PRISCILLA CARDOSO LAZARI

Avaliacao da densidade radiogratica
do reparo alveolar de ratos diabéticos

tratados com o imunomodulador

P-MAPA

ARACATUBA
2010



PRISCILLA CARDOSO LAZARI

Avaliacao da densidade radiografica
do reparo alveolar de ratos diabéticos

tratados com o imunomodulador

P-MAPA

Trabalho de Conclusio de Curso como
parte dos requisitos para a obtencao do
titulo de bacharel em Odontologia da
Faculdade de Odontologia de Aracatuba,
Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”

Orlentador:  Prof* Ass. Dr* Renata
Callestini Felipini

Co-Orientadora: Prof* Ass. Dr* Leda
Maria Pescinini Salzedas

Aracatuba - SP
2010



Dadicatdria

Crabilho de Gonclusio de Gurso Rriscille Glardose Lazari



Dedicaténa

Dedico este trabalho aos meus pais, Ligia e Junior e ao
meu irmao Lucas, por permitir a realizacao do sonho de cursar
a faculdade de Odontologia, e por ter me dado forca para
buscar meus objetivos dentro do curso e fora dele. Obrigado

por tudo, vocés sao exemplos de integridade e sabedoria.

Crabilho de Gonclusio de Gurso Rriscille Glardose Lazari



Agradecimentos

Agradecimentos

Crabilho de Gonclusio de Gurso Rriscille Glardose Lazari



Aos meus amados pais pelo apolo, amor e confianca sempre depositados
sobre mim.

A minha orientadora, Professora Renata Calestim Filipini, que muito me
auxilou e sem o qual este trabalho nao seria possivel. Meus sinceros
agradecimentos, pela orientacio dedicada, paciéncia que me foram
dispensados e que adquiri grande admiracio e respeito nesse tempo de

convivéncia.

A Professora Leda Maria Salzedas Pescinini, que como minha co-
orientadora se dispés a dar toda a atencao e ajuda para realizacio deste
trabalho.

A Professora Alessandra Marcondes Aranega, pela disposicio e ajuda
constante durante a fase experimental do projeto.

Ao Professor Michel Saad Neto, por estar sempre presente nos
contemplando com sua sabedoria.

Ao Professor Tetuo Okamoto, pela paciéncia e ajuda durante a realizacio
do estudo

Ao Técnico José Marcelo Tramarim, pela vital ajuda durante todos os
momentos dentro do laboratério, sendo um amigo que jamais vou esquecer.

A Técnica FElaine Francischini Ferreira, pela colaboracio durante o
desenvolvimento da pesquisa.

A Célia Tomiko, pela ajuda ao realizar a estatistica deste trabalho.

A Iseu da Silva Nunes e Farmabrasilis, por disponibilizar o
mmunomodulador P-MAPA, e confiar em nossa equipe pra o estudo desse
medicamento promissor.

Aos meus grandes amigos Gabryela Nascimento Canedo, Tales Candido
Garcia da Silva, Ana Paulo dos Santos Aradjo, por estarem sempre do meu
lado fazendo parte da minha historia. Muito Obrigado!

Crabilho de Gonclusio de Gurso Rriscille Glardose Lazari



Aos amigos, Tales Maycon e Leonardo Bueno Torcato, e por terem
compartilhado comigo os resultados deste trabalho

Agradeco aos membros da minha banca, Prof* Alessandra Marcondes
Aranega e Prof.? Gilberto Aparecido Coclete, por terem se disponibilizado a

participar da corre¢ao deste trabalho assim que receberam o convite.

A toda Turma 53 pela companhia, amizade e felicidade durante esse 4 anos

de formacao.

Crabilho de Gonclusio de Gurso Rriscille Glardose Lazari



Crabilho de Gonclusio de Gurso

7 -’ =

- . . ) D) .
Lriscilla Glrdoso Kazari



Epigrafe

Ontem o menino que brincava me falou
Que hoje é semente do amanha
Para nao ter medo que esse tempo vai passar
Nao se desespere nem pare de sonhar
Nunca se entregue, nasca sempre com as manhas
Deixe a luz do sol brilhar no céu do seu olhar
Fé na wvida, fé no homem, fé no que vira
Nos podemos tudo
Nos podemos mais

Vamos la fazer o que sera!

(Sementes do Amanha, Gonzaga Jr.)
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LAZARI, PC. Avaliacio da densidade radiogrifica do reparo alveolar de ratos diabéticos
tratados com o imunomodulador P-MAPA. 2010. 60 f. Trabalho de Conclusido de Curso
- Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista - UNESP, Aracatuba, 2010.

Resumo

O Diabetes mellitus é uma complexa desordem metabdlica caracterizada por
anormalidade no metabolismo dos carboidratos, lipideos e proteinas. E decorrente da
deficiéncia total ou parcial da sintese da insulina pelas células beta das ilhotas de
Langerhans do pancreas. Caracteriza-se pela alteragio principalmente do metabolismo da
glicose. Suas principais complicaces bucais incluem: hiposalivagio, candidiase, doenca
periodontal, abcessos periapicais, hipocalcificagio dentéria, distdrbios na cicatrizagio,
atraso na erupcio dentiria, sindrome da ardéncia bucal, recessio gengival, aumento na
incidéncia e severidade das caries dentais. Pensando em todas as debilidades
apresentadas no diabetes e na possibiidade de uma efetiva interven¢io do
imunomodulador P-MAPA, decidimos testi-lo e observar se o medicamento agrega
mudangas fisiolégicas e reparacionais positivas para essa enfermidade. Utilizamos 60
ratos machos Wistar com dois meses de vida, induziu-se a diabetes a partir da aplicacio
do farmaco STZ (que destréi as células beta do pancreas). A partir da indugio verificou-
se a cada trés dias o nivel de insulina para que a comprovagio do estado diabético fosse
positiva. A extracio dentdria foi realizada ao 7° dia ap6s a indugio do diabetes e a
aplicacio do imunomodulador P-MAPA, feita todos os dias via subcutinea, até
completados os trés tempos de 7, 28 e 45 dias para que houvesse a eutanisia desses
animais. O alvéolo foi mantido em formol até que a tomada radiografica e analise pelo
programa Digora tivesse sido realizada. Quando comparados os grupos nio observamos
diferencas estatisticas nos tempos de 7 e 45 dias. Porém no tempo de 28 dias,
observamos diferenca estatistica entre os grupos Diabéticos Tratados e Controle Tratado.
Na comparagio entre os tempos, todos os grupos, exceto o grupo controle tratado,
obtiveram diferencas estatisticas. Conclui-se que a metodologia utilizada no trabalho nio
nos permitiu dizer qual grupo obteve melhor resultado no processo de reparo alveolar,
no entanto, o imunomodulador P-MAPA teve intervencio positiva nos grupos tratados
reduzindo os sintomas clinicos nos ratos diabéticos. Deve-se essencialmente realizar a

anilise microscopica dos alvéolos para conclusio definitiva do trabalho.

Palavras-chave: diabetes. reparo alveolar. analise radiografica. imunomodulador
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LAZARI, PC. Evaluation of radiographic density of alveolar repair in diabetic rats treated
with the immunomodulator P-MAPA. 2010. 60 f. Trabalho de Conclusio de Curso -
Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista - UNESP , Aracatuba, 2010.

ABSTRACT
Diabetes mellitus is a complex metabolic disorder characterized by abnormal metabolism
of carbohydrates, lipids and proteins. It is caused by total or partial deficiency of the
synthesis of insulin by beta cells of islets of Langerhans in the pancreas. It is characterized
mainly by the change of glucose metabolism. Its major oral complications include:
hyposalivation, candidiasis, periodontal disease, periapical abscesses, hypocalcification
dental, disorders in wound healing, delayed tooth eruption, burning mouth syndrome,
gingival recession, increased incidence and severity of dental caries. Thinking of all the
weaknesses presented in the diabetes and the possibility of an effective intervention
immunomodulator P-MAPA, we decided to test it and see if the product adds
physiological changes and reparations positive for this disease. We used 60 male Wistar
rats two months of life, induced diabetes from STZ drug application (which destroys the
beta cells of the pancreas), and from the induction was found three days at each level of
insulin to proof of diabetic status was positive. The tooth extraction was performed on
day 7 after induction of diabetes and the application of P-MAPA immunomodulator
made subcutaneously every day until completed the three times of 7, 28, 45 to have
euthanasia from this animals.The alveolus has been maintained in formaln until
radiographic analysis and the Digora program had been done. When comparing the
groups did not observe statistical differences in the times of 7 and 45 days. But in time of
28 days, we saw a statistical difference between groups Diabetes Treated and Control
Treated. Comparing the time, all groups except the control groups treated, found
statistical differences. In conclusion the methodology used in the study did not allow us to
say which group had the best results in alveolar repair process but the P-MAPA
immunomodulatory intervention was positive in the treated groups, reducing the clinical
symptoms in diabetic rats. Due mainly to analyze the histology of alveolus for final

conclusion of the work.

Keywords: diabetes. alveolar repair. radiographic analysis. immunomodulator
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Introducao

O Diabetes mellitus ¢ uma complexa desordem metabolica caracterizada por
anormalidade no metabolismo dos carboidratos, lipideos e proteinas!. E decorrente da
deficiéncia total ou parcial da sintese da insulina pelas células beta das ilhotas de
Langerhans do pancreas. Caracteriza-se pela alteraciao principalmente do metabolismo da
glicose?.

Os primeiros registros da doenca cnstam de Papirus de Ebers em 1500 a.C.
Desde entao a doenca vem atingindo proporc¢oes alarmantes. Estima-se que no ano de
2025 existirao 300 milhoes de diabéticos no mundo todo. No Brasil estima-se que
existam cerca de 5 milhoes de diabéticos, ocupando assim o sexto lugar no ranking
mundial em relacio ao numero de portadores da disfuncio. As estimativas
epidemiologicas também apontam que o Brasil atingira 11,6 milhoes de pessoas
diabéticas até o final de 20253, Estas informacoes sao de extrema relevancia uma vez que
o diabetes afeta grande parte da populacio, representando um alto custo financeiro
decorrente aos cuidados médicos e queda na produtividade'.

A classificacio atual compreende o diabetes do tipo 1, tipo 2, gestacional e outros
especificos’.

O diabetes do tipo I é uma doenga auto-imune que afeta principalmente pacientes
jovens, compondo 15% do total de diabéticos. O 1nicio dos sinais e sintomas ¢ abrupto,
ocorrendo na infincia ou na puberdade. Caracteriza-se pela auséncia na producio de
insulina, necessitando de freqiientes injecoes de hormonio’.

O diabetes tipo II compreende aproximadamente 85% dos casos. Inicialmente
nao ha deficiéncia profunda do horménio, contudo grande parte do idividuos exibe
posteriormente reducao continua na expressio de msulina. O inicio dos sinais e sintomas
¢ lento e gradual, com complicacdoes menos severas'.

A presenca do diabetes predispoe ao aparecimento de complicacoes agudas e
cronicas decorrentes de alteracoes metabolicas. As cinco complicagoes cldssicas incluem:
retinopatia, nefropatia, neuropatia, doencas cardiovasculares e distarbios na cicatrizagio,
acompanhadas de fadiga e perda de peso’.

As principais complicacdes bucais icluem: hiposalivacao, candidiase, doenca

periodontal, abcessos periapicais, hipocalcificacao dentaria, distrbios na cicatrizacio,
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atraso na erupc¢ao dentdria, sindrome da ardéncia bucal, recessao gengival, aumento na
incidéncia e severidade das caries dentais”.

Com relacio ao processo de reparo alveolar, alguns autores estudaram as
alteracoes ocorridas em alvéolos de ratos apos a extracao dental, quando o quadro
metabolico do diabetes estava presente, constatando acentuado atraso na reparacio’.

Diante das complicacoes decorrentes do quadro diabético, o estudo de novas
drogas que possam auxiliar no processo de reparo nos pacientes portadores se faz
Nnecessarlo.

Os imunomoduladores sio remédios ativos na cadeia do sistema imunologico que
nao agem propriamente contra o virus ou a bactéria, mas auxiliam o organismo numa
defesa mais adequada evitando os efeitos indesejaveis que surgem devido a mnflamacao e
mfeccao.

O P-MAPA ¢ um imunomodulador estudado por cientistas brasileiros, chilenos e
norte-americanos, produzido pela Farmabrasilis, uma organizacio nio governamental
voltada a pesquisas e ao desenvolvimento de novos medicamentos e tecnologias'.

Pensando em todas as debilidades apresentadas no diabetes e na possibilidade de
uma efetiva intervencao desta nova droga, decidimos testar o P-MAPA e observar se o
medicamento agrega mudancas fisiologicas e reparacionals positivas para  essa

enfermidade.
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Proposicao

O objetivo deste trabalho ¢é realizar anilise radiografica de alvéolos dentarios de
ratos diabéticos tratados ou nao com o imunomodulador P-MAPA.
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CMateriais ¢ CMélodos
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Materiais e métodos.

1- Modelo experimental
Para o desenvolvimento da pesquisa utilizamos 60 ratos machos da raca Rattus
norvegicus, Wistar, com idade de 2 meses e com peso acima de 250 gramas, procedentes
do biotério do Departamento de Patologia e Propéutica Clinica da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba - UNESP.

Figura 1: Ratos Noergicus, Wistar

A escolha desses animais foi devido ao seu facil manuseio; ocupagio de pequenos
espacos € com isso a possibilidade de trabalhar simultaneamente com varios grupos
experimentais; elevada resisténcia a infec¢io, facilidade de remocio dos diversos 6rgios,
reducio de custos; e por apresentarem semelhancas clinicas, laboratoriais e
histopatolégicas com o diabetes humano.

Estes receberam alimentacio através de racgio solida e dgua ad hbitum, exceto no
periodo de jejum de 14-16 horas que antecederam a administracio de Estreptozotocina

(STZ), os quais foram mantidos apenas com 4gua.
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2-Administracio de Estreptozotocina

Os animais foram separados em 2 grupos: grupo I diabéticos e grupo II controle,
contendo 30 animais em cada grupo. O grupo I (diabético) recebeu em dose tnica por
via veia peniana da substincia Estreptozotocina (STZ) para a inducio do diabetes na
propor¢io: 35mg para cada 1000g de peso corporal do amimal dissolvido em tampio
citrato 0,01M e pH 4,5. Para isso passaram por anestesia geral através da administracio
por via intramuscular de Cloridrato de Xilazina (Anasedan AgriBrands Ltda) na dosagem
de 0,03 mL para cada 100g de peso corporal, para promover um relaxamento muscular.
Na seqiiéncia o Cloridrato de Ketamina (Dopalen AgriBands Itda) na dosagem de
0,07mL para cada 100g de peso corporal para a obtencio do efeito anestésico. O grupo
II (controle) recebeu os mesmos procedimentos que o grupo I, sendo que, no lugar do
STZ, recebeu 0,2ml de tampio citrato, afim de que todos os ratos passassem pelo

mesmo nivel de estresse.

\

P

Figura 2: Relaxante muscular e Anestésico

\TACALL ESTIN: FE. 1PINI
.01 Molar aspy

Figura 3 e 4: Tampio Citrato e Estreptozotocina
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Figura 5: Aplicacio da estreptozotocina via vela penilana

3- Coleta de sangue e determinacio da glicemia

A coleta de sangue para a determinacio da glicemia foi realizada pela cauda apos
corte com tesoura a cerca de 2 milimetros de sua extremidade distal. As amostras de
sangue coletadas de todos os animais foram submetidas ao teste “AccuChek Performa”
para determinacio das taxas glicémicas.

O teste foi realizado em todos os ratos dois dias ap6s a aplicacio de STZ para a
constatacio do estado diabético, e a partir de entio 2 vezes por semana no periodo da

manhi para a verificacio de uma curva glicémica e posterior anilise.

Figura 6 e 7: Corte da extremidade da cauda e Gota de sangue que sera coletado
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Figura 8: AccuChek Performa

Figura 9: Sangue sendo submetido ao exame “AccuChek Performa”

Figuras 10 e 11: Determinacao do estado nao glicémico e do estado hiperglicémico.
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4- Pesagens dos animais e administracao do medicamento

Os animais diabéticos tendem a ficar muito debilitados ¢ o peso ¢ muito importante
para a pesagem do medicamento a ser administrada, por i1sso os ratos eram pesados a
cada 4 dias e a partir desse peso era feita a dosagem do medicamento em uma balanca de
precisao.

For utilizado 5mg de MAPA para cada 1000 gramas de peso de rato. Os animais
comecaram a receber doses diarias de P-Mapa 7 dias apos a inducao do diabetes.

Para a aplicacio do medicamento os grupos I e II foram subdivididos em grupo
tratado e grupo nao tratado. Comecamos a aplicar as doses de P-Mapa nos devidos
grupos (tratados) de acordo com cada peso, sete dias apos a inducao de diabetes e sete
dias antes da cirurgia de extracio dental. Para que os ratos tivessem o mesmo nivel de
estresse era aplicado P-Mapa nos ratos do grupo tratado e soro fisiologico (0,9%) no
grupo dos ratos nao tratados. O medicamento P-Mapa fo1 aplicado com agulha ponta
0,80 X 30 mm via subcutinea no dorso do rato, diariamente.

Sendo assim, os grupos, todos contendo cinco animais cada, foram divididos em:

GRUPO 1 - Diabético Tratado

GRUPO 2 - Diabético Controle

GRUPO 3 - Controle Tratado

GRUPO 4 - Controle

Figura 12: Balancas para pesagem dos animais.
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Figura 14: Imunomodulador P-MAPA.

. Figura 15: Aplicacao subcutinea do medicamento
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5- Procedimento cirargico

Os animais ficaram em jejum por 12 horas para a extragio do incisivo central
superior direito. Os ratos passam por anestesia geral através da administracio por via
intramuscular de Cloridrato de Xilazina (Anasedan AgriBrands Ltda) na dosagem de 0,03
mL para cada 100g de peso corporal, para promover um relaxamento muscular. Na
seqiiéncia o Cloridrato de Ketamina (Dopalen AgriBands Ltda) na dosagem de 0,07mL
para cada 100g de peso corporal para a obtencio do efeito anestésico. Ap6s realizada a
antissepsia da por¢io anterior da maxila com Polivinilpirrolidona Iodo (Riodeine - Ind.
Farmc. R ioquimica Litda), realizou-se a sindesmotomia, luxacio e extracio do incisivo
superior direito de todos os animais, com instrumental especialmente adaptado para este
fim. Logo em seguida realizou-se sutura com fio de seda 5.0. Apos a extracio cada animal
recebeu uma dose tmnica de 20.000 U de penicilina G-benzatina através de inje¢io
intraperitoneal.

Figuras 16 e 17: Luxacio e extrac¢io do incisivo superior direito.

Figura 18: Penicilina G-Benzatina.

Crabalho de Gonclusio de Gurse Driscillir Guardoso Laaari



27

Figura 19: Aplicacao intraperitoneal do antibiotico.

6- Kutanasia dos animais e obtengdo das pecas
Para a realizacio dos estudos com o medicamento optamos pelo sacrificio em 3
tempos de 7, 28, 45 dias apés a extracio dental. Para o sacrificio utiizamos dose
excessiva de anestésico via intraperitonial.

A maxila direita foi separada da esquerda na linha mediana com o emprego uma
lamina de bisturi n® 15 (Embramac Exp. e Imp.). Um corte com tesoura reta na porgio
distal do 3° molar possibilitou a obten¢io da area da maxila contendo o alvéolo dental.

Os espécimes assim que obtidos foram fixados em solucio de formol tamponado
a 109% durante 7 dias. Ap6s foi removido o tecido mole do alvéolo para que nio

comprometesse a leitura radiografica.

Figura 20: Alvéolo
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7- Anilise Radiografica

Foi utilizado um aparelho de raios X GE-100 (General Eletric, Milwaukee, EUA),
operando com 50 Kvp, 10 mA, 12 impulsos, e distincia foco-placa de 40 cm com
mncidéncia do foco de radiacio perpendicular ao plano do objeto. A mmagem digital fo1
obtida pela sensibilizacio da placa éptica do sistema digital Digora (Soredex, Orion
Corporation, Helsinki, Finland), onde a face ativa foto-estimulada de f6sforo €
sensibilizada pelos raios X, assim como os filmes convencionais. Como referencial
densitométrico foi utilizado um penetrémetro de aluminio. Sobre cada placa 6ptica
colocou-se a hemimaxila submetida a extra¢io com o plano sagital apoiado sobre a placa,
o penetrometro e a identificagio em chumbo.

As leituras das placas 6pticas sensibilizadas foram efetuadas em escaner a laser
do proprio equipamento Digora, € as imagens manipuladas no programa Digora for
‘Windows 1.51. Para a anilise densitométrica dos alvéolos, a divisio em tercos foi
necessaria pela impossibilidade de selecio do alvéolo todo. Foram padronizadas areas
em pixels a serem utilizadas em cada um dos itens analisados (terco apical, médio e
cervical dos alvéolos em reparacio e penetrometro de aluminio). No terco apical e
cervical do alvéolo, a medida utilizada foi de 20x20 pixels; a medida do terco médio do
alvéolo foi de 30x30 pixels, devido a sua maior drea mensuravel; e por fim nos degraus
do penetrémetro de aluminio a drea medida foi de 30x70 pixels pelo fato do degrau ser
um retingulo.

Selecionada a 4rea de leitura o programa forneceu a média de densidade
radiografica. Foram efetuadas trés repeticbes de medidas em cada um dos itens, em cada
imagem, e calculadas as médias dessas repeticdes, correspondendo a densidade
radiografica do item, e usada a média dos tercos como representacio geral do alvéolo em
analise. Assim como metodologia descrita por Salzedas et.al. (2006), este valor de
densidade radiografica foi convertido em mmAl a partir de uma equagio obtida no
grafico de dispersio relacionando os valores de radiopacidade de cada degrau de
aluminio e sua espessura correspondente”’. A equagio de cada item foi obtida a partir de
3 valores do grafico: o valor de radiopacidade do degrau de aluminio mais préximo ao da
radiopacidade do item, o degrau acima e o degrau abaixo. Cumpre salientar que para
cada imagem radiografica foi feito um grafico de dispersio, visto que a radiopacidade dos

degraus varia entre as imagens.
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Os resultados em mmAl foram submetidos a andlise de variancia e teste

de Tukey para comparagdo entre os grupos, nos trés tempos.

Figua 21: Aparelho de Raios X GE-100 (General Eletric, Milwaukee, EUA)

Figura 22: Hemi maxila posicionada sob placa optica, identificacao de chumbo e

penetrometo de aluminio.
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Figura 23: Distancia foco-filme de 40 cm.

Figura 24: Scanner a laser Digora.
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Figura 25: selecio das dareas de mensuracao da densidade radiografica
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Figura 26: selecao das areas de mensuracao da densidade radiografica
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Resultados

De acordo com a metodologia empregada no presente trabalho de pesquisa,
foram realizadas as andlises estatisticas.
Andlise de variancia ANOVA e teste de Tukey ao nivel de significincia de 5%,

portanto obtivemos os seguintes resultados:

Tabela 1: Média das densidades de cada terco do alvéolo no grupo Diabéticos

Tratados

DIABETICOS TRATADOS
cervical | médio | apical Média

1 0,1369 | 0,1478 | 0,3162 | 0,2003
7 dias 2 0,6201 | 0,5774 | 0,7118 | 0,636433
3 0,4808 | 0,3464 | 0,1654 | 0,330867
4 0,739 | 0,4286 | 0,7618 | 0,643133
5 0,205 | 0,4564 | 0,6405 | 0,433967
28 dias 6 1,5341 | 1,2727 | 1,1066 | 1,304467
7 1,2489 | 1,25797 | 1,3742 | 1,29369
8 1,3573 | 1,1915 | 1,353 1,3006
9 0,9857 | 1,0275 | 1,0728 | 1,028667

10 1,3537 | 1,393 | 1,4071 | 1,3846

45 dias 11 1,0356 | 0,8547 | 1,1547 1,015
12 0,8804 | 0,4186 | 1,8094 | 1,036133
13 0,5556 | 0,5745 | 1,5762 | 0,9021
14 1,2117 | 1,217 | 1,1969 | 1,208533
15 0,557 0,493 0,637 | 0,562333
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Tabela 2: Média das densidades de cada ter¢o do alvéolo no grupo

Diabéticos Controle.

| DIABETICOS CONTROLE
cervical médio apical Média
16 0,8941 0,7585 | 0,9193 | 0,8573
7 dias 17 0,7534 | 0,5834 0,783 0,7066
18 0,7449 0,5643 | 0,7815 | 0,6969
19 0,5863 0,4841 | 0,7428 | 0,6044
20 0,3159 0,3823 0,538 |0,412067
28 dias 21 1,301 1,2831 | 1,2357 |1,273267
22 1,3087 1,2525 1,205 1,2554
23 0,5227 0,9145 | 0,7436 |0,726933
24 1,2037 1,109 1,1525 |1,155067
25 1,3219 1,2542 1,25 |1,275367
26 1,2533 1,2543 | 1,2549 |1,254167
45 dias 27 0,901 0,8515 0,812 |0,854833
28 0,9001 1,0143 | 0,8308 |0,915067
29 0,9283 0,7552 | 0,7312 | 0,8049
30 0,709 0,6686 | 0,7557 | 0,7111
31 0,9298 0,7454 | 0,9312 | 0,8688
32 0,7395 | 0,6578 | 0,5367 |0,644667

Tabela 3: Média das densidades de cada ter¢o do alvéolo no grupo

Controle Tratado.

CONTROLE TRATADO
cervical médio apical

33 0,7254 | 0,6087 | 0,5615 | 0,631867

7 dias 34 0,7466 | 0,6523 | 0,6126 0,6705
35 0,6625 | 0,5059 | 0,5646 | 0,577667
36 0,6531 0,556 0,5631 | 0,590733
37 0,6425 | 0,5138 0,574 | 0,576767

28 dias 38 1,2184 1,0308 | 0,8648 1,038
39 1,0418 1,0885 | 1,1607 1,097
40 1,207 0,7865 | 1,1996 | 1,064367
41 0,9081 | 0,7205 | 0,8695 0,8327
42 0,913 0,5723 | 0,9238 | 0,803033
43 0,3685 | 0,5715 | 0,7027 | 0,547567

45 dias 44 0,9617 1,0004 | 1,2871 | 1,083067
45 0,7349 | 0,3529 | 0,3704 | 0,486067
46 0,9444 | 0,9113 1,32 1,058567
47 0,7574 | 0,5742 | 0,9224 | 0,751333
48 0,715 0,709 0,767 ]0,730333
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Tabela 4: Média das densidades de cada terco do alvéolo no grupo
Controle.

CONTROLE

cervical | médio | apical
7 dias 49 | 0,7859 | 0,5474 | 0,8075 | 0,7136
50 | 0,6953 | 0,4569 | 0,7025 |0,618233
51 | 0,6586 | 0,3547 | 0,7139 |0,575733
52 | 0,5325 | 0,4328 | 0,6928 | 0,5527

28 dias 53] 1,2349 | 1,3529 | 1,3704 | 1,3194

54| 1,1634 | 1,1957 | 1,0805 |1,146533
55 1,2017 | 1,1951 | 1,1071 |1,167967
56 | 1,3187 | 1,1963 | 1,0725 |1,195833

45 dias 57 | 0,8539 | 0,6355 | 1,0743 |0,854567
58 | 0,8021 | 0,759 | 0,9044 |0,821833
59 | 0,8335 | 0,7138 | 0,8972 |0,814833

Tabela 5: Teste de Tukey para comparacao entre os grupos aos 7 dias

GRUPO | n Média Decisao
DT 5 0,449 A
DC 5 0,655 A
CT 5 0,61 A

C 4 0,615 A

Tabela 6: Teste de Tukey para comparacao entre os grupos aos 28 dias

GRUPO N Média |Decisao
DT 5 1,262 A
DC 6 1,157 A B
CT 6 0,897 B
C 4 1,207 A B
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GRUPO n Média |Decisdo
DT 5 0,945 A
DC 6 0,8 A
CT 5 0,822 A
C 3 0,83 A

Tratados
GRUPO n Média |Decisao
7 dias 5 0,449 A
21 dias 5 1,26 B
45 dias 5 0,945 B

Controle
GRUPO n Média |Decisdao
7 dias 5 0,655 A
28 dias 6 1,157 B
45 dias 6 0,8 A

GRUPO n Média | Decisdo
7 dias 5 0,61 A
28 dias 6 0,897 A
45 dias 5 0,822 A

36

Tabela 7: Teste de Tukey para comparacao entre os grupos aos 45 dias

Tabela 8: Teste de Tukey para comparacao entre os tempos no grupo Diabéticos

Tabela 9: Teste de Tukey para comparac¢io entre os tempo no grupo Diabéticos

Tabela 10: Teste de Tukey para comparacao entre os tempos no grupo Controle Tratado

Tabela 11: Teste de Tukey para comparacio entre os tempos no grupo Controle

GRUPO n Média |Decisao

7 dias 4 0,615 A

28 dias 4 1,207 B
45 dias 3 0,83
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Figura 30: Imagem Radiografica do reparo alveolar com 45 dias apés a extracao.
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Discussao

Nos dltimos anos, a imunologia que é a ciéncia que estuda a defesa do
organismo, vem sendo mais estudada e conhecida contribuindo de maneira importante
para elucidar o mecanismo de varias doencas e conseqiientemente o modo de trata-las.

Qualquer doenca provoca no organismo reacoes do seu sistema de defesa. Este
sistema estd ligado a resisténcia da pessoa, agindo de forma mais adequada quando ha
equilibrio e saude.

Nesta nova era da medicina, podemos contar com os imunomoduladores que
sao remédios ativos na cadeia do sistema imunologico. Eles ndo vao agir propriamente
contra o virus ou a bactérias, mas auxihar o organismo numa defesa mais adequada
evitando os efeitos indesejavels que surgem devido a inflamacio e infeccao”.

O munomodulador P-MAPA tem sido mtensamente estudado desde os anos
80 por cientistas brasileiros, chilenos e norte-americanos. E definido como um agregado
polimérico de fosfolinoleato-palmitoleato de magnésio e amémio proteico com
propriedades imunomoduladoras. Os efeitos conhecidos até o0 momento do P-MAPA
sobre componentes do sistema imunologico incluem a estimulagio da producio de
Linfécitos T que coordena a fungio de defesa imunoldgica contra virus, bactérias e
fungos, estimulando a producgio de citocinas, um grupo de moléculas envolvidas na
emissio de sinais entre as células durante o desencadeamento das respostas imunes.
Podem ser enquadradas nos grupos principais: da Interleucina-2 (IL-2) que possuem
varias fungbes, a maioria envolvidas na ativagio dos linfécitos € na indugio da divisio de
outras células; e do Interferon-gama (IFN-y) que sio produzidos na fase inicial da
infec¢do e constituem a primeira linha de resisténcia a muitas viroses. Finalmente, este
imunomodulador ocasiona o aumento da atividade das células NK (natural killer) que
identificam as células que estio com virus (consequentemente comprometidas) e as
destroem, alem de também estimular a producio e liberagio de NO por macréfagos.

Isto sugere que a atuacio do P-MAPA possivelmente esti relacionada a

mecanismos imunoterapéuticos, uma vez que o IFN-gama, por exemplo, uma das
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citocinas cuja producio ¢é estimulada pelo composto, sabidamente exerce atividades
imunoregulatérias, antivirais e antitumorais.

A utiizacio do P-MAPA foi comprovada, e publicada na monografia do
produto, ser capaz de ser adjuvante na terapia de doencas infecto-contagiosas,
hepatopatias de origem viral e neoplasias".

Diversos achados laboratoriais nos induzem a estudar o reparo alveolar em
individuos diabéticos sendo que estes apresentam:

1) depressio da atividade dos polimorfonucleares neutréfilos, diretamente
relacionada aos nivels de hiperglicemia (principalmente na presenca de acidose). Os
neutréfilos apresentam-se com menor capacidade de fagocitose;

2) alteracio na aderéncia, quimiotaxia opsonizacio leucocitiria. O sistema imune
celular apresenta uma resposta ineficiente e retardada aos agentes nocivos;

3) alteragio dos sistemas antioxidantes € menor produgio de interleucinas (IL-2),

pontos-chave no processo inflamat6rio necessario a uma resposta imunoldgica eficaz.

E sempre muito dificil estabelecer € documentar um vinculo direto, em estudos
clinicos, entre um bom controle glicémico e uma melhor resposta imunolégica. Isso se deve a
existéncia de muitos outros fatores implicados na génese de quadros infecciosos”.

Para induzir a diabetes nos ratos, as drogas mais utilizadas sio Aloxana e a
Estreptozotocina, ambas com capacidade de destruicio das células pancreaticas.

A Aloxana é mais acessivel que a Estreptozotocina (STZ), porém menos
utilizada por apresentar dificuldades em manter os amimais diabéticos em boas condi¢oes
por mais tempo*.

A STZ bloqueia a producio de insulina levando a hiperglicemia, acarretando
assim o diabetes mellitus tipo 1. Ela diminui a ac¢io da adenina-nicotinamida das células
beta do pancreas, mnibindo a sintese de DNA pelas células beta das ilhotas de Langerhans,
bloqueando a producio da insulina irreversivelmente levando ao Diabetes Mellitus”. Na
literatura, as concentragdes de Estreptozotocina variam de 40mg/Kg (PEPATO et al.,
1993, BOTOLIN, 2007), 50-60mg/Kg (MATTILA, 1998; GOMES, 2006),
45mg/Kg (FACCHINI, 2005) e 65mg/Kg (ROBBINS et al, 1980), dissolvidas em
tampio citrato a 0,01M, pH 4,5 e as vias de administracio podem ser a vela
caudal, jugular, peniana entre outras. De acordo com o grau de glicemia desejada, a
massa corporea, a idade do animal a via de administracio € eleita e a concentragio é
selecionada (PEPATO, 1992)**"*.

As concentragoes diabetogénicas utilizadas no nosso estudo foi de 35 mg/kg, que

foi baseada no estudo de Aranega em 2001, que realizou um estudo piloto com
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concentracio de 35 mg/Kg e administracio pela vela peniana, com ratos de massa
corporea de aproximadamente de 250g, onde verificou niveis glicémicos superiores a
350mg/dl, apresentando os mesmos resultados que estudos com concentracoes
. 19,20 z *1: ~ . , . N .
maiores . Poderfamos ter utilizado concentracoes maiores e obter niveis glicémicos
ainda mais elevados, porém os animais corriam o risco de ficar mais debilitados e nao

suportar o tempo desejado de pesquisa.

Apos a aplicagao da STZ, os animais ficaram 2 dias 1solados, pois a inducio do
diabetes pode resultar num quadro de estresse e os animais poderiam virem a Obito.
Logo ap6ds os dois dias, os testes glicémicos comecaram a ser realizados verificando que
todos os animais diabéticos se encontravam com nivel glicémico superior a 250 mm/dl e
todos os animais do grupo controle com glicemia de até 110 mg/dl. Mesmo com todos os
animais diabéticos tendo niveis de glicemia acima de 250 mg/dl foi dificil mensurar o grau
diabetogénico dos animais, ji que uns apresentavam niveis superiores a 600 mg/dl, que
pode ser a causa dos resultados niao apresentarem niveis estatisticos, Ja que um animal
com nivel superior a 600 mg/dl tem complicacoes mais sérias do que um animal com 250

mg/dl.

Os animais diabéticos apresentaram perda de peso e dos pélos, fato que foi se
agravando conforme o tempo passava, chegando muito debilitados no tempo de 45 dias
apos extracao. Os ratos diabéticos nao tratados mostravam-se em piores condicoes
mesmo tendo niveis glicémicos relativamente iguais aos tratados. Os ratos tratados
apresentaram melhoras clinicas dos sintomas do diabetes, como polidipsia, polifagia e
politria, tendo esses sinais menos evidentes. O P-MAPA nio for capaz de reverter o
quadro diabético, ja que os animais nao apresentaram reducao dos nivels de glicemia,
mas fol eficaz no controle dos sintomas clinicos da doenca, sugerindo uma possivel acio
do medicamento em nivel sistémico. Outros trabalhos devem ser realizados para a
verificacao da atuacao sistémica do imunomodulador.

Optamos pela andlise radiografica para a obtencao dos nossos resultados porque
¢ uma metodologia de uso corrente na pratica odontologica. O sistema digital for eleito
por nio estar syjeito a erros no processamento quimico.

A 1magem digital ¢ uma matriz numérica resultante da conversio de um sinal
analogico para um digital onde cada ponto de informaciao, ou pixel. Este software

fornece, entre outros, o recurso de determinacio da densidade radiogrifica (andlise
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densitométrica), ou seja, a radiopacidade de um determinado objeto, através de seus

nivels de cinza.

Desde a primeira descricio do processo de reparo alveolar por Euler em 1923,
varios estudos experimentais buscam definir cronologicamente as fases do processo de
reparo tecidual. Apesar de haver variacio cronologica entre o reparo no homem e no

rato, sabe-se que os eventos sio bem semelhantes”.

Quando se observa detalhadamente o processo de reparo alveolar, nota-se que
logo apos a formacio do codgulo sanguineo no interior do alvéolo, este apresenta uma
distribuicido irregular de células”. Células inflamatorias migram para a superficie do

coagulo sanguineo que se encontra em contato com a saliva”.

Por volta do 7" dia Okamoto ET AL. (1994) descreveram as caracteristicas
morfologicas de todo o alvéolo. Os tercos médio e apical possuiam trabéculas Osseas
neoformadas i1soladas e com intensa atividade osteoblastica. Também foram encontrados
areas de coagulo organizado com presenca de fibroblastos, vasos sanguineos
neoformados e macréfagos. No terco cervical o coagulo apresenta-se menos organizado e

com muitos macrofagos, alguns linfocitos e fibroblastos.

Radiograficamente, observa-se uma drea radiolticida homogénea, circundada por

uma linha radiopaca continua™.

Aos 28 dias, Smith (1974) observou que o tecido 6sseo preenchia todo o alvéolo
e o periosteo retornara ao normal”. Radiograficamente, o espaco antes radiolticido
encontrava-se preenchido por um novo tecido de radiopacidade semelhante ao do tecido
osseo adjacente. Ja MARZOLA ET AL, 2006 observou radiograficamente em humanos
processos de reabsorcio, assim como a lamina dura, nio sendo ainda vista a

radiopacidade intra-alveolar”.

De acordo com Carvalho e Okamoto (1987), o reparo alveolar serd considerado
completo quando o alvéolo estiver preenchido por tecido 6sseo neoformado e quando a
crista alveolar estiver remodelada, proporcionando um equilibrio dinimico osteoclastico-
osteoblastico e quando o novo osso estiver em condicoes de suportar novos estimulos”.
Isto pode ser observado apos o sétimo més apos a exodontia (OKAMOTO, RUSSO,
1973)™.
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Apos 45 dias da extracio dental ocorre o preenchimento de 2/3 alveolares por
trabéculas ésseas e 0sso Imaturo, em cuja malha encontra-se esparsamente tecido
conjuntivo fibroblastico, 1dentificando a fase de diferenciacio 6ssea ou mineralizacio. O
epitélio apresenta-se com papilas normais (ABREU, 1970 e 1974 ¢ MARZOLA, 2000,
2005 e 2008)”. No aspecto radiografico o septo interdental ja estd quase totalmente
reabsorvido, assim como grande parte da lamina dura. Observa-se, igualmente, certo

grau de radiopacidade mtra-alveolar, principalmente ao nivel do fundo alveolar.

Viarios trabalhos experimentais e observacoes clinicas tém demonstrado a
interacio do fendomeno reparacional com as glindulas de secrecido mterna. Alteracoes
metabolicas peculiares ao diabetes, tanto aloxanica (GRANDINI; MIGLIORINI;
OKAMOTO, 1970 ¢ CARVALHO; OKAMOTO, 1987), como provocada por
pancreatectomia parcial (GRANDINI, 1978), produzem acentuado atraso na reparacio
alveolar, em decorréncia de deficiéncias na proliferaciao de fibroblastos e de osteoblastos
e, consequentes reflexos na producao de substincia fundamental amortfa, fibras colagenas

. A 9,28
€ matriz organica = .

Em todos os grupos observamos densidades maiores nos alvéolos que foram
radiografados 28 dias apos a exodontia, seguidos pelo grupo de 45 dias. Os alvéolos
radiografados com 7 dias apds a exodontia apresentavam a menor densidade radiografica
mdependente do grupo e do tratamento ou nao recebido. Isto se deve ao fato de que a
densidade radiografica nao pode ser considerada como densidade 6Ossea, a primeira
indica o grau de escurecimento da imagem, o quanto denso estd o alvéolo; ja a segunda
afirma o quanto se produziu de mineralizacio. Um codgulo formado no alvéolo pode ter
uma densidade radiogriafica maior do que trabéculas o6sseas recém formadas,
contribuindo com nossos resultados que evidenciaram uma semelhanca entre os grupo
de 7 e 45 dias. O 1deal seria realizar a metodologia de densitometria dssea e/ou a analise
microscopica para uma associaciao plena dos resultados. Como o alvéolo do rato tem o
tamanho muito reduzido apenas na andlise microscopica sera possivel de se obter

resultados mais satisfatorios.

Quando comparados os grupos nao observamos diferencas estatisticas nos
tempos de 7 e 45 dias. Porém no tempo de 28 dias, observamos diferenca estatistica
entre os grupos Diabéticos Tratados e Controle Tratado, sendo que o primeiro grupo

obteve um aumento de densidade maior que o segundo. Isto pode se dever ao fato do
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grupo Controle Tratado ter se mantido aproximadamente com as mesmas densidades
durante todos os tempos, ja o grupo Diabético Tratado ter variado de niveils muito baixos
de densidade para niveis superiores aos do grupo Controle Tratado, indicando um papel

de modulacao positiva do medicamento nestes casos.

Na comparacio entre os tempos observamos que o grupo Diabético Tratado teve
diferenca significativa quando comparamos 7 dias com 28 dias, e 7 dias com 45 dias,

evidenciando que o maior aumento de densidade ocorreu nos primeiros 28 dias.

Ja no grupo Diabético Controle, observamos que as diferencas estatisticas
ocorreram na comparacao entre 7 e 28 dias; e entre 28 e 45 dias, podendo sugerir que
houve um aumento na densidade no tempo de 28 dias seguida de sua queda, voltando a

aproximadamente ao tempo de 7 dias.

No grupo Controle Tratado, nio observamos diferencas estatisticas entre os
tempos, porém a média de densidade, mesmo nio sendo de releviancia estatistica,
apresentou-se com numeros elevados que todos os tempos estudados, indicando um

processo de reparo homogéneo.

No grupo Controle, as diferencas estatisticas se deram em todas as comparacoes
feitas, significando que a densidade nao fo1 igual em nenhum dos tempos.

Frente a tais achados imagenologicos ¢ a necessidade de esclarecimento por
metodologias mais sensiveis, indicamos que haverd a confeccio de processamento
laboratorial e andalise microscopica para que a associacio com este método de avaliacao

nos mostre mais claramente o que se passa no processo de reparo das amostras coletadas.
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Conclusao

1. A metodologia utilizada no trabalho nao nos permitiu dizer qual grupo obteve melhor
resultado no processo de reparo alveolar.

2. Sugere-se que o mmunomodulador P-MAPA teve intervencao positiva nos grupos
tratados, tanto diabéticos, como nos controles.

3. O P-MAPA teve resultado na diminuicio dos sintomas clinicos dos ratos diabéticos,
observando melhoras nos quadros de polidipsia, polifagia e politria.

4. Deve-se essencialmente realizar a analise histologica dos alvéolos para conclusio

definitiva do trabalho.
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Apéndice 1: Tabela de relacio da média da densidade do degrau com seu
correspondente em mm/Al.

Rato degrau mm Al
14 134,55 0,5
150,82 1,05
160,15 1,52

Apéndice 2: Grafico elaborado a partir da tabela do Apéndice 1; e equacio para a

determinacao do equivalente a mm/Al do terco do alvéolo.

2

1,5

0,5

——Linear (Sériel)

y =0,0392x - 4,7932
R?=0,9879
/ o= seriel
130 135 140 145 150 155 160
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Apéndice 3: Resultados estatisticos da comparacao entre os tempos:

52

3.1) 7 dias
Resultados 7 dias Andlise dos
grupos
DT DC CT C
Number of values 5 5 5 4
Minimum 0,2003 0,4121 0,5768 0,5527
25% Percentile
Median 0,434 0,6969 0,5907 0,597
75% Percentile
Maximum 0,6431 0,8573 0,6705 0,7136
Mean 0,4489 0,6555 0,6095 0,6151
Std. Deviation 0,1929 0,1635 0,0408 0,07108
Std. Error 0,08627 0,07312 0,01825 0,03554
Lower 95% ClI 0,2094 0,4524 0,5588 0,502
Upper 95% CI 0,6885 0,8585 0,6602 0,7282
Normality Test
KS distance 0,2344 0,2001 0,2773 | N too small
P value P>0.10 | P>0.10 P >0.10
Passed normality test (*=0.05)? Yes Yes Yes
P value summary ns ns ns
Resultado da analise da tabela a esquerda
One-way analysis of variance
P value 0,1272
P value summary ns
Are means signif. different? (P < 0.05) No
Number of groups 4
F 2,227
R squared 0,3081
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 0,1236 3| 0,04121
Residual (within columns) 0,2776 15 | 0,01851
Total 0,4012 18
Tukey's Multiple Comparison Test Mean q P value | 95% CI of diff
Diff.
DIABETICOS TRATADOS vs DIABETICOS CONTROLE -0,2065 3,395 | P>0.05 | -0.4545 to
0.04146
DIABETICOS TRATADO vs CONTROLE TRATADO -0,1606 2,639 | P>0.05 | -0.4085 to
0.08740
DIABETICOS TRATADOS vs CONTROLE -0,1661 2,575 | P>0.05 | -0.4291 to
0.09689
DIABETICOS CONTROLE vs CONTROLE TRATADO 0,04595 | 0,7552 | P >0.05 | -0.2020 to 0.2939
DIABETICOS CONTROLE vs CONTROLE 0,04039 | 0,6259 | P>0.05 | -0.2226 to 0.3034
CONTROLE TRATADO vs CONTROLE -0,00556 | 0,08616 | P> 0.05 | -0.2686 to 0.2575
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3.2) 28 Dias:
28 dias Andlise dos
grupos
DT DC CT C
Number of values 5 6 6 4
Minimum 1,029 0,7269 | 0,5476 1,147
25% Percentile 0,941 | 0,6753
Median 1,301 1,255 | 0,9354 1,182
75% Percentile 1,274 | 1,081
Maximum 1,385 1,275 | 1,097 1,319
Mean 1,262 1,157 | 0,8971 1,207
Std. Deviation 0,136 0,2152 | 0,2112 0,0773
Std. Error 0,061 0,08787 | 0,0862 0,0387
Lower 95% CI 1,094 0,9308 | 0,6755 1,084
Upper 95% CI 1,431 1,383 | 1,119 1,33
Normality Test
KS distance 0,391 0,3413 | 0,2477 | N too
small
P value P> P>0.10 P>
0.10 0.10

Passed normality test Yes Yes Yes
(*=0.05)?
P value summary ns ns ns
Table Analyzed
One-way analysis of variance

P value 0,0163

P value summary *

Are means signif. different? (P < 0.05) Yes

Number of groups 4

F 4,543

R squared 0,445
ANOVA Table SS df MS

Treatment (between columns) 0,438 3 0,146

Residual (within columns) 0,5463 17 | 0,03213

Total 0,9843 20
Tukey's Multiple Comparison Test Mean q P value 95% CI of diff

Diff.
DIABETICOS TRATADOS vs DIABETICOS CONTROLE 0,1057 1,377 | P>0.05 | -0.2028 t0 0.4143
DIABETICOS TRATADOS vs CONTROLE TRATADO 0,3653 4,759 | P<0.05 | 0.05674 to 0.6738
DIABETICOS TRATADOS vs CONTROLE 0,05497 | 0,6465 | P>0.05 | -0.2869 to 0.3968
DIABETICOS CONTROLE vs CONTROLE TRATADO 0,2596 3,547 | P>0.05 | -0.03461 to
0.5538
DIABETICOS CONTROLE vs CONTROLE -0,05073 | 0,6201 | P>0.05 | -0.3797 t0 0.2782
CONTROLE TRATADO vs CONTROLE -0,3103 3,793 | P>0.05 | -0.6392 to
0.01860
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33) 45 dias
45 dias
DT DC CT C
Number of values 5 6 5 3
Minimum 0,5623 0,6447 0,4861 0,8148
25% Percentile 0,6779
Median 1,015 0,8299 0,7513 0,8218
75% Percentile 0,8919
Maximum 1,209 0,9151 1,083 0,8546
Mean 0,9448 0,7999 0,8219 0,8304
Std. Deviation 0,2403 0,103 0,2502 | 0,02121
Std. Error 0,1075 | 0,04205 0,1119 | 0,01225
Lower 95% CI 0,6465 0,6918 0,5112 0,7777
Upper 95% ClI 1,243 0,908 1,133 0,8831
Normality Test
KS distance 0,2294 0,2031 0,2279 | N too
small
P value P> P> P>
0.10 0.10 0.10
Passed normality test Yes Yes Yes
(*=0.05)?
P value summary ns ns ns
Table Analyzed
One-way analysis of variance
P value 0,62
P value summary ns
Are means signif. different? (P < 0.05) No
Number of groups 4
F 0,608
R squared 0,1084
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 0,06509 3 0,0217
Residual (within columns) 0,5352 15 | 0,03568
Total 0,6003 18
Tukey's Multiple Comparison Test Mean q P value 95% CI of diff
Diff.
DIABETICOS TRATADOS vs DIABETICOS CONTROLE 0,1449 1,792 | P>0.05 | -0.1847 to
0.4746
DIABETICOS TRATADOS vs CONTROLE TRATADO 0,1229 1,455 | P>0.05 | -0.2214 to
0.4673
DIABETICOS TRATADOS vs CONTROLE 0,1144 1,173 | P>0.05 | -0.2832 to
0.5120
DIABETICOS CONTROLE vs CONTROLE TRATADO -0,02198 0,2717 | P>0.05 | -0.3516 to
0.3077
DIABETICOS CONTROLE vs CONTROLE -0,03052 0,3231 | P>0.05 | -0.4155to0
0.3545
CONTROLE TRATADO vs CONTROLE -0,00854 | 0,08753 | P>0.05 | -0.4061 to
0.3891
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Apéndice 4: Comparagdo entre os tempos

4.1) Diabético Tratado

7 dias 28 dias | 45 dias
Number of values 5 5 5
Minimum 0,2003 1,029 | 0,5623
25% Percentile
Median 0,434 1,301 1,015
75% Percentile
Maximum 0,6431 1,385 1,209
Mean 0,4489 1,262 | 0,9448
Std. Deviation 0,1929 0,1358 0,2403
Std. Error 0,08627 | 0,06073 | 0,1075
Lower 95% CI 0,2094 1,094 | 0,6465
Upper 95% CI 0,6885 1,431 1,243
Normality Test
KS distance 0,2344 | 0,3911 | 0,2294
P value P> P> P>
0.10 0.10 0.10
Passed normality test Yes Yes Yes
(*=0.05)?
P value summary ns ns ns

Table Analyzed
One-way analysis of variance
P value P<0.0001
P value summary rokk
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 3
F 22,24
R squared 0,7875
Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected) 1,114
P value 0,5729
P value summary ns
Do the variances differ signif. (P < 0.05) No
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 1,681 2 0,8404
Residual (within columns) 0,4536 12 0,0378
Total 2,134 14
Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. | q P value 95% CI of diff
7 dias vs 28 dias -0,814 | 9,356 | P <0.001 | -1.142to -0.4854
7 dias vs 45 dias -0,496 | 5,703 | P<0.01 -0.8239 to -0.1678
28 dias vs 45 dias 0,3176 | 3,653 | P >0.05 -0.01045 to 0.6456
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7 dias 28 dias | 45 dias
Number of values 5 6 6
Minimum 0,4121 | 0,7269 | 0,6447
25% Percentile 0,941 | 0,6779
Median 0,6969 1,255 0,8299
75% Percentile 1,274 | 0,8919
Maximum 0,8573 1,275 0,9151
Mean 0,6555 1,157 0,7999
Std. Deviation 0,1635 | 0,2152 0,103
Std. Error 0,07312 | 0,08787 | 0,04205
Lower 95% CI 0,4524 0,9308 0,6918
Upper 95% CI 0,8585 1,383 0,908
Normality Test
KS distance 0,2001 0,3413 0,2031
P value P> P> P>
0.10 0.10 0.10
Passed normality test Yes Yes Yes
(*=0.05)?
P value summary ns ns Ns
Table Analyzed
One-way analysis of variance
P value 0,0006
P value summary i
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 3
F 13,4
R squared 0,6569
Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected) 2,286
P value 0,3189
P value summary ns
Do the variances differ signif. (P < 0.05) No
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 0,7498 2 0,3749
Residual (within columns) 0,3916 14 | 0,02797
Total 1,141 16
Tukey's Multiple Comparison Test Mean q P value 95% CI of diff
Diff.
7 dias vs 28 dias -0,501 7| P< -0.7663 to -
0.001 0.2362
7 dias vs 45 dias -0,144 | 2,017 | P>0.05 | -0.4095 to 0.1207
28 dias vs 45 dias 0,3568 | 5,226 | P <0.01 | 0.1041 to 0.6096

Crabilho de Gonclusio de Gurso

Rriscille Glardose Lazari



4.3) Controle Tratado

57

7 dias 28 dias | 45 dias
Number of values 5 6 5
Minimum 0,5768 | 0,5476 | 0,4861
25% Percentile 0,6753
Median 0,5907 0,9354 0,7513
75% Percentile 1,081
Maximum 0,6705 1,097 1,083
Mean 0,6095 0,8971 0,8219
Std. Deviation 0,0408 | 0,2112 | 0,2502
Std. Error 0,01825 | 0,08621 0,1119
Lower 95% CI 0,5588 0,6755 0,5112
Upper 95% CI 0,6602 1,119 1,133
Normality Test
KS distance 0,2773 0,2477 0,2279
P value P> P> P>
0.10 0.10 0.10
Passed normality test Yes Yes Yes
(*=0.05)?
P value summary ns ns Ns
Table Analyzed
One-way analysis of variance
P value 0,0742
P value summary ns
Are means signif. different? (P < 0.05) No
Number of groups 3
F 3,198
R squared 0,3298
Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected) 8,463
P value 0,0145
P value summary *
Do the variances differ signif. (P < 0.05) Yes
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 0,2362 2 0,1181
Residual (within columns) 0,48 13 | 0,03692
Total 0,7162 15
Tukey's Multiple Comparison Test Mean q P value 95% CI of diff
Diff.
7 dias vs 28 dias -0,288 | 3,496 | P>0.05 | -0.5949 to
0.01969
7 dias vs 45 dias -0,212 | 3,506 | P>0.05 | -0.4386 to
0.01386
28 dias vs 45 dias 0,0752 | 0,915 | P>0.05 | -0.2321 to 0.3825
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4.4) Controle

7 dias 28 dias 45 dias
Number of values 4 4 3
Minimum 0,5527 1,147 0,8148
25% Percentile
Median 0,597 1,182 0,8218
75% Percentile
Maximum 0,7136 1,319 0,8546
Mean 0,6151 1,207 0,8304
Std. Deviation 0,07108 | 0,07733 | 0,02121
Std. Error 0,03554 | 0,03866 | 0,01225
Lower 95% CI 0,502 1,084 0,7777
Upper 95% CI 0,7282 1,33 0,8831
Normality Test
KS distance N too N too N too
small small small
P value
Passed normality test
(*=0.05)?
P value summary
Table Analyzed
Data Table-1
One-way analysis of variance
P value P<0.0001
P value summary *kk
Are means signif. different? (P < Yes
0.05)
Number of groups 3
= 84,26
R squared 0,9547
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 0,7161 2 0,358
Residual (within columns) 0,034 8 | 0,004249
Total 0,75 10
Tukey's Multiple Comparison Test Mean q P value 95% CI of diff
Diff.
7 dias vs 28 dias -0,592 | 18,17 | P < -0.7241 to -
0.001 0.4607
7 dias vs 45 dias -0,215 | 6,117 | P<0.01 | -0.35761t0 -
0.07309
28 dias vs 45 dias 0,377 | 10,71 | P< 0.2348 t0 0.5193
0.001
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Anexo 1: Certificado da Comissio de Etica na Experimentacio Animal.

AVAVAV UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nes “JULIO DE MESQUITA FILHO”
Campus de Aragatuba

[Nar

COMISSAO DE ETICA NA EXPERIMENTACAO ANIMAL
(CEEA)

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto “AVALIACAO DA INFLUENCIA DO
IMUNOMODULADOR P-MAPA EM RATOS DIABETICOS?” sob responsabilidade
do Profa. Dra. Renata Callestini Felipini e colaboragio de Gabryela
Nascimento Canedo, Leonardo Bueno Torcato, Priscilla Cardoso Lazari,
Tales Candido Garcia da Silva, Thalles Mayckon Vieira Aratdjo esta de acordo
com os Principios Eticos da Experimentagio Animal (COBEA) e foi aprovado pela CEEA
em 23/04/2009 de acordo com o protocolo 2009-002984.

Aracatuba, 23 de Abril de 2009

fw.ﬁii /‘U,(ma Coidow Q&’Q/v

dj. Tereza Cristina Cardoso da Silva
Presidente da CEEA- FOA/UNESP

Faculdade de Odontologia e Curso de icina \ aria — D de Apoio , P ¢do e Saiude
Animal, Rua Clovis Pestana, 793 CEP 16050-680 Aracamba Sp
Tel (18) 3636- 1350 Fax (18) 3636- 1352 E-mail: dapsa@fmva.unesp.br
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