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RESUMO

A osseointegragdo € um processo dindmico e multifatorial que pode ser
comprometido em condi¢des sistémicas adversas. Este estudo avaliou os efeitos
da associagao dos lasers Er:YAG (para preparo do leito 6sseo) e Nd:YAG (para
fotobiomodulagdo) no reparo désseo periimplantar em implantes de titanio
instalados em tibias de ratas Wistar com osteopenia induzida por ovariectomia.
Foram utilizados 48 animais divididos em trés grupos: controle (C), osteopénico
com preparo convencional por fresas (OVX) e osteopénico tratado com a
combinagao dos lasers (OVX+L). Os animais foram avaliados aos 15 e 45 dias
apos a instalacao dos implantes. As analises incluiram teste biomecanico (push-
in), dosagem sérica da fosfatase alcalina, quantificagdo de colageno total
(Picrosirius Red) e avaliagdo morfologica histolégica com coloragdo por
hematoxilina-eosina. Os resultados demonstraram menor deposicao de
colageno no grupo OVX+L (p<0,05) aos 15 dias, indicando estimulo precoce a
formagdo da matriz 6ssea. No entanto, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas nos parametros biomecanicos e na atividade da
fosfatase alcalina entre os grupos. A analise histologica revelou discreta melhora
morfolégica no grupo OVX+L em comparagao ao grupo OVX. Conclui-se que a
combinagao dos lasers Er:-YAG e Nd:YAG favoreceu aspectos iniciais da
resposta tecidual periimplantar, sem consolidar beneficios funcionais em termos
de resisténcia mecanica ou atividade bioquimica mensuravel nos periodos
analisados. Os resultados reforcam a necessidade de novos estudos para
elucidar o potencial terapéutico dessa abordagem em condi¢des de baixa

densidade dssea.

Palavras-chave: osseointegracao; laser Er:-YAG; laser Nd:YAG; osteoporose;

implantes dentarios; fotobiomodulagao; modelo animal.



ABSTRACT

Osseointegration is a dynamic and multifactorial process that can be
compromised under adverse systemic conditions. This study evaluated the
effects of the combined use of Er:-YAG laser (for osteotomy) and Nd:YAG laser
(for photobiomodulation) on the osseointegration of titanium implants placed in
the tibiae of ovariectomized Wistar rats with induced osteopenia. A total of 48
animals were divided into three groups: healthy control (C), osteopenic with
conventional drilling (OVX), and osteopenic treated with the laser combination
(OVX+L). Animals were evaluated at 15 and 45 days after implant placement.
Analyses included biomechanical testing (push-in), serum alkaline phosphatase
(ALP) quantification, total collagen assessment using Picrosirius Red staining,
and histological morphological evaluation with hematoxylin-eosin staining.
Results showed a significantly lower collagen deposition in the OVX+L group (p
< 0.05) at 15 days, suggesting an early stimulus for bone matrix formation.
However, no statistically significant differences were observed in biomechanical
performance or ALP activity among the groups. Histological analysis revealed
slight morphological improvement in the OVX+L group compared to the OVX
group. It is concluded that the combined use of Er:YAG and Nd:YAG lasers
promoted early peri-implant tissue responses, without leading to functional
benefits in terms of mechanical strength or measurable biochemical activity within
the evaluated periods. These findings highlight the need for further studies to
clarify the therapeutic potential of this approach under conditions of low bone

density.

Keywords: osseointegration; Er:-YAG laser; Nd:YAG laser; osteoporosis; dental

implants; photobiomodulation; animal model.



DESTAQUES

Inovagdo metodoldégica: A tese investigou, pela primeira vez em um
modelo animal com osteopenia induzida, o uso combinado dos lasers
Er:YAG (para preparo do leito 6sseo) e Nd:YAG (para fotobiomodulagéo),
propondo uma alternativa promissora para melhorar o reparo ésseo

periimplantar em pacientes com baixa densidade ossea.

Parametros amplos de avaliagao: Foram avaliados indicadores
biomecanicos (push-in), bioquimicos (FA sérica), histolégicos (HE) e de

colageno (Picrosirius Red) .

Resultados promissores na fase inicial: O grupo OVX+L apresentou
menor quantidade inicial de colageno (p<0,05) aos 15 dias, sugerindo

estimulo inicial positivo na regeneracéo 6ssea.

Auséncia de ganho funcional significativo: Apesar da melhora
histolégica e menor quantidade de colageno, ndo houve diferenga
estatisticamente significativa nos testes biomecanicos e bioquimicos entre

0s grupos, indicando limitagao funcional dos efeitos.

Contribuicdao ao avan¢o do conhecimento em biofotonica aplicada a
saude: O trabalho oferece evidéncia experimental nova sobre o uso

combinado de lasers na osseointegragdo em condigédo osteopénica.



HIGHLIGHTS

Methodological innovation: This thesis investigated, for the first time in an
animal model with induced osteopenia, the combined use of Er:YAG
lasers (for bone bed preparation) and Nd:YAG lasers (for
photobiomodulation), proposing a promising alternative for improving peri-

implant bone repair in patients with low bone density.

Broad evaluation parameters: Biomechanical (push-in), biochemical
(serum ALP), histological (HE), and collagen (Picrosirius Red) indicators

were evaluated.

Promising results in the initial phase: The OVX+L group showed a lower
initial collagen content (p<0.05) at 15 days, suggesting a positive initial

stimulus for bone regeneration.

Absence of significant functional gain: Despite the histological
improvement and lower collagen content, there was no statistically
significant difference in biomechanical and biochemical tests between the

groups, indicating functional limitations of the effects.

Contribution to the advancement of knowledge in biophotonics applied to
health: The work offers new experimental evidence on the combined use

of lasers in osseointegration in osteopenic conditions.



RESUMO PARA LEIGOS

Os implantes dentarios precisam se fixar firmemente no o0sso, um
processo chamado 6sseo integracéo, que pode ser prejudicado em pessoas com
osteopenia, uma condi¢cao de enfraquecimento 6sseo. Este estudo testou se o
uso combinado de dois tipos de lasers (Er:YAG e Nd:YAG) poderia ajudar na
fixagdo de implantes em um modelo experimental com osteopenia. Os testes
foram feitos em trés grupos: um grupo saudavel com perfuracdo com uso de
brocas, um grupo com osteopenia (induzida pela retirada dos ovarios, simulando
a osteopenia pos-menopausa) com perfuragdo com uso de brocas e um grupo
com osteopenia tratado com lasers. O laser Er:YAG foi usado para abrir espaco
no 0sso para o implante, e o laser Nd:YAG para estimular o reparo do 0osso. Apés
15 dias, os resultados mostraram que os implantes estavam igualmente firmes
em todos os grupos, mas os animais tratados com laser apresentaram sinais de
maior atividade das células responsaveis pela formacao 6ssea. No entanto, ao
observar o 0sso no microscopio, nao foram vistas grandes diferengas estruturais,
embora o grupo tratado com laser apresentasse uma leve melhora na
organizagao do osso. Depois de 45 dias, os melhores resultados foram do grupo
saudavel. Ja os grupos com osteopenia, com ou sem laser, tiveram uma fixagao
mais fraca dos implantes. Apesar disso, os lasers parecem ajudar nos estagios

iniciais do processo de cicatrizagdo do 0sso.
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1. CONTEXTUALIZAGAO

Os ossos desempenham fungdes mecanicas fundamentais, como a
sustentagdo da musculatura para locomocgao e a prote¢ao de 6rgaos vitais, como
coragao, cérebro e pulmdes. Além disso, atuam no armazenamento e liberagéo
de calcio (Ca++), contribuindo para a regulagéo da calcemia. Estruturalmente, o
tecido 6sseo € composto pelo osso cortical, mais externo e denso, e pelo osso
esponjoso, internamente poroso e interconectado, onde se aloja a medula 6ssea.
Este tecido € metabolicamente dinamico, passando por remodelagao continua;
o desequilibrio desse processo pode levar a patologias, como a osteoporose. A
osteoporose caracteriza-se por “‘uma perda de tecido 0sseo e alteragdes na
organizacao do tecido 6sseo, e decorre de um desequilibrio na remodelacéo dos
0ssos, com predominio da reabsorgéo sobre a neoformacéo de tecido 6sseo”.
A Organizacdo Mundial de Saude define a osteoporose como uma perda de
massa 0ssea e deterioragcdo da microarquitetura, trazendo fragilidade 6ssea e
ocasionado o aumento da ocorréncia de fraturas?.

O aumento da expectativa de vida da populacdo mundial tem sido
acompanhado por desafios significativos no campo da saude. Um exemplo
importante é a prevaléncia da osteoporose3. A prevaléncia mundial da
osteoporose € muito elevada afetando cerca de 18,3% da populagao,
mostrando-se mais significativa na Africa e na Europa e maior nas mulheres pds
menopausa em comparagao com homens #. O estudo epidemiolégico BRAZOS,
com 2.420 brasileiros acima de 40 anos, revelou que 15,1% das mulheres e
12,8% dos homens tiveram fraturas de baixo impacto, sendo os principais locais
o antebraco distal (30%), quadril (12%), umero (8%), costelas (6%) e coluna
(4%). Nao houve diferenca significativa entre género e classe social, mas
mulheres em areas metropolitanas apresentaram maior incidéncia de fraturas do
que em areas rurais. Muitos participantes com fratura osteopordtica prévia
desconheciam sua condigéo de fragilidade éssea associada a osteoporose. Os
autores ressaltaram que ha grandes lacunas nos dados epidemiolégicos sobre
a prevaléncia de osteoporose no Brasil, causadas por limitagcbes nos métodos
de classificacdo de fraturas, falta de informacdes sobre comorbidades e pela
propria natureza silenciosa da osteoporose. A auséncia de sintomas claros leva

a subutilizacdo de exames e tratamentos preventivos, resultando em



diagndsticos tardios. Essas dificuldades metodologicas e diagndsticas dificultam
a avaliagao precisa da incidéncia e prevaléncia da osteoporose, subestimando
seu impacto na saude publica e nos custos associados ao tratamento de
fraturas®. A detecgdo precoce da perda de densidade mineral 6ssea (DMO)
permite o inicio do tratamento para estimular a formagado 6ssea ou inibir a
reabsorgdo, evitando progressdo da doencga, que pode resultar em perda
significativa do osso cortical (até 35%) e esponjoso (até 50%)° 7.

No contexto da osseointegragdo de implantes dentarios, a osteoporose
apresenta desafios especificos. A perda de massa d6ssea, especialmente em
densidade éssea de grau 4, pode levar a uma falha na estabilidade e integracéo
do implante devido ao aumento do espaco trabecular e menor qualidade dssea®.
Embora alguns estudos sugiram que a osteoporose afete diretamente a
osseointegracao, ha divergéncias sobre a real extensdo desse impacto, com a
maioria apontando que o acompanhamento clinico adequado pode contribuir
para o sucesso do tratamento de reabilitacao °.

O laser de Er:-YAG (Granada de itrio e Aluminio dopada com Erbio)
operando no comprimento de onda A = 2940 nm, é utilizado para a realizacéo de
uma osteotomia sem contato com o tecido, reduzindo desta forma o trauma e o
risco de contaminacgéo, realizando uma ablagao limpa e sem danos térmicos. Isto
se deve porque a radiagao com este comprimento de onda € bem absorvida pela
agua e pela hidroxiapatita 1. Adicionalmente, a formagédo de uma superficie
O0ssea micro rugosa, altamente hidrofilica, contribui para a melhor retengéo da
malha de fibrina e para a adesao celular, otimizando as fases iniciais do reparo
tecidual e da osseointegragao o que resulta na popularizagao do uso do laser de
Er:YAG ablagdo 6ssea 1213 14

Concomitantemente, o laser de Nd:YAG (Granada de ltrio e Aluminio
dopada com Neodimio) com comprimento de onda de A = 1064 nm, tem potencial
utilizacdo para fotobiomodulagdo, acelerando a cicatrizagdo de feridas e
apresentando efeitos analgésicos e anti-inflamatoérios 1516, Apesar deste laser
ser amplamente reconhecido por sua utilizagdo em cirurgias ablativas de tecidos
moles bem como na descontaminacao peri-implantar, seus efeitos terapéuticos
ainda tém sido investigados e ndo sdo bem compreendidos pela literatura',8.

Diante dos desafios impostos pela osteoporose a osseointegracao, torna-

se relevante investigar intervengbdes que favoregam a estabilidade e o reparo



0sseo ao redor de implantes. Nesse sentido, o presente estudo busca avaliar,
em modelo animal de osteoporose, os efeitos do preparo do leito 6sseo com
laser Er:-YAG associado a fotobiomodulacdo com laser Nd:YAG, visando
contribuir com evidéncias para estratégias terapéuticas mais eficazes em

situagdes de baixa densidade 6ssea.

1.1.Relevancia inovadora da pesquisa

A elevada prevaléncia da osteoporose e seu efeito silencioso sobre a
qualidade do tecido &sseo impdem desafios clinicos significativos,
especialmente em procedimentos que dependem da estabilidade 6éssea, como a
instalagao de implantes dentarios.

A combinacdo das propriedades ablativas do Er:YAG com os efeitos
bioestimuladores do Nd:YAG pode representar uma alternativa inovadora para
otimizar a instalagao de implantes em pacientes com osteoporose.

A escassez de evidéncias experimentais sobre a aplicagdo combinada
desses dois lasers em condigdes de osso comprometido justifica a realizagao de
estudos controlados em modelos animais, como o utilizado neste projeto.

Os achados deste estudo também podem servir de base para a adaptagcao
de protocolos clinicos com tecnologias de menor custo, como o uso de lasers de
diodo para fotobiomodulagdo e instrumentos piezelétricos para osteotomia,
viabilizando a aplicagao dos beneficios observados em contextos clinicos com

recursos limitados.

1.2.Relagao estrégeno x menopausa

O estrogeno, principalmente o 17@-estradiol, é essencial para a
manutengdo DMO em mulheres. Durante a menopausa, a redug¢ao na produgao
de estrogeno aumenta a atividade dos osteoclastos, levando a uma rapida perda
de massa Ossea nos primeiros anos e elevando o risco de osteoporose e
fraturas, especialmente no quadril e coluna. Essa deficiéncia também diminui a
eficiéncia da absor¢ao de calcio ao reduzir os receptores de vitamina D no
intestino, o que agrava a reducao da DMO. Além disso, os niveis de colesterol
LDL aumentam, elevando o risco cardiovascular, e ha possiveis impactos

negativos na cognigéo e estabilidade postural®.



1.3.Remodelamento e reparo 6sseo

A matriz 6ssea € composta por dois componentes principais: um organico
e outro inorganico. Aproximadamente 95% da fragcdo organica é constituida por
fibras colagenas, predominantemente colageno do tipo |. Os 5% restantes
incluem outros tipos de colageno, além de glicosaminoglicanos, proteoglicanos
e glicoproteinas, que desempenham papéis fundamentais na organizagéo
estrutural e funcional do tecido 6sseo”.

Para entender a fisiopatologia da osteoporose, é essencial compreender
o processo fisiolégico do remodelamento 6sseo. Esse processo dindmico
envolve a acao coordenada de osteoclastos, que reabsorvem o 0sso, €
osteoblastos, que formam novo tecido 6sseo, regulando assim a densidade e a
integridade G6ssea de acordo com as demandas mecanicas e as necessidades
de calcio e fosfato no organismo?°.

O mecanismo de remodelamento 6sseo é regulado por varias vias de
sinalizagdo, como o sistema RANK/RANKL/OPG, que controla diretamente a
atividade dos osteoclastos, e pela sinalizagcdo Wnt/B-catenina, que influencia a
formagao 6ssea. Essas vias sao cruciais para manter o equilibrio entre formacao
e reabsorgao 0ssea ao longo da vida 2'.

A atividade do tecido 6sseo € caracterizada pelos processos de formacéao
e reabsorcao e pode ser avaliada por meio de marcadores bioquimicos. Dentre
esses marcadores, a Fosfatase Alcalina (FA) tem sido amplamente utilizada na
pratica clinica ao longo das ultimas décadas. A etapa de sintese da matriz
colagena ocorre simultaneamente ao aumento na producdo de fosfatase
alcalina, enquanto o processo de mineralizagdo esta associado a uma elevagao
na producéo de osteocalcina??.

A FA também € amplamente reconhecida como um marcador fenotipico
dos osteoblastos e um indicador relevante da formacao éssea. No contexto do
tecido 6sseo, sua fungao esta possivelmente relacionada a deposigao de fosfato
de calcio, sendo observada em niveis elevados em diversas condi¢des
patolégicas. A quantificagdo da FA no organismo pode ser realizada por meio de
exames sanguineos, auxiliando no diagnoéstico e monitoramento de disturbios

Osseos 23,



1.4. Osseointegragao

A restauracao da denticdo em pacientes completamente ou parcialmente

edéntulos, por meio da utilizacdo de implantes endodsseos de titanio,
fundamenta-se predominantemente no principio biolégico conhecido como
osseointegracdo. A osseointegracao representa a etapa final da cicatrizagao
Ossea ao redor dos implantes e acontece quando ha a conexao direta de osso
vivo e organizado com a superficie do implante dentario que recebera carga?*.

Estudos em tibias de ratos, através da analise histologica e
histomorfométrica, revelaram a presenca inicial de osso imaturo nao
osseointegrado aos 6 dias, seguido por um aumento no volume 6sseo entre 7 e
10 dias. Aos 12-13 dias, iniciou-se a formagao de osso lamelar na superficie do

implante, substituindo completamente o osso imaturo até o dia 14, com
crescimento 0sseo adicional apds 60 dias. Estes estudos permitiram quantificar
as fases da osseointegracao, incluindo a formagdo do coagulo sanguineo, a
substituigdo por osso neoformado e, finalmente, a formagao de osso lamelar?5-25,
Um dos requisitos para garantir o sucesso da osseointegracao € a técnica
empregada para a perfuracdo do osso que deve ser realizada em baixa
velocidade, o que minimiza os danos aos tecidos e previne a ocorréncia de
necrose?’. A osseointegragiao bem-sucedida reside na obtengdo de um contato
direto entre o osso e o implante, eliminando qualquer interposi¢cao de tecido
conjuntivo. Este objetivo pode ser comprometido em virtude da exposigao do
tecido 6sseo a elevadas temperaturas durante os procedimentos cirurgicos de
perfuragdo convencional, uma vez que se estabeleceu um limite critico para
danos aos ostedcitos em torno de 47°C, e devido a formacado de uma camada
de esfregaco nas paredes do canal®.

Para mitigar o risco de aumento de temperatura, recomenda-se a adogéo
da técnica de perfuragcao intermitente utilizando brocas afiadas e assegurando
uma irrigacdo adequada. Independentemente da técnica empregada, €
reconhecido que a preparagao do leito cirurgico deve ser conduzida com cuidado
para minimizar o trauma mecanico e térmico nos tecidos. Isso € fundamental,
visto que a qualidade do preparo do leito cirargico influencia a indugéo e o
subsequente desenvolvimento do processo de cicatrizagdo Ossea. Assim,
aprimorar as técnicas de osteotomia e corte 6sseo na pratica de cirurgia oral e

medicina cirdrgica desempenha um papel determinante na busca por



alternativas mais eficazes as abordagens tradicionais de preparacéo do local de
insergdo de implantes?.

A resisténcia 6ssea € um parametro crucial na area de implantodontia,
levando a crescente preocupag¢ao sobre o impacto da osteoporose no sucesso
do tratamento com implantes. Diversas investigacbes tém demonstrado que a
osteoporose pode atuar como um fator de risco significativo, influenciando
negativamente os resultados dos implantes dentarios?°.

A presenca de osteoporose pode proporcionar uma osseointegracao
prejudicada devido a uma discrepancia na atividade dos osteoblastos e
osteoclastos. Subsequentemente, pode ocorrer uma demora no reparo apos a
instalacdo do implante dentario, o que, por sua vez, se traduz em um
prolongamento do periodo de reabilitagcédo e uma redugao na qualidade de vida
dos pacientes que apresentam perda parcial ou total de seus dentes®.

A literatura permanece controversa ao fato de que pacientes com
osteoporose sao candidatos a uma menor taxa de osseointegragdo ou a uma
maior perda peri-implantar com o passar dos anos, e os estudos clinicos
apresentam resultados contrarios aonde um consenso literario ainda nio foi

alcangado 2% 31,

1.5.Laser de Erbio em tecidos 6sseos

O laser de Er:YAG é um laser de estado sélido que emite radiacdo com
comprimento de onda de A = 2940 nm, coincidente com um pico de alta absorcao
da agua. Essa caracteristica torna-o altamente eficaz na interagdo com tecidos
biologicos ricos em agua, incluindo tecidos moles e duros, como o tecido dsseo.
Nos tecidos mineralizados, o mecanismo de acdao do ErYAG ocorre
predominantemente por ablagdo explosiva mediada pela agua, resultante de
efeitos fotomecanicos e fototérmicos, promovendo a remocao controlada do
tecido sem induzir carbonizagdo, microfraturas ou rachaduras na superficie
ossea. A elevada absorgao na agua, por sua vez, restringe a dissipagao de calor
para os tecidos adjacentes, reduzindo significativamente os efeitos térmicos
colaterais durante a irradiagao 1314,

Sua radiacdo de 2.940 nm e a alta afinidade pela agua (coeficiente de
absorc¢ao alto), resulta em uma profundidade de penetragao superficial no osso,



variando entre 0,8 ym e 8 uym. Isto limita a acdo do feixe exclusivamente as
camadas mais externas do tecido, minimizando o risco de danos térmicos ou
estruturais aos tecidos adjacentes. Essas propriedades conferem ao laser
Er:YAG precisao e seguranga em procedimentos cirargicos, como por exemplo
no preparo de leitos dsseos para implantes 32 33,

Estudos prévios demonstram que a irradiacdo com laser Er:YAG favorece
a ativagado osteoblastica, promovendo uma aceleracdo nos processos de
neoformacéao 6ssea. Além disso, esse tipo de irradiagao contribui para o aumento
da taxa de retencdo de fibrina e da estabilidade do coagulo sanguineo, fatores
fundamentais para a fase inicial do reparo 6sseo. A superficie éssea resultante
do processo de ablagcado apresenta caracteristicas fisico-quimicas aprimoradas,
como maior hidrofiliicidade, que favorecem a adesao celular e o recrutamento de
células envolvidas na cicatrizagdo. Esses efeitos s&o atribuidos, em grande
parte, a eficiente remocgdo de residuos biolégicos e contaminantes
proporcionada pela ablagdo fotomecanica, que gera uma superficie limpa, e
biologicamente mais receptiva, otimizando os eventos celulares envolvidos na
osseointegragao precoce.3* 3%.36.37.38 A gplicagéo da irradiagéo a laser Er:YAG
nos tecidos 6sseos circundantes a implantes, mediante o efeito foto térmico,
mostrou ser uma abordagem relativamente segura, demonstrando, além dos
beneficios aludidos anteriormente, possiveis efeitos bactericidas3®.

Estudos experimentais que compararam o preparo 6sseo com laser
Er:YAG e brocas rotatorias demonstram vantagens estruturais associadas ao
uso do laser. Kanazirski et al. (2023)*® ao analisarem osteotomias em
mandibulas suinas, observaram que as fresas geraram margens irregulares,
microfraturas, obstrugdo dos canais nutricionais e acumulo de smear layer. Em
contraste, o uso complementar do Er:YAG resultou em bordas lineares, canais
expostos e auséncia de carbonizacado, sugerindo uma interface 6ssea mais
favoravel a osseointegracao.

Ohsugi et al. (2019)*° realizaram osteotomias calvarianas em ratos Wistar
com avaliagéo histolégica, micro-CT, SEM, qRT-PCR e imunohistoquimica, e
constataram que o Er:YAG preservou melhor a arquitetura 6ssea, reduziu danos
térmicos e induziu maior atividade osteogénica, com aumento na expressao de
osteocalcina e na taxa de reparo 6sseo. Esses achados reforcam que o laser

promove um microambiente mais propicio a regeneragao éssea em comparagao



a fresagem convencional. Outro estudo corrobora essa evidéncia, demonstrando
que o uso de lasers para ablacdo pode reduzir o risco de necrose térmica e
promover um ambiente mais adequado para a recuperagdo Ossea em
comparagédo com métodos convencionais de osteotomia*'.

Além dos efeitos morfologicos ja demonstrados em osteotomias
realizadas com laser Er:YAG, estudos mais recentes investigaram sua aplicagéo
direta no preparo de leitos 6sseos para instalacdo de implantes.

Em um modelo experimental com mini porcos, Semez et al. (2021)%’
avaliaram o uso de um sistema de scanner a laser Er:-YAG, observando que a
cavidade obtida apresentava margens precisas, auséncia de sobreaquecimento
e integridade tecidual preservada. Os implantes instalados nesses sitios
apresentaram valores de torque de inser¢ao e estabilidade inicial compativeis ou
superiores aos obtidos com fresagem convencional.

Complementarmente, Stibinger et al. (2010)%” compararam diretamente
o desempenho do laser Er:-YAG, piezoelétrico e brocas rotatérias no preparo de
leitos implantaveis em ovelhas. As analises histologicas e os testes de torque de
remocao ao longo de 4, 6 e 8 semanas indicaram que todas as técnicas foram
eficazes quanto a osseointegracdo, embora o laser e o piezo tenham
demonstrado maior preservagao da microarquitetura éssea e menor formacéao
de fissuras térmicas. Consolidando essa evidéncia, a revisdo sistematica
conduzida por Tretto et al.#? (2019) concluiu que, embora o preparo com Er:YAG
promova uma superficie 6ssea mais regular e com menor trauma inicial, os
desfechos em longo prazo sdo comparaveis aos obtidos com fresagem rotatodria,
indicando que ambas as abordagens sao eficazes na promogado da

osseointegracdo quando bem indicadas.

1.6. Laser de Neodimio
O laser Nd:YAG emitindo com comprimento de onda central de A =
1064nm atua principalmente em tecidos com cromoéforos como a hemoglobina,
e nas cirurgias de implante, auxilia na coagulagdo atuando na reducéo da
inflamacgéo de tecidos moles e reduzindo o tempo cirirgico*® 44, Os efeitos
fototérmicos e fotoquimicos do laser Nd:YAG podem rapidamente exibir a fungao

de eliminar micro-organismos localizados mais profundamente apds ser



absorvido pelos tecidos, e ao ser utilizado em baixa intensidade, pode promover
a proliferacdo e a maturagdo de osteoblastos acelerando a formagao e o
metabolismo dsseo 45 46 47,

A fotobiomodulagdo (FBM) tem sido amplamente estudada por seus
efeitos benéficos na cicatrizagao de feridas, incluindo propriedades analgésicas,
anti-inflamatorias e cicatrizantes*®. No entanto, a aplicagcdo especifica do laser
Nd:YAG nesse contexto € menos comum, possivelmente devido aos altos custos
envolvidos na aquisicdo de equipamentos com esta tecnologia. Embora
tradicionalmente fabricados para a obtengédo de feixes de alta poténcia, este
comprimento de onda tem demonstrado potencial significativo para aplicagcoes
em FBM, especialmente em tecidos profundos. Sua capacidade de penetragcao
tecidual — variando entre 0,5 a 4 mm — deve-se a baixa absorgéo pela agua o
que o diferencia dos lasers de diodo convencionalmente utilizados para este
fim*°.

Estudos relatam efeitos bioestimuladores relevantes do Nd:YAG emitindo
em A = 1064 nm em células do microambiente oral, como osteoblastos, além de
beneficios  clinicos como a melhora funcional em  quadros
musculoesqueléticos®®, osteonecrose dos maxilares'®, pericoronarite® e na
cicatrizacao de feridas orais®2. Essas propriedades foto fisicas e os resultados
terapéuticos relatados reforcam a indicagao do laser nesta regidao do espectro
para aplicacbes biomodulatérias, mesmo em contextos em que sua utilizacao
ainda € menos frequente, justificando seu uso em protocolos experimentais
voltados a reparacgao tecidual e modulagao da resposta inflamatoria.

A irradiagdo com esse comprimento de onda é capaz de modular vias
intracelulares associadas a resposta inflamatéria e ao estresse oxidativo,
especialmente por meio da ativacao da via AMPK-SIRT3, promovendo efeitos
anti-inflamatérios e antioxidantes em fibroblastos gengivais humanos
estimulados com lipopolissacarideo (LPS). Essa modulagao envolveu a redugao
de mediadores inflamatdrios como IL-6, TNF-a, COX2 e iINOS, com consequente
redugao de espécies reativas de oxigénio (ROS), sendo os efeitos revertidos pela
inibicao da AMPK, o que confirma seu papel central na cascata bioquimica
ativada®s.

Em estudos experimentais com modelos unicelulares eucariéticos

(Paramecium primaurelia), a aplicacdo do Nd:YAG com parametros de irradiagao
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apropriados resultou em aumento da sintese endoégena de ATP, elevagao do
consumo de oxigénio e estimulo a proliferacdo celular, enquanto doses mais
elevadas induziram efeitos deletérios e aumento de proteinas de estresse
celular®. Além disso, revisbes sistematicas demonstram que a FBM com
diferentes comprimentos de onda, incluindo o Nd:YAG, estd associada a
ativacao mitocondrial e a diferenciacdo osteoblastica em fungdo da modulacao
dose-dependente das ROS, que atuam como segundos mensageiros em
processos regenerativos®®. Esses dados indicam que o uso do laser Nd:YAG em
parametros especificos de baixa poténcia pode representar uma estratégia
promissora para a modulagéo da inflamacgao, indu¢do da regeneracéo tecidual e

aplicagao clinica na reparagao 0ssea peri-implantar.

1.7. Estado da arte

Dumic et al.%® (2020), avaliaram o uso de lasers Er:-YAG e Nd:YAG em um
protocolo pos-extragao para preservagao do alvéolo dentario, comparando com
procedimento convencional de extragdo. Foram incluidas 53 extragcdes simples,
randomizadas entre grupo laser e controle. No grupo laser, os dispositivos foram
utilizados para degranulagdo, desinfec¢do, desepitelizacdo, estabilizagdo do
coagulo e fotobiomodulagao. A densidade dssea foi medida por CBCT no dia 1
e apos 4 meses. O grupo laser apresentou um aumento significativamente maior
na densidade 6ssea (p < 0.001) e auséncia de dor, sangramento ou edema, ao
contrario do grupo controle. A analise estatistica indicou eficacia do laser
independentemente de variaveis como idade e condigdo periodontal, com
beneficio adicional em pacientes idosos e com periodontite crénica. Concluiu-se
que o protocolo com laser é seguro, promove maior regeneragao 0ssea e reduz
complicagbes, favorecendo reabilitagdo precoce e melhor prognostico
implantolégico.

Semez et al. %" (2021), realizaram um estudo in vivo com minis porcos para
avaliar a viabilidade do uso do laser Er:YAG (Fotona Fidelis Plus II®), acoplado
a um sistema de ultrassom para padronizacado da perfuracao, na preparacao do
leito 6sseo para implantes, em comparagao ao método convencional com brocas
rotatorias. Apds extracbes dentarias e dois meses de cicatrizagdo, quatro
implantes foram instalados por animal, sendo metade dos sitios preparados por
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brocas e a outra metade por laser. A analise histologica, em diferentes periodos
de cicatrizagao (45, 60, 90 e 120 dias), demonstrou maior formacéo de o0sso
lamelar e menor necrose no grupo tratado com laser. A estabilidade primaria,
medida por torque de insergao e frequéncia de ressonancia, nao diferiu entre os
grupos. Os autores concluiram que o preparo a laser apresenta vantagens
histolégicas e demonstrou viabilidade in vivo, com potencial aplicagdo em
protocolos de carga imediata, embora reforcem a necessidade de padronizagéo
e validacgao clinica.

Zhao et al’® (2022), investigaram o uso combinado dos lasers Er:-YAG e
Nd:YAG como adjuvantes na instalagao de implantes em fémures de coelhos,
avaliando seus efeitos na inflamagdo e no reparo 6sseo. Os animais foram
divididos em quatro grupos: controle, Er:YAG, Nd:YAG e combinagéo
Er:YAG/Nd:YAG. Ap6s 14 dias, o grupo combinado apresentou maior densidade
mineral 6ssea e menor espagamento trabecular (p < 0,001), conforme
microtomografia. A analise histolégica revelou auséncia de dano térmico, menor
infiltrado inflamatdrio nos grupos com laser e melhor integracéo éssea no grupo
combinado, sem evidéncia de necrose. A imuno-histoquimica demonstrou maior
expressdo de osteocalcina (OC) e fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), indicando atividade osteoblastica e angiogénese. Concluiu-se que a
aplicagao combinada dos lasers favoreceu a osseointegragao precoce e o reparo
0sseo peri-implantar.

Vescovi®® et al (2024), propuseram uma abordagem cirtrgica combinada
para o tratamento da osteonecrose dos maxilares relacionada a medicamentos,
utilizando cirurgia piezoelétrica, laser Er:-YAG para ablagdo Ossea e laser
Nd:YAG para fotobiomodulacdo. O protocolo envolveu a suspensao prévia do
denosumabe, terapia medicamentosa com antibiéticos e antissépticos, seguida
de intervengao cirurgica minimamente invasiva. Durante o procedimento, foi
realizada osteotomia parcial com dispositivo piezoelétrico, remogao de tecido
necrético e vaporizagdo do osso acometido com o laser ErYAG. A
fotobiomodulagcdo com laser Nd:YAG foi aplicada desde o dia da cirurgia, duas
vezes por semana, durante quatro semanas. Os resultados evidenciaram
cicatrizagdo completa em um més, sem dor significativa ou sinais de recorréncia
apos quatro anos. A associagao dos dois lasers demonstrou efeito sinérgico,

promovendo regeneragao 0ssea, controle inflamatério e melhora na resposta
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pos-operatoria, consolidando-se como uma alternativa eficaz e conservadora no
manejo de osteonecrose.

Um estudo experimental recente dos autores Neto® et al (2025, avaliou
os efeitos da fresagem Ossea com laser Er:YAG, associada ou ndo a
fotobiomodulacdo com laser Nd:YAG, na osseointegracdo de implantes
produzidos por manufatura aditiva em ratos. Os animais foram divididos em
quatro grupos, variando entre fresagem convencional e com Er:-YAG, com ou
sem aplicagao de Nd:YAG para fotobiomodulagao. Os resultados indicaram que
a fresagem com Er:YAG proporcionou maior torque de remogao e, quando
combinada ao Nd:YAG, potencializou a expressao de marcadores osteogénicos
como RUNX2, fosfatase alcalina (FA), sialoproteina 6ssea (IBSP) e osteocalcina
(OCN). A combinagao dos dois lasers demonstrou efeito sinérgico, promovendo
melhor estabilidade do implante e resposta biolégica aprimorada. Esses achados
reforcam o potencial da abordagem laser-assistida como alternativa promissora
a técnica convencional de preparo do leito 0sseo, no entanto os autores
ressaltam a necessidade de estudos adicionais para compreender os efeitos a

longo prazo sobre a consolidagao 6ssea e o sucesso clinico dos implantes.

1.8. Justificativa

Diante do estado da arte aludido e das limitagdes impostas pela tecnologia
atual, torna-se necessario investigar novas abordagens que possam favorecer o
reparo 0sseo ao redor de implantes orais em situagdes de qualidade Ossea
comprometida, como ocorre em individuos com osteoporose. Essa condigao
sistémica, prevalente principalmente em mulheres pds-menopausicas, impde
desafios relevantes a estabilidade e a integragéo do implante, especialmente em
regides com densidade 6ssea reduzida. Nesse contexto, o preparo do leito 6sseo
com laser de Er:YAG, associado a fotobiomodulacdo com laser de Nd:YAG,
configura uma proposta terapéutica promissora. No entanto, ainda sao escassos
os estudos experimentais que avaliem de forma integrada os efeitos dessa
combinagao sobre parametros biomecanicos e biolégicos da reparagao éssea
peri-implantar em condi¢coes de osteoporose. Considerando que estudos clinicos
envolvem custos elevados e longos periodos de acompanhamento, destaca-se

a relevancia dos modelos animais na pesquisa pré-clinica. Os roedores, em
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especial os ratos, sdo amplamente empregados na investigacdo da osteoporose
por apresentarem vantagens como facil manejo, crescimento rapido, baixo custo
e aceitacao ética consolidada. Dessa forma, o presente estudo justifica-se pela
necessidade de ampliar o conhecimento sobre os efeitos dos lasers Er:YAG e
Nd:YAG na formag&o ossea periimplantar ao redor de implantes instalados em
tecido 6sseo com baixa densidade mineral, por meio de modelo experimental

validado, com potencial de aplicagao clinica futura.

1.9. Hipéteses
Hipotese nula (Hy): a aplicagcdo combinada dos lasers Er:YAG e Nd:YAG
no preparo do leito 6sseo e na fotobiomodulagao, respectivamente, ndo produz
efeito no reparo 6sseo ao redor de implantes de titdnio em tibias de ratas, em
comparagao ao preparo convencional nas mesmas condi¢gdes de 0sso de baixa

densidade.

Hipotese alternativa (H,): a aplicagdo combinada dos lasers Er:YAG e
Nd:YAG no preparo do leito ésseo e na fotobiomodulagdo, respectivamente,
produz efeito significativo no reparo ésseo ao redor de implantes de titanio em
tibias de ratas, em comparagao ao preparo convencional nas mesmas condi¢coes

de osso de baixa densidade.
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2. OBJETIVOS

2.1.Objetivo geral
Avaliar o efeito da aplicacdo combinada dos lasers Er:YAG no preparo do
leito 6sseo e NA:YAG para fotobiomodulagdo, no reparo 6sseo ao redor de

implantes de titdnio em modelo animal com osteopenia.

2.2.Objetivos Especificos
a) Avaliar o efeito da combinagao do laser Er:YAG e Nd:YAG na resisténcia
ao deslocamento vertical (Stress) e na deformagao 6ssea (Strain) na
regido do implante como indicativo de osseointegracéao.
b) Avaliar o efeito da combinagéo do laser Er:-YAG e Nd:YAG na produgao
de colageno total e na morfologia éssea ao redor do implante
c) Avaliar o efeito da combinagao do laser Er:-YAG e Nd:YAG na expressao

da fosfatase alcalina como marcador de atividade osteoblastica
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3. METODOLOGIA

3.1. Etica
O trabalho foi submetido e aprovado pelo comité de ética animal da
Universidade Nove de Julho sob o protocolo numero 6054240624. O

documento de aprovagao emitido pelo comité esta no Anexo A.

3.2. Andlise estatistica

Os dados foram inicialmente avaliados quanto a normalidade por meio do
teste de Shapiro-Wilk. Aqueles com distribuicado aproximadamente normal foram
apresentados como médias acompanhadas de seus respectivos erros padrao, e
analisados por ANOVA, seguido do post-hoc apropriado (Tukey) para
comparagdes entre grupos. Ja os dados que nao apresentaram evidéncias de
normalidade serdo descritos por suas medianas e intervalos interquartis e
analisados pelos testes de Friedman ou Kruskal-Wallis (para multiplos grupos) e
pelos testes de Mann-Whitney ou Wilcoxon (para dois grupos). Para multiplas
comparagdes, foi aplicado o procedimento de corregdo de Ryan-Holm
Bonferroni. O software BioEstat 5.0 foi utilizado para todas as analises

estatisticas e o nivel de significancia adotado foi de a = 0,05.

3.3.Inteligéncia artificial
O ChatGPT V4.0 foi utilizado para corregao gramatical e melhora geral da

legibilidade do trabalho

3.4.Repositorio de dados
Os dados apresentados nesta tese podem ser baixados em:
https://drive.google.com/drive/folders/1NaZcleSM2jsLiT2iCo1xzNH7gQVac
bEqg?usp=sharing

3.5. Tamanho amostral
O tamanho amostral foi feito baseado no uso racional de animais bem

como nos modelos preconizados pela literatura®! 62, Foi determinado durante


https://drive.google.com/drive/folders/1NaZcle5M2jsLiT2iCo1xzNH7gQVacbEq?usp=sharing
https://drive.google.com/drive/folders/1NaZcle5M2jsLiT2iCo1xzNH7gQVacbEq?usp=sharing
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todo o procedimento experimental o n total de 48 animais. O numero de animais
foi obtido a partir de calculo amostral estatistico, considerando-se um grau de

confianca de 95%, determinado através da seguinte equacao:

N = Z2. p(1-p) / o

Onde N é numero de animais; p refere-se a poténcia estatistica (85%); d
€ o desvio padrao (25%, baseado na literatura), e Z equivale a 1,96, escore para

um grau de confianga de 95%. Assim, serdo necessarios 8 animais por grupo.

3.6. Grupos experimentais

Foram utilizados Rattus norvegicus (Rodentia — Muridae) fémeas, adultas
da linhagem Wistar, com idade que entre 3 e 6 meses, saudaveis e com peso
aproximado de 180g. Os animais foram obtidos e mantidos no biotério da
Universidade Nove de Julho durante todo o periodo experimental. Eles foram
alojados em caixas plasticas apropriadas, devidamente etiquetadas conforme o
grupo experimental ao qual pertenciam, com o limite maximo de cinco animais
por caixa. As condigdes ambientais foram rigorosamente controladas:
temperatura entre 22°C e 25°C, ciclos alternados de luz e escuro a cada 12
horas, umidade relativa entre 50% e 60% e ventilagao artificial. Os animais
receberam ragao padrao e agua ad libitum.

Os 48 animais foram divididos em 3 grupos:

Grupo controle (C): nao foi realizado o procedimento de ovariectomia e foi
realizado o protocolo convencional de perfuracdo 6ssea na cirurgia de instalagao
dos implantes. Metade dos animais sofreram eutanasia com 15 dias, a fim de
avaliar a osseointegragao precoce e a outra metade com 45 dias.

Grupo ovariectomia e cirurgia convencional (OVX): recebeu o protocolo
convencional de perfuragcao na cirurgia de instalacdo de implantes. Metade dos
animais sofreram eutanasia com 15 dias, a fim de avaliar a osseointegracao
precoce e a outra metade com 45 dias.

Grupo Ovariectomia e cirurgia com laser (OVX+L): todo o procedimento
de perfuracao 6ssea foi realizado com o laser de Er:-YAG e a fotobiomodulagao
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com o laser de Nd:YAG. Metade dos animais sofreram eutanasia com 15 dias, a
fim de avaliar a osseointegragéo precoce e a outra metade com 45 dias.

A Figura 1 representa um diagrama com os grupos experimentais e o fluxo
de trabalho.

Figura 1 Delineamento experimental. ( ) refere-se a eutanasia de metade dos animais
apos 15 dias da cirurgia de instalagdo dos implantes. (*) refere-se a eutanasia da outra metade
apos 45 dias da instalagdo dos implantes.

Animais utilizados
48 ratas Wistar, 3-6 meses, ~180g
Alojamento

Temp 22-25°C, luz 12/12h, umid 50-60%,
racao ad libitum

Delineamento experimental

3 grupos

C (n=16) OVX (n=16) OVX+L (n=16)
Sem OVX, cirurgia Com OVX, cirurgia Com OVX+fresagem Er:YA®
convencional x convencional e FB Nd:YAG *

confirma confirma

Histologia ¢do OVX Histologia ¢80 OVX

Histologia

Fonte: autor

A Figura 2 representa a linha temporal dos experimentos demonstrando
os tempos dos procedimentos cirurgicos apoés a OVX, realizados em dias e 0s
tempos de eutanasia.

Figura 2 Linha temporal dos procedimentos. OVX: apds 74 dias nos grupos OVX e
OVX + LASER os implantes foram instalados. Eutanasia: 15 e 45 dias apés as cirurgias de
instalagéo dos implantes.

s t L 45 DIAS
| | | L "
| | | [ »
ovX IMPLANTE - PROCEDIMENTOS
EUTANASIA/ CIRURGICOS

DIAS APOS IMPLANTACAO

Fonte: autora
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3.7.0variectomia (OVX)

A OVX é o modelo de osteoporose em ratos que mimetiza a perda 6ssea
induzida por deficiéncia de estrogénio e demonstra as manifestagdes clinicas da
osteoporose pds-menopausa®®. Os animais foram anestesiados com a
associagao de Quetamina (80mg/kg) e Xilazina (10mg/kg) via intraperitoneal.
Com o animal em decubito ventral, area da pele foi raspada (com tesoura
elétrica), lavada (com clorexidina e etanol 70%) e desinfetada (com
iodopovidona). A cirurgia deve ser feita em almofada aquecida (30-35 °C) para
prevenir a hipotermia e gel para protegéo ocular também é usado®.

Uma incisdo supra pubica de 5 cm foi realizada com bisturi e a cavidade
peritoneal, penetrada através de uma incisdo na linha alba. A inciséo peritoneal
foi estendida até 5 cm com tesoura reta. Os cornos uterinos estéo intimamente
associados a bexiga e foram facilmente localizados e os ovarios facilmente
exteriorizados. Os ovarios foram removidos por meio de um procedimento de
trés pingas. O peritdnio e o subcutaneo foram fechados com pontos absorviveis
interrompidos 3-0, enquanto suturas simples néao absorviveis interrompidas 3-0
foram utilizados na incisdao da pele. Os animais receberam dose Unica de uma
combinagao de antibioticos de amplo espectro na dosagem de 570 mg/Kg por
via intramuscular (Pentabidtico®, Zoetis, Brasil) e dipirona sédica 500 mg/mL
(EMS®, Hortolandia, SP) foi administrada na mamadeira na diluicdo de 2 mL a
cada 300 mL de agua filtrada por trés dias consecutivos, incluindo o dia da
cirurgia. A Figura 3 representa a sequéncia cirurgica da OVX realizada nos
grupos OVX e OVX+L.
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Figura 3 Figuras representativas do procedimento de ovariectomia. (A) anestesia
intraperitoneal (B) Incisdo de 5 cm na linha peritoneal (C) Localizagdo e remogéao dos ovarios
(D) suturas por camadas

Fonte: (A) site biotério UNINOVE (B e D) Lasota, (2004) (C) autora

Apos a cirurgia, os animais foram alojados individualmente por uma
semana, com maravalha limpa e seca, evitando-se hipotermia e possivel
contaminagao. Os animais foram observados durante todo o periodo de pés-

operatorio pela pesquisadora para cuidados com a ferida cirurgica.

3.8.Coleta e exames para confirmagao da efetividade da OVX

O ciclo estral de ratas € composto por quatro fases distintas, cuja
identificacdo € baseada na analise dos tipos celulares presentes no lavado
vaginal. O ciclo estral de ratas é composto por quatro fases distintas, cuja
identificacdo é baseada na analise dos tipos celulares presentes no lavado
vaginal. A fase de proestro é caracterizada pela maturagado folicular,
acompanhada por um aumento na produgao de estrogénio e pelo predominio de
células epiteliais nucleadas. Em seguida, ocorre o estro, fase em que a ovulagao
se manifesta e ha predominancia de células corneificadas. O metaestro
corresponde ao periodo de formacado do corpo luteo, marcado pelo pico de

secrecao de progesterona e pela presenca de leucécitos, células epiteliais
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nucleadas e corneificadas. Por fim, a fase de diestro caracteriza-se como um
estagio de quiescéncia, no qual ha predominancia de leucdcitos
polimorfonucleares, especialmente neutrofilos®®. Apds a remogio dos ovarios,
as ratas deixam de apresentar o ciclo estral de forma permanente, e o esfregaco
vaginal passa a ser caracterizado pela presenga abundante de neutrofilos
dispersos, conferindo uma aparéncia semelhante a um "céu estrelado",
semelhante a fase de diestro. Além disso, observa-se um epitélio atréfico, reflexo
da auséncia de estimulos hormonais, o que impede a maturagao das células do
epitélio escamoso®®,

A eficacia do OVX foi avaliada pela analise das caracteristicas
morfolégicas das células em esfregacos vaginais sete dias apds as cirurgias.
Utilizou-se uma ponteira na pipeta contendo 0,1mL de solugao salina tamponada
(PBS) que foi inserida cerca de 5 mm na cavidade vaginal. O PBS foi dispensado
e aspirado por 3 vezes consecutivas apertando e soltando o bulbo sem remover
a ponteira do local e na ultima foi aspirada todo lavado, que pode apresentar
secrecao viscosa ou turva Em seguida, foi preparado o esfregaco transferindo a
secregao para uma lamina de vidro identificada e coradas com cristal violeta 1%.
(Newprov/Pinhais/PR). Foram cobertas com uma laminula e observadas através
do microscoépio optico (Nikon Eclipse E200MV - Nikon Corporation Tokyo —
Japan) com aumento de 100x (ocular de 10x e objetiva de 10x)®°.

Apos a eutanasia o utero e as tubas uterinas restantes de cada animal,
foram retirados e colocados em microtubos (Eppendorf do Brasil Ltda. S&o

Paulo) para pesagem e confirmacgéao da atrofia acentuada.

3.9.Cirurgias para instalagao dos implantes

3.9.1. Cirurgia convencional no grupo C e OVX

Este procedimento foi realizado nos grupos C e no grupo OVX para a
instalagao dos implantes de titdnio. No segundo grupo, esta foi realizada apés o
periodo de 74 dias da OVX®2. Os animais foram anestesiados com a associagdo
de 80mg/Kg de cloridrato de cetamina 10% injetavel (Syntec, Tamboré, SP,
Brasil) e 10 mg/Kg cloridrato de xilazina 2% (Syntec, Tamboré, SP, Brasil) via

intraperitoneal.
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Realizou-se a tricotomia na parte medial das tibias traseiras direita e
esquerda (com tesoura elétrica) que foram lavadas e desinfetadas com
clorexidina e etanol 70% e o colirio Lacribell® (Cristalia, Itapira, SP, Brasil) para
hidratagdo e protecdo ocular também foi utilizado (1). As incisbes de
aproximadamente 1 cm sobre a tuberosidade das tibias foram realizadas com
laminas 15C (Swann-Morton, Inglaterra) e a dissecc¢éo delicada do tecido foi feita
com elevadores periosteais, expondo 0 0sso para receber os implantes. Um total
de 60 implantes de titanio medindo 2,7mm de comprimento e 1,4mm de diametro
(SIN®, Sao Paulo, SP, Brasil) foram instalados (2 por animal).

Foram utilizadas 2 fresas as para preparar o leito de implantacdo. A broca
lanca foi utilizada para marcar o ponto de perfuracdo seguida por uma broca
espiral de 1,2mm de largura calibrada com o comprimento do implante (2.7mm)
(SIN®, Sao Paulo, SP, Brasil) acoplada a um motor elétrico (Surgic Pro
SG70M®, NSK, Japéo), regulado a uma velocidade de1200 rpm, sob irrigacéo
abundante com solucao isotdnica de cloreto de sdédio 0,9% (Physiological®,
Laboratérios Biosintética Ltda., Ribeirdo Preto, SP, Brasil) e um contra angulo de
reducdo 20:1 (SG20®, NSK, Japéo).

A Figura 4 representa a fresa de 1.2 mm com a medida de perfuragao no

comprimento do implante que foi instalado.

Figura 4 Implante SIN® ao lado da fresa utilizada nas cirurgias convencionais.

Fonte: autora.
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Os implantes foram colocados com auxilio de chave digital do tipo
hexagonal 0,9mm (SIN®, Sao Paulo, SP, Brasil). Os tecidos foram devidamente
alinhados e suturados com fio de seda 4.0 (Ethicon, Johnson & Johnson, S&o
José dos Campos, Brasil).

A Figura 5 ilustra a sequéncia de perfuracao e instalagao dos implantes
com a chave digital manual.

Figura 5 A) perfuragdo com a fresa SIN® 1.2mm calibrada no comprimento do implante
(2,7mm) 6B) instalacdo dom implante com chave manual hexagonal 0,9mm SIN® 6C) implante
instalado a nivel 6sseo

Fonte : autora

A Figura 6 representa o desenho do implante utilizado com as medidas de

comprimento e largura.

Figura 6 Desenho do implante de titanio SIN®

NS
NS
N
X
\l

& - Espiras do implante
NN

@2,7mm

Fonte: SIN® (modificado)
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Os animais receberam dose unica de uma combinacido de antibidticos de
amplo espectro na dosagem de 570 mg/Kg por via intramuscular (Pentabiotico®,
Zoetis, Brasil) e dipirona sédica 500mg/mL (EMS®, Hortolandia, SP) foi
administrada na mamadeira, na diluigdo de 2 mL a cada 300 mL de agua filtrada
por trés dias consecutivos, incluindo o dia da cirurgia. Todos os procedimentos
foram realizados pela mesma cirurgia-dentista. Os animais foram observados
durante todo o periodo de pds-operatério pela pesquisadora para cuidados com
a ferida cirurgica.

A Figura 7 descreve a sequéncia do procedimento cirurgico convencional

realizado nos grupos C e OVX.

Figura 7 Sequéncia do procedimento cirurgico de instalagdo dos implantes nas tibias
dos animais dos grupos C e OVX

Grupo C Grupo OVX
!
Aguardar 74 d ]
J
)
Anestesia ]
]

Tricotomia na por¢do medial das
tibias traseiras
1
Incisao de aproximadament 1cm
sobre as tuberosidades das tibias
!
Disseccgao do tecido e exposigdo
do o0sso
! ;
Preparacgao do leito de implantagéo
i
Instalacdo dos implantes de titanio
1
Alinhamento e sutura dos tecidos
. ]
Administracdo de antibiotico e
analgésico

Fonte: autora
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3.9.2. Procedimento cirurgico a laser

Os parametros dosimétricos utilizados neste grupo foram definidos com
base na literatura® e em resultados obtidos a partir de um teste piloto realizado
em tibias de carcacas de ratas, as quais foram anteriormente utilizadas para o
treinamento da operadora na técnica de ovariectomia.

ApOs a incisdo e exposigao do local de implantagao nas tibias, a guia de
perfuragcdo foi posicionada para a marcagao do leito cirurgico. Este guia de
perfuracao foi confeccionado em uma tira de ago de 7mm de largura perfurada
com a fresa 1.2mm (SIN®, Sao Paulo, SP, Brasil) para a padronizagao do
diametro da osteotomia %’. O laser utilizado foi o Er:-YAG (LightWalker AT,
Fotona®, Eslovénia) com comprimento de onda de A = 2940 nm. O procedimento
utilizou a pega de mao H14 equipada com uma ponta cénica (Sapphire 800/12),
fornecendo 390 mJ de energia, uma frequéncia de 12 Hz, com poténcia média
de 4,65 W sem contato. A profundidade da perfuracao foi realizada de forma
visual, introduzindo a ponta do laser no preparo lentamente. Aproximadamente
60 segundos foram necessarios para o preparo do leito cirurgico em cada tibia,
podendo variar cerca de 5 segundos, dependendo da espessura da tibia.

O laser operou no modo de pulso QSP (quase continuo), irrigando o alvo
com agua ajustada no nivel de poténcia 3 (ajuste do equipamento). O liquido
para irrigacao de resfriamento foi aplicado para evitar o superaquecimento do

tecido 6sseo. A Figura 8 representa o guia de perfuragao confeccionado.

Figura 8 Tira de ago perfurada com a fresa 1.2mm SIN® utilizada para marcagao do
diametro da perfuragdo com o laser de Er:YAG.
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Fonte: autora.

Apods o término do preparo do leito, o laser Er:YAG foi utilizado para a
limpeza do alvéolo por aproximadamente 30s objetivando melhorar a
osseointegracdo. Para este processo, a peca de méo H14 equipada com uma
ponta conica (Sapphire 800/12) foi introduzida dentro do alvéolo sem contato
com as paredes, fazendo uma varredura por toda a parede do preparo para
remover toda a smear layer. Foram utilizados os seguintes parametros 40 mJ de
energia, uma frequéncia de 12 Hz, com poténcia média de 0,45 W, sem contato,
no modo Sweeps € com a agua ajustada no nivel de poténcia 3 conforme
preconizado por Zhao et al. 4.

Apos a instalagéo do implante no alvéolo cirdrgico com a chave hexagonal
0,9 mm (SIN®, Sao Paulo, SP, Brasil) de forma manual, a fotobiomodulagao foi
realizada com um laser Nd:YAG (LightWalker AT, Fotona®, Eslovénia), com
comprimento de onda de 1064 nm. O tratamento foi aplicado usando a peca de
mao MarCo™S com tamanho da ponta de 10,3 mm, energia total de 45J,
frequéncia de 15 Hz, poténcia média de 0,5W e modo de pulso MSP (100 ps) e
saida de energia por pulso de 50 mJ sobre o tamanho do ponto do feixe por 60
segundos.

Figura 9 (a, b, c, d) ilustra a sequéncia cirurgica com a utilizagao dos lasers

de Er:YAG e Nd:YAG para a instalagdo dos implantes no grupo OVX+L.
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Figura 9 a) inicio da ablagédo 6ssea com laser Er:YAG no ponto de instalagdo do
implante, b) aspecto final do sitio de instalagéo do implante c) instalacao de forma manual com
chave hexagonal 0.9 SIN®. d) Fotobiomodulagdo com laser de Nd:YAG

Fonte: autora

A Tabela 1 descreve os parametros dosimétricos utilizados em todas as

etapas do procedimento realizado com a utilizacdo dos lasers de Er:YAG e

Nd:YAG.

Tabela 1 Parametros utilizados para o preparo e limpeza do leito ésseo e para a
fotobiomodulagao na instalagéo dos implantes no grupo OVX+L

Parametro Er:-YAG - Er:-YAG - Nd:YAG -
Preparo do Limpeza do Fotobiomodulagao
Leito Osseo Alvéolo
Tipo de laser ErYAG ErYAG Nd:YAG
Equipamento LightWalker AT | LightWalker AT | LightWalker AT
(Fotona®, (Fotona®, (Fotona®, Eslovénia)
Eslovénia) Eslovénia)
Comprimento 2940 nm 2940 nm 1064 nm
de onda
Peca de méao H14 H14 MarCo™ S
utilizada
Ponta utilizada Sapphire Sapphire 10,3 mm (spot size)
800/12 (cbnica) 800/12 (cbnica)
Energia por 390 mJ 40 mJ 50 mJ
pulso
Energia total 280,8 J 14,4 J 45 J
Frequéncia 12 Hz 12 Hz 15 Hz
Poténcia 4,65W 0,45W 0,5W

média
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Modo de QSP Sweeps MSP (100 us)
operacgao
Duracao da 60 s 30s 60 s
aplicacao
Modo de Sem contato Sem contato Sem contato
aplicacao
Grupo OVX+L OVX+L OVX+L
experimental
Finalidade da Preparo doleito | Lavagem do Fotobiomodulagao
aplicagcao 0sseo alvéolo do

implante
Tempo de 50 ps 50 ps 100 ps
pulso
Ciclo util 0,06% 0,12% 0,1%
Poténcia pico 7,8 kW 800 W 500 W

Fonte: autora

Os tecidos foram devidamente alinhados e suturados com fio de seda 4.0
(Ethicon, Johnson & Johnson, S&o José dos Campos, Brasil). Os animais
receberam dose Unica de uma combinacao de antibiéticos de amplo espectro na
dosagem de 570 mg/Kg por via intramuscular (Pentabiético®, Zoetis, Brasil) e
dipirona soédica 500mg/mL (EMS®, Hortolandia, SP) foi administrada na
mamadeira, na diluicdo de 2 mL a cada 300 mL de agua filtrada por trés dias
consecutivos, incluindo o dia da cirurgia. Todos os procedimentos foram
realizados pela mesma cirurgia-dentista. Os animais foram observados durante
todo o periodo de pds-operatério pela pesquisadora para cuidados com a ferida
cirurgica. A Figura 10 descreve a sequéncia do procedimento cirurgico realizado

no grupo OVX+L.
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Figura 10 sequéncia dos procedimentos cirurgicos realizados com os lasers de Er:-YAG
e Nd:YAG para perfuragao, FBM e instalacdo dos implantes no grupo OVX+L

| Grupo OVX+L ]

!

Tricotomia na porgao medial
das tibias traseiras

}

Incisdo de aproximadamente
1 cm sobre as tuberosidades
das tibias
|
Dissecgao do tecido e 0sso
exposi¢cao do 0sso
!

Fresagem do leito 6sseo com
laser Er:YAG (2940 nm, 390 m),
12 Hz, 4,65 W)
1
LLLT com laser Nd:YAG (1064
nm, 10 mJ, 15 Hz, 1,5 W)
1
Instalagdo dos implantes de
titdnio e sutura dos tecidos

N

J

Fonte: autora

3.10. Eutanasia e coleta das amostras

Conforme o delineamento experimental, apds 15 e 45 dias da instalagcao

dos implantes, as ratas foram anestesiadas para a coleta de 2ml de sangue (in
vivo) através da pungao cardiaca com seringa de 3ml e agulha 25/7 descartavel.
O sangue foi acondicionado em micro tubo, sem o uso de anticoagulante

e mantido na vertical em estante propria no gelo. Os tubos foram identificados
numericamente respeitando a sequéncia dos grupos. Apos 20 minutos da coleta
os tubos, contendo a amostra de sangue, foram centrifugados (Thermo
Scientific™ - Microcentrifuga Fresco ™ 21) a 5.000 rpm por 10 minutos na
temperatura de 4°C para a separagao do soro e plasma. O soro foi transferido
com uma pipeta para um novo micro tubo identificado e armazenado em freezer
(-80°C) até a realizagdo da analise bioquimica. Em seguida os animais foram
anestesiados com hiperdosagem de cetamina (400mg/Kg) e cloridrato de

xilazina (40mg/Kg) para a eutanasia.
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Durante a coleta, as tibias foram distribuidas aleatoriamente entre as
diferentes analises, garantindo que as duas amostras de um mesmo animal ndo
fossem destinadas ao mesmo tipo de analise. Para as analises histologicas 4
tibias de cada grupo nos 2 tempos foram armazenadas em tubos plasticos tipo
Falcon de 50 mL contendo 40 mL de formol a 10% em temperatura ambiente.
Para a analise biomecanica, 5 tibias de cada grupo nos dois tempos foram
lavadas com soro fisiologico estéril e colocadas em microtubos. As amostras
foram identificadas e transferidas imediatamente para uma garrafa térmica
contendo nitrogénio liquido. Ao término de todas as eutanasias foram levadas ao
freezer (-80°C).

3.11. Analise biomecanica (teste push-in)

A aplicagdo do teste biomecanico push-in tem se consolidado como uma
abordagem experimental robusta e sensivel para a avaliacdo da estabilidade
inicial de implantes 6sseos, especialmente em modelos pré-clinicos. Em estudos
recentes, como os que investigaram diferentes topografias de superficie e
intervencdes de biofuncionalizacdo, o teste push-in demonstrou elevada
capacidade para detectar variagdes na resisténcia a micromobilizagdo, mesmo
em periodos precoces de cicatrizagio.%26° Adicionalmente, ao ser aplicado em
diferentes periodos de cicatrizagao, o teste revelou sua capacidade de monitorar
a evolugdo da integragdo 6ssea ao longo do tempo. 7©

Este teste mede a resisténcia ao deslocamento vertical (Stress) do osso
quando uma carga € aplicada verticalmente no implante e deformacdo éssea
(Strain) na regidao do implante, como indicativo de osseointegracao precoce e
tardia.

Inicialmente as tibias foram descongeladas de forma sequencial e usadas
em temperatura ambiente, para nao ficarem expostas por muito tempo. Na regiao
do implante foram medidas a largura e altura de cada tibia, com um paquimetro
eletrbnico digital (Powerfix® Profi+, Stiftsbergstrabe, Alemanha) para
estabelecer uma proporcao entre medidas e for¢a aplicada, compensando desta
forma, a diferenga de tamanhos entre as tibias.

A Figura 11 mostra o paquimetro eletronico digital utilizado na medi¢ao

das amostras utilizadas no teste push-in.
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Figura 11 Paquimetro eletronico digital da marca Powerfix® Prof+ ao lado das
amostras descongeladas.

Fonte: autora

O dispositivo para ensaio foi equipado com uma célula de carga de 500 N
e uma haste de compressao (didmetro de 0,8mm) foi usada para carregar o
implante verticalmente para baixo a uma velocidade de 1 mm/min.

O valor do teste push-in foi determinado como a carga do ponto de ruptura
delineada como a carga maxima antes de uma rapida diminuicdo na curva de
carga-deslocamento. O grafico o deve mostrar em seu eixo Y e X forga de ruptura
maxima e deformagdo maxima respectivamente. A Figura 12 mostra um grafico
de dispersao representativo gerado no ensaio do corpo de prova 8 (cp8) do grupo

C no tempo de eutanasia de 15 dias.
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Figura 12 Grafico de dispersao do cp8 do grupo controle no tempo de eutanasia de 15
dias.
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Fonte: autora

A Figura 13 ilustra o teste push-in realizado nas amostras no aparelho de
teste mecanico (Intermetric linha iM-2- célula de carga com capacidade maxima
de 2kN (200kgf) - Intermetric Instrumentos - Mogi das Cruzes-SP) no laboratério

de fisiologia translacional da UNINOVE.

Figura 13 foto ilustrativa do ensaio biomecénico (teste push-in) mostrando a haste
carregando o implante verticalmente para baixo.

Fonte: autora
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3.12. Analise bioquimica — atividade sérica da fosfatase alcalina

A dosagem da FA foi incluida nas analises por se tratar de um marcador
bioquimico amplamente utilizado na investigagédo de disturbios do metabolismo
0sseo, como a osteoporose. Sua avaliagdo permite detectar alteragdes na
atividade osteoblastica. Niveis elevados de FA podem indicar aumento da
formacdo 6ssea. Esse exame € particularmente util para avaliar o estado da
remodelacdo 6ssea.’’

Em meio alcalino a FA sérica catalisa a hidrélise do p-nitrofenilfosfato,
liberando p-nitrofenol e fosfato inorganico. O p-nitrofenol gerado apresenta alta
absorbancia em 405 nm, sendo sua concentragdo proporcional a atividade
enzimatica da FA na amostra, conforme metodologia modificada descrita por
McComb? et al. (1981).

Para a quantificacdo da FA nas amostras de soro, utilizou-se o protocolo
laboratorial pelo método cinético-colorimétrico (Bowers e Mc Comb modificado)
e a absorbancia foi registrada pelo espectrofotdmetro Anthos 2020® (Biochrom
Ltd. Cambridge, UK) com filtro azul (450nm) a 37°C em modalidade singlepoint.
Foi utilizado o Kit comercial de fosfatase alcalina liquiform vet da marca Labtest®
(Labtest Diagnostica. MG, Brasil) em placas de 96 pogos, seguindo o protocolo
recomendado pelo fabricante (Anexo C).

A reacao para deteccao da concentracdo de FA(U/I) seguiu as seguintes
etapas: foi realizado o preparo do Reagente de Trabalho (RT) utilizando os dois
reagentes distribuidos adequadamente no kit de FA. Para o preparo do RT o
conteudo do frasco do reagente 2 foi transferido para um frasco do reagente 1 e
homogeneizado por inversao. Apdés o preparo do RT, foi pipetado 25ul do
substrato e 125ul do RT em cada pogo por triplicata, e a placa foi incubada a
37°C durante 2 minutos. Imediatamente apds, foram realizadas 2 leituras de
cada placa. Os calculos foram realizados segundo o protocolo recomendado
pelo fabricante e o resultado da atividade de FA foi obtido pela subtragdo da
segunda leitura (A2) da primeira (A1), dividido por 2 e multiplicado pelo fator de

atividade da fosfatase (2764) conforme calculo abaixo:

AA Teste =42-41
2
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Por fim, a atividade da FA foi obtida utilizando a equagéo abaixo:

FA = AA Teste x 2764

3.13. Analise morfolégica - histologia

Foram coletadas 4 a 6 tibias de cada grupo, nos 2 tempos de eutanasia
(15 e 45 dias). Os implantes de titanio foram removidos com uma chave digital
do tipo hexagonal 0,9mm (SIN®, S&o Paulo, SP, Brasil) no sentido anti-horario
e descartados. As tibias foram encaminhadas para o laboratério especializado
Histocell,SP para o preparo das laminas e receberam o seguinte processamento:
foram fixadas em formalina tamponada a 10% (Merck) por 72 horas e
descalcificadas em EDTA 4% (Merck). Posteriormente foram desidratadas
através de uma série gradativa de banhos de alcool comegando em 50% e
terminando em alcool absoluto (100%) e finalmente, embebidas em blocos de
parafina fundida até o endurecimento completo.

Na regidao central do defeito 6sseo foram obtidos cortes no sentido
transversal de 5um de espessura, usando o micréotomo (LEICA RM 2125 RT) e
montados em laminas permanentes e coradas com Hematoxilina-Eosina (H.E) e
Picrossirius red.

Para o estudo descritivo das laminas coradas em H.E, foi utilizado um
microscoépio optico (Nikon Eclipse E200MV - Nikon Corporation Tokyo — Japan)
acoplado a um sistema de captura de imagens, camera digital de 5.0MP USB.
Para as laminas coradas em H.E as fotomicrografias foram obtidas no aumento
de 100x (ocular de 10x e objetiva de 10x) para verificagdo da morfologia e da
qualidade éssea através da identificagdo do tecido 6sseo cortical (C), tecido

6sseo medular (M), tecido de transigdo/imaturo (T)3.

3.14. Analise de Colageno total
O processamento das laminas coradas em Picrossirius red, seguiu a
mesma metodologia explanada no item anterior. As fotomicrografias foram
obtidas no aumento de 400x (ocular de 10x e abjetiva de 40x) para avaliagao da

porcentagem de colageno total. Realizou-se a analise das imagens através do
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Software Imaged Pro Plus 6.0.0 260 versao para Windows 2000/XP Professional,
Copyright® 1993-2006 Media Cybernetics, Inc.

Este programa identifica o colageno baseado em cores. Conforme pode
ser observado na Figura 14 a) vermelha foi utilizada para marcagao dos espagos
vazios, que nao fazem parte da quantificagdo. A cor amarela (Figura 14 b) foi
utilizada para marcar o colageno mais imaturo e a cor verde (Figura 14 c) para
identificar o colageno mais claro, em processo de mineralizagéo. Os resultados
foram expressos em area percentual e quantificados em Pixels (Figura 14 d).

Foram selecionadas trés ratas por grupo para esta analise. De cada rata
foi selecionada uma lamina contendo um corte histolégico na regido do implante
e foi realizado o procedimento acima aludido em triplicata. A porcentagem total
de colageno foi obtida levando em consideragao divisdo da quantidade do
colageno marcado em amarelo pela somatéria da quantidade de colageno
marcado em amarelo com a marcada em verde. A Figura 14 (a, b, c e d)
demostram a sequéncia de etapas para a quantificacdo do colageno total, a partir
da fotomicrografia com aumento de 400x, de uma lamina corada em Picrossirius

red no programa Image Pro Plus 6.0.0.

Figura 14 Sequéncia de imagens representativas das fotomicrografias de uma lamina
corada com Picrossirius red com aumento de 400x para quantificagdo do colageno em Pixels.
A Fig 14 a) representa os espacgos vazios marcados em vermelho, b) representa o colageno
imaturo marcado em amarelo, c) representa o colageno mineralizado e d) a contagem dos
Pixels.
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4. RESULTADOS

Um animal ndo sobreviveu a anestesia durante o procedimento de
ovariectomia. Outro, teve que ser submetido a eutanasia 5 dias apds o
procedimento, pois a ferida abdominal ndo cicatrizou expondo o peritdnio. Com

essas perdas, o n total foi ajustado para 45 animais.

4.1. Confirmacgao da efetividade da OVX
A caracteristica clinica atréfica dos cornos uterinos e a diferenca de peso
quando comparados com uteros das ratas do grupo controle, bem como a
analise do ciclo estral, confirmaram o sucesso da OVX. As laminas contendo
esfregaco vaginal das ratas ovariectomizadas foram coradas com cristal violeta
e demostraram a predominancia de neutréfilos o que caracteriza o diestro. A
Figura 15 representa as laminulas do esfregaco vaginal das 30 ratas

ovariectomizadas.

Figura 15 Laminulas de todas as ratas que foram ovariectomizadas.

R
B

Fonte: autora

A Figura 16 (a, b) ilustra o esfregago vaginal
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Figura 16 a) Fotomicrografia (100x) do esfregago vaginal mostrando um grande nimero de

neutrdfilos dispersos b) foto ampliada de um neutrdfilo

Fonte: autora

4.2. Analise da Stress (MPa)
A Figura 17 mostra a média dos dados para a medida Stress (MPa) aos

15 dias apds a instalagéo do implante nos grupos C, OVX e OVX+L.
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Figura 17 Grafico de barras dos dados da medida Stress (MPa) aos 15 dias. As barras
de erro representam os erros padréo
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Fonte: autora

A analise inferencial dos dados apresentados na figura 17 sugere
auséncia de diferenca significante entre os grupos estudados (p = 0.9062,
ANOVA), portanto as diferencas observadas sao devidas as flutuagbes
aleatdrias inerentes ao processo de medicao.

A Figura 18 mostra a de média dos dados para a medida Stress (MPa)

aos 45 dias apods a instalagdo do implante nos grupos C, OVW e OVX+L.

Figura 18 Grafico de barras dos dados da medida Stress (MPa) aos 45 dias. As barras
de erro representam os erros padréo
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Fonte: autora
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A analise inferencial dos dados apresentados na Figura 18 sugere indicios
de diferencga significante entre pelo menos um dos grupos estudados (p = 0.0061,
ANOVA), portanto foi utilizado o teste de Tukey para determinar a localizagao
da(s) diferenga(s). Foram encontradas diferengas significantes entre os
seguintes grupos: OVX e controle (p =0.0141); OVX + L e controle (p =0.0118).

A comparacgao entre 15 e 45 dias mostrou diferenga significante para o
grupo controle (p = 0.0261, teste t) e auséncia de diferenca significante para os
demais grupos (p = 0.6498 e p = 0.4536 para os grupos OVX e OVX + L,

respectivamente, Teste t)

4.3. Andlise da Strain
A Figura 19 mostra a média dos dados para a medida Strain aos 15 dias

apos a instalagao do implante nos grupos C, OVX e OVX+L.

Figura 19 Grafico de barras dos dados da medida Strain aos 15 dias. As barras de erro
representam os erros padréo

ANOVA p-value: 0.7957
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Fonte: autora

A andlise inferencial dos dados apresentados na Figura 19 sugere
auséncia de diferenca significante entre os grupos estudados (p = 0.7957,
ANOVA), portanto as diferengas observadas sao devidas as flutuagbes

aleatdrias inerentes ao processo de medigao.
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A Figura 20 mostra o grafico de médias dos dados para a medida Strain

em 45 dias

Figura 20 Grafico de barras dos dados da medida Strain aos 45 dias. As barras de erro
representam os erros padrao
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Fonte: autora

A analise inferencial dos dados apresentados na Figura 20 sugere
auséncia de diferenga significante entre os grupos estudados (p = 0.2119,
ANOVA), portanto as diferencas observadas sdo devidas as flutuagdes
aleatorias inerentes ao processo de medigao.

A comparacao entre 15 e 45 dias mostrou auséncia de diferenca
significante para todos os d grupos (p = 0.5283, p = 0.8306 e p = 0.1434 para os
grupos C, OVX e OVX + L, respectivamente, Teste t)

4.4. Anadlise Bioquimica — Atividade sérica da FA
A Figura 21 mostra o Grafico com os niveis séricos de FA em unidades
por litro (u/L) nos diferentes grupos experimentais em dois tempos distintos de

avaliacao: 15 e 45 dias.
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Figura 21 Grafico com os niveis séricos de fosfatase alcalina (u/L) por grupo
experimental nos tempos de avaliagdo de 15 dias (a) e 45 dias (b) apds a instalagdo dos
implantes de titdnio. As barras de erro representam os erros padrao.
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Fonte: autora

A analise de variancia mostrou auséncia de diferengas significantes entre
0s grupos estudado para ambos os tempos de analise (p — 0,3343 e p = 0,7002
para 15 dias e 45 dias, respectivamente. ANOVA)

A comparagao entre os tempos (15 dias x 45 dias) estudados mostrou
indicios de diferencga significante para todos os grupos estudados (p = 0.0056, p
< 0.0001 e p = 0,0013 para os grupos C, OVX e OVX+L, respectivamente, teste
t)

4.5. Analise morfolégica — histologia
A Figura 22 abaixo representa um quadro comparativo das laminas

histolégicas coradas em HE, em aumento 100X, nos diferentes grupos e tempos.
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Figura 22 Quadro comparativo das fotomicrografias obtidas no aumento de 100x. a, b)

CTL (grupo controle) 15 e 45 d, ¢, d) OVX (grupo ovariectomia com cirurgia convencional)15 e

45 d, e, f) OVX+L (grupo ovariectomia e cirurgia com lasers) 15 e 45 d. C (cortical), M (medular)
e T (tecido 6sseo de transigéo)

15d 45d

Fonte:autora

A analise histologica realizada nos cortes 6sseos revelou diferengas
qualitativas distintas entre os grupos C, OVX e OVX+L, avaliadas nos periodos
de 15 e 45 dias de cicatrizagdo. Foram examinadas a camada cortical (C), a
medular (M) e o tecido de transi¢céo (T) na regido correspondente ao preparo do

leito 6sseo para instalagao dos implantes.



43

No grupo C, aos 15 dias, observou-se uma camada cortical integra e
espessa, com matriz 6ssea organizada e densamente mineralizada. A regiao de
transicdo apresentou padrao trabecular inicial, evidenciando remodelagao
fisiolégica, enquanto o tecido medular manteve-se com espagos preservados e
presenga de células hematopoiéticas. Aos 45 dias, a cortical continuou espessa,
com sinais de maturacdo avancgada; o tecido de transicdo tornou-se mais
organizado e menos celular, e a medular permaneceu com morfologia normal.

No grupo OVX, aos 15 dias, a cortical apresentou-se mais fina e irregular,
com trabéculas desorganizadas e porosidade aumentada. O tecido de transi¢cao
revelou baixa definicdo entre compartimentos e presenca de tecido frouxo,
rarefeito e com menor densidade celular e 6ssea. A medular apresentou
expansao com predominio de tecido adiposo. Aos 45 dias, persistiram a
porosidade e a redugao da espessura cortical, além de uma regido de transigao
desorganizada e mal delimitada. O tecido medular manteve o padrdo de
adiposidade, indicando atraso no processo de remodelagao.

No grupo OVX+L, aos 15 dias, a cortical apresentou organizagao
semelhante a do grupo OVX, com trabéculas irregulares e aspecto imaturo. O
tecido de transicdo mostrou leve aumento na densidade trabecular, embora
ainda com grande variabilidade morfolégica. A medular manteve o predominio
de tecido adiposo. Aos 45 dias, foi observada maior espessura da cortical e
trabéculas mais organizadas, embora sem padrdo homogéneo. O tecido de
transicdo apresentou trabéculas delgadas e esparsas, sugerindo discreta
atividade osteoblastica, e o tecido medular manteve a predominancia de

adiposidade.

4.6. Analise Colageno Total
A Figura 23 mostra o grafico de médias da propor¢cdo de colageno

observada nos grupos estudados.
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Figura 23: Grafico de médias da porcentagem de colageno para os grupos estudados.
As barras de erro representas os erros padrao. Fonte: autora
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A anadlise de variancia de dois fatores com medidas independentes foi
conduzida para avaliar o efeito de trés diferentes grupos experimentais (C, OVX
e OVX+L) e dois tempos de analise (15 dias e 45 dias) sobre a variavel de
interesse. Os resultados revelaram um efeito principal significativo do fator grupo
(p = 0,0079, two-way ANOVA), indicando que pelo menos um dos grupos
apresentou valores médios significativamente diferentes dos demais. Da mesma
forma, observou-se um efeito principal significativo do fator tempo (p = 0,0037,
two-way ANOVA), o que demonstra que houve uma diferenca estatisticamente
relevante entre os valores médios obtidos nos tempos de 15 e 45 dias.

Por outro lado, a interagcédo entre grupo e tempo nao foi estatisticamente
significativa (p = 0,0857, two-way ANOVA). Isso sugere que o padrao de variagao
dos grupos ao longo do tempo é semelhante, ou seja, a diferenga entre os
tempos se comporta de forma consistente entre os grupos.

A analise post-hoc foi realizada separadamente para os tempos de 15 e
45 dias, a fim de identificar diferengas especificas entre os grupos experimentais
em cada ponto temporal.

Aos 15 dias, observou-se que o grupo OVX apresentou valores
significativamente maiores que o grupo OVX+L (p = 0,0010. Tukey), e o grupo

controle (C) também apresentou valores superiores ao grupo OVX+L (p =0,019).
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No entanto, ndo houve diferencga estatisticamente significativa entre os grupos C
e OVX (p = 0,1350. Tukey). Esses resultados indicam que, no tempo mais
precoce, a supressao ovariana isolada (OVX) resulta em um aumento
significativo da variavel estudada em comparagdo ao grupo que recebeu
tratamento (OVX+L), enquanto o grupo controle se posiciona de forma
intermediaria, estatisticamente semelhante ao OVX.

Aos 45 dias, ndo foram identificadas diferengas estatisticamente
significativas entre os grupos (p > 0,24 em todas as comparagdes. Tukey). A
auséncia de diferencgas neste tempo indica que as alteragdes observadas aos 15
dias se atenuaram com o passar do tempo, resultando em uma homogeneizagao
dos valores médios entre os grupos na fase mais tardia.

Em conjunto, esses achados sugerem que as intervengdes experimentais
influenciam significativamente a variavel de interesse em um estagio inicial (15
dias), especialmente no que diz respeito a comparagdo com o grupo tratado
(OVX+L). Contudo, essas diferencas ndo se mantém ao longo do tempo,
indicando uma possivel adaptagao fisioldégica ou reversdo dos efeitos iniciais

apos 45 dias.
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5. DISCUSSAO

A osseointegracao de implantes em ossos de baixa qualidade representa
uma preocupacao clinica relevante, sobretudo em populagées com alteragdes
sistémicas do metabolismo 6sseo®®. Diante desse desafio, investigou-se neste
estudo a aplicagédo combinada dos lasers Er:-YAG no preparo do leito ésseo para
instalacdao de implantes de titdnio e Nd:YAG para fotobiomodulagdo, com
avaliacdo de desfechos biomecanicos, morfolégicos e bioquimicos, em modelo
experimental de osteopenia. Os resultados deste estudo demonstram que a
condic&o osteopénica induzida por ovariectomia compromete a osseointegragao
de implantes dentarios, afetando a resisténcia biomecanica, a maturacdo do
colageno e a qualidade histolégica do osso neformado.

Aos 15 dias, a resisténcia ao deslocamento vertical dos implantes (Stress)
apresentou auséncia de diferengas estatisticas entre os grupos, o que é
compativel com a fase inicial da osseointegracdo, caracterizada pela
predominancia de tecido 6sseo imaturo?®. Os dados obtidos no teste push-in
demonstraram que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos ovariectomizados (OVX e OVX+L), embora o grupo OVX+L tenha
apresentado valores médios discretamente superiores. Aos 45 dias, o grupo C
apresentou desempenho biomecanico significativamente superior, confirmando
a influéncia da qualidade 6ssea na estabilidade do implante.

A auséncia de significAncia nos valores de Strain entre grupos e tempos
avaliados, indica que as propriedades elasticas do osso regenerado se
mantiveram estaveis ao longo do tempo, independentemente da técnica utilizada
ou da condigéo sistémica. Este dado sugere que o componente deformacional
do tecido nao foi afetado pela intervencao a laser ou pela osteopenia.

A literatura atual é controversa com relagao aos beneficios do uso de laser
Er:YAG para perfuracéao 6ssea de leitos para instalagcao de implantes, em termos
de resisténcia biomecanica final. Tretto et al.*?> (2019) e Ohsugi et al.*° (2019),
discutem as limitagdes do preparo com laser Er:YAG quanto a auséncia de
padronizacdo da geometria da osteotomia e a baixa previsibilidade na obtencao
de estabilidade primaria do implante. Os autores afirmam que estes fatores

podem comprometer a adaptagao éssea inicial e repercutir negativamente nos
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resultados biomecéanicos. Entretanto, Semez et al. (2021)%" utilizaram o laser
Er:-YAG e observaram maior presenca de 0sso lamelar maduro, menor necrose
e melhor contato osso-implante, sugerindo vantagens para protocolos de carga
imediata. Apesar de reconhecerem os desafios operacionais envolvidos,
concluiram que o preparo com laser foi superior a fresagem convencional o que
vai de encontro aos nossos achados onde o preparo com o laser ndo mostrou
diferenca significante em relagdo ao preparo convencional nas analises de stress
e strain em ratas com osteopenia.

Uma das limitagdes do presente estudo foi a ndo inclusdo de um grupo
com uso isolado do Er:YAG, uma vez que a literatura ja aponta que: apesar de
seus efeitos benéficos iniciais sobre a superficie 6ssea e o microambiente local,
0 seu uso isolado ndo apresenta superioridade consistente em relagdo a
fresagem convencional em termos de osseointegracdo a médio e longo prazo.
Em contrapartida os estudos de Zhao et al. (2022)** e Neto et al. (2025)%°
demonstraram que a combinacgao dos lasers de Er:-YAG e Nd:YAG potencializou
a expressao de genes osteogénicos e favoreceu a estabilidade secundaria dos
implantes.

Os achados histolégicos néo evidenciaram diferencas estruturais
marcantes entre os grupos OVX e OVX+L em nenhum tempo avaliado. Ambas
as condicdes osteopénicas apresentaram trabéculas Osseas esparsas e
desorganizadas, medula 6ssea predominantemente adiposa e padrao cortical
comprometido. Embora o grupo OVX+L tenha exibido, pontualmente, areas com
leve aumento na densidade trabecular e organizagcédo da zona de transicdo aos
45 dias, essas alteracbes nao configuraram uma melhoria morfolégica
consistente ou suficientemente distinta para afirmar um beneficio histolégico
expressivo em comparagao ao grupo OVX. Esses dados sugerem que a
intervencao com o uso dos lasers, tal como aplicada neste protocolo, nao foi
capaz de reverter substancialmente os efeitos deletérios da osteopenia no
microambiente 6sseo peri-implantar?®.

A porcentagem de colageno total foi a uUnica variavel a apresentar
diferenca estatisticamente significativa, mostrando-se menor no grupo OVX+L
em relagao ao grupo OVX, especialmente aos 15 dias. Esse achado sugere que
0 uso combinado dos lasers promoveu uma estimulacao positiva na fase inicial

da regeneracao éssea, favorecendo a mineralizagado da matriz organica. Esse
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resultado € consistente com evidéncias pré-clinicas que demonstram
estimulagao mitocondrial e aumento da atividade enzimatica ap6s a utilizagao da
FBM55,53_

Essa diminuigéo inicial na quantidade de colageno nao foi acompanhada
por uma elevagao estatisticamente significativa da fosfatase alcalina sérica. A
auséncia de significAncia nos niveis de FA pode indicar que, embora a
maturagdo da matriz organica tenha sido favorecida, a mineralizagdo
subsequente ainda n&o havia atingido seu pico nos tempos analisados, ou que
a resposta bioquimica sistémica permaneceu limitada.

A analise da FA, marcador bioquimico de atividade osteoblastica, néo
evidenciou diferengas estatisticamente significativas entre os grupos, tanto aos
15 quanto aos 45 dias. Embora o grupo OVX+L tenha apresentado médias
numericamente superiores ao grupo OVX aos 15 dias, esses resultados nao
permitem inferir efeito bioquimico relevante da intervengao com base estatistica
robusta. Considerando a natureza transitéria da expressédo da FA e a limitacao
de pontos temporais de coleta, recomenda-se que estudos futuros adotem
intervalos mais curtos para melhor capturar variagdes dinamicas na atividade
osteogénica. Adicionalmente, todos os grupos apresentaram queda significativa
nos niveis de FA aos 45 dias, compativel com a progressao fisiolégica da
osseointegracdo para a fase de remodelagdo éssea e mineralizagdo. Em
comparacgéo, Neto et al.?? (2025), utilizaram RT-PCR para mensurar a expressao
local do gene ALP no tecido peri-implantar, observando aumento significativo
nos grupos submetidos ao preparo com laser Er:YAG, isolado ou associado a
fotobiomodulacdo. A divergéncia entre os achados pode ser atribuida a diferenca
metodoldgica: enquanto a analise molecular detecta alteragdes localizadas no
microambiente 6sseo, a dosagem sérica reflete um padrao sistémico menos
sensivel a efeitos pontuais. Esses dados sugerem que os efeitos do laser podem
ocorrer de forma restrita ao leito cirurgico, sem repercussao mensuravel nos
niveis circulantes da enzima.

As divergéncias de resultados com o presente estudo com a literatura
atual, pode ser atribuida a diferengas metodoldgicas importantes, como o
modelo experimental com ratas ovarectomizadas, forma de utilizacdo do laser
de Er:-YAG como assistente cirurgico ou como protagonista no preparo, tipo de

implante utilizado (usinagem versus manufatura aditiva), e o método de
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avaliacdo biomecanica (push-in versus torque de remocéo). Os estudos, no
entanto, convergem ao indicar que o uso combinado dos lasers pode favorecer
a biocompatibilidade inicial e a ativagao celular.

A auséncia de significancia estatistica nos parametros biomecanicos e o
comportamento discreto da fosfatase alcalina evidenciam que o processo de
mineralizagdo da matriz de colageno ainda ndo se consolidou funcionalmente
nos tempos avaliados. A osteopenia induzida compromete a atividade
osteoblastica e reduz a densidade mineral 6ssea, dificultando a maturacéo e a
mineralizagado da matriz formada, o que sugere que o uso do laser foi incapaz de
contrapor os efeitos deletérios oriundos da condi¢cdo osteopénica das ratas.

Além das limitagdes técnicas ja mencionadas sobre o preparo com
Er:YAG, é importante destacar o alto custo operacional da associa¢ao dos dois
sistemas laser, o que limita sua viabilidade na pratica clinica rotineira. Como
alternativa mais acessivel, o uso de lasers de diodo para FBM tem se mostrado
promissor em diversos estudos, apresentando parametros eficazes, menor custo
e maior disponibilidade no contexto clinico-odontologico. A escolha do laser
Nd:YAG para aplicagédo da FBM neste estudo foi motivada ndo apenas por seu
potencial terapéutico documentado, mas também por uma decisédo
metodoldgica: o Nd:YAG esta incorporado ao mesmo equipamento (Fotona
LightWalker®) utilizado para a osteotomia com Er:-YAG, viabilizando a realizagao
de ambos os procedimentos com uma unica plataforma integrada, sem
necessidade de troca de dispositivos ou alteragéo logistica entre as fases da
cirurgia.

Além disso, estudos prévios sugerem que, quando utilizados com
parametros adequados de baixa poténcia, os lasers Nd:YAG podem promover
efeitos bioestimuladores comparaveis aos lasers de diodo tradicionais, com
destaque para sua maior profundidade de penetracao tecidual e potencial de
ativagdo mitocondrial profunda®+55%3, Portanto, a adogdo do Nd:YAG para FBM
neste protocolo representa ndo apenas uma escolha conveniente em situagdes

em que estao disponiveis plataformas laser de multiplos comprimentos de onda.



50

5.1.Limitagcoes da pesquisa

E importante ressaltar que a literatura carece de dados utilizando um
modelo experimental de ratas ovarectomizadas para estudo de implantes com
preparo a laser, o que dificulta a otimizagdo da escolha dos parametros
radiométricos a serem adotados. Ademais, em se tratando do preparo de uma
cavidade de dimensdes diminutas (no modelo adotado), a baixa preciséo obtida
pela ablagéo a laser pode impactar significativamente os resultados finais.

O custo elevado da utilizagcdo do laser também limitou os grupos
experimentais e as variagdes de parametros de laser utilizadas neste estudo.

Futuros estudos com maior poder amostral, avaliacdo histomorfométrica
quantitativa e otimizacdo dos parametros dos lasers poderdo oferecer
esclarecimentos mais robustos quanto ao real impacto desta abordagem
combinada na osseointegragdo, especialmente em condigbes clinicas

desafiadoras.
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6. CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que a associagao dos lasers Er:YAG e Nd:YAG
promoveu estimulo precoce a formacdo de tecido 6sseo em modelo
experimental de osteopenia, sugerindo potencial beneficio no reparo ésseo
peiimplantar. No entanto, esse efeito biolégico ndo se traduziu em diferengas
estatisticamente significativas nos parametros biomecanicos ou na atividade de
fosfatase alcalina, indicando que a maturacao funcional do tecido ésseo nao foi
consolidada nos periodos avaliados.

Limitacbes como o custo elevado, a complexidade técnica e a falta de
padronizacéo do preparo com laser ainda restringem a aplicagéo rotineira desta
combinacdo de lasers na implantodontia. Assim, os achados reforcam o
potencial da terapia combinada, mas indicam a necessidade de novos estudos
com maior poder amostral, tempos de acompanhamento mais longos e

protocolos clinicos validados.
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7. TRABALHOS FUTUROS

Futuros estudos devem explorar a aplicagdo combinada dos lasers
Err'YAG e Nd:YAG em diferentes janelas temporais e com parametros
dosimétricos otimizados, a fim de esclarecer seu impacto sobre as fases
sequenciais da osseointegracao, especialmente em modelos de osso de baixa
densidade. Além disso, a inclusdo de grupos experimentais adicionais — como
o uso do laser Er:-YAG e de fresas convencionais associados fotobiomodulagao
com diferentes fontes, como lasers de diodo — podera permitir a distingado mais
precisa dos efeitos dessas intervencdes. Avaliagcbes complementares, como
analises histomorfométricas quantitativas, expressdo génica local de
marcadores osteoblasticos e acompanhamento em periodos mais longos,
também sdo recomendadas para validar a aplicabilidade clinica desta

abordagem em protocolos de carga precoce ou imediata.
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ANEXO A - Certificado de aprovagao do projeto de pesquisa emitido

pelo Ceua da Uninove

UN ’ N o VE Universidade Nove de julho
" X X X X ) Comissdo de Etiga no
Universidade Nove de Julho Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliacdo do uso combinado de laser Nd:YAG e Er:-YAG como adjuvantes na
preparacdo de locals ésseos de implantes dentérios em Rattus norvegicus (Rodentia [] Muridae) (Rato Wistar) com
osteoporose induzida.", protocolada sob o CEUA n? 6054240624 (o ccos31), sob a responsabilidade de Alessandro
Melo Deana e equipe; Luciana Toledo Costa Salviatto - que envolve a produ¢do, manutengdo efou utilizacdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou
ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho
de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal
(CONCEA), e fol APROVADA pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Nove de Julho
(CEUA/UNINOVE) na reunido de 26/06/2024.

We certify that the proposal "Evaluation of the combined use of Nd:YAG and Er:YAG lasers as adjuvants in the
preparation of bone sites for dental implants in Rattus norvegicus (Rodentia [] Muridae) (Wistar Rat) with induced
osteoporosis.”, utilizing 32 Heterogenics rats (32 females), protocol number CEUA 6054240624 (10 coos31), under the
responsibility of Alessandro Melo Deana and team; Luciana Toledo Costa Salviatto - which involves the production,
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Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 07/2024 a 03/2025  Area: Biofotdnica Aplicada As Ciénclas da Salde
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Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Fémeas idade: 3 a 6 meses Quantidade: 32
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Séo Paulo, 27 de junho de 2024

8| B
Prof. Dr. Rodrigo Labat Marcos Profa. Dra. Stella Regina Zamuner
Coordenador da Comiss3o de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora damlsl:ao de Etica no Uso de
Universidade Nove de Julho Universidade Nove de julho

Rua Vergueiro, 235/249 - 12% andar - Uberdade - CEP 01504001 - So Paula/SP - tel: 55 (11) 33859010
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Fonte: Comite de ética no uso de animais UNINOVE
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ANEXO B - Certificado de aprovacao de emenda do projeto de
pesquisa emitido pelo Ceua da Uninove

UNINOVE .

Comissao de Etica no
.. . ®*® e Uso de Animais
Universidade Nove de Julho

CERTIFICADO : EMENDA 24032024

Certificamos que a EMENDA (versdo de 24/09/2024) da proposta intitulada *Avaliacdo do uso combinado de laser
Nd:YAG e Er:YAG como adjuvantes na preparacdo de locais 6sseos de implantes dentérios em Rattus norvegicus
(Rodentia ] Muridae) (Rato Wistar) com osteoporose induzida.®, CEUA n? 6054240624 (0 oess02), Sob a
responsabilidade de Alessandro Melo Deana e equipe; Luciana Toledo Costa Salviatto - que envolve a producgdo,
manutencdo efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins
de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com 0s preceitos vigentes para sua apresenta¢do, bem como com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), sendo assim APROVADO
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certificado do curso de capacitagBo do biotério da Universidade Nove de julbo, bunuxmnsﬁ:hadodcml!mhdsmnnhm-ghdtumgmm
adicions| que serd o grupo shamycontrole. Este nio serd submetid aop- [ de berd a Instalagdo de implantes sob condicdes
normals de saide. Este grupo visa diminuir o viés do trabalha. Fol da alterach hmwwﬂmwmmbﬂmmdmdoogmpocmm.m
ambos as documentos.

Consideragdes da CEUA: Correglo da. InclusSo do grupoe Controle no projeto e no formesério. Projeto aprovado.

Término previsto: 03/2025

Origem: Blotério - Unidade Vergueiro

* : . Quantidade
Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Fémeas idade: 3 a 6 meses colicitada: 15
Linhagem: Wistar Peso: 180 a300q

ANIMAIS UTILIZADOS
Quantidade
Total Aprovado Utilizada
Ratos heterogénicos Fémeas 47 0

Séo Paulo, 03 de maio de 2025

o ,..~"/ S
L e ratl
ST k
Prof. Dr. Rodrigo Labat Marcos Profa. Dra. Stella Regina Zamuner
Coordenador da Comiss3o de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora d’g;:ﬁ:“ de Etica no Uso de
Universidade Nove de Julho Universidade Nove de julho

Rua Vergueiro, 235/249 - 12% andar - Uberdade - CEP 01504-001 - SSo Paula/SP - tel: 55 (11) 2385-9010
Horério de atendimento: 20 a 68 das 11h30 as 150 : e-mal: ceva@uninove.br
CEUA N 6054240624 84602

Fonte: Comite de ética no uso de animais UNINOVE
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ANEXO D — QUESTIONARIO ARRIVE

NOTE: Please save this file locally before filling in the table, DO NOT work on the file within your internet browser as changes will not be saved. Adobe
Acrobat Reader (available free here) is recommended for completion.

ARIVE The ARRIVE guidelines 2.0: author checklist

The ARRIVE Essential 1

These items are the basic minimum to include in a manuscript. Without this information, readers and reviewers
cannot assess the reliability of the findings.

Section/line
Item Recommendation number, or reason
for not reporting

Study design 1  Foreach experiment, provide brief details of study design including: 33

a. The groups being compared, including control groups. If no control group has
been used, the rationale should be stated.

b. The experimental unit (e.g. a single animal, litter, or cage of animals). 33

Sample size 2 a. Specify the exact number of experimental units allocated to each group, and the 34
total number in each experiment. Also indicate the total number of animals used.

b. Explain how the sample size was decided. Provide details of any a priori sample 33
size calculation, if done.

Inclusion and 3 a. Describe any criteria used for including and excluding animals (or experimental
exclusion units) during the experiment, and data points during the analysis. Specify if these
criteria criteria were established a priori. If no criteria were set, state this explicitly.

=3

For each experimental group, report any animals, experimental units or data points
notincluded in the analysis and explain why. If there were no exclusions, state so.

c. For each analysis, report the exact value of n in each experimental group. 45

Randomisation 4

o

. State whether randomisation was used to allocate experimental units to control
and treatment groups. If done, provide the method used to generate the
randomisation sequence.

o

Describe the strategy used to minimise potential confounders such as the order 33
of treatments and measurements, or animal/cage location. If confounders were
not controlled, state this explicitly.

Blinding 5 Describe who was aware of the group allocation at the different stages of the
experiment (during the allocation, the conduct of the experiment, the outcome
assessment, and the data analysis).

Outcome 6 a. Clearly define all outcome measures assessed (e.g. cell death, molecular markers, 66
measures or behavioural changes).
b. For hypothesis-testing studies, specify the primary outcome measure, i.e. the 66
outcome measure that was used to determine the sample size.
Statistical 7 a. Provide details of the statistical methods used for each analysis, including 32
methods software used.

b. Describe any methods used to assess whether the data met the assumptions of
the statistical approach, and what was done if the assumptions were not met.

Experimental 8 a. Provide species-appropriate details of the animals used, including species, strain 33
animals and substrain, sex, age or developmental stage, and, if relevant, weight.

b. Provide further relevant information on the provenance of animals, health/immune 33
status, genetic modification status, genotype, and any previous procedures.

Experimental 9  For each experimental group, including controls, describe the procedures in enough 35
procedures detail to allow others to replicate them, including:

a. What was done, how it was done and what was used. 35

b. When and how often. 36

c. Where (including detail of any acclimatisation periods).

d. Why (provide rationale for procedures). 36
Results 10 For each experiment conducted, including independent replications, report:

P g incdep P p 56,57,59,61
a. Summary/descriptive statistics for each experimental group, with a measure of
variability where applicable (e.g. mean and SD, or median and range). 33

b. If applicable, the effect size with a confidence interval.




