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Resumo

O objetivo desse estudo foi analisar a influéncia do laser de baixa intensidade (LBI)
sobre 0 reparo 0sseo em animais expostos ou ndao a nicotina. Foram utilizados 40 ratos
divididos em 4 grupos: controle (C), laser (L), nicotina (N) e nicotina + laser (NL). Os animais
receberam solucdo injetavel contendo nicotina (grupos N e NL) ou solucdo salina (grupos C
e L). As injecdes foram aplicadas durante 8 semanas. Apds 0s primeiros 28 dias, 0s
primeiros molares inferiores do lado direito foram extraidos. Para os grupos L e NL, a
aplicacdo do laser foi feita imediatamente apds a exodontia e repetida 2 vezes por semana,
por 14 dias. Passados mais 14 dias, os mesmos procedimentos foram realizados no lado
esquerdo. Apos 28 dias da primeira cirurgia, os animais foram eutanasiados. Os resultados
mostraram que, na analise microtomografica, o grupo N obteve menor porcentagem de
formacao 6ssea em relacdo aos outros grupos, tanto no periodo de 14, quanto no de 28 dias
(p<0,05). J& o grupo NL, independente do tempo, obteve porcentagem de formacao Ossea
superior ao grupo N (p<0,05). Na analise histomorfométrica, o grupo N, aos 14 dias, obteve
uma menor porcentagem de formacédo 6ssea em comparacdo aos grupos C e NL (p<0,05).
O grupo NL apresentou uma maior porcentagem de formacdo 6ssea em relacdo ao grupo N,
tanto aos 14, quanto aos 28 dias (p<0,05). O grupo L apresentou maior porcentagem de
formacdo 6ssea em comparacdo ao grupo C, no tempo de 14 dias (p<0,05). Concluiu-se que
a acao da nicotina interferiu sobre o reparo 6sseo, o que foi evidenciado pela menor
porcentagem de formacdo d6ssea nos alvéolos. No entanto, O Laser de baixa intensidade
guando aplicado em alvéolos pds exodontia de ratos expostos a nicotina promoveu maior

porcentagem de formacao 6ssea.



Introducao

Muitos estudos clinicos e epidemiolégicos indicam que os efeitos da nicotina
prejudicam a resposta a procedimentos cirGrgicos e ndo cirdrgicos **. Meechan et al.*
identificaram o tabaco como um dos fatores predisponentes principais para a ocorréncia de
dor apds exodontias. Este estudo mostrou que o preenchimento do alvéolo por sangue no
pos-operatorio foi significantemente menor em fumantes e 0s autores sugeriram que esta
constatacdo poderia também estar relacionada a maior sintomatologia pés-extracdo. O uso
do tabaco pode acarretar efeitos prejudiciais na cicatrizacdo de fraturas e defeitos 0sseos
assim como interferir nas funcdes osteoblasticas®. Estudo clinico com 15 pacientes mostrou
que 80% dos individuos com deficiéncia na cicatrizacdo 6ssea eram fumantes®. Além disso
foi demostrado que a nicotina promoveu inibicdo da proliferacdo dos fibroblastos, assim
como diminuicdo da producdo da matriz extracelular e aumento na atividade da enzima
colagenase’. A nicotina é uma substancia altamente viciante e estimulante do sistema
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nervoso central, sendo que a mesma pode causar vasoconstricdo ° e, por consequente,

provocar diminuicdo no fluxo sanguineo e reducdo na tensdo periférica de oxigénio >°*°,
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reducdo na revascularizacdo e na osteogénese -, atraso no reparo de alvéolos de dentes

extraidos e na cicatrizacdo de feridas'®*3. A nicotina produz efeitos prejudiciais importantes
nos processos de vascularizacdo, cicatrizacéo e remodelacdo 6ssea ™.

O uso do laser de baixa intensidade (LBI) € bem conhecido na Odontologia por seu
efeito antiinflamatério, analgésico e regenerativo **. O LBI estimula a sintese de colageno e
o fechamento de feridas'. Também promove reparo da pele, ligamentos, tenddes, tecido
6sseo e cartilagem em animais °. O LBI incita diferentes respostas biolégicas que causam
aumento do metabolismo celular e do potencial de regeneracdo, além de promover um efeito

17 Estudo realizado por Benedicenti*®

antiinflamatério com analgesia e vasodilatacdo
concluiu que depois da aplicacdo do LBI, houve aumento nos niveis de beta-endorfina, que
produziu efeito analgésico. O LBI também promove o rompimento da membrana do
mastocito, aumenta a quantidade de histamina, provoca vasodilatacdo, aumenta a
permeabilidade vascular e age sobre as prostaglandinas, inibindo e bloqueando a acédo da
enzima ciclooxigenase, promovendo efeito antiinflamatério®®. O efeito bioestimulador do LBI
foi observado pelo aumento dos fibroblastos, regeneracédo de vasos sanguineos e aumento
da epitelizacdo. A aplicacdo do LBI nos tecidos gerou aumento no trifosfato de adenosina
(ATP) intracelular resultando em aceleragéo das mitoses, fazendo com que a divisao celular

fosse acelerada o que estimulou a nova formagao de vasos, aumentando a capacidade de



cicatrizacdo dos tecidos®°. Estudos in vivo sobre regeneracdo éssea mostraram aumento na
deposicdo 6ssea apos extracdes dentarias onde os alveolos receberam aplicacdo de LBI,
sugerindo que 0 mesmo possa ter intensificado o processo de neoformacéo 6ssea’?"%.

Os mecanismos pelos quais a agdo do LBI acontece ainda ndo sdao completamente
compreendidos®, mas até o momento, nenhum efeito adverso foi demonstrado, o que pode
sugerir que a acao bioestimulatoria do LBI atue como um fator coadjuvante altamente
benéfico no reparo 6sseo’. O presente estudo teve como objetivo analisar a influéncia do

LBI sobre o reparo 6sseo de alvéolos em animais expostos ou ndo a nicotina.
Objetivos

O objetivo deste trabalho foi avaliar por meio de andlise microtomografica e
histomorfométrica a porcentagem de formacédo 6ssea em alvéolos pds-exodontia tratados

com laser de baixa intensidade, em animais expostos ou ndo a nicotina.

Material e Método

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da PUCPR sob
parecer numero 879 (Anexo).

Foram utilizados 40 ratos machos da raca 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 plasticas com grade metalica com no
maximo 3 animais em cada uma delas. Receberam dieta composta de racdo e agua 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 solucdo de
Hemissulfato de Nicotina (Sigma Chemical, St Louis, MO, EUA) diluida em solug&o salina a

concentragdo de 5mg/mL. Cada rato recebeu um volume de solugéo diluida calculada como



3 mg/kg/dia dividida em 2 aplicacdes (7h e 17h), pelo periodo de 4 semanas que
antecederam os procedimentos cirargicos e continuaram por mais 4 semanas até o dia da
eutanasia, totalizando 8 semanas de exposi¢cao a droga, de acordo com o protocolo proposto
por Okamoto et al.?*.

Os animais dos grupos controle e laser receberam o mesmo volume de solucao
injetavel, porém em forma de solucdo salina sem a nicotina diluida, seguindo o0 mesmo
protocolo.

Para evitar hematomas e minimizar o estresse, as aplicacdes foram alternadas na
regido do dorso, ventre direito e ventre esquerdo dos animais. Para tal, foram utilizadas

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

TECNICA CIRURGICA

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
a anestesia geral por meio de injecdo intramuscular de Cloridrato de Ketamina (Ketalar
injetavel — Aché Laboratorios Farmacéuticos S.A., Ticino, Sui¢a) na dosagem de 75 mg/kg
de massa corporal. Também receberam anestesia local infiltrativa com Lidocaina a 3%,
contendo Norepinefrina 1:50.000 (DLA Pharmaceutical LTDA, Alcabideche, Portugal).

Para cirurgia, os ratos foram imobilizados em decubito dorsal e posicionados sobre
uma mesa operatéria prépria para a contencado e abertura da boca, mantida por meio de
elasticos ancorados aos incisivos superiores e inferiores.

Apoés a anestesia local, utilizando 1amina de bisturi ne15 (Solidor, Osasco, SP, Brasil)
foi realizada incisdo intrasulcular no primeiro molar mandibular direito e em seguida, foi
realizado o descolamento do tecido gengival com o uso de descoladores e periGtomos
(Golgran, Sao Caetano do Sul, SP, Brasil).

Para a luxacdo e extracdo do dente, foi usada espatula Hollemback nimero 6
(Golgran, Sdo Caetano do Sul, SP, Brasil) com o movimento de alavanca entre o primeiro e
segundo molar. Devido a dificuldade no momento da extragdo, em alguns casos, foi
necessario o uso de pingcas hemostaticas (Golgran, Sdo Caetano do Sul, SP, Brasil) para
remover o dente multirradicular. Apos a exodontia, o tecido foi suturado com fio de Nylon 5.0
(Ethicon Johnson & Johnson®, New Brunswick, New Jersey, EUA.) Em seguida, uma Unica
dose de 30000 Ul de Penicilina-G Benzatina e de Paracetamol na concentragcdo de

200mg/Kg foi administrada por via intramuscular.



ApOs 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 POTENCIA

Para os grupos tratados com LBI, a aplicacdo foi feita imediatamente apds 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 aplicacdo seguiu as
recomendacdes do fabricante como indicacdo a bioestimulacdo déssea (Whitening Lase |l
DMC, Sao Carlos, Sao Paulo, Brasil). A poténcia do laser é de 100mW e a dose aplicada foi
de 3,3J utilizando a fluéncia de 120J/cm e o comprimento de onda de 808nm (laser

infravermelho), pelo tempo de 33 segundos.

Fig. 1. Visualizagdo do alvéolo pos-exodontia, regiao da aplicagdo do LBI.

EUTANASIA

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

sobredosagem de Cloridrato de Ketamina (Ketalar injetavel, Aché Laboratérios



Farmacéuticos S.A., Ticino, Suica). As mandibulas foram dissecadas, acondicionadas em
frascos individuais, identificadas e fixadas em formol a 10%, regularizado para pH neutro por
adicao da solucéao tampéo de fosfato (pH 7,2). Primeiramente, as pecas foram submetidas a
analise microtomografica e posteriormente, foram processadas para analise
histomorfométrica. Estas andlises foram feitas por um examinador cego.

A metodologia obedeceu a seguinte sequéncia:

Laser 2x/ semana nos grupos L e NL
l

Dia0 Dia 28 Dia 42 Dia 54
Inicio aplicacao Exodontia lado direito  Exodontia lado esquerdo  Eutanasia
da Nicotina + laser grupos L e NL + laser grupos L e NL
NeNL

ANALISE MICROTOMOGRAFICA

A andlise microtomografica foi realizada no Laboratorio de Analise de Minerais e
Rochas (LAMIR, UFPR), com a utilizacdo do Microtomografo 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 exposicao de 270
milisegundos por seccdo, 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 seccao tomografica teve dimensées de 1336x2000 pixels.

As imagens foram capturadas com auxilio do software NRECON v1.6.10. (Bruker,
Kontich, Bélgica), no qual foi feita a reconstru¢cdo da imagem em seccdes transversais.
Todas as imagens foram ajustadas visualmente considerando brilho e contraste para
padronizacdo da cor. Com o auxilio do software CT Analyser Version: 1.9.1.0.© 2003-08
SkyScan, foi possivel separar um lado da mandibula do outro para obtencdo dos resultados
separadamente. Apos esta separacao foi utilizado o software DATAViewer v1.5.2. (Bruker,
Kontich, Bélgica) para a obtengdo 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 realizacdo da analise quantitativa.



A regido do alvéolo da raiz distal, definida pelo espaco compreendido entre as duas
cristas 6sseas proximais foi delimitada nas seccdes tomograficas sagitais para serem
convertidas em escala de tons de cinza. Pelo processo de binarizacédo (Figs. 2 e 3) foi
possivel separar fases de densidade diferentes (0 niumero de tons de cinza distinguiveis
possiveis vdo de 0 a 255). As binarizacdes em tons de cinza se deram por comparacao
visual direta das imagens das sec¢des tomogréficas com a escala de intensidades de cinza
do software. Para a imagem radiopaca (sugerindo tecido 6sseo) 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 a éssea (sugerindo tecido

mole e espaco vazio).

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

Fig 3. Parte branca representa, na escala de cinza,
o intervalo de 61-255 (sugere a formagéo 0ssea).



ANALISE HISTOMORFOMETRICA

Para a analise histomorfométrica, as pecas foram submetidas a descalcificacdo em
liquido de Morse (acido formico a 50% + Citrato de Sodio a 10%, 1:1), por um periodo de
sessenta dias. Em seguida, foram incluidas em parafina (Histosec, L.C.T, S. L, Lardero,
Espanha) sendo orientadas para obtencdo de cortes histoldégicos no sentido mésio-distal.
Cortes semi-seriados de 5 um de espessura foram obtidos e corados com Sirius Red.

As laminas coradas em Sirius Red foram scaneadas no scanner Axio Scan. Z1 (Zeiss,
Alemanha)(Fig. 4) na magnificacdo 2,5x. Uma &rea de aproximadamente 492189 pm? foi
analisada. A porcdo de colageno (tecido mole) das imagens foi removida com o auxilio 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
regido do alvéolo da raiz distal, definida pelo espaco compreendido entre as duas cristas
6sseas proximais foi delimitada, seguindo a metodologia preconizada por Giorgetti et al.?.
Este procedimento foi realizado em dois momentos com intervalo de 20 dias entre eles afim
de calibrar o examinador. Por meio de uma mascara especialmente confeccionada para esta
leitura, os tons correspondentes ao tecido 6sseo e espaco vazio foram identificados, usando
a técnica de demarcacéo do novo osso formado desenvolvida por Barushka et al.?’(Fig. 6).
Desta forma, foi obtida a porcentagem de tecido ésseo formado dentro do espaco

demarcado do alveolo.



Fig 5. Remocao do tecido conjuntivo pelo software Photoshop CS6 (Sirius Red 2,5x).



Fig 6. Delimitacéo do alvéolo com o auxilio do software Image Pro Plus 4 (Sirius Red 2,5x).

ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada usando o programa SPSS (versdo 16.0; IBM-SPSS,
Armonk, NY). O Nivel de significancia adotado foi de 0,05. Visando comparar se existia
diferenca nos valores médios da porcentagem de formacao Gssea, 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 variancias entre grupo e tempo
por meio do teste de homogeneidade de variancias de Levene. A comparacdo dos valores
médios da porcentagem de formacédo 6ssea segundo grupo e tempo foi feita utilizando o
método Anova a dois critérios, modelo fatorial completo. Quando Anova indicou diferencas
entre grupo e entre grupo e tempo, as comparacbes mdultiplas dois a dois foram feitas
utilizando o teste de comparacdes multiplas paramétricas de Tukey, que foi 0 que aconteceu
para a variavel percentagem de formagéo 0ssea avaliada na microtomografia, uma vez que
o teste de Levene indicou variancias homogéneas entre grupo e tempo. Foi aplicado o teste
de Games-Howell para variancias heterogéneas para a variavel porcentagem de formacao
Ossea avaliada histomorfometricamente, uma vez que o teste de homogeneidade de Levene

indicou variancias heterogéneas entre grupo e tempo.
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Resultados

ANALISE MICROTOMOGRAFICA

Nas imagens obtidas pela analise microtomografica foi possivel observar que o grupo
nicotina mostrou menor porcentagem de formacdo 6ssea em relagdo aos outros grupos,
tanto no periodo de 14 quanto de 28 dias (p<0,05). J4 o grupo NL, independente do tempo,

obteve porcentagem de formacao 6ssea superior ao grupo N (p<0,05).

NICOTINA/
CONTROLE LASER NICOTINA
14 DIA LASER VALOR
: (N=8) (N=7) (N=6) 5 ORp
(N=8)
% DE FORMAGAO OSSEA/
MICROTOMOGRAFIA 66.0119.8 70.04+4.09 37.50+11.44 67.2949.43 p<0,05
(Média + dp)
Tabela 1. Teste de Tukey (p<0.05)
NICOTINA/
CONTROLE LASER NICOTINA
28 DIA LASER VALOR
8 DIAS (N=6) (N=7) (N=8) > ORp
(N=9)
% DE FORMACAO OSSEA/
MICROTOMOGRAFIA 85.79+6.68 93.14+3.68 69.91+7.27 87.47+6.91 p<0,05
(Média % dp)
Tabela 2. Teste de Tukey (p<0,05)
Tempo
100,00

I 14 dias

o500 I T 28 dias

90,00

85,00 {

80,00
75,00
70,00 I {
5,00

60,00
55,00
50,00
45 00—
40,00
35,00
30,00

25,00

I.C. 95% Percentagem de osso total por microtomografia

20,00

T T T T
Cortrole Laser Micotina Micoting e Laser

Grupo
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ANALISE HISTOMORFOMETRICA

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

obteve menor porcentagem de formacdo 6ssea em comparacdo aos grupos C e NL

(p<0,05). O grupo NL apresentou maior porcentagem de formacdo O6ssea em relacdo ao
grupo N, tanto aos 14, quanto aos 28 dias (p<0,05). O grupo L apresentou maior na

porcentagem de formacao 6ssea em comparacao ao grupo C, no tempo de 14 dias (p<0,05).

NICOTINA/
CONTROLE LASER NICOTINA
14 DIAS (N=8) (N=7) (N=6) LASER VALOR p
(N=8)
% DE FORMAGAO
OSSEA/HISTOMORFOMETRICO 54.51+2.72  74.48+3.84 44.81+3.51  57.35+6.70 p<0,05
(Média % dp)
Tabela 3. Teste de Games-Howell (p<0,05)
CONTROLE LASER NICOTINA  NICOTINA/
28 DIAS (N=6) (N=7) (N=8)  LASER(N=9) VALORP
% DE FORMAGAO
OSSEA/HISTOMORFOMETRICO 68.89+11.30 81.9243.46 64.58+5.34  77.16%4.52 p<0,05

(Média + dp)

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

Tempo

I 14 dias
I 28 dias

50,00
85,00
80,00 T I

75,00 { 1
70,00
BS5,00]
60,00

55,00 %

50,00

45,00 :|Z

40,00

1.C. 95% Percentagem de osso Sirius Red

T T T
Contrale Laser Micatina Micotina e Laser

Grupo
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Discusséao

Um dos efeitos marcantes da ag¢do da nicotina é a vasoconstricdo, a qual pode
predispor a eventos de embolia microvascular e consequente isquemia®’. Em fumantes
cronicos, a nicotina causa a reducdo na producdo da prostaciclina, que possui um efeito
vasoconstritor’®. A nicotina também estimula os quimioreceptores da carétida e da aorta,
causando liberacdo de catecolaminas, as quais induzem o aumento na pressao sanguinea e
na demanda de oxigénio, dificultando o processo de cicatrizacdo?’. Investigacdes clinicas
mostram que o sangramento gengival, considerado como sinal precoce de inflamacao na
doenca periodontal, é reduzido em fumantes crénicos®. Fang et al.” constataram que doses
moderadas de nicotina inibem a proliferacdo de células osteoblasticas, suportando a
evidéncia de que esta droga tem efeito direto sobre as células 6sseas. Pinto et al.®> em um
trabalho que avaliou a cicatrizacdo de alvéolos em ratos, concluiram que a nicotina age na
cicatrizacdo dos alveolos, com uma acdo desfavoravel manifestada por atraso na
neoformagdo e organizagdo O0ssea. Também observaram que os efeitos deletérios séo
diretamente relacionados a dosagem da droga. A nicotina interfere com a expressao de
varias moléculas (BMP-2 e BMP-7, OPG, ATP6V0OD2) no processo de formacdo Ossea
podendo prejudicar a cicatrizacdo dos alvéolos, conforme descrito no trabalho de Giorgetti et
al.?®. No presente trabalho, baseado na andlise histomorfométrica que mostrou uma
diferenca estatisticamente significativa na porcentagem de formacdo éssea entre o grupo
controle o grupo nicotina, a nicotina mostrou ser um fator prejudicial na cicatrizacdo 6ssea
no periodo de 14 dias ap6s a exodontia, corroborando os trabalhos citados anteriormente.
No entanto, no tempo de observacdo de 28 dias, esta diferenca significativa nao foi
observada, provavelmente devido ao fato de que o grupo controle apresentou uma grande
variacdo na porcentagem de formacdo Ossea entre as amostras. Na analise
microtomografica foi observada diferenca estatisticamente significativa na porcentagem de
formacao 6ssea entre os grupos controle e nicotina, tanto aos 14 quanto aos 28 dias de
observacdo. Isto poderia ser explicado pela diferenca entre os métodos de andlises
utilizados, porém mostrando o efeito da nicotina no atraso da formacao 6ssea.

Sabendo-se que o processo de reparo 0sseo pode sofrer a agdo da nicotina, varios
estudos sdo desenvolvidos na tentativa de minimizar tais efeitos deletérios sobre a
cicatrizacdo do 0sso e, com base nestes dados, 0 uso de lasers pode ser indicado como
uma alternativa. O mecanismo de atuacdo dos lasers de baixa intensidade ainda nédo é

completamente entendido. No entanto, além da bioestimulacdo das células, o laser
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terapéutico possui acdes antiinflamatéria e analgésica®. Reacdes tais como a promocéo da
sintese de ATP, estimulagdo da cadeia de transporte elétrica e a reducdo do pH celular
formam a base que constitui os beneficios clinicos da laserterapia®®. Varios efeitos do uso do
laser tem sido descritos na literatura, dentre eles, efeitos bioquimicos e modificacdes da
membrana celular que podem aumentar a atividade dos macréfagos, fibroblastos, linfocitos e
outras células envolvidas no reparo 6sseo®; aumento do colageno e da sintese de DNA,
com répida remocéo de tecido necrético®*; aumento na deposicdo de calcio®; aumento na
funcdo das células do periésteo®; aumento da funcdo de osteoblastos e osteécitos |,
estimulacdo de nova vascularizagdo e da ossificagdo endocondral, diferenciacdo de células
mesenquimais precocemente, aumento na quantidade de células progenitoras, e estimulo na
formac&o de calo 6sseo no processo de cicatrizacdo 6ssea ¥,

No presente trabalho, houve formacéo 0ssea tanto no grupo controle quanto no grupo
laser, porém nao foi observada diferenca na analise histomorfométrica na porcentagem de
formacao 6ssea dos alvéolos no periodo de 28 dias. No entanto, no tempo de avaliacdo de
14 dias esta diferenca foi estatisticamente significativa entre os grupos de animais que
receberam ou ndo a aplicacéo do laser. Takeda® constatou que a deposicdo 6ssea iniciou-se
antes nos animais que receberam o tratamento com o laser do que nos que nao receberam,
sugerindo que o laser de baixa poténcia, quando aplicado no alveolo de ratos pés-exodontia,
tem um efeito benéfico nas fases iniciais da cicatrizagcdo e promove uma maior proliferacédo
de fibroblastos e maior deposicdo 0ssea nos animais irradiados. O resultado deste trabalho
vai de encontro ao descrito por Pinheiro et al.?? que constataram que o efeito biodomulador
do laser é mais pronunciado nas fases iniciais da cicatrizacdo 6ssea. Isto também pode ser
justificado com base no trabalho de Ozawa et al.* que demostraram in vitro que o estimulo
da irradiacéo do laser apds 14 dias de cicatrizacdo néo contribuiu para uma maior formacéo
O0ssea considerando que neste periodo, 0s osteoblastos da calvaria de ratos ja estavam
totalmente maduros e, provavelmente, menos sensiveis a acao do laser. Na avaliacdo
microtomografica, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos controle
e laser em ambos os tempos de avaliacao.

A associacdo da laserterapia aos tratamentos convencionais tem como objetivo
promover aumento na proliferacdo dos osteoblastos, deposicdo de colageno e formacao
6ssea®. Com isso, no presente trabalho utilizou-se a laserterapia com o intuito de minimizar
os efeitos deletérios da nicotina ao tecido 0sseo. A metodologia de aplicagdo do laser
utilizada neste trabalho e que trouxe resultados positivos com relagdo a porcentagem de

37
l.

formacdo dssea em alveolos de ratos vai de encontro ao descrito por Schneider et al.”" que
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mostraram que multiplas aplicacdes de laser sdo mais efetivas do que uma Unica dose.
Seguindo tais recomendacgfes, os alvéolos receberam aplicagBes de laser imediatamente
apos 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 formacdo éssea no grupo que recebeu a
aplicacado de laser, mesmo com os animais tendo sido expostos aos efeitos da nicotina,
guando comparados ao grupo que nado recebeu laserterapia. Nao ha estudos na literatura
recente que utilizassem esta metodologia. Estes achados poderiam ser justificados com

base nos trabalhos de Pretel et al.>, Merli et al.?> Pinheiro et al.?? e Nicola et al.*®

, 0S quais
mostraram que o uso do laser foi capaz de aumentar a formacdo 6ssea em ratos. Embora
estes autores ndo tenham investigado os efeitos da nicotina, poderia ser sugerido que o
laser tenha trazido beneficios para o processo de reparo 0sseo avaliado no presente estudo,
uma vez que a laserterapia promove vasodilatacdo e angiogénese local aumentando a
difusdo de oxigénio através do tecido, o que aumenta a secrecdo de colageno pelos
fibroblastos no espaco extracelular, favorecendo o reparo 6sseo em fumantes>°. Além disso,
parece que o0s processos metabdlicos das células sdo evidenciados devido a fotorecepcgao
mitocondrial da luz monocromatica. Os resultados encontrados no trabalho de Gouveia et
al.”® revelaram que a laserterapia promoveu um efeito adicional de fotobiomodulacdo que
superou os efeitos inibitdrios da nicotina, ainda que a metodologia usada no trabalho néo
tenha permitido clarificar o mecanismo exato pelo qual o laser promoveu este efeito
compensatério na matriz extracelular e também na proliferacdo dos fibroblastos. Com
relacdo a analise microtomografica, no presente trabalho foram observados os mesmos
resultados obtidos na analise histomorfométrica, ou seja, houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos nicotina e nicotina/laser, em ambos os tempos de avaliacdo. Foi
observado que o grupo nicotina/laser no periodo de 14 dias mostrou porcentagem de
formacao Ossea similar ao grupo nicotina no periodo de 28 dias, evidenciando que a a¢ao do
laser promoveu o reparo ésseo em um tempo reduzido, que corresponde a metade do tempo
de cicatrizagdo encontrada no grupo nicotina.

Interessante salientar a diferenca de resultados que o laser demonstrou, no periodo
de 28 dias, quando aplicado sobre o alvéolo de animais n&o expostos a nicotina comparados
com o alveolo de animais expostos a droga. O laser atuou de forma mais eficaz no grupo
nicotina/laser, onde os resultados foram significativamente superiores ao grupo nicotina, o
que n&do ocorreu com o grupo laser comparado ao grupo controle. E conhecido o fato de que

a resposta celular ao tratamento com o laser de baixa intensidade é mais intenso sob
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situacBes adversas***?. Considerando a nicotina como um fator agravante, pode-se sugerir
gue obteve-se melhora na porcentagem de 0sso do grupo nicotina/laser mesmo apos 28
dias quando comparado ao grupo laser. Além disso, o0 grupo laser nao diferiu
estatisticamente do grupo controle, possivelmente associado também a grande variabilidade
encontrada entre as amostras do grupo controle.

Do ponto de vista clinico, os resultados deste experimento poderiam suportar relatos
de um estudo que avaliou, radiograficamente em humanos, o padrédo de preenchimento
0sseo dos alvéolos de fumantes e ndo fumantes apos procedimento de exodontia. Os
autores relataram que a nicotina interfere sobre a neoformacéo 6ssea apos a exodontia, o
que foi visualizado pela reducdo da densidade O6ssea ao compararem O reparo entre
fumantes e ndo fumantes®. Além disso, pacientes fumantes apresentam maior perda 6ssea
apos procedimentos de exodontia, comparados a paciente ndo fumantes****. Nestes casos,
o laser poderia atuar como coadjuvante do tratamento convencional em fumantes, no intuito
de obter uma melhor cicatrizacdo 0ssea, 0 que é de extrema importancia para a reabilitacdo

bucal destes pacientes.
Concluséo

Com base nos resultados deste estudo foi possivel concluir que:

- a acdo da nicotina interfere negativamente sobre o reparo 6sseo de alvéolos de
ratos pos-exodontia, o que foi evidenciado pela menor porcentagem de formacgéo
0ssea nestas areas;

- 0 laser de baixa intensidade em alvéolos de ratos pds exodontia promove uma
maior porcentagem de formacgdo déssea 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 | 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 procedures®?2. In fact, Smoking is reported to negatively affect
bone healing after tooth extraction, leading to a higher incidence of pain and reduced socket
blood fill*. Tobacco may interfere on fracture consolidation and bone healing as well as
diminish osteoblast function®. A 15 patient clinical study revealed that 80% of the individuals
who underwent intraoral surgical procedures presenting impairment of bone healing were
smokers®. Furthermore, nicotine has been shown to inhibit fibroblast proliferation, as well as,
diminish extracellular matrix production and enhace collagenase production’. Nicotine is
strongly addictive, a neuroactive substance which may cause vasoconstriction® and,
consequently, decreases blood flow and peripheral oxygen tension>®*. In addition, it may
reduce vascular ingrowth and osteogenesis®**, delay alveolar healing of extraction sockets,

12,13

and delay wound healing Nicotine produces important harmful effects on the

vascularization, healing and bone remodelation processes>**.

Low Level Laser Therapy (LLLT) is a well known tool used in dentistry due to its anti-
inflamatory, analgesic and regenerative effects'*. LLLT stimulates wound healing and
collagen synthesis'®. Moreover, it promotes repair of skin, ligaments, tendons, bone and
cartilage in experimental animals®®. LLLT incites different biological resposes which increases
cellular metabolism, enhaces regenerative potential and promotes anti-inflamatory effect with
analgesia and vasodilatation'’. A study by Benedicenti'® 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 effect’®. 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 ability?®. 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 formation®?*%2,

The mechanisms by which LLLT improves bone healing are not yet fully understood?;
however, since LLLT has not demonstrated adverse effects so far, it could act as a highly
beneficial supporting factor on bone repair'®. 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 Comité de Etica 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
(20°C) 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 al**. 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 injetavel — Ache 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 nl15 (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, Sao
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 Ul 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 Il DMC, Sao
Carlos, S&do 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 injetavel, Aché Laboratérios Farmacéuticos 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:

Laser application after surgery + twice a week/
for 2 weeks on the extraction side

Day O Day28 Day42 Day56
Nicotine injections Right side tooth extraction Left side tooth eXtraéH%nasia
start (N + NL groups) + LLLT (L +NL groups) + LLLT (L +NL groups)
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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
guantitative 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 radiopague 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 um 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 maghnifications of 2,5x. An area of 492189 ym?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.”>. 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.?®(Fig. 6). Thus, the

percentage of bone tissue formed was obtained inside this demarcated area.
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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).

NICOTINE/
CONTROL LASER NICOTINE
14 DAY LASER VALUE
3 (N=8) (N=7) (N=6) > pVALU
(N=8)
% BONE FORMATION/
MICROTOMOGRAPHY 66.01+9.8 70.04+4.09 37.50+11.44 67.29+9.43 p<0,05
(average t dp)
Table 5. Tukey test (p<0.05)
NICOTINE/
CONTROL LASER NICOTINE
28 DAYS (N=6) (N=7) (N=8) LASER p VALUE
(N=9)
% BONE FORMATION/
MICROTOMOGRAPHY 85.7916.68 93.14+£3.68 69.91t7.27 87.47+6.91 p<0,05

(average t dp)

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

NICOTINE/
CONTROL LASER NICOTINE
14 DAYS (N=g) (N=7) (N=6) LASER p VALUE
(N=8)
% BONE FORMATION/
HISTOMORPHOMETRY 54.51+2.72 74.48+3.84 4481351 57.35+6.70 p<0,05
(average t dp)
Table 7. Games-Howell test (p<0,05)
NICOTINE/
CONTROL LASER NICOTINE
28D LASE LUE
8 DAYS (N=6) (N=7) (N=8) ASER p VALU
(N=9)
% BONE FORMATION/
HISTOMORPHOMETRY 68.89+11.30 81.92+3.46  64.58+5.34 77.16%4.52 p<0,05

(average + dp)

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 ischemia®’. In chronic smokers, nicotine
produces limited prostacyclin, which may have a vasoconstrictor effect?®. 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 process?’. Clinical
investigations showed gingival bleeding, considered to be an ealier sign to detect periodontal
disease, is reduced in chronic smokers®. Fang et al.” 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.® 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 sao diretamente relacionados a 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, ATP6VOD2) leading to an impaired socket healing, as described by

2
.25

Giorgetti et al.”>. 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
properties®. Cellular reactions as enhancement of ATP synthesis, stimulation of eletric
transport chain and pH reduction may form the basis for the clinical benefits of LLLT?°. 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 activities®; increase of collagen and DNA systhesis with accelarated removal of
necrotic tissue®; increase of calcium deposition®®; enhancement of periosteum cells
function®*; 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 process®*%*,

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. Takeda? 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

22
l.

one described by Pinheiro et al.“ 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.>®

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 formation®®. 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.*” 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

.38 studies, which

justified based on Pretel et al.!, Merli et al.?> Pinheiro et al.?? e Nicola et a
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 smokers®.
Besides, it seems that the cells metabolic process are evidenced due to mitocondrial
fotoreception to monocromatic light. The results found by Gouveia et al.*° 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 situations***?. 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-smokers*. In addition,
smokers have higher bone loss after tooth extraction procedures compared to non-smoker
patients****. 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 Comité de Etica no Uso de Animais da PUCPR sob
parecer numero 879 (Anexo).

Foram utilizados 40 ratos machos da raca 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 plasticas com grade metalica com no
maximo 3 animais em cada uma delas. Receberam dieta composta de racdo e agua 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 solucdo de
Hemissulfato de Nicotina (Sigma Chemical, St Louis, MO, EUA) diluida em solug&o salina a

uma concentracdo de 5mg/mL. Cada rato recebeu um volume de solucdo diluida calculada
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como 3 mg/kg/dia dividida em 2 aplicacdes (7h e 17h), pelo periodo de 4 semanas que
antecederam os procedimentos cirdrgicos e continuaram por mais 4 semanas até o dia da
eutanasia, totalizando 8 semanas de exposi¢do a droga, de acordo com o protocolo proposto
por Okamoto et al.

Os animais dos grupos controle e laser receberam o mesmo volume de solugao
injetavel, porém em forma de solucdo salina sem a nicotina diluida, seguindo o0 mesmo
protocolo.

Para evitar hematomas e minimizar o estresse, as aplicacbes foram alternadas na
regido do dorso, ventre direito e ventre esquerdo dos animais. Para tal, foram utilizadas

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

TECNICA CIRURGICA

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 a anestesia
geral por meio de injecdo intramuscular de Cloridrato de Ketamina (Ketalar injetavel — Aché
Laboratérios Farmacéuticos S.A., Ticino, Suica) na dosagem de 75 mg/kg de massa
corporal. Também receberam anestesia local infiltrativa com Lidocaina a 3%, contendo
Norepinefrina 1:50.000 (DLA Pharmaceutical LTDA, Alcabideche, Portugal).

Para cirurgia, os ratos foram imobilizados em decubito dorsal e posicionados sobre
mesa operatéria propria para a contencao e abertura da boca, mantida por meio de elasticos

ancorados aos incisivos superiores e inferiores (Figs. 1 e 2).

41



Fig. 1. Posicionamento do animal em decubito dorsal.
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Fig. 2. Visualizacao do primeiro molar inferior direito.
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Apés a anestesia local (Fig. 3), utilizando lamina de bisturi n*15 (Solidor, Osasco, SP,
Brasil) foi realizada incisao 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 periétomos (Golgran, Sdo Caetano do Sul, SP, Brasil.) (Fig. 6).

Fig. 3. Anestesia local na regido da exodontia.

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

Para a luxacdo e extracdo do dente, foi usada espatula Hollemback numero 6
(Golgran, Sado Caetano do Sul, SP, Brasil) com o movimento de alavanca entre o primeiro e
segundo molar (Figs. 6 e 7). Devido a dificuldade no momento da extracdo, em alguns
casos, foi necesséario o uso de pingcas hemostéaticas (Golgran, Sdo Caetano do Sul, SP,
Brasil) para remover o dente multirradicular (Fig. 8). Ap6s a exodontia, o tecido foi suturado
com fio de Nylon 5.0 (Ethicon Johnson & Johnson®, New Brunswick, New Jersey, EUA.) Em
seguida, uma Unica dose de 30000 Ul de Penicilina-G Benzatina foi administrada por via

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

Fig. 7. Visualizagdo do alvéolo pos-exodontia.
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Fig. 8. Primeiro molar extraido.

Apoés 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 POTENCIA

Para os grupos tratados com LBI, a aplicacdo foi feita imediatamente apés a
exodontia e repetida duas vezes por semana com intervalo de um dia entre elas, durante
duas semanas. O protocolo de aplicacdo seguiu as recomendacdes do fabricante como
indicacdo a bioestimulacdo 6ssea (Whitening Lase Il DMC, S&o Carlos, Sao Paulo,
Brasil)(Fig 10). A Poténcia do Laser é de 100mW e a dose aplicada foi de 3,3J utilizando a
Fluéncia 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 Il da DMC usado no projeto.

EUTANASIA

Ap6s 28 dias da primeira cirurgia, 0os animais foram mortos por meio de
sobredosagem de Cloridrato de Ketamina (Ketalar injetavel, Ache Laboratérios
Farmacéuticos S.A., Ticino, Suica). As mandibulas foram dissecadas, acondicionadas em
frascos individuais, identificadas e fixadas em formol a 10%, regularizado para pH neutro por
adicdo da solucao tampéo de fosfato (pH 7,2). Primeiramente, as pec¢as foram submetidas a
analise microtomografica e posteriormente, foram processadas para analise

histomorfométrica.

ANALISE MICROTOMOGRAFICA

A analise microtomografica foi realizada no Laboratério de Andlise de Minerais e
Rochas (LAMIR, UFPR), com a utilizagdo do Microtomégrafo 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 exposicdo de 270
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milisegundos por sec¢do, 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 secc¢ao tomografica teve dimensdes de 1336x2000 pixels.

As imagens foram capturadas com auxilio do software NRECON v1.6.10. (Bruker,
Kontich, Bélgica) (Fig. 10), no qual foi feita a reconstrucdo da imagem em secc¢les
transversais (Fig. 11). Todas as imagens foram ajustadas visualmente considerando brilho e
contraste para padronizacdo da cor. Com o auxilio do software CT Analyser Version:
1.9.1.0.© 2003-08 SkyScan, foi possivel separar um lado da mandibula do outro para
obtencdo dos resultados separadamente (Fig. 12). Apds esta separacdo foi utilizado o
software DATAViewer v1.5.2. (Bruker, Kontich, Bélgica) para a obtencdo 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

realizacdo da analise quantitativa (Fig. 14).

Fig. 10. Software NRECON, reconstru¢éo da mandibula inteira.
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Fig. 12. Software CT Analyser v.1.9.1.0.© 2003-08 SkyScan, usado para analisar lado direito e o esquerdo de
cada mandibula separadamente.
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Fig. 13. Sofware Dataviewer. O corte utilizado para este trabalho foi o sagital (apontado com uma seta na
imagem).
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Fig. 14. Posteriormente a imagem sagital foi analisada no software CT Analyser Version: 1.9.1.0.© 2003-08
SkyScan.

A regido do alvéolo da raiz distal, definida pelo espaco compreendido entre as duas

cristas 0sseas proximais foi delimitada nas secc¢des tomograficas sagitais (Figs. 15 e 16)

50



para serem convertidas em escala de tons de cinza e pelo processo de binarizacao (Figs. 17
e 18) foi possivel separar fases de densidade diferentes (0 nimero de tons de cinza
distinguiveis possiveis vao de 0 a 255). As binarizacbes em tons de cinza se deram por
comparacao visual direta das imagens das seccdes tomograficas com a escala de
intensidades de cinza do software. Para a imagem com radiopacidade menor & éssea, 0
intervalo utilizado foi de 0 a 60, (sugerindo tecido mole e espago vazio) (Fig. 17). O restante
do intervalo de tons de cinza, para a imagem radiopaca (sugerindo tecido 6sseo) foi utilizado

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

e View fmage fegion of Intevest

) E@EIE 480 v BiR QD@ @ BE0 6F
Trves

3 094 X08 (o) Qun & om

Fig. 15. Delimitagdo do alvéolo em todos os cortes da tomografia para obtengéo do percentual de formagéo
0ssea.
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Fig. 17. Parte branca representa, na escala de cinza, o intervalo de 0-60 (sugere o espaco vazio ou tecido
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Fig. 18. Parte branca representa, na escala de cinza, o intervalo de 61-255 (sugere a formacédo 0ssea).

ANALISE HISTOMORFOMETRICA

Para a analise histomorfométrica, as pecas foram submetidas a descalcificacdo em
liguido de Morse (acido formico a 50% + Citrato de Sddio a 10%, 1:1), por um periodo de
sessenta dias. Em seguida, foram incluidas em parafina (Histosec, L.C.T, S. L, Lardero,
Espanha) sendo orientadas para obtencédo de cortes histolégicos no sentido mésio-distal.
Cortes semi-seriados de 5 um de espessura foram obtidos e corados com Sirius Red.

As laminas coradas em Sirius Red foram scaneadas no scanner Axio Scan. Z1 (Zeiss,
Alemanha)(Fig. 19) na magnificacdo 2,5x. Uma &rea de aproximadamente 492189 um? foi
analisada. A porcdo de colageno (tecido mole) das imagens foi removida com o auxilio 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
regido do alvéolo da raiz distal, definida pelo espaco compreendido entre as duas cristas
6sseas proximais foi delimitada, seguindo a metodologia preconizada por Giorgetti et al.?.
Este procedimento foi realizado em dois momentos com intervalo de 20 dias entre eles afim

de calibrar o examinador. Por meio de uma mascara especialmente confeccionada para esta
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leitura, os tons correspondentes ao tecido 6sseo e espaco vazio foram identificados, usando
a técnica de demarcacédo do novo osso formado desenvolvida por Barushka et al.?®(Fig. 21).
Desta forma, foi obtida a porcentagem de tecido ésseo formado dentro do espaco

demarcado do alveolo.

Fig. 19. Lamina Scaneada de Sirius Red 2,5x.
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Fig. 20. Remocao do tecido conjuntivo pelo software Photoshop CS6 (Sirius Red 2,5x).
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Fig. 21. Delimitacdo do alvéolo com o auxilio do software Image Pro Plus 4.

ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

A andlise estatistica foi realizada usando o programa SPSS (versédo 16.0; IBM-SPSS,
Armonk, NY). O Nivel de significAncia adotado foi de 0,05. Visando comparar se existia
diferenca nos valores médios da porcentagem de formacdo 6ssea, 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 variancias entre grupo e tempo
por meio do teste de homogeneidade de variancias de Levene. A comparagédo dos valores
meédios da porcentagem de formacdo 6ssea segundo grupo e tempo foi feita utilizando o
método Anova a dois critérios, modelo fatorial completo. Quando Anova indicou diferencas
entre grupo e entre grupo e tempo, as comparacdes multiplas dois a dois foram feitas
utilizando o teste de comparagcdes multiplas paramétricas de Tukey, que foi 0 que aconteceu
para a variavel percentagem de formacgéo 0ssea avaliada na microtomografia, uma vez que
o teste de Levene indicou variancias homogéneas entre grupo e tempo. Foi aplicado o teste

de Games-Howell para variancias heterogéneas para a variavel porcentagem de formacao
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0ssea avaliada histomorfometricamente, uma vez que o teste de homogeneidade de Levene

indicou variancias heterogéneas entre grupo e tempo.

Analise Estatistica

Testes de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov?
Grupo x Tempo Estatistica gl Valor p
[Dss0 total Sinus Red Controle 7 14 aias 229 8 ,200°
Controle / 28 dias 176 6 ,200°
Laser/ 14 dias 1193 7 ,200°
Laser / 28 dias 151 T ,200°
Nicotina / 14 dias 233 6 ,200°
Nicotina / 28 dias 141 8 ,200°
Nicotina e Laser / 14 dias 265 6 ,200°
Nicotina e laser / 28 dias 229 9 ,200°
Alvéolo total Sirius Red Controle / 14 dias 201 8 ,200°
Controle / 28 dias A72 6 ,200°
Laser / 14 dias .166 7 ,200°
Laser / 28 dias 201 7 ,200°
Nicotina / 14 dias .236 6 ,200°
Nicotina / 28 dias 247 8 .164
Nicotina e Laser / 14 dias 164 6 ,200°
Nicotina e laser / 28 dias 162 9 ,200°
Percentagem de osso Sirius Controle / 14 dias 155 8 ,200°
Red Controle / 28 dias 186 6 ,200°
Laser/ 14 dias .209 7 ,200°
Laser / 28 dias .254 F § 192
Nicotina / 14 dias 266 6 ,200°
Nicotina / 28 dias .204 8 ,200°
Nicotina e Laser / 14 dias A73 6 ,200°
Nicotina e laser / 28 dias 216 9 ,200°
Percentagem de colageno Tipo Controle / 14 dias 222 8 ,200°
I Controle / 28 dias 270 6 194
Laser/ 14 dias .289 7 .079
Laser/ 28 dias .248 7 ,200°
Nicotina / 14 dias .218 6 ,200°
Nicotina / 28 dias .166 8 ,200°
Nicotina e Laser / 14 dias A71 6 ,200°
Nicotina e laser / 28 dias 261 9 077
Percentagem de espaco vazio  Controle / 14 dias 222 8 ,200°
e tecido mole por Controle / 28 dias 227 6 ,200°
microfomografia Laser / 14 dias 197 7 200°
Laser / 28 dias 123 Vg ,200°
Nicotina / 14 dias 172 6 ,200°
Nicotina / 28 dias 143 8 ,200°
Nicotina e Laser / 14 dias 209 6 ,200°
Nicotina e laser / 28 dias 199 9 ,200°
Percentagem de osso total por Controle / 14 dias 299 8 ,200°
microtomografia Controle / 28 dias 227 6 ,200°
Laser / 14 dias 197 74 ,200°
Laser/ 28 dias 123 7 ,200°
Nicotina / 14 dias AT72 6 ,200°
Nicotina / 28 dias 143 8 ,200°
Nicotina e Laser / 14 dias 209 6 ,200°
Nicotina e laser / 28 dias 199 9 ,200°

ﬁste € um limite inferior da significancia verdadeira.
a. Correlacgao de Significancia de Lilliefors
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Descritivas

Intervalo de confianga de 95% para
média
Variavel Grupo N Média Desvio Padrdo Erro Padréo Limite inferior Limite Stipetior Minimo Maximo
[Osso total Sirus Rea Controle 14 613147.36 142447.53 38070.70 530900.60 695394.11|  409052.06 505190.06)|
Laser 14 807116.03 141449.97 37804.10 72544525 888786.81|  437865.50 976819.81
Nicotina 14 660410.31 161694.32 43214.62 567050.78 753760.83|  459567.56 986745.94
Nicotina e Laser 15 753915.32 151678.68 39163.27 669918.47 837912.17|  552439.19 1014627.50
Total 57 709441.43 164347.93 21768.42 665834.05 753048.80|  409052.06 1014627.50
[Aivéolo total Sirius Red Controle 14 1014033.75 201717.30 53911.22 89756565 113050185 77923140 1362073.00
Laser 14 1058151.12 112368.20 30031.66 993271.66 112303059  817363.00 1223799.00
Nicotina 14 1179278.84 15840001 42334.18 1087821.39 1270736.28|  791339.69 1374615.30
Nicotina e Laser 15 1087390.77 100009.39 25822.31 1032007 42 14277413| 94412510 1273291.90
Total 57 1084760.59 156092.83 20675.00 1043343.59 1126177.59| 77923140 1374615.30
[Percentagem de osso Sirius Controle 14 60.67 10.37 277 5468 66.66 50.83 87.32]
Red Laser 14 78.20 522 1.40 75.18 81.21 67.87 89.14
Nicotina 14 56.11 1.10 297 49.70 6252 3875 71.78
Nicotina e Laser 15 69.24 1.34 293 62.96 75.52 49.28 8243
Total 57 66.11 12.79 169 62.72 69.50 3875 89.14
Percentagem de colageno Tipo  Controle 14 224 254 0.68 077 371 0.03 8.37]
| Laser 14 132 1.20 0.32 063 202 0.06 3.16
Nicotina 14 261 164 0.44 166 355 0.07 533
Nicotina e Laser 15 1.55 113 0.29 0.92 218 0.08 434
Total 57 1.92 1.75 0.23 146 239 0.03 837
Percentagem de espaco vazio Controle 14 2552 13.12 351 17.94 33.09 4.60 43.58
e tecido mole por Laser 14 18.41 1255 3.36 11.16 25.66 1.34 34.73
microtomogrefia Nicotina 14 4398 18.87 504 33.00 54.87 18.84 78.53
Nicotina e Laser 15 20.60 12.80 3.30 13.52 27.69 4.14 43.67
Total 57 27.01 17.38 2.30 22,40 3162 1.34 78.53
Fercentagem de osso total por _ Controle 14 74.48 1312 351 66.91 82.06 56.42 95.40
microtomografia Laser 14 81.59 12,55 3.36 74.34 88.84 65.27 98,66/
Nicotina 14 56.02 18.87 5.04 45.13 66.91 2147 81.16
Nicotina e Laser 15 79.40 12.80 3.30 72.31 86.48 56.33 95.86
Total 57 72.99 17.38 2.30 68.38 77.60 2147 98.66
Teste de Homogeneidade de Varidncias
—
Estatistica de Levene g1 gl2 Valor p
Osso total Sirius Red 208 3 53 0.82700
Alvéolo total Sirius Red 2.300 3 53 0.08786
Percentagem de osso Sirius 3.824 3 53 0.01489
Red
Percentagem de colageno Tipo 4.102 3 53 0.01085
| : 4
Percentagem de espago vazio
e tecido mole por 1.891 3 53 0.14227
microtomografia
Pgrcentagem de osso total por 1891 3 53 0.14227
microtomografia
Descritivas
Intervalo de confianca de 95% para
média
Variavel Tempo N Média Desvio Padrio Erro Padrio Limite inferior Limite superior Minimo Maximo
[Osso total Sinus Red T4 dias 27 510651.09 T40473.70 2703418 55508154 666220 63| 409052.06 522360.75)
28 dias 30 798352.74 131156.04 23945.71 749378.27 847327.21| 48214838 1014627.50
Total 57 709441.43 164347.93 21768.42 665834.05 753048.80|  409052.06 1014627.50
[Aivéolo total Sirius Red 14 dias 27 1068642.14 17164555 33033.20 100074143 1136542.86| 77923140 1362073.00
28 dias 30 1099267.19 142040.96 25033.01 1046228.22 1152306.15|  791339.69 1374615.30
Total 57 1084760.59 156092 83 20675.00 1043343.59 1126177.59|  779231.40 1374615.30
Percentagem de 0sso Sius 14 dias 27 58.16 155 222 5359 6273 3875 79,67
Red 28 dias 30 73.26 9.20 168 69.83 76.70 5578 89.14
Total 57 66.11 12.79 169 62.72 69.50 3875 89.14
[Percentagem de colageno Tipo 14 dias 27 219 21 041 1.36 303 0.03 8.37
| 28 dias 30 168 133 0.24 118 218 0.07 5.23
Total 57 1.92 1.75 0.23 1.46 239 0.03 8.37
Percentagem de espago vazio 14 dias 27 39.00 15.44 297 3289 4510 12.97 7853
e tecido mole por 28 dias 30 16.23 10.76 1.96 1221 20.24 1.34 39.47|
midstomograta Total 57 27.01 17.38 230 22.40 31.62 1.34 78.53
Percentagem de osso total por 14 dias 27 61.00 15.44 297 54 90 67.11 2147 87.03]
microfomografia 28 dias 30 83.77 10.76 1.96 79.76 87.79 60.53 98.66|
Total 57 72.99 17.38 230 68.38 77.60 2147 98.66
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Teste de Homogeneidade de Variancias

Estatistica de Levene gl gl2 Valor p
0S50 total SiTius Red 448 1 55 0.50610
Alvéolo total Sirius Red 1.473 1 55 0.23008
Percentagem de osso Sirius 1178 1 55 0.28242
Red
IPercentagem de colageno Tipo 4.425 1 55 0.04000
Percentagem de espaco vazio
e tecido mole por 1.574 1 55 0.21495
microtomografia
P(_ercentagem de osso total por 1574 1 55 0.21495
microtomografia
Descritivas
Intervalo de confianga de 95% para
média
Varidvel Grupo x Tempo N Média Desvio Padrdo Erro Padrdo Limite inferior | Limite superior | pjnimo Méximo
Dsso ttal Sirius Red Contole 12 avas 8 54052249 137412.71 48582.73 425642.59 655402.39] 40905206 791397.38
Controle / 28 dias 6 70998050 81432.42 33244.65 624522.42 795438.58| 60968375 805190.08
Laser / 14 dias i 745553.76 160298.53 60587.15 597302.35 893805.18|  437865.50 922360.75
Laser / 28 dias 7 868678.29 93872.91 35480.62 781860.33 955496.26|  717894.00 976819.81
Nicotina / 14 dias 8 543359.13 51979.75 2122064 488809.73 507908.52|  459567.56 611207.31
Nicotina / 28 dias 8 748198.69 16147355 57089.52 613203.43 883193.95| 48214838 986745.94
Nicotina e Laser / 14 dias 6 614061.39 62001.74 25312.10 548994 56 67912822 55243919 701877.50
Nicotina e laser / 28 dias 9 84715127 115800.26 38600.09 758139.31 936163.24| 69829181 1014627.50
Total 57 70044143 164347.93 21768.42 665834.05 753048.80|  409052.06 1014627.50
[Alvéolo total Sirius Red Controle / 14 dias 8 988604.33 226920.53 80228.52 798894.01 1178314.64| 77923140 1362073.00
Controle / 28 dias 6 1047939.65 176888.05 7221425 862307.02 1233572.28|  853204.88 1349453.80
Laser / 14 dias 7 1029372.89 14359949 54275.50 896565.51 1162180.26|  817363.00 1223799.00
Laser / 28 dias 7 1086929.36 69313.85 26198.17 1022824.74 1151033.98| 97538060 1205736.40
Nicotina / 14 dias 6 121424675 97527.52 30815.44 1111897.90 1316595.60| 107768550 1336699.80
Nicotina / 28 dias 8 1153052.91 194855.38 68891.78 990149.73 1315956.08|  791339.69 1374615.30
Nicotina e Laser / 14 dias 6 1075568.77 04602.92 38621.48 976289.09 117484844 94412510 1226111.90
Nicotina e laser / 28 dias 9 1095272.11 108328.28 36109.43 1012003.63 1178540.59| 97926289 127329190
Total 57 1084760.59 156092.83 20675.00 1043343 59 1126177.59| 77923140 1374615.30
Percentagem de osso Sirius  Controle / 14 dias 8 54.51 272 0.96 52.24 56.79 50.83 58.10
Red Controle / 28 dias 8 68.89 11.30 461 57.03 80.74 55.78 87.32
Laser / 14 dias 7 74.48 384 145 7092 78.03 67.87 79.67
Laser / 28 dias 7 8192 346 131 7873 85.12 7922 89.14
Nicotina / 14 dias 6 4481 351 143 4113 4850 3875 49.31
Nicotina / 28 dias 8 64.58 534 1.89 60.11 69.05 56.27 7178
Nicotina e Laser / 14 dias 6 57.35 6.70 274 5032 64.38 4928 68.82
Nicotina e laser / 28 dias 9 77.16 452 151 7369 80.64 70.02 8243
Total 57 66.11 1279 169 62.72 69.50 3875 89.14
Percentagem de colageno Tipo Controle / 14 dias 8 259 303 1.07 0.05 512 0.03 8.37]
| Controle / 28 dias 6 178 1.86 0.76 -0.18 373 0.08 420
Laser / 14 dias 7 0.78 1.1 042 025 181 0.06 310
Laser / 28 dias 7 1.86 1.10 042 085 288 033 316
Nicotina / 14 dias 6 327 1.59 065 160 493 144 533
Nicotina / 28 dias 8 211 1.59 0.56 078 344 007 523
Nicotina e Laser / 14 dias 6 225 1.36 055 082 367 050 434
Nicotina e laser / 28 dias 9 1.09 0.7 0.24 055 163 0.08 256
Total 57 1.92 175 023 146 239 003 837
Percentagem de espaco vazio  Controle / 14 dias 8 3399 9.80 346 25.80 4218 1297 43.58]
e tecido mole por Controle / 28 dias 6 1421 6.68 273 720 12 460 2471,
microlomografa Laser | 14 dias 7 209 409 155 %47 374 224 EYRE
Laser / 28 dias 7 6.86 368 1.39 346 10.26 1.34 12.65|
Nicotina / 14 dias 8 62.50 11.44 467 50.50 7451 4857 78.53
Nicotina / 28 dias 8 3000 721 251 24.01 36.17 18.84 3947
Nicotina e Laser / 14 dias 6 2n 943 385 281 4261 2094 4367
Nicotina e laser / 28 dias 9 12.53 6.91 230 122 17.84 4.14 24.16
Total 51 27.01 17.38 230 2240 31.62 1.34 7853
Percentagem de osso fotal por  Controle / 14 dias 8 66.01 9.80 346 57.82 7420 56.42 87.03)
microtomografia Controle / 28 dias 6 85.79 6.68 273 78.78 9280 7523 95.40
Laser / 14 dias 7 70.04 409 155 66.26 7383 65.27 7176
Laser / 28 dias 7 93.14 368 1.39 89.74 96.54 87.35 98.66
Nicotina / 14 dias 6 3750 11.44 467 2549 4950 2147 5143
Nicotina / 28 dias 8 69.91 721 257 63.83 75.99 60.53 81.16
Nicotina e Laser / 14 dias 6 67.29 943 385 57.39 7719 56.33 79.06
Nicotina e laser / 28 dias 9 8747 6.91 230 8216 9278 7584 95.86
Total 57 72.99 17.38 230 68.38 77.60 2147 98.66
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Teste de Homogeneidade de Varidncias

—
Estatistica de Levene gl gl2 Valor p
Osso total Sirius Red 1.403 7 49 0.22554
Alvéolo total Sirius Red 1.919 7 49 0.08658
Percentagem de osso Sirius 2 441 7 49 0.03148
Red
IPercentagem de colageno Tipo 3.470 7 49 0.00427
Percentagem de espaco vazio
e tecido mole por 1.468 7 49 0.20085
microtomografia
Percentagem de osso total por
microtomografia 1.468 7 49 0.20085
Testes de efeitos entre sujeitos
Variavel dependente: Osso total Sirius Red
Origem Tipo Il Soma dos Quadrados gl Quadrado Médio F Valor p Poder observado®
GrupoxTempo 817671078425.844 7 116810154060.835 8.237 0.00000 0.99995
Erro 694902509613.908 49 14181683869.672
Total corrigido 1512573588039.750 56
b. Calculado usando alfa = ,05
Testes de efeitos entre sujeitos
Variavel dependente: Osso total Sirius Red
Origem Tipo Il Soma dos Quadrados gl Quadrado Médio F Valor p Poder observado®
Grupo 290540697274.961 3 96846899091.654 6.829 0.00062 0.96716
Tempo 465326087453.315 1 465326087453.315 32.812 0.00000 0.99987
Grupo * Tempo 23844159399.258 3 7948053133.086 560 0.64367 0.15710
Erro 694902509613.908 49 14181683869.672
Total corrigido 1512573588039.750 56
b. Calculado usando alfa = ,05
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Contrale Laser Micatina Micotina e Laser
Grupo
Testes de efeitos entre sujeitos
Variavel dependente: Alvéolo total Sirius Red
Origem Tipo Il Soma dos Quadrados gl Quadrado Médio F Valor p Poder observado®
Grupo 185632932529.282 3 61877644176.427 2.70373 0.05036 0.64926
Tempo 4957472399.468 1 4957472399.468 0.21662 0.64369 0.07418
Grupo * Tempo 32832236166.536 3 10944078722.179 0.47820 0.69892 0.13971
Erro 1121415853676.510 49 22886037830.133
Total corrigido 1364438353425.430 56

b. Calculado usando alfa = ,05
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Variavel dependente:

Alvéolo total Sirius Red

Testes de efeitos entre sujeitos

Origem Tipo Il Soma dos Quadrados gl Quadrado Médio Valor p Poder observado®
Grupox lempo 243022499748.923 7 34717499964.132 1.517 0.18372 0.57358
Erro 1121415853676.510 49 22886037830.133
Total corrigido 1364438353425.430 56
b. Calculado usando alfa = ,05
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Tempo
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1350000,00 1 28 dias
1:300000,00=
S 1250000,00—]
o
w —
= 1200000,00 _
= =
o) 1150000,00- 4
o
< 1100000,00—
L =
=
©  1030000,00=
]
=
<, 1000000,00— p 1
2=
e ] —
& 930000,00
2 S00000,00— -
850000,00—
S00000,00— -
TS0000,00—
Contrale Micotina Micotina e Laser
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Testes de efeitos entre sujeitos
Variavel dependente: Percentagem de osso Sirius Red
Origem Tipo Ill Soma dos Quadrados gl Quadrado Medio Valor p Poder observado®
Grupo 4100.779 3 1366.926 44.665 0.00000 1.00000
Tempo 3287.821 1 3287.821 107.431 0.00000 1.00000
Grupo * Tempo 360.489 3 120.163 3.926 0.01371 0.79883
Erro 1499.596 49 30.604
Total corrigido 9162.421 56
b. Calculado usando alfa = ,05
Testes de efeitos entre sujeitos
Variavel dependente: Percentagem de osso Sirius Red
Origem Tipo Ill Soma dos Quadrados gl Quadrado Médio Valor p Poder observado®
Intercepto 239148.269 1 239148.269 7814.283 0.00000 1.00000
GrupoxTempo 7662.826 7 1094.689 35.769 0.00000 1.00000
Erro 1499.596 49 30.604
Total corrigido 9162.421 56

b. Calculado usando alfa = ,05
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I.C. 95% Percentagem de oss0 Sirius Red

I.C, 95% Percentagem de osso Sirius Red
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Controle Laser Micatina Micotina e Laser
Grupo
Testes de efeitos entre sujeitos
Variavel dependente: Percentagem de colageno Tipo |
Origem Tipo Ill Soma dos Quadrados gl Quadrado Medio F Valor p Poder observado®
Grupo 14.868 3 4.956 1.735 0.17205 0.42513
Tempo 3.611 1 3.611 1.264 0.26635 0.19666
Grupo * Tempo 12.108 3 4.036 1.413 0.25020 0.35159
Erro 139.962 49 2.856
Total corrigido 170.727 56
b. Calculado usando alfa = ,05
Testes de efeitos entre sujeitos
Variavel dependente: Percentagem de colageno Tipo |
Origem Tipo Il Soma dos Quadrados gl Quadrado Médio F Valor p Poder observado®
Grupox lempo 30.764 7 4.395 1.539 0.17660 0.58084
Erro 139.962 49 2.856
Total corrigido 170.727 56

b. Calculado usando alfa = ,05
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Contrale Laser Micaotina Micotina e Laser
Grupo
Testes de efeitos entre sujeitos
Variavel dependente: Percentagem de espaco vazio e tecido mole por microtomografia
Origem Tipo Ill Soma dos Quadrados gl Quadrado Médio F Valor p Poder observado®
Grupo 6500.392 3 2166.797 36.266 0.00000 1.00000
Tempo 7948.334 1 7948.334 133.034 0.00000 1.00000
Grupo * Tempo 368.857 3 119.619 2.002 0.12592 0.48371
Emro 2927.583 49 59.747
Total corrigido 16920.335 56
b. Calculado usando alfa = ,05
Testes de efeitos entre sujeitos
Variavel dependente: Percentagem de espago vazio e tecido mole por microtomografia
Origem Tipo Il Soma dos Quadrados gl Quadrado Médio F Valor p Poder observado®
GrupoxTempo 13992.752 7 1998.965 33.457 0.00000 1.00000
Erro 2927.583 49 59.747
Total corrigido 16920.335 56

b. Calculado usando alfa = ,05

a. R Quadrado = .527 (R Quadrado Ajustado = ,802)
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I.C. 95% Percentagem de espago vazio e tecido mole por
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Controle Laser Micoting Micotina & Laser
Grupo
Testes de efeitos entre sujeitos
Variavel dependente: Percentagem de osso total por microtomografia
Origem Tipo Ill Soma dos Quadrados gl Quadrado Médio F Valor p Poder observado®
mpo 6500.392 3 2166.797 36.266 0.00000 1.00000
Tempo 7948.334 1 7948.334 133.034 0.00000 1.00000
Grupo * Tempo 358.857 3 119.619 2.002 0.12592 0.48371
Erro 2927.583 49 59.747
Total corrigido 16920.335 56
b. Calculado usando alfa = ,05
Testes de efeitos entre sujeitos
Variavel dependente: Percentagem de osso total por microtomografia
Origem Tipo Il Soma dos Quadrados gl Quadrado Medio E Valor p Poder observado®
GrupoX 1empo 13992.752 7 1998.965 33.457 0.00000 1.00000
Erro 2927.583 49 59.747
Total corrigido 16920.335 56

b. Calculado usando alfa = ,05

69




I.C. 95% Percentagem de osso total por microtomografia

I.C. 95% Percentagem de osso total por microtomografia
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Contrale Laser Micotina Micotina e Laser
Grupo
Comparagdes miiltiplas
Tukey HSD
Intervalo de Confianga 95%
Variavel dependente Diferenca média (I-J) Erro Padréo Valor p Limite inferior Limite superior
 ecm—
Osso total Sirius Red Controle Laser -193968,67357 56536.79250 0.00626 -343930.0279 -44007.3192
Nicotina -47262.95071 56536.79250 0.83710 -197224.3051 102698.4036
Nicotina e Laser -140767.96433 55586.52663 0.06634 -288208.7803 6672.8516
Laser Controle 19396867357 56536.79250 0.00626 44007.3192 343930.0279
Nicotina 146705.72286 566536.79250 0.05734 -3255.6315 296667.0772
Nicotina e Laser 53200.70924 55586.52663 0.77415 -94240.1067 200641.5252
Nicotina Controle 47262.95071 56536.79250 0.83710 -102698.4036 197224.3051
Laser -146705.72286 56536.79250 0.05734 -296667.0772 3255.6315
Nicotina e Laser -93505.01362 55586.52663 0.34313 -240945.8296 53935.8023
Nicotina e Laser Controle 140767.96433 55586.52663 0.06634 -6672.8516 288208.7803
Laser -53200.70924 55586.52663 0.77415 -200641.5252 94240.1067
Nicotina 93505.01362 55586.52663 0.34313 -53935.8023 240945.8296
Percentagem de espago vazio Controle Laser 7.10801 5.49569 057116 -7.4691 21.6851
e FGCI?O mole ?Of Nicotina 18,46473° 5.49569 0.00769 -33.0418 -3.8877
reiomogRe Nicotina e Laser 491393 540332 0.79989 -9.4181 19.2460
Laser Controle -7.10801 5.49569 057116 -21.6851 7.4691
Nicotina 2557274 5.49569 0.00013 -40.1498 -10.9957
Nicotina e Laser -2.19408 5.40332 097714 -16.5261 12.1380
Nicotina Controle 18,46473 5.49569 0.00769 3.8877 33.0418|
Laser 2557274 5.49569 0.00013 10.9957 40.1498
Nicotina e Laser 23,37866" 5.40332 0.00038 9.0466 37.7107
Nicotina e Laser Controle -4.91393 5.40332 0.79989 -19.2460 9.4181
Laser 2.19408 5.40332 097714 -12.1380 16.5261
Nicotina -23,37866" 540332 0.00038 -37.7107 -9.0466
Percentagem de osso total por Controle Laser -7.10801 5.49569 0.57116 -21.6851 7.4691
microtomografia Nicotina 18,46473 5.49569 0.00769 3.8877 33.0418
Nicotina e Laser -4.91393 540332 0.79989 -19.2460 9.4181
Laser Controle 7.10801 5.49569 0.57116 -7.4691 21.6851
Nicotina 2557274' 5.49569 0.00013 10.9957 40.1498
Nicotina e Laser 2.19408 540332 097714 -12.1380 16.5261
Nicotina Controle -18,46473" 5.49569 0.00769 -33.0418 -3.8877
Laser -25,57274" 5.49569 0.00013 -40.1498 -10.9957
Nicotina e Laser -23,37866° 540332 0.00038 -37.7107 -9.0466'
Nicotina e Laser Controle 4.91393 5.40332 0.79989 -9.4181 19.2460
Laser -2.19408 5.40332 0.97714 -16.5261 12.1380
Nicotina 23,37866 5.40332 0.00038 9.0466 37.7107

SR -
*. A diferenca média é significativa no nivel 0.05.
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Varidvel dependente:

Games-Howell

Percentagem de osso Sirius Red

Comparagdes mlltiplas

dias

72

Intervalo de Confianga 95%
(1) Grupo Diferenca média (I-J) Erro Padrdo Valor p Limite inferior Limite superior
Controle Laser -17,52690° 3.10347 0.00010 -26.2453 -8.8085!
Nicotina 4.56374 4.05989 0.67830 -6.5772 15.7047
Nicotina e Laser -8.56388 4.03241 0.17122 -19.5990 2.4713]
Laser Controle 17.52690 3.10347 0.00010 8.8085 26.2453
Nicotina 22,09065 3.27819 0.00001 12.8493 31.3320]
Nicotina e Laser 8.96303 3.24408 0.05385 - 1181 18.0441
Nicotina Controle 456374 4.05989 0.67830 15.7047 65772
Laser 22,09065" 327819 0.00001 -31.3320 -12.8493
Nicotina e Laser -13,12762° 4.16837 0.01956 -24.5364 -1.7188]
Nicotina e Laser Controle 8.56388 4.03241 0.17122 -2.4713 19.5990
Laser -8.96303 3.24408 0.05385 -18.0441 1181
Nicotina 13,12762° 4.16837 0.01956 17188 24 5364
— -
*. A diferenga média é significativa no nivel 0.05.
Comparagdes multiplas
Tukey HSD
Intervalo de Confianga 95%
Variavel dependente Diferenga média (I-J) Erro Padréo Valor p Limite inferior Limite superior
Osso total Sirius Red Controle / 14 dias Controle 1 28 dias ~169458.00958 64314.26329 0.16840 -373039.6461 34123.6269
Laser / 14 dias -205031,26911° 61633.31341 0.03303 -400126 5741 -9935.9641
Laser/ 28 dias -328155,80054° 61633.31341 0.00007 -523251.1055 -133060.4956
Nicotina / 14 dias -2836.63125 64314.26329 1.00000 -206418.2678 200745.0053
Nicotina / 28 dias 207676,19750° 5954343765 0.02142 -396156.1685 -19196.2265
';‘::““a e Laseni i -73538.89202 64314.26329 0.94356 277120.5204 130042.7436
Nicotina e laser / 28 dias -306628,78069" 57865.82010 0.00007 -489798.3881 -123459.1733
Controle / 28 dias Controle / 14 dias 16945800958 64314 26329 0.16840 34123 6269 3730396461
Laser / 14 dias -35573.25952 6625382115 0.99938 -245294 4107 174147.8917
Laser / 28 dias -158697.79095 66253.82115 0.26655 -368418.9422 51023.3603
Nicotina / 14 dias 166621.37833 68754.83951 0.25338 -51016.5457 384259.3024
Nicotina / 28 dias -38218.18792 64314.26329 0.99880 -241799.8244 165363.4486
:i::"na e Laser /14 95919.11667 68754 83951 0.85511 -121718.8074 313557.0407
Nicotina e laser / 28 dias -137170.77111 62764.29423 0.37802 -335846.1051 61504.5628
Taser /14 dias Controle 7 14 dias 205031,26911° 6163331341 0.03303 99359641 400126 5741
Controle / 28 dias 3557325952 6625382115 0.99938 -174147.8917 2452944107
Laser / 28 dias -123124 53143 63654 61238 053506 -324618.0960 78369.0331
Nicotina / 14 dias 202194 63786 6625382115 0.06618 -7526.5134 4119157891
Nicotina / 28 dias -2644.92839 61633.31341 1.00000 -197740.2334 192450.3766
g‘l‘::""a e Laserd% 13149237619 6625382115 050226 -78228.7750 341213.5274
Nicotina e laser / 28 dias 10159751159 60014.14409 0.69162 -201567.4661 88372.4429
Laser / 28 dias Controle / 14 dias 328155,80054" 61633.31341 0.00007 133060.4956 523251.1055
Controle / 28 dias 158697.79095 6625382115 0.26655 -51023.3603 368418.9422
Laser/ 14 dias 123124 53143 63654.61238 0.53506 -78369.0331 324618.0960
Nicotina / 14 dias 325319,16929" 66253.82115 0.00027 115598.0181 535040.3205
Nicotina / 28 dias 120479.60304 61633.31341 052166 -74615.7019 315574.9080
z‘ii:;’""a okaser/ii4 254616,90762" 6625382115 0.00780 448957564 464338.0588
Nicotina e laser / 28 dias 21527.01984 60014.14409 0.99996 -168442.9346 211496 9743
Nicotina 7 14 dias Controle 7 14 dias 283663125 64314 26329 1.00000 2007450053 206418 2678
Controle / 28 dias -166621.37833 68754 83951 0.25338 -384259.3024 51016.5457
Laser/ 14 dias -202194.63786 66253.82115 0.06618 -411915.7891 7526 5134
Laser / 28 dias -325319,16929" 66253.82115 0.00027 -535040.3205 -115598.0181
Nicotina / 28 dias -204839,56625 64314.26329 0.04760 -408421.2028 -1257.9297
:‘;’:‘i"a & Laser/:14 -70702.26167 68754.83951 0.96772 -288340.1857 146935.6624
Nicotina e laser / 28 dias -303792,14944° 62764.20423 0.00034 -502467 4834 -105116.8155
Nicotina 7 28 dias Controle / 14 dias 207676,19750° 59543 43765 0.02142 19196 2265 396156.1685
Controle / 28 dias 38218.18792 64314.26329 0.99880 -165363 4486 241799.8244
Laser/ 14 dias 2644.92839 61633.31341 1.00000 -192450.3766 1977402334
Laser/ 28 dias -120479.60304 61633.31341 052166 -315574.9080 746157019
Nicotina / 14 dias 204839,56625" 64314.26329 0.04760 12579297 408421.2028
z‘ii::““a 8 Lgser, (14 134137.30458 64314.26329 043815 -69444.3319 337718.9411
Nicotina e laser / 28 dias -98952 58319 57865.82010 0.68085 -282122.1906 84217.0242
Nicotina ¢ Laser / 14 dias Controle / 14 dias 73538 89292 64314 26329 0.94356 130042.7436 2771205294
Controle / 28 dias -95919.11667 68754.83951 0.85511 -313557.0407 121718.8074
Laser/ 14 dias -131492.37619 66253.82115 0.50226 -341213.5274 78228.7750
Laser/ 28 dias -254616,90762" 6625382115 0.00780 -464338.0588 -44895.7564
Nicotina / 14 dias 70702.26167 68754 83951 0.96772 -146935 6624 288340.1857
Nicotina / 28 dias -134137.30458 64314.26329 0.43815 -337718.9411 694443319
Nicotina e laser / 28 dias -233089,88778" 6276420423 0.01136 -431765.2217 34414 5538
Nicotina e laser / 28 dias Controle / 14 dias 306628,78069" 57865.82010 0.00007 123459.1733 489798.3881
Controle / 28 dias 137170.77111 62764.29423 0.37802 -61504.5628 335846.1051
Laser / 14 dias 101597.51159 60014.14409 0.69162 -88372.4429 291567.4661
Laser / 28 dias 21527.01984 60014.14409 0.99996 -211496.9743 1684429346
Nicotina / 14 dias 303792,14944° 62764.29423 0.00034 105116.8155 502467.4834
Nicotina / 28 dias 9895258319 57865.82010 0.68085 -84217.0242 2821221906
Nicoling:c Laser /44 233089,88778" 62764.29423 0.01136 34414.5538 431765.2217




Percentagem de espago vazio  Controle / 14 dias
e tecido mole por
microtomografia

Controle / 28 dias 19,78164 417446 0.00047 6.5677 32.9955|
Laser/ 14 dias 4.03667 4.00044 0.97088 -8.6264 16.6997
Laser / 28 dias 27,13505 4.00044 0.00000 14.4720 39.7981
Nicotina / 14 dias 2851055 4.17446 0.00000 41.7245 -15.2966
Nicotina / 28 dias 3.90587 3.86480 0.97063 -8.3278 16.1396
Nicotiia e Laser (14 1.28504 417446 0.99999 -11.9289 14.4989
Nicotina e laser / 28 dias 21,46294 3.75591 0.00002 9.5739 33.3520
Controle / 28 dias Controle / 14 dias -19,78164" 417446 0.00047 -32.9955 -6.5677
Laser/ 14 dias -15,74497" 4.30035 0.01320 -29.3574 -2.1326
Laser / 28 dias 7.35341 4.30035 0.68090 -6.2590 20.9658
Nicotina / 14 dias -48,29219" 4.46268 0.00000 -62.4185 -34.1659
Nicotina / 28 dias -15,87577" 417446 0.00877 -29.0897 -2.6619
g‘ii::'i“a elaser/14 -18,49660" 4.46268 0.00314 32,6220 43703
Nicotina e laser / 28 dias 1.68130 4.07385 0.99989 -11.2142 14.5768
Laser / 14 dias Controle / 14 dias -4.03667 4.00044 0.97088 -16.6997 8.6264
Controle / 28 dias 15,74497 4.30035 0.01320 2.1326 29.3574
Laser / 28 dias 23,00838" 413164 0.00003 10.0200 36.1768
Nicotina / 14 dias -32,54722° 4.30035 0.00000 -46.1596 -18.9348
Nicotina / 28 dias -.13079 4.00044 1.00000 -12.7939 12.5323
Pleoine o Lasritd 275163 430035 099808 -16.3640 10.8608
Nicotina e laser / 28 dias 17,42627 3.89535 0.00111 5.0959 29.7567
Laser / 28 dias Controle / 14 dias -27,13505" 4.00044 0.00000 -39.7981 -14.4720
Controle / 28 dias -7.35341 4.30035 0.68090 -20.9658 6.2590
Laser / 14 dias -23,09838" 413164 0.00003 -36.1768 -10.0200
Nicotina / 14 dias -55,64560" 4.30035 0.00000 -69.2580 -42.0332
Nicotina / 28 dias -23,22917° 4.00044 0.00001 -35.8923 -10.5661
Z'ii:g“"“ elaser/14 25.85001° 4.30035 0.00001 30.4624 12.2376
Nicotina e laser / 28 dias -5.67211 3.89535 0.82616 -18.0025 6.6583
Nicotina / 14 dias Controle / 14 dias 28,51055 4.17446 0.00000 15.2966 41.7245
Controle / 28 dias 48,20219° 4.46268 0.00000 34.1659 62.4185
Laser / 14 dias 3254722 4.30035 0.00000 18.9348 46.1596
Laser / 28 dias 55,64560° 4.30035 0.00000 42.0332 69.2580
Nicotina / 28 dias 32,41642 417446 0.00000 19.2025 45.6303
z‘ii::"“a Glasenlad 29,79559° 4.46268 0.00000 15.6693 43.9218
Nicotina e laser / 28 dias 4997349 4.07385 0.00000 37.0780 62.8689
Nicotina / 28 dias Controle / 14 dias -3.90587 3.86480 0.97063 -16.1396 8.3278
Controle / 28 dias 15,87577 417446 0.00877 2.6619 29.0897
Laser / 14 dias 13079 4.00044 1.00000 -12.5323 12.7939
Laser / 28 dias 23,22917 4.00044 0.00001 10.5661 35.8923
Nicotina / 14 dias -32,41642° 417446 0.00000 -45.6303 -19.2025
Hicotina’s Laser it -2.62084 417446 0.99830 -15.8347 10.5931
Nicotina e laser / 28 dias 1755707 3.75591 0.00058 5.6680 29.4461
Nicotina e Laser / 14 dias Controle / 14 dias -1.28504 4.17446 0.99999 -14.4989 11.9289
Controle / 28 dias 18,49660° 4.46268 0.00314 4.3703 32.6229
Laser / 14 dias 2.75163 4.30035 0.99808 -10.8608 16.3640
Laser / 28 dias 25,85001" 4.30035 0.00001 12.2376 39.4624
Nicotina / 14 dias 29.79559" 4.46268 0.00000 -43.9218 -15.6693
Nicotina / 28 dias 262084 417446 0.99830 -10.5931 15.8347
Nicotina e laser / 28 dias 20,17790° 4.07385 0.00023 7.2824 33.0734
Nicotina e laser / 28 dias Controle / 14 dias -21,46294° 3.75591 0.00002 -33.3520 -9.5739
Controle / 28 dias -1.68130 4.07385 0.99989 -14.5768 11.2142
Laser/ 14 dias 1742627 3.89535 0.00111 -29.7567 -5.0959
Laser / 28 dias 567211 3.89535 0.82616 -6.6583 18.0025
Nicotina / 14 dias -49,97349° 4.07385 0.00000 -62.8689 -37.0780
Nicotina / 28 dias -17,55707" 3.75591 0.00058 -29.4461 -5.6680
z‘ii::'i"a okasering 20,17790° 407385 0.00023 -33.0734 7.2824
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dias
Percentagem de osso total por Controle / 14 dias Controle / 28 dias -19,78164" 417446 0.00047 -32.9955 -6.5677
microtomografia Laser/ 14 dias -4.03667 4.00044 0.97088 -16.6997 8.6264
Laser / 28 dias -27,13505° 4.00044 0.00000 -39.7981 -14.4720
Nicotina / 14 dias 28,51055" 417446 0.00000 15.2966 41.7245
Nicotina / 28 dias -3.90587 3.86480 0.97063 -16.1396 8.3278
';‘:;’"“a ellaser /14 128504 417446 0.99999 14.4989 11.9289
Nicotina e laser / 28 dias -21,46294" 3.75591 0.00002 -33.3520 -9.5739
Controle / 28 dias Controle / 14 dias 19,78164° 417446 0.00047 6.5677 32.9955|
Laser / 14 dias 15,74497 4.30035 0.01320 2.1326 29.3574
Laser / 28 dias -7.35341 4.30035 0.68090 -20.9658 6.2590
Nicotina / 14 dias 48,29219° 4.46268 0.00000 34.1659 62.4185
Nicotina / 28 dias 15,87577" 417446 0.00877 26619 29.0897|
z‘ii::"“a o Laser, {14 18,49660° 446268 0.00314 43703 32.6229)
Nicotina e laser / 28 dias -1.68130 4.07385 0.99989 -14.5768 11.2142
Laser / 14 dias Controle / 14 dias 4.03667 4.00044 0.97088 -8.6264 16.6997
Controle / 28 dias -15,74497" 4.30035 0.01320 -29.3574 -2.1326
Laser / 28 dias -23,09838" 413164 0.00003 -36.1768 -10.0200]|
Nicotina / 14 dias 32,54722° 4.30035 0.00000 18.9348 46.1596
Nicotina / 28 dias 13079 4.00044 1.00000 -12.5323 12.7939
e tasen/ % 275163 430035 099808 -10.8608 16.3640
Nicotina e laser / 28 dias -17,42627° 3.89535 0.00111 -29.7567 -5.0959
Laser / 28 dias Controle / 14 dias 27,13505 4.00044 0.00000 14.4720 39.7981
Controle / 28 dias 7.35341 4.30035 0.68090 -6.2590 20.9658
Laser / 14 dias 23,00838° 413164 0.00003 10.0200 36.1768
Nicotina / 14 dias 55,64560" 430035 0.00000 42,0332 69.2580
Nicotina / 28 dias 2322017 4.00044 0.00001 10.5661 35.8923|
z‘ii::"“a e Laser/14 25,85001° 4.30035 0.00001 12.2376 39.4624
Nicotina e laser / 28 dias 567211 3.89535 0.82616 -6.6583 18.0025
Nicotina / 14 dias Controle / 14 dias -28,51055" 417446 0.00000 -41.7245 -15.2966
Controle / 28 dias -48,29219° 4.46268 0.00000 -62.4185 -34.1659
Laser / 14 dias -32,54722° 4.30035 0.00000 -46.1596 -18.9348
Laser / 28 dias -55,64560° 4.30035 0.00000 -69.2580 420332
Nicotina / 28 dias -32,41642° 4.17446 0.00000 -45.6303 -19.2025
ot e Laser/ 44 -20,79559° 4.46268 0.00000 439218 -15.6693
Nicotina e laser / 28 dias -49,97349° 4.07385 0.00000 -62.8689 -37.0780
Nicotina / 28 dias Controle / 14 dias 3.90587 3.86480 0.97063 -8.3278 16.1396
Controle / 28 dias -15,87577" 417446 0.00877 -29.0897 -2.6619
Laser/ 14 dias -.13079 4.00044 1.00000 -12.7939 12.5323
Laser / 28 dias 23.22017" 4.00044 0.00001 -35.8023 -10.5661
Nicotina / 14 dias 32,41642° 417446 0.00000 19.2025 45.6303
z‘i‘:;’““a o:aserls14: 262084 417446 0.99830 -10.5931 15.8347
Nicotina e laser / 28 dias -17,55707" 3.75591 0.00058 -29.4461 -5.6680
Nicotina e Laser / 14 dias Controle / 14 dias 1.28504 4.17446 0.99999 -11.9289 14.4989
Controle / 28 dias -18,49660" 4.46268 0.00314 -32.6229 -4.3703
Laser/ 14 dias -2.75163 4.30035 0.99808 -16.3640 10.8608
Laser / 28 dias 25,85001" 4.30035 0.00001 -39.4624 -12.2376
Nicotina / 14 dias 29,79559" 4.46268 0.00000 15.6693 43.9218
Nicotina / 28 dias -2.62084 4.17446 0.99830 -15.8347 10.5931
Nicotina e laser / 28 dias -20,17790" 407385 0.00023 -33.0734 -7.2824
Nicotina e laser / 28 dias Controle / 14 dias 21,46294 3.75591 0.00002 9.5739 33.3520
Controle / 28 dias 1.68130 4.07385 0.99989 -11.2142 14.5768
Laser / 14 dias 17,42627 3.89535 0.00111 5.0959 29.7567
Laser / 28 dias -5.67211 3.89535 0.82616 -18.0025 6.6583
Nicotina / 14 dias 4997349 4.07385 0.00000 37.0780 62.8689
Nicotina / 28 dias 1755707 3.75591 0.00058 5.6680 29.4461
z‘i::"“a eLaser/14 20,17790° 4.07385 0.00023 7.2824 33.0734

.
*. A diferenga média é significativa no nivel 0.05.
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Variavel dependente:
Games-Howell

Percentagem de osso Sirius Red

Comparagdes multiplas

Intervalo de Confianga 95%
(1) Grupo x Tempo Diferenca média (I-J) Erro Padrao Valor p Limite inferior Limite superior
Controle / 14 dias Controle 1 28 dias -14.37528 471119 0.20178 -35.5471 6.7966]
Laser / 14 dias -19,96399° 1.74258 0.00000 -26.4133 -13.5147
Laser / 28 dias 27,4148 1.62313 0.00000 -33.3415 -21.4815
Nicotina / 14 dias 9,69929" 1.72617 0.00457 3.1025 16.2961
Nicotina / 28 dias -10,06938" 2.12054 0.01076 -17.9569 -2.1818
Nicotina e Laser / 14 dias -2.83666 2.89957 0.96276 -15.2113 9.5380
Nicotina e laser / 28 dias -22,65008" 1.78767 0.00000 -29.0068 -16.2934
Controle / 28 dias Controle / 14 dias 14.37528 471119 0.20178 -6.7966 35.5471
Laser / 14 dias -5.58872 4.83513 0.91958 -26.5302 15.3528
Laser / 28 dias -13.03620 4.79337 0.27341 -34.0415 7.9691
Nicotina / 14 dias 24,07457" 482923 0.02689 3.1132 45.0360
Nicotina / 28 dias 4.30590 498383 0.98062 -16.4876 25.0994
Nicotina e Laser / 14 dias 11.53862 5.36184 0.45669 -9.5878 32.6651
Nicotina e laser / 28 dias -8.27480 4.85156 0.68818 -29.1774 12.6277
Laser / 14 dias Controle / 14 dias 19,96399° 1.74258 0.00000 135147 26.4133,
Controle / 28 dias 5.58872 4.83513 0.91958 -15.3528 26.5302
Laser / 28 dias 7.44749° 1.95389 0.03698 -145334 -3615,
Nicotina / 14 dias 29,66328" 2.04029 0.00000 221494 37.1772
Nicotina / 28 dias 9,89462° 2.38324 0.01934 1.3401 18.4491
Nicotina e Laser / 14 dias 17,12734° 3.09688 0.00839 4.7470 29.5076
Nicotina e laser / 28 dias -2.68609 2.09258 0.89055 -10.0831 4.7110
Laser / 28 dias Controle / 14 dias 27,41148° 1.62313 0.00000 21.4815 33.3415]
Controle / 28 dias 13.03620 4.79337 0.27341 -7.9691 34.0415
Laser / 14 dias 7.44749° 1.95389 0.03698 .3615 14.5334
Nicotina / 14 dias 37,1077 1.93926 0.00000 29.9305 44.2911
Nicotina / 28 dias 17,34210° 229734 0.00013 9.0362 25.6480,
Nicotina e Laser / 14 dias 2457483 3.03127 0.00096 12.2313 36.9184
Nicotina e laser / 28 dias 4.76140 1.99420 0.31680 -2.2755 11.7983
Nicotina / 14 dias Controle / 14 dias -9,69929" 1.72617 0.00457 -16.2961 -3.1025
Controle / 28 dias -24,07457 482923 0.02689 -45.0360 -3.1132
Laser / 14 dias -29,66328" 2.04029 0.00000 -37.1772 -22.1494
Laser / 28 dias -37,11077° 1.93926 0.00000 -44.2911 -29.9305|
Nicotina / 28 dias 1976867 2.37126 0.00005 -28.3680 -11.1693
Nicotina e Laser / 14 dias -12,53595° 3.08767 0.04767 -24.9504 -.1215]
Nicotina e laser / 28 dias -32,34937° 2.07893 0.00000 -39.8139 -24.8849
Nicotina / 28 dias Controle / 14 dias 10,06938" 2.12054 0.01076 2.1818 17.9569
Controle / 28 dias -4.30590 4.98383 0.98062 -25.0994 16.4876
Laser / 14 dias -9,89462" 2.38324 0.01934 -18.4491 -1.3401
Laser / 28 dias -17,34210° 229734 0.00013 -25.6480 -9.0362
Nicotina / 14 dias 19,76867" 2.37126 0.00005 11.1693 28.3680
Nicotina e Laser / 14 dias 7.23272 3.32427 0.43751 -5.4118 19.8772
Nicotina e laser / 28 dias -12,58070° 2.41640 0.00257 -21.1228 -4.0386
Nicotina e Laser / 14 dias Controle / 14 dias 2.83666 2.89957 0.96276 -9.5380 15.2113
Controle / 28 dias -11.53862 5.36184 0.45669 -32.6651 9.5878!
Laser / 14 dias 17,12734° 3.09688 0.00839 -29.5076 -4.7470
Laser / 28 dias 24,57483° 3.03127 0.00096 -36.9184 -12.2313
Nicotina / 14 dias 12,53595° 3.08767 0.04767 1215 24.9504
Nicotina / 28 dias -7.23272 3.32427 0.43751 -19.8772 5.4118
Nicotina e laser / 28 dias -19,81343" 3.12247 0.00310 -32.1564 -7.4705
Nicotina e laser / 28 dias Controle / 14 dias 22,65008" 1.78767 0.00000 16.2934 29.0068
Controle / 28 dias 8.27480 4.85156 0.68818 -12.6277 29.1774
Laser / 14 dias 2.68609 2.09258 0.89055 -4.7110 10.0831
Laser / 28 dias -4.76140 1.99420 0.31680 -11.7983 2.2755
Nicotina / 14 dias 32,34937 2.07893 0.00000 24.8849 39.8139
Nicotina / 28 dias 12,58070° 241640 0.00257 4.0386 21.1228,
Nicotina e Laser / 14 dias 19,81343" 3.12247 0.00310 7.4705 32.1564;

cmm—
*. A diferenca média é significativa no nivel 0.05.
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Correlagdes

T T
espaco vazio e Percentagem de
Percentagem de osso Sirius Percentagem de tecido mole por osso total por
Osso total Sirius Red Alvéolo total Sirius Red Red colageno Tipo | microtomografia microtomografia

Osso total Sirius Red Correlagao de Pearson 1 520 760" 310 e TS

Valor p 000 .000 .019 .000 .000

N 57 57 57 57 57 57

Alvéolo total Sirius Red Correlagao de Pearson 520" 1 =121 -.079 207 -.207

Valor p .000 370 559 122 122

N 57 57 57 57 57 57

Percentagem de osso Sirius Correlagao de Pearson 760" -121 1 -,306° -7517 5%

Red Valor p .000 370 021 .000 .000

N 57 57 57 57 57 57

Percentagem de colageno Tipo Correlagédo de Pearson -310° -.079 -,306" 1 .260 -.260

| Valor p .019 .559 021 .051 051

N 57 57 57 57 57 57

'Tr"eroemagem de espago vazio Correlagdo de Pearson -534" .207 - 7517 .260 1 -1,000™

e tecido mole por Valor p .000 122 .000 051 0.000)

microtomografia N 57 57 57 57 57 57

Percentagem de osso total por  Correlagdo de Pearson 534" -.207 7517 -.260 -1,000” 1
microtomografia Valor p .000 122 000 051 0.000

N 57 57 57 57 57 57

**. A correlag&o é significativa no nivel 0,01 (bilateral).
*. A correlagéo é significativa no nivel 0,05 (bilateral).

O coeficiente de correlagdo de pearson mede o grau de associagdo entre as duas variaveis:

0,00 |------- 0,30 - Fraca

0,30 |------- 0,60 - Regular
0,60 |---—-- 0,90 - Forte

0,90 |------- 1,00 - Muito Forte

Bioestatistica: Principios e aplicagdes - Sidia Callegari-Jacques. Artmed. 2003. 256 p.

Normas para a publica¢cao do artigo:
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Submission and peer-review of all papers is now conducted entirely online, increasing
efficiency for editors, authors, and reviewers, and enhancing publication speed. Authors
requiring further information on online submission are strongly encouraged to view the
system, including a tutorial, at http://ees.elsevier.com/ijoms (http://ees.elsevier.com/ijjoms) A
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and references < review papers - no limit on length or number of references < technical
notes (surgical technigues, new instruments, technical innovations) - no more than words,
references and figures < case reports - no more than words, references and figures < book
reviews - letters to the editor - please see detailed guidelines provided at the end of the

main guide
for authors < IAOMS announcements ¢ general announcements.

Please note: Case reports will be considered for publication only if they add new information

to the existing body of knowledge or present new points of view on known diseases.

All authors must have contributed to the paper, not necessarily the patient treatment.
Technical notes and case reports are limited to a maximum of authors, in exceptional

circumstances, .
Criteria for Publication

Papers that will be considered for publication should be: « focused < based on a sound
hypothesis and an adequate investigation method analysing a statistically relevant series,
leading to relevant results that back the conclusion < well written in simple, scientific English
grammar and style < presented with a clear message and containing new information that is

relevant for the readership of the journal < Note the comment above relating to case reports.

Following peer-review, authors are required to resubmit their revised paper within months; in
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exceptional circumstances, this timeline may be extended at the editor's discretion.
Presentation of Manuscripts
General points

Papers should be submitted in journal style. Failure to do so will result in the paper being
immediately returned to the author and may lead to significant delays in publication. Spelling
may follow British or American usage, but not a mixture of the two. Papers should be double-

spaced with a margin of at least cm all round. Each line must be numbered.
Format

Observational or Case Cohort Studies, as well as Case Series must be presented in
conformance with STROBE guidelines: www.strobe-statement.org (www.strobe-

statement.org)

Randomized Controlled Trials must be presented in conformance with CONSORT guidelines:

www.consort-statement.org (www.consort-statement.org)

Systematic Reviews and Meta-Analyses must be presented according to PRISMA guidelines:

www.prisma-statement.org (www.prisma-statement.org)

Papers should be set out as follows, with each section beginning on a separate page: - title

page ¢ abstract - text

» acknowledgements - references -« tables - captions to illustrations. Please note that the
qualifications of the authors will not be included in the published paper and should not be

listed anywhere on the manuscript.
Title page

The title page should give the following information: - title of the article < full name of each
author < name and address of the department or institution to which the work should be
attributed « name, address, telephone and fax numbers, and e-mail address of the

author responsible for correspondence and to whom requests for offprints should be sent -
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sources of support in the form of grants -« key words. If the title is longer than characters

(including spaces), a short title should be supplied for use in the running heads.
Abstract

words maximum. Do not use subheadings or abbreviations; write as a continuous paragraph.

Must contain all relevant information, including results and conclusion.
Text

Please ensure that the text of your paper conforms to the following structure: Introduction,
Materials and Methods, Results, Discussion. There is no separate Conclusion section. There
should be no mention of the institution where the work was carried out, especially in the

Materials and Methods section.
Introduction

* Present first the nature and scope of the problem investigated « Review briefly the pertinent

literature < State the rationale for the study < Explain the purpose in writing the paper

» State the method of investigation and the reasons for the choice of a particular method ¢;

Should be written in the present tense

Materials and Methods

* Give the full details, limit referencess Should be written in the past tense* Include exact
technical specifications, quantities and generic namese Limit the number of subheadings, and
use the same in the results section® Mention statistical methode Do not include results in this

section

Results

* Do not describe methods < Present results in the past tense < Present representations
rather than endlessly repetitive data < Use tables where appropriate, and do not repeat

information in the text

Discussion
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* Discuss - do not recapitulate resultse Point out exceptions and lack of correlations. Do not
try to cover up or 'fudge' datas Show how results agree/contrast with previous worke Discuss

the implications of your findingse State your conclusions very clearly

Headings: Headings enhance readability but should be appropriate to the nature of the
paper. They should be kept to a minimum and may be removed by the Editors. Normally only
two categories of headings should be used: major ones should be typed in capital letters;

minor ones should be typed in lower case (with an initial capital letter) at the left hand margin.

Quantitative analysis: If any statistical methods are used, the text should state the test or
other analytical method applied, basic descriptive statistics, critical value obtained, degrees
of freedom, and significance level, e.g. (ANOVA, F=.; df=,; P<.). If a computer data
analysis was involved, the software package should be mentioned. Descriptive statistics may

be presented in the form of a table, or included in the text.

Abbreviations, symbols, and nomenclature: Only standardized terms, which have been
generally accepted, should be used. Unfamiliar abbreviations must be defined when first
used. For further details concerning abbreviations, see Baron DN, ed. Units, symbols, and
abbreviations. A guide for biological and medical editors and authors, London, Royal Society
of Medicine, (available from The Royal Society of Medicine Services, Wimpole Street,

London W M AE, UK).

The minus sign should be -. If a special designation for teeth is used, a note should explain
the symbols. Scientific names of organisms should be binomials, the generic name only with
a capital, and should be italicised in the typescript. Microorganisms should be named
according to the latest edition of the Manual of Clinical Microbiology, American Society of

Microbiology.

Drugs: use only generic (non-proprietary) names in the text. Suppliers of drugs used may be
named in the Acknowledgments section. Do not use 'he’, 'his' etc where the sex of the person
is unknown; say 'the patient’ etc. Avoid inelegant alternatives such as 'he/she'. Patients

should not be automatically designated as 'she’, and doctors as 'he’.
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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

1 5_13." Citations in

Cohen 4 showed..."; "each technique has advantages and disadvantages
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 aI37 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.nIm.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: . /ijjom. .
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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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.
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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/acrrsystemreqgs.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.
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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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