,05). Já o grupo NL, independente do tempo, 

obteve porcentagem de formação óssea superior ao grupo N (p<0,05).  

14 DIAS 
CONTROLE      

(N=8) 
LASER         
(N=7) 

NICOTINA 
(N=6) 

NICOTINA/   
LASER       
(N=8) 

VALOR p 

% DE FORMAÇÃO ÓSSEA/ 
MICROTOMOGRAFIA                

(Média ± dp) 
66.01±9.8 70.04±4.09 37.50±11.44 67.29±9.43 p<0,05 

Tabela 1. Teste de Tukey (p<0.05) 

28 DIAS 
CONTROLE     

(N=6) 
LASER         
(N=7) 

NICOTINA 
(N=8) 

NICOTINA/    
LASER  
(N=9) 

VALOR p 

% DE FORMAÇÃO ÓSSEA/ 
MICROTOMOGRAFIA                

(Média ± dp) 
85.79±6.68 93.14±3.68 69.91±7.27 87.47±6.91 p<0,05 

Tabela 2. Teste de Tukey (p<0,05) 
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ANÁLISE HISTOMORFOMÉTRICA 

 

Os resultados mostraram, na análise histomorfométrica, que o grupo N, aos 14 dias, 

obteve menor porcentagem de formação óssea em comparação aos grupos C e NL 

(p<0,05). O grupo NL apresentou maior porcentagem de formação óssea em relação ao 

grupo N, tanto aos 14, quanto aos 28 dias (p<0,05). O grupo L apresentou maior na 

porcentagem de formação óssea em comparação ao grupo C, no tempo de 14 dias (p<0,05). 

14 DIAS 
CONTROLE      

(N=8) 
LASER         
(N=7) 

NICOTINA 
(N=6) 

NICOTINA/   
LASER       
(N=8) 

VALOR p 

% DE FORMAÇÃO 
ÓSSEA/HISTOMORFOMÉTRICO   

(Média ± dp) 
54.51±2.72 74.48±3.84 44.81±3.51 57.35±6.70 p<0,05 

Tabela 3. Teste de Games-Howell (p<0,05) 

28 DIAS 
CONTROLE     

(N=6) 
LASER         
(N=7) 

NICOTINA 
(N=8) 

NICOTINA/    
LASER (N=9) 

VALOR p 

% DE FORMAÇÃO 
ÓSSEA/HISTOMORFOMÉTRICO 

(Média ± dp) 
68.89±11.30 81.92±3.46 64.58±5.34 77.16±4.52 p<0,05 

Tabela 4. Teste de Games-Howell (p<0,05) 
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Discussão 

Um dos efeitos marcantes da ação da nicotina é a vasoconstrição, a qual pode 

predispor a eventos de embolia microvascular e consequente isquemia27. Em fumantes 

crônicos, a nicotina causa a redução na produção da prostaciclina, que possui um efeito 

vasoconstritor28. A nicotina também estimula os quimioreceptores da carótida e da aorta, 

causando liberação de catecolaminas, as quais induzem o aumento na pressão sanguínea e 

na demanda de oxigênio, dificultando o processo de cicatrização27. Investigações clínicas 

mostram que o sangramento gengival, considerado como sinal precoce de inflamação na 

doença periodontal, é reduzido em fumantes crônicos29. Fang et al.7 constataram que doses 

moderadas de nicotina inibem a proliferação de células osteoblásticas, suportando a 

evidência de que esta droga tem efeito direto sobre as células ósseas. Pinto et al.3 em um 

trabalho que avaliou a cicatrização de alvéolos em ratos, concluíram que a nicotina age na 

cicatrização dos álveolos, com uma ação desfavorável manifestada por atraso na 

neoformação e organização óssea. Também observaram que os efeitos deletérios são 

diretamente relacionados à dosagem da droga. A nicotina interfere com a expressão de 

várias moléculas (BMP-2 e BMP-7, OPG, ATP6V0D2) no processo de formação óssea 

podendo prejudicar a cicatrização dos alvéolos, conforme descrito no trabalho de Giorgetti et 

al.25. No presente trabalho, baseado na análise histomorfométrica que mostrou uma 

diferença estatisticamente significativa na porcentagem de formação óssea entre o grupo 

controle o grupo nicotina, a nicotina mostrou ser um fator prejudicial na cicatrização óssea 

no período de 14 dias após a exodontia, corroborando os trabalhos citados anteriormente. 

No entanto, no tempo de observação de 28 dias, esta diferença significativa não foi 

observada, provavelmente devido ao fato de que o grupo controle apresentou uma grande 

variação na porcentagem de formação óssea entre as amostras. Na análise 

microtomográfica foi observada diferença estatisticamente significativa na porcentagem de 

formação óssea entre os grupos controle e nicotina, tanto aos 14 quanto aos 28 dias de 

observação. Isto poderia ser explicado pela diferença entre os métodos de análises 

utilizados, porém mostrando o efeito da nicotina no atraso da formação óssea. 

Sabendo-se que o processo de reparo ósseo pode sofrer a ação da nicotina, vários 

estudos são desenvolvidos na tentativa de minimizar tais efeitos deletérios sobre a 

cicatrização do osso e, com base nestes dados, o uso de lasers pode ser indicado como 

uma alternativa. O mecanismo de atuação dos lasers de baixa intensidade ainda não é 

completamente entendido. No entanto, além da bioestimulação das células, o laser 
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terapêutico possui ações antiinflamatória e analgésica30. Reações tais como a promoção da 

síntese de ATP, estimulação da cadeia de transporte elétrica e a redução do pH celular 

formam a base que constitui os benefícios clínicos da laserterapia20. Vários efeitos do uso do 

laser tem sido descritos na literatura, dentre eles, efeitos bioquímicos e modificações da 

membrana celular que podem aumentar a atividade dos macrófagos, fibroblastos, linfócitos e 

outras células envolvidas no reparo ósseo31; aumento do colágeno e da síntese de DNA, 

com rápida remoção de tecido necrótico32; aumento na deposição de cálcio33; aumento na 

função das células do periósteo34; aumento da função de osteoblastos e osteócitos , 

estimulação de nova vascularização e da ossificação endocondral, diferenciação de células 

mesenquimais precocemente, aumento na quantidade de células progenitoras, e estímulo na 

formação de calo ósseo no processo de cicatrizacão óssea 33,34.  

No presente trabalho, houve formação óssea tanto no grupo controle quanto no grupo 

laser, porém não foi observada diferença na análise histomorfométrica na porcentagem de 

formação óssea dos alvéolos no período de 28 dias. No entanto, no tempo de avaliação de 

14 dias esta diferença foi estatisticamente significativa entre os grupos de animais que 

receberam ou não a aplicação do laser. Takeda2 constatou que a deposição óssea iniciou-se 

antes nos animais que receberam o tratamento com o laser do que nos que não receberam, 

sugerindo que o laser de baixa potência, quando aplicado no álveolo de ratos pós-exodontia, 

tem um efeito benéfico nas fases iniciais da cicatrização e promove uma maior proliferação 

de fibroblastos e maior deposição óssea nos animais irradiados. O resultado deste trabalho 

vai de encontro ao descrito por Pinheiro et al.22 que constataram que o efeito biodomulador 

do laser é mais pronunciado nas fases iniciais da cicatrização óssea. Isto também pode ser 

justificado com base no trabalho de Ozawa et al.35 que demostraram in vitro que o estímulo 

da irradiação do laser após 14 dias de cicatrização não contribuiu para uma maior formação 

óssea considerando que neste período, os osteoblastos da calvária de ratos já estavam 

totalmente maduros e, provavelmente, menos sensíveis à ação do laser. Na avaliação 

microtomográfica, não houve diferença estatisticamente significativa entre os grupos controle 

e laser em ambos os tempos de avaliação.  

A associação da laserterapia aos tratamentos convencionais tem como objetivo 

promover aumento na proliferação dos osteoblastos, deposição de colágeno e formação 

óssea36. Com isso, no presente trabalho utilizou-se a laserterapia com o intuito de minimizar 

os efeitos deletérios da nicotina ao tecido ósseo. A metodologia de aplicação do laser 

utilizada neste trabalho e que trouxe resultados positivos com relação à porcentagem de 

formação óssea em álveolos de ratos vai de encontro ao descrito por Schneider et al.37 que 
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mostraram que múltiplas aplicações de laser são mais efetivas do que uma única dose. 

Seguindo tais recomendações, os alvéolos receberam aplicações de laser imediatamente 

após a exodontia, as quais foram repetidas duas vezes por semana com intervalo de um dia 

entre elas, durante duas semanas.  

Foi observada maior porcentagem de formação óssea no grupo que recebeu a 

aplicação de laser, mesmo com os animais tendo sido expostos aos efeitos da nicotina, 

quando comparados ao grupo que não recebeu laserterapia. Não há estudos na literatura 

recente que utilizassem esta metodologia. Estes achados poderiam ser justificados com 

base nos trabalhos de Pretel et al.1, Merli et al.21, Pinheiro et al.22 e Nicola et al.38, os quais 

mostraram que o uso do laser foi capaz de aumentar a formação óssea em ratos. Embora 

estes autores não tenham investigado os efeitos da nicotina, poderia ser sugerido que o 

laser tenha trazido benefícios para o processo de reparo ósseo avaliado no presente estudo, 

uma vez que a laserterapia promove vasodilatação e angiogênese local aumentando a 

difusão de oxigênio através do tecido, o que aumenta a secreção de colágeno pelos 

fibroblastos no espaço extracelular, favorecendo o reparo ósseo em fumantes39. Além disso, 

parece que os processos metabólicos das células são evidenciados devido à fotorecepção 

mitocondrial da luz monocromática. Os resultados encontrados no trabalho de Gouveia et 

al.40 revelaram que a laserterapia promoveu um efeito adicional de fotobiomodulação que 

superou os efeitos inibitórios da nicotina, ainda que a metodologia usada no trabalho não 

tenha permitido clarificar o mecanismo exato pelo qual o laser promoveu este efeito 

compensatório na matriz extracelular e também na proliferação dos fibroblastos. Com 

relação à análise microtomográfica, no presente trabalho foram observados os mesmos 

resultados obtidos na análise histomorfométrica, ou seja, houve diferença estatisticamente 

significativa entre os grupos nicotina e nicotina/laser, em ambos os tempos de avaliação. Foi 

observado que o grupo nicotina/laser no período de 14 dias mostrou porcentagem de 

formação óssea similar ao grupo nicotina no período de 28 dias, evidenciando que a ação do 

laser promoveu o reparo ósseo em um tempo reduzido, que corresponde a metade do tempo 

de cicatrização encontrada no grupo nicotina. 

Interessante salientar a diferença de resultados que o laser demonstrou, no período 

de 28 dias, quando aplicado sobre o alvéolo de animais não expostos à nicotina comparados 

com o álveolo de animais expostos à droga. O laser atuou de forma mais eficaz no grupo 

nicotina/laser, onde os resultados foram significativamente superiores ao grupo nicotina, o 

que não ocorreu com o grupo laser comparado ao grupo controle. É conhecido o fato de que 

a resposta celular ao tratamento com o laser de baixa intensidade é mais intenso sob 
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situações adversas41,42. Considerando a nicotina como um fator agravante, pode-se sugerir 

que obteve-se melhora na porcentagem de osso do grupo nicotina/laser mesmo após 28 

dias quando comparado ao grupo laser. Além disso, o grupo laser não diferiu 

estatisticamente do grupo controle, possivelmente associado também a grande variabilidade 

encontrada entre as amostras do grupo controle. 

Do ponto de vista clínico, os resultados deste experimento poderiam suportar relatos 

de um estudo que avaliou, radiograficamente em humanos, o padrão de preenchimento 

ósseo dos alvéolos de fumantes e não fumantes após procedimento de exodontia. Os 

autores relataram que a nicotina interfere sobre a neoformação óssea após a exodontia, o 

que foi visualizado pela redução da densidade óssea ao compararem o reparo entre 

fumantes e não fumantes43. Além disso, pacientes fumantes apresentam maior perda óssea 

após procedimentos de exodontia, comparados a paciente não fumantes43,44. Nestes casos, 

o laser poderia atuar como coadjuvante do tratamento convencional em fumantes, no intuito 

de obter uma melhor cicatrização óssea, o que é de extrema importância para a reabilitação 

bucal destes pacientes. 

Conclusão 

Com base nos resultados deste estudo foi possível concluir que: 

- a ação da nicotina interfere negativamente sobre o reparo ósseo de alvéolos de 

ratos pós-exodontia, o que foi evidenciado pela menor porcentagem de formação 

óssea nestas áreas;  

- o laser de baixa intensidade em alvéolos de ratos pós exodontia promove uma 

maior porcentagem de formação óssea em animais expostos aos efeitos da 

nicotina; 
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Abstract 

The purpose of the study was to analyse the Influence of Low level laser therapy 

(LLLT) on bone healing in animals exposed or not to nicotine. 40 Wistar male rats were used, 

divided in 4 groups: Control (C), Laser (L), Nicotine (N) e Nicotine/Laser (NL). The animals 

received injections of nicotine solution (groups N and NL) or saline solution (groups C and L). 

The injections were applied for 8 weeks, excluding the days when surgery was performed. 

On day 28, the first right mandibular molars were extracted.  Application of LLLT for the 

groups L and NL was perfomed immediatly after the surgery and repeated twice a week for 

14 days. After 14 days of the first surgery, the same procedures previously perfomed on the 

right side were perfomed on the left side. The animals were euthanized 28 days after the first 

surgical procedure. It was possible to observe, in the microtomography analysis, that the N 

group showed smaller percentage of bone formation compared to the other groups, 

regardless of the observation period, 14 or 28 days. The histomorphometry analysis showed 

that the N group, on 14 days, had smaller percentage of bone formation when comparing to 

C and NL groups. Moreover, NL group, despite the analysis period, showed greater bone 

formation percentage when comparing to N group. The L group showed higher bone 

formation percentage comparing to C group, at 14 days. The findings that I have presented 

suggest that nicotine interferes with bone healing, which was made clear by the lower 

percentage of bone formed in the tooth sockets from the Nicotine group. In addition, the LLLT 

when applied to post-extraction sockets of rats exposed to nicotine promoted higher bone 

formation. 
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Introduction 

Many clinical and epidemiologic studies indicate that nicotine jeopardize the response 

to surgical and nonsurgical procedures1,2,3. In fact, Smoking is reported to negatively affect 

bone healing after tooth extraction, leading to a higher incidence of pain and reduced socket 

blood fill4. Tobacco may interfere on fracture consolidation and bone healing as well as 

diminish osteoblast function5. A 15 patient clinical study revealed that 80% of the individuals 

who underwent intraoral surgical procedures presenting impairment of bone healing were 

smokers6. Furthermore, nicotine has been shown to inhibit fibroblast proliferation, as well as, 

diminish extracellular matrix production and enhace collagenase production7. Nicotine is 

strongly addictive, a neuroactive substance which may cause vasoconstriction8 and, 

consequently, decreases blood flow and peripheral oxygen tension5,9,10. In addition, it may 

reduce vascular ingrowth and osteogenesis5,11, delay alveolar healing of extraction sockets, 

and delay wound healing12,13. Nicotine produces important harmful effects on the 

vascularization, healing and bone remodelation processes5,11.  

Low Level Laser Therapy (LLLT) is a well known tool used in dentistry due to its anti- 

inflamatory, analgesic and regenerative effects14. LLLT stimulates wound healing and 

collagen synthesis15. Moreover, it promotes repair of skin, ligaments, tendons, bone and 

cartilage in experimental animals16. LLLT incites different biological resposes which increases 

cellular metabolism, enhaces regenerative potential and promotes anti-inflamatory effect with 

analgesia and vasodilatation17. A study by Benedicenti18 has concluded that, after the 

application of LLLT there is an increase of Beta-endorphin, promoting an analgesic effect. 

LLLT also promotes breaking of mastocyte membrane, increases vascular permeability, and 

acts in the prostaglandin, inhibiting and blocking actions of the enzyme cyclooxygenase, with 

an anti-inflammatory effect19. The biostimulating effect of LLLT provokes an increase in 

adenosine triphosphate (ATP) resulting in cellular division acceleration which stimulates 

regeneration of blood vessels, increasing the tissue healing ability20. In vivo studies have 

shown increase on bone deposition in post-extraction sockets that had been previously 

treated with LLLT suggesting it may have intensify new bone formation1,21,22.  

The mechanisms by which LLLT improves bone healing are not yet fully understood23; 

however, since LLLT has not demonstrated adverse effects so far, it could act as a highly 

beneficial supporting factor on bone repair10. The present study had the purpose of analising 

through microtomography and histomophometry analysis the influence of LLLT on the 
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percentage of bone formation of post-extraction sockets in animals exposed or not to 

nicotine. 

Materials and Methods 

This study was revised and approved by Comitê de Ética no Uso de Animais da 

PUCPR (CEUA, number 879). 40 wistar rats aged 120 days weighting 280-320g were used. 

They were housed in an air-conditioned room with automatically controlled temperature 

(20oC) and 12-h light-dark intervals and free acces to food and water.   

The rats were divided in 4 groups; however, 4 animals deceased throughout the 

project: 

Control group (C): 9 animals; 

Laser group (L): 9 animals; 

Nicotine group(N): 9 animals; 

Nicotina/laser group (NL) : 9 animals.  

All animals from N and NL groups were injected with nicotine hemisulphate (Sigma 

Chemical, St Louis, MO, USA) diluted in saline at concentration of 5mg/ml. Each rat received 

a volume of the diluted solution calculated as 3kg/kg weight according to the procedure 

proposed by Okamoto et al24. They received injections twice a day (7 a.m. and 7p.m.) during 

4 weeks prior surgical procedures extending for more 4 weeks until euthanasia, totalizing 8 

weeks of exposing to nicotine.  

The C and L group animals received the same volume of saline solution instead of 

nicotine, following the same protocol. 

To avoid bruises and minimize stress, the injections were alternate in back, right and 

left abdome. For these injections insuline needles BD®ultrafine were used (Franklin Lakes, 

New Jersey, USA).  

 

SURGICAL TECNIQUE 

 

 Initially, the animals received sedative Rompun (Bayer S.A. Leverskusen, Germany) 

1,5 ml/kg. Afterwards, they were anesthetized with an intramuscular injection of ketamine 

(Ketalar injetável – Achè S.A., Ticino, Switzerland) 75mg/kg weight. Moreover, they also 

received locoregional by 3% Lidocaine, containing norepinephrine 1:50.000 (DLA 

Pharmaceutical LTDA, Alcabideche, Portugal). 
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For the surgery, the animals were mantained in supine position, with their mouth 

opened through elastics. 

After the locoregional anesthesia, using blade n15 (Solidor, Osasco, SP, Brazil)  a 

sulcular incision was performed around the first right mandibular molar, then the gingival 

tissue around the tooth was retracted. 

To extract the tooth, a hollemback espatula number 6 was used (Golgran, São 

Caetano do Sul, SP, Brazil). After the tooth extraction, the socket was sutured with Nylon 5.0 

(Ethicon Johnson & Johnson®, New Brunswick, New Jersey, USA.) Next, one single dosis of 

Penicilina-G Benzatina 30000 UI and e 200mg/Kg Paracetamol was administered. 

After 14 days , the animals were submitted to the same procedures perfomed 

previously, however, on the left side. They underwent the same treatments executed on the 

right side.  

 

LOW INTENSITY LASER THERAPY 

 

Immediately after tooth extraction, the L and NL groups were treated by LLLT(Fig. 1). 

The treatment continued twice a week for 2 weeks. The protocol used was the one following 

the laser manufacturing directions for bone bioestimulation. (whitening Lase II DMC, São 

Carlos, São Paulo, Brazil) A continuous wavelenght of 808 nm was used (infrared) and a 

power output of 100mW. Energy applied was of 3,3 J, 33 s for each point (one for each post-

extraction socket).  
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Fig. 1. Post-extraction socket, LLLT application area. 

EUTHANASIA 

 

After 28 days  from the first surgery, the animals were killed by a lethal dose of 

anesthetic solution of Ketamine (Ketalar injetável, Achè Laboratórios Farmacêuticos S.A., 

Ticino, Switzerland). The mandibles were fixed in 10% formalin for 24 h. First of all, the 

specimens were taken for the lab to go through microtomography procedures, posteriorly, 

they were processed by routine laboratory procedures and examinaned for a blind 

examinator.  

The methodology used proceeded as the following sequence: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Day 0 Day42Day28 Day56

Nicotine injections      

start (N + NL groups) 

Right side tooth extraction  

 + LLLT (L +NL groups) 

  

Left side tooth extraction  

 + LLLT (L +NL groups) 

  

Euthanasia 

  

Laser application after surgery + twice a week/  

for 2 weeks on the extraction side 
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MICROTOMOGRAPHY ANALYSIS 

 

The microtomography analysis were performed using SkyScan  (Bruker, 1172, 2010, 

Kontich, Belgium). Each specimen was posicioned on a support and analyzed separately. 

The especifications used for the images were adjusted by a technician, each 

microtomography took around 11 minutes. 

The images were captured using the NRECON v1.6.10. software (Bruker, Kontich, 

Belgium), in which the image reconstruction was made in transversal sections. All the 

pictures needed to be visually adjusted, considering brightness and contrast. Using CT 

Analyser software version: 1.9.1.0.© 2003-08 SkyScan (Bruker, Kontich, Belgium), became 

possible to separate one side of the mandible from the other, to analyse each separately. 

Thus, with DATAViewer v1.5.2. software (Bruker, Kontich, Belgium) it was possible to obtain 

sagital sections for each sample. Posteriorly, the sagital image was analysed in the CT 

Analyser software v1.9.1.0.© 2003-08 SkyScan, (Bruker, Kontich, Belgium), leading to a 

quantitative analysis. 

 The distal root socket area, set by the space between the two proximal bone crests 

was delimited on the sagital tomography sections to be converted in greyscale. Using the 

binarization process (Figs. 2 e 3) was possible to separate 2 different density phases 

(greyscale goes from 0-255). The binarization was set by visual direct comparation of the 

sagital sections images with the software. For the radiopaque images (suggesting 

mineralized tissue) was used the interval from 61-255 of the greyscale. The amount left of the 

greyscale, 0-60, was characterized by the higher radiopacity images (suggesting connective 

tissue and empty space). 

 

Fig 2. Interval 0-60 (suggesting connective tissue  
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and empty space) 

 

 

Fig 3. Interval 61-255 (suggesting mineralized tissue) 

 

HISTOMORPHOMETRY ANALYSIS 

 

All specimens were washed and soaked in 10% EDTA for descalcification for 8 weeks, 

and then rinsed in distilled water. Specimens were dehydrated in ascending grades of alcohol 

and embedded in paraffin. Sagital, mesiodistal sectioning of the jaws was carried out. 

Histological sections were prepared of 5 µm thickness. The prepared sections were 

subjected to Sirius Red staining. 

The blades were scanned using the Axio Scan Z1 scanner (Zeiss, Germany) (Fig4) 

using an magnifications of 2,5x. An area of 492189 μm2 was analysed. The connective tissue 

portion was removed using the Photoshop CS6 software (Adobe, San Jose, CA, USA) (Fig. 

5). Using the Image Pro Plus 4 (Media Cybernetics, INC. Rockville, MD, USA), the distal root 

socket area, set by the space between the two proximal bone crests was delimited, following 

the metodology recommeded by Giorgetti et al.25. This procedure was performed in two 

moments, with a 20 day interval due to calibrate the examinator. Using a mask made 

especially for this reading, the colors corresponding to bone tissue and empty space were 

identified, using the delimitation tecnique developed by Barushka et al.26(Fig. 6). Thus, the 

percentage of bone tissue formed was obtained inside this demarcated area. 
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Fig 4.  Scanned blade (Sirius Red 2,5x). 

 

Fig 5. Connective tissue removed using Photoshop CS6 software (Sirius Red 2,5x). 
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Fig 6. Delimitation of post-extraction socket using Image Pro Plus 4 software (Sirius Red 2,5x). 

 

ESTATISTICS ANALYSIS 

 

The estatistic analysis was perfomed using the SPSS software(16.0 version; IBM-

SPSS, Armonk, NY). The significance level adopted was p<0,05. Aiming to compare if there 

was any diference between the averages of bone formation percentage, considering group 

and time, inicially it was used the Kolmogorov Smirnov test, to test the normality of data. To 

test homogeneity between data, it was usYd Levene test. The comparison of bone formation 

avarege, considering group and time was performed using two-way ANOVA. When the later 

showed difference between group and group/time, it was used Tukey test. For heterogeneity 

data Games-Howell test was perfomed. 
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Results 

          MICROTOMOGRAPHY ANALYSIS 

On the microtomography images the Nicotine group showed lower percentage of bone 

formation than the other groups, whether the period of 14 days was taken in consideration or 

the period of 28 days (p<0,05). In contrast, the Nicotine/Laser group, independently analysis 

period, has shown higher bone formation percentage than the N group (p<0,05).  

14 DAYS 
CONTROL      

(N=8) 
LASER         
(N=7) 

NICOTINE 
(N=6) 

NICOTINE/   
LASER       
(N=8) 

p VALUE 

% BONE FORMATION/ 
MICROTOMOGRAPHY                

(average ± dp) 
66.01±9.8 70.04±4.09 37.50±11.44 67.29±9.43 p<0,05 

Table 5. Tukey test (p<0.05) 

28 DAYS 
CONTROL     

(N=6) 
LASER         
(N=7) 

NICOTINE 
(N=8) 

NICOTINE/    
LASER  
(N=9) 

p VALUE 

% BONE FORMATION/ 
MICROTOMOGRAPHY                

(average ± dp) 
85.79±6.68 93.14±3.68 69.91±7.27 87.47±6.91 p<0,05 

Table 6. Tukey test (p<0,05) 
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HISTOMORPHOMETRY ANALYSIS 

 

In the histomorphometry analysis, the group N, at 14 days, has had the lower bone 

formation percentage comparing to C and NL groups (p<0,05). Furthermore, NL group has 

shown higher percentage of bone formation at 14 days as well as at 28 days of analysis 

period (p<0,05). L group has demonstrated a higher percentage of bone formation in 

comparison to group C, at 14 days (p<0,05). 

14 DAYS 
CONTROL     

(N=8) 
LASER         
(N=7) 

NICOTINE 
(N=6) 

NICOTINE/   
LASER       
(N=8) 

p VALUE 

% BONE FORMATION/ 
HISTOMORPHOMETRY  

(average ± dp) 
54.51±2.72 74.48±3.84 44.81±3.51 57.35±6.70 p<0,05 

Table 7. Games-Howell test (p<0,05) 

28 DAYS 
CONTROL     

(N=6) 
LASER         
(N=7) 

NICOTINE 
(N=8) 

NICOTINE/    
LASER 
 (N=9) 

p VALUE 

% BONE FORMATION/ 
HISTOMORPHOMETRY 

 (average ± dp) 
68.89±11.30 81.92±3.46 64.58±5.34 77.16±4.52 p<0,05 

Table 8. Games-Howell test (p<0,05) 
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Discussion 

An important effect of nicotine is vasoconstriction, which may predispose to trombotic 

microvascular oclusion and consequent tissue ischemia27. In chronic smokers, nicotine 

produces limited prostacyclin, which may have a vasoconstrictor effect28. Moreover, it 

stimulates the carotid and aortic chemoreceptor bodies, causing catecholamine release from 

the adrenergic and adrenal medula nerve endings, which induces an increase in blood 

preassure with a consequent oxigen demand, thus imparing the healing process27. Clinical 

investigations showed gingival bleeding, considered to be an ealier sign to detect periodontal 

disease, is reduced in chronic smokers29. Fang et al.7 found that moderate doses of nicotine 

diminish osteoblast proliferation, supporting the evidence that this drug has a direct effect on 

bone cells. Pinto et al.3 in their study which evaluated extraction socket healing in rats, 

concluded that nicotine acts negativelly on bone healing, due to a delay in the organization 

and neoformation of the bone healing. They also observed that the Também observaram que 

os efeitos deletérios são diretamente relacionados à dosagem da droga. Nicotine interfere 

with the expression of a number of molecules which play a crucial role in bone healing (BMP-

2 e BMP-7, OPG, ATP6V0D2) leading to an impaired socket healing, as described by 

Giorgetti et al.25. In the present study, based on the histomorphometry analysis which 
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showed a significant statistically difference in the percentage of bone formation between the 

control and the nicotine group, nicotine seemed to be a harmful factor on the bone healing at 

14 days, corroborating with the studies cited previously. However, at 28 days of observation, 

the difference was not significant, probably due to a high variation in the bone formation 

percentage between the specimens. In the microtomography analysis the difference was 

significant on the percentage of bone formation between groups C and N whether the period 

taken into consideration was 14 days or 28 days. This could be explained by the difference in 

the analysis methods used, yet showing the nicotine effect delaying bone formation. 

Knowing that nicotine may affect bone healing process, several studies are developed 

to minimize the nicotine harmful effects on bone healing, and based on this data, LLLT could 

be an alternative. The biological and celular mechanisms underlying LLLT have not been 

clarified. However, besides the cell biostimulation, LLLT has anti-inflamatory and analgesic 

properties30. Cellular reactions as enhancement of ATP synthesis, stimulation of eletric 

transport chain and pH reduction may form the basis for the clinical benefits of LLLT20. Many 

LLLT effects has been described on literature, among them, there are biochemical and cell 

membrane changes which may increase macrophage, fibroblast, lymphocyte and other 

healing cells activities31; increase of collagen and DNA systhesis with accelarated removal of 

necrotic tissue32; increase of calcium deposition33; enhancement of periosteum cells 

function34; growth in function of osteoblasts and osteocytes, new vascularization stimulation, 

stimulation of endochondral ossification, earlier differentiation of mesenchymal cells, increase 

of preosteogenic cells and stimullation of callus formation on the bone healing process33,34.  

In the present study, there was bone formation whether the observed group was the 

control or the Laser group, however, it was not significant on the histomorphometry analisis 

at 28 days. Nevertheless, at 14 days, this difference was considered to be significant 

between the group C and L. Takeda2 concluded that bone deposition started before in the 

animals which have received the LLLT treatment than the ones which have not received. In 

fact, this suggests that the LLLT, when applied on post-extraction sockets in rats, has a 

beneficial effect in the ealier bone healing phases, and promotes a higher fibroblast 

proliferation and bone deposition on irradiated animals. This project result goes against the 

one described by Pinheiro et al.22 who found that the LLLT biomodulator effect is more 

pronounced in ealier bone healing phases. It can also be justified based in a study from 

Ozawa et al.35 which showed in vitro that the irradiation stimuli after 14 days of bone healing 

has not contributed for a larger bone formation, considering that at this time, the rat calvaria 

osteoblast were already mature, probably insensitive to the LLLT effect. On the 
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microtomography, there was no significant difference between control and laser group in both 

periods of observation.  

The association between LLLT and convencional treatments has the purpose to 

increase osteoblast proliferation, collagen deposition and bone formation36. Based on this, 

the present study used LLLT in order to minimize the deleterious nicotine effects on bone 

healing. The methodology used for this project broght positive results related to the bone 

formation of post extraction sockets in rats going against the one described by Schneider et 

al.37 which showed that multiple LLLT applications were more effective that one single dosis. 

Following these recomendations, the applications were made right after the tooth extraction, 

which were repeated twice a week for two weeks.  

It was observed higher bone formation percentage in the groups which received the 

LLLT application, even the one exposed to nicotine, when compared to the group N. There is 

no recent studies using such methodology used in this study. These findings could be 

justified based on Pretel et al.1, Merli et al.21, Pinheiro et al.22 e Nicola et al.38 studies, which 

showed that the LLLT were able to increase the bone formation in rats. Although, all these 

authors did not investigate the nicotine effects, it could be suggested that the LLLT could 

have brought benefits to bone healing in the present study, once LLLT promotes vasodilation 

and local angiogenesis, increasing oxygen difusion throughout the tissue, what increases the 

collagen secretion by fibroblasts in extracellular space, favoring bone healing in smokers39.  

Besides, it seems that the cells metabolic process are evidenced due to mitocondrial 

fotoreception to monocromatic light. The results found by Gouveia et al.40 revealed that LLLT 

promoted an photobiomodulation aditional effect that surpassed the inhibitory effects of 

nicotine, even though the methodology used in their study did not allow them to clarify the 

exact mechanims through which LLLT compensated for this inhibitory effect on the 

intercellular matrix and also fibroblast proliferation. Regarding the microtomography analisis, 

the results were the same as the ones obtained on the histomorphometry analisis, in other 

words, there was significant difference between both gropus N and N/L, in both periods os 

observation, 14 and 28 days. It could be observed that the NL group at 14 days showed 

porcentage of bone formation similar to the one of group N obtained at 28 days. Therefore, 

LILT promoted bone healing in a reduced amount of time, corresponding to half of healing 

time found on Nicotine group. 

It is interesting to emphasize the difference between the results that LLLT has shown 

in 28 days when applied on post-extraction socket of animals not exposed to nicotine 

compared with the ones of animals exposed to the drug. The laser has been more effective in 
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the group nicotine/laser, where the percentage of bone formation significantly superior to the 

one found on nicotine group, which did not occur with the laser group compared to the control 

group. It is well known that the cellular response to the LLLT treatment is more intense in 

adverse situations41,42. Considering nicotine as an aggravating factor, it may be suggested 

because of this fact, nicotine/laser group obtained an improvement in the percentage of bone 

formation even after 28 days when compared to the laser group. Besides that, the laser 

group may have not differed statistically from the control group, possibly it could be 

associated to the high variability found between the control group samples. 

From a clinical point of view, the results of this experiment could support reports of a 

study that evaluated radiographically in humans, the pattern of bone fill of smokers and 

nonsmokers alveoli after tooth extraction procedure. The authors reported that nicotine 

interferes with bone formation after tooth extraction, which was visualized by reduced bone 

density by comparing the bone healing between smokers and non-smokers43. In addition, 

smokers have higher bone loss after tooth extraction procedures compared to non-smoker 

patients43,44. In these cases, the LLLT could act as an adjunct to conventional treatment for 

smokers, in order to achieve better bone healing, which is extremely important for these 

patients oral rehabilitation. 

In conclusion, according to the present results, nicotine may negatively interfere on 

bone healing in rats post-extraction sockets. On the other hand, LLLT could optimize bone 

formation on rats post-extraction sockets even when combined with nicotine. In order to avoid 

the deleterious effects of nicotine, we could use LLLT to  promote an acceleration on bone 

healing. 
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Material e Método completo 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais da PUCPR sob 

parecer número 879 (Anexo). 

Foram utilizados 40 ratos machos da raça Wistar (Rattus norvegicus albinus), 

provenientes do Biotério da PUC/PR, com idade de 120 dias e peso entre 280-320g. 

Os animais foram armazenados em gaiolas plásticas com grade metálica com no 

máximo 3 animais em cada uma delas. Receberam dieta composta de ração e água ad 

libitum.  

Foram utilizados 40 animais, porém durante o trabalho 4 deles foram perdidos. Os 

animais foram divididos em 4 grupos: 

Groupo Controle (C): 9 animais; 

Groupo Laser(L): 9 animais; 

Groupo Nicotina (N): 9 animais; 

Groupo Nicotina/laser (NL) : 9 animais. 

Todos os animais dos grupos nicotina e nicotina-laser receberam  solução de 

Hemissulfato de Nicotina (Sigma Chemical, St Louis, MO, EUA) diluída em solução salina a 

uma concentração de 5mg/mL. Cada rato recebeu um volume de solução diluída calculada 
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como 3 mg/kg/dia dividida em 2 aplicações (7h e 17h), pelo período de 4 semanas que 

antecederam os procedimentos cirúrgicos e continuaram por mais 4 semanas até o dia da 

eutanásia, totalizando 8 semanas de exposição à droga, de acordo com o protocolo proposto 

por Okamoto et al.  

Os animais dos grupos controle e laser receberam o mesmo volume de solução 

injetável, porém em forma de solução salina sem a nicotina diluída, seguindo o mesmo 

protocolo. 

 Para evitar hematomas e minimizar o estresse, as aplicações foram alternadas na 

região do dorso, ventre direito e ventre esquerdo dos animais. Para tal, foram utilizadas 

agulhas de insulina BD® ultrafine (Franklin Lakes, New Jersey, EUA). 

 

 TÉCNICA CIRÚRGICA 

 Os animais receberam relaxante muscular e sedativo de uso animal Rompun (Bayer 

S.A. Leverskusen, Alemanha) na dosagem de 1,5 ml/kg. Foram submetidos à anestesia 

geral por meio de injeção intramuscular de Cloridrato de Ketamina (Ketalar injetável – Achë 

Laboratórios Farmacêuticos S.A., Ticino, Suiça) na dosagem de 75 mg/kg de massa 

corporal. Também receberam anestesia local infiltrativa com Lidocaína a 3%, contendo 

Norepinefrina 1:50.000 (DLA Pharmaceutical LTDA, Alcabideche, Portugal). 

Para cirurgia, os ratos foram imobilizados em decúbito dorsal e posicionados sobre 

mesa operatória própria para a contenção e abertura da boca, mantida por meio de elásticos 

ancorados aos incisivos superiores e inferiores (Figs. 1 e 2). 
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Fig. 1. Posicionamento do animal em decúbito dorsal. 

 

Fig. 2. Visualização do primeiro molar inferior direito. 
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Após a anestesia local (Fig. 3), utilizando lâmina de bisturi n•15  (Solidor, Osasco, SP, 

Brasil) foi realizada incisão intrasulcular no primeiro molar mandibular direito (Fig. 4) e em 

seguida (Fig. 5), foi realizado o descolamento do tecido gengival com o uso de descoladores 

e periótomos (Golgran, São Caetano do Sul, SP, Brasil.) (Fig. 6). 

 

Fig. 3. Anestesia local na região da exodontia. 

 

 

 

Figs. 4. Incisão intrasulcular. 
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Fig. 5.  Sindesmotomia e descolamento do tecido ao redor do primeiro molar inferior direito. 

Para a luxação e extração do dente, foi usada espátula Hollemback número 6 

(Golgran, São Caetano do Sul, SP, Brasil) com o movimento de alavanca entre o primeiro e 

segundo molar (Figs. 6 e 7). Devido à dificuldade no momento da extração, em alguns 

casos, foi necessário o uso de pinças hemostáticas (Golgran, São Caetano do Sul, SP, 

Brasil)  para remover o dente multirradicular (Fig. 8). Após a exodontia, o tecido foi suturado 

com fio de Nylon 5.0 (Ethicon Johnson & Johnson®, New Brunswick, New Jersey, EUA.) Em 

seguida, uma única dose de 30000 UI de Penicilina-G Benzatina foi administrada por via 

intramuscular, além de Paracetamol na concentração de 200mg/Kg. 
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Fig. 6. Uso da espátula de Hollemback número 6 como alavanca entre o primeiro e segundo molares. 

 

Fig. 7. Visualização do alvéolo pós-exodontia. 
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Fig. 8. Primeiro molar extraído. 

 

 

Após 14 dias, os animais foram submetidos aos mesmos procedimentos realizados 

anteriormente, porém do lado esquerdo. Todos passaram exatamente pelo mesmo 

tratamento executado do lado direito. 

 

LASERTERAPIA DE BAIXA POTÊNCIA 

 

Para os grupos tratados com LBI, a aplicação foi feita imediatamente após a 

exodontia e repetida duas vezes por semana com intervalo de um dia entre elas, durante 

duas semanas. O protocolo de aplicação seguiu as recomendações do fabricante como 

indicação à bioestimulação óssea (Whitening Lase II DMC, São Carlos, São Paulo, 

Brasil)(Fig 10). A Potência do Laser é de 100mW e a dose aplicada foi de 3,3J utilizando a 

Fluência de 120J/cm e o comprimento de onda de 808nm (laser infravermelho), pelo tempo 

de 33 segundos.  
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Fig 10. Whitening lase II da DMC usado no projeto. 

 

EUTANÁSIA  

 

Após 28 dias da primeira cirurgia, os animais foram mortos por meio de 

sobredosagem de Cloridrato de Ketamina (Ketalar injetável, Achè Laboratórios 

Farmacêuticos S.A., Ticino, Suíça). As mandíbulas foram dissecadas, acondicionadas em 

frascos individuais, identificadas e fixadas em formol a 10%, regularizado para pH neutro por 

adição da solução tampão de fosfato (pH 7,2). Primeiramente, as peças foram submetidas à 

análise microtomográfica e posteriormente, foram processadas para análise 

histomorfométrica. 

 

ANÁLISE MICROTOMOGRÁFICA 

 

A análise microtomográfica foi realizada no Laboratório de Análise de Minerais e 

Rochas (LAMIR, UFPR), com a utilização do  Microtomógrafo SkyScan (Bruker, modelo 

1172, 2010, Kontich, Bélgica). 

 Cada amostra foi posicionada sobre um suporte e analisada separadamente. A 

voltagem da fonte foi de 89 KV e a corrente de 112 mili, com o tempo de exposição de 270 
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milisegundos por secção, com média de tempo total de 11 minutos para varredura de cada 

amostra, sendo que esta foi feita sem filtro. O tamanho de pixels usado foi de 9.02 

micrometros e cada secção tomográfica teve dimensões de 1336x2000 pixels.  

As imagens foram capturadas com auxílio do software  NRECON v1.6.10. (Bruker, 

Kontich, Bélgica) (Fig. 10), no qual foi feita a reconstrução da imagem em secções 

transversais (Fig. 11). Todas as imagens foram ajustadas visualmente considerando brilho e 

contraste para padronização da cor. Com o auxílio do software CT Analyser Version: 

1.9.1.0.© 2003-08 SkyScan, foi possível separar um lado da mandíbula do outro para 

obtenção dos resultados separadamente (Fig. 12). Após esta separação foi utilizado o 

software DATAViewer v1.5.2. (Bruker, Kontich, Bélgica) para a obtenção do corte sagital de 

cada amostra (Fig. 13).  Posteriormente a imagem sagital foi analisada no software CT 

Analyser v1.9.1.0.© 2003-08 SkyScan, (Bruker, Kontich, Bélgica), o qual possibilitou a 

realização da análise quantitativa (Fig. 14).  

 

 

Fig. 10. Software NRECON, reconstrução da mandíbula inteira. 
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Fig 11. Software NRECON, reconstrução da imagem em secções transversais. 

 

Fig. 12. Software CT Analyser v.1.9.1.0.© 2003-08 SkyScan, usado para analisar lado direito e o esquerdo de 
cada mandíbula separadamente. 
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Fig. 13. Sofware Dataviewer. O corte utilizado para este trabalho foi o sagital (apontado com uma seta na 
imagem). 

 

Fig. 14. Posteriormente a imagem sagital foi analisada no software CT Analyser Version: 1.9.1.0.© 2003-08 
SkyScan. 

 

 A região do alvéolo da raiz distal, definida pelo espaço compreendido entre as duas 

cristas ósseas proximais foi delimitada nas secções tomográficas sagitais (Figs. 15 e 16) 
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para serem convertidas em escala de tons de cinza e pelo processo de binarização (Figs. 17 

e 18) foi possível separar fases de densidade diferentes (o número de tons de cinza 

distinguíveis possíveis vão de 0 a 255). As binarizações em tons de cinza se deram por 

comparação visual direta das imagens das secções tomográficas com a escala de 

intensidades de cinza do software. Para a imagem com radiopacidade menor à óssea, o 

intervalo utilizado foi de 0 a 60, (sugerindo tecido mole e espaço vazio) (Fig. 17). O restante 

do intervalo de tons de cinza, para a imagem radiopaca (sugerindo tecido ósseo) foi utilizado 

o intervalo de tons de cinza da ordem de 61 até 255 (Fig. 18).  

 

Fig. 15. Delimitação do alvéolo em todos os cortes da tomografia para obtenção do percentual de formação 
óssea. 
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Fig. 16. Usando a escala de tons de cinza na região delimitada do alvéolo. 

  

 

Fig. 17. Parte branca representa, na escala de cinza, o intervalo de 0-60 (sugere o espaço vazio ou tecido 
mole). 
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Fig. 18. Parte branca representa, na escala de cinza, o intervalo de 61-255 (sugere a formação óssea). 

 

 

 

ANÁLISE HISTOMORFOMÉTRICA 

 

Para a análise histomorfométrica, as peças foram submetidas à descalcificação em 

líquido de Morse (ácido fórmico à 50% + Citrato de Sódio à 10%, 1:1), por um período de 

sessenta dias. Em seguida, foram incluídas em parafina (Histosec, L.C.T, S. L, Lardero, 

Espanha) sendo orientadas para obtenção de cortes histológicos no sentido mésio-distal. 

Cortes semi-seriados de 5 µm de espessura foram obtidos e corados com Sirius Red.  

As lâminas coradas em Sirius Red foram scaneadas no scanner Axio Scan. Z1 (Zeiss, 

Alemanha)(Fig. 19) na magnificação 2,5x.  Uma área de aproximadamente 492189 μm2 foi 

analisada. A porção de colágeno (tecido mole) das imagens foi removida com o auxílio do 

software Photoshop CS6 (Adobe, San Jose, CA, USA) (Fig. 20). As imagens finais foram 

abertas no software Image Pro Plus 4 (Media Cybernetics, INC. Rockville, MD, EUA). ). A 

região do alvéolo da raiz distal, definida pelo espaço compreendido entre as duas cristas 

ósseas proximais foi delimitada, seguindo a metodologia preconizada por Giorgetti et al.25. 

Este procedimento foi realizado em dois momentos com intervalo de 20 dias entre eles afim 

de calibrar o examinador. Por meio de uma máscara especialmente confeccionada para esta 
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leitura, os tons correspondentes ao tecido ósseo e espaço vazio foram identificados, usando 

a técnica de demarcação do novo osso formado desenvolvida por Barushka et al.26(Fig. 21). 

Desta forma, foi obtida a porcentagem de tecido ósseo formado dentro do espaço 

demarcado do álveolo. 

 

Fig. 19.  Lâmina Scaneada de Sirius Red 2,5x. 
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Fig. 20. Remoção do tecido conjuntivo pelo software Photoshop CS6 (Sirius Red 2,5x). 
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Fig. 21. Delimitação do alvéolo com o auxílio do software Image Pro Plus 4. 

 

ANALISE ESTATÍSTICA DOS DADOS 

 

A análise estatística foi realizada usando o programa SPSS (versão 16.0; IBM-SPSS, 

Armonk, NY). O Nível de significância adotado foi de 0,05. Visando comparar se existia 

diferença nos valores médios da porcentagem de formação óssea, considerando-se grupo e 

tempo, testou-se inicialmente a normalidade dos dados através do teste de normalidade de 

Kolmogorov Smirnov. Testou-se ainda, a homogeneidade de variâncias entre grupo e tempo 

por meio do teste de homogeneidade de variâncias de Levene. A comparação dos valores 

médios da porcentagem de formação óssea segundo grupo e tempo foi feita utilizando o 

método Anova a dois critérios, modelo fatorial completo. Quando Anova indicou diferenças 

entre grupo e entre grupo e tempo, as comparações múltiplas dois a dois foram feitas 

utilizando o teste de comparações múltiplas paramétricas de Tukey, que foi o que aconteceu 

para a variável percentagem de formação óssea avaliada na microtomografia, uma vez que 

o teste de Levene indicou variâncias homogêneas entre grupo e tempo. Foi aplicado o teste 

de Games-Howell para variâncias heterogêneas para a variável porcentagem de formação 
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óssea avaliada histomorfometricamente, uma vez que o teste de homogeneidade de Levene 

indicou variâncias heterogêneas entre grupo e tempo. 

 

Análise Estátistica 
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References  

The journal's reference style has changed. References should be numbered consecutively 

throughout the article, beginning with for the first-cited reference. References should be listed 

at the end of the paper in the order in which they appear in the text (not listed alphabetically 

by author and numbered as previously).  

The accuracy of references is the responsibility of the author. References in the text should 

be numbered with superscript numerals inside punctuation: for example "Kenneth and 

Cohen
14 

showed..."; "each technique has advantages and disadvantages
5-13

." Citations in 

the text to papers with more than two authors should give the name of the first author 

followed by "et al."; for example: "Wang et al
37 

identified..."  

All references cited in the text must be included in the list of references at the end of the 

paper. Each reference listed must include the names of all authors. Please see section 

"Article Types" for guidance on the maximum number of reference for each type of article.  

Titles of journals should be abbreviated according to Index Medicus (see www.nlm.nih.gov.uk 

(http://www.nlm.nih.gov.uk) ) . When citing papers from monographs and books, give the 

author, title of chapter, editor of book, title of book, publisher, place and year of publication, 

first and last page numbers. Internet pages and online resources may be included within the 

text and should state as a minimum the author(s), title and full URL. The date of access 

should be supplied and all URLs should be checked again at proof stage.  

Examples:  Journal article: Halsband ER, Hirshberg YA, Berg LI. Ketamine hydrochloride in 

outpatient oral surgery. J Oral Surg : : - . When citing a paper which has a Digital Object 

Identifier (DOI), use the following style: Toschka H, Feifel H. Aesthetic and functional results 

of harvesting radial forearm flap. Int J Oral Maxillofac Surg : : - . doi: . /ijom. . 

  Book/monograph: Costich ER, White RP. Fundamentals of oral surgery. Philadelphia: WB 

Saunders, : - .  Book chapter: Hodge HC, Smith FA. Biological properties of inorganic 

fluorides. In: Simons JH, ed.: Fluorine chemistry. New York: Academic Press, : .  Internet 

resource: International Committee of Medical Journal Editors. Uniform requirements for 

manuscripts submitted to biomedical journals. http://www.icmje.org  
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(http://www.icmje.org) [Accessibility verified March , ]  

Tables  

Tables should be used only to clarify important points. Double documentation in the form of 

tables and figures is not acceptable. Tables should be numbered consecutively with Arabic 

numerals. They should be double spaced on separate pages and contain only horizontal 

rules. Do not submit tables as photographs. A short descriptive title should appear above 

each table, with any footnotes suitably identified below. Care must be taken to ensure that all 

units are included. Ensure that each table is cited in the text.  

Figures  

All illustrations (e.g. graphs, drawings or photographs) are considered to be figures, and 

should be numbered in sequence with Arabic numerals. Each figure should have a caption, 

typed double-spaced on a separate page and numbered correspondingly. The minimum 

resolution for electronically generated figures is dpi.  

Line illustrations: All line illustrations should present a crisp black image on an even white 

background ( x mm ( x in), or no larger than x mm ( x in). The size of the lettering should be 

appropriate, taking into account the necessary size reduction.  

Photographs and radiographs: Photomicrographs should show magnification and details of 

any staining techniques used. The area(s) of interest must be clearly indicated with arrows or 

other symbols.  

Colour images are encouraged, but the decision whether an illustration is accepted for 

reproduction in colour in the printed journal lies with the editor-in-chief. Figures supplied in 

colour will appear in colour in the online version of the journal.  

Size of photographs: The final size of photographs will be: (a) single column width ( mm), (b) 

double column width ( mm), (c) full page width ( mm). Photographs should ideally be 

submitted at the final reproduction size based on the above figures.  

Funding body agreements and policies  
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Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors who publish in 

Elsevier journals to comply with potential manuscript archiving requirements as specified as 

conditions of their grant awards. To learn more about existing agreements and policies 

please visit http://www.elsevier.com/fundingbodies (http://www.elsevier.com/fundingbodies)  

Proofs  

One set of page proofs in PDF format will be sent by e-mail to the corresponding author, 

which they are requested to correct and return within hours. Elsevier now sends PDF proofs 

which can be annotated; for this you will need to download Adobe Reader version available 

free from http://www.adobe.com/products/acrobat/readstep .html  

(http://www.adobe.com/products/acrobat/readstep .html) . Instructions on how to annotate  

PDF files will accompany the proofs. The exact system requirements are given at the Adobe 

site: http://www.adobe.com/products/acrobat/acrrsystemreqs.html# win  

(http://www.adobe.com/products/acrobat/acrrsystemreqs.html# win) .If you do not wish to use 

the PDF annotations function, you may list the corrections (including replies to the Query 

Form) and return to Elsevier in an e-mail. Please list your corrections quoting line number. If, 

for any reason, this is not possible, then mark the corrections and any other comments 

(including replies to the Query Form) on a printout of your proof and return by fax, or scan the 

pages and e-mail, or by post.  

Please use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and 

correctness of the text, tables and figures. Significant changes to the article as accepted for 

publication will only be considered at this stage with permission from the Editor. We will do 

everything possible to get your article published quickly and accurately. Therefore, it is 

important to ensure that all of your corrections are sent back to us in one communication: 

please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot be 

guaranteed. Proofreading is solely your responsibility. Note that Elsevier may proceed with 

the publication of your article if no response is received.  

Offprints  



 

  88   

The corresponding authorwill be provided , at no cost, with a PDF file of the article via e- 

mail. The PDF file is a watermarked version of the published article and includes a cover 

sheet with the journal cover image and a disclaimer outlining the terms and conditions of use. 

Additional paper offprints can be ordered by the authors. An order form with prices will be 

sent to the corresponding author.Elsevier supports responsible sharingFind out how you can 

share your research published in Elsevier journals.  

Accepted Articles  

For the facility to track accepted articles and set email alerts to inform you of when an 

article's status has changed, visit: http://authors.elsevier.com/TrackPaper.html  

(http://authors.elsevier.com/TrackPaper.html) There are also detailed artwork guidelines, 

copyright information, frequently asked questions and more. Contact details for questions 

arising after acceptance of an article, especially those related to proofs, are provided after 

registration of an article for publication.  

Instructions for Letters to the Editor  

The IJOMS welcomes Letters to the Editor. To facilitate submission of the highest quality of 

Letters to the Editor, the following guidelines should be followed:  . Letters are meant to be 

focus pieces and, therefore, are limited to no more than words, references and a maximum of 

figures. One reference should include a reference to the IJOMS article being addressed.  

. It is recommended that you limit your letter to one or two important and critical points to 

which you wish to provide a clear and precise discussion regarding the previously published 

article.  

. One should support all assertion by peer review literature which should be a primary 

research or large clinical studies rather than a case report.  . Please include any financial 

disclosures at the end of the letter. This would include the potential conflicts of interest not 

just related to the specific content of your letter but also the content of the IJOMS article and 

other related areas.  

. Please recognize that letters that are essentially in agreement with the author's findings and 
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offer no additional insights provide little new information for publication. Likewise, letters that 

highlight the writer's own research or are otherwise self promotional will receive a low 

publication priority.  

. There may be a need for additional editing. Should editing be required the letter will be sent 

back to the author for final approval of the edited version.  . It is important to use civil and 

professional discourse. It is not advisable that one adopt a tone that may be misconstrued to 

be in anyway insulting.  

. Finally, it is not advisable to provide a letter that is anecdotal. While personal experiences 

can have great value in patient care, it is generally not strong evidence to be placed in a 

letter to the editor.  
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