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RESUMO

Diante da escassez de estudos microscopicos detalhando aspectos de remodelagéo
O0ssea em areas de osteonecrose medicamentosa dos maxilares associada ao uso
de bisfosfonatos (OMMBF) tratadas, a proposta deste estudo foi quantificar os
osteoclastos em duas diferentes formas de tratamento para a OMMBF: ressecc¢éo
0ssea marginal com e sem plasma rico em plaquetas (PRP). Foram utilizados 30
ratos, que receberam administracdo endovenosa de &cido zoledrbnico na veia
caudal (4 doses). Ap6s 8 semanas, foi realizada a exodontia do incisivo central
superior direito e acompanhado seu reparo alveolar. Apos a constatacdo clinica da
OMMBF, foi realizado o tratamento cirdrgico dividido em dois grupos, contendo 15
animais cada: Grupo 1 (G1): submetido a curetagem alveolar e resseccdo 0ssea
marginal seguida da inser¢do de PRP e Grupo 2 (G2): mesmo procedimento, porém
sem PRP. Apos 14, 28 e 42 dias, os animais foram eutanasiados e a maxila foi
dissecada, fixada e incluida em blocos de parafina para confecgdo das laminas que
foram submetidas aos procedimentos imunoistoquimicos com o marcador anti-
TRAP, o qual foi utilizado para a contagem dos osteoclastos. N&o foi identificado
uma diferenga significativa na comparagcdo dos grupos com PRP e sem PRP,
p=0,195, nem diferenca significativa na comparagdo dos tempos 14, 28, 42,
p=0,089, independentemente do grupo avaliado. Através deste estudo, as formas de
tratamento comparadas (com e sem PRP) néo influenciaram na quantidade de

osteoclastos.

Palavras-Chave: Osteonecrose.Plasma rico em plaquetas.Osteoclasto.



ABSTRACT

Due to the scarcity of microscopic studies detailing aspects of bone remodeling in
treated areas of Bisphosphonate-related osteonecrosis of the jaws (BRONJ), the
purpose of this study was to quantify the osteoclasts in two different forms of
treatment for OMMBF: marginal bone resection with and without platelet rich plasma
(PRP).Thirty rats were given intravenous administration of zoledronic acid in the
caudal vein (4 doses). After 8 weeks, the right upper central incisor was extracted
and its alveolar repair was followed.After the clinical verification of BRONJ, the
surgical treatment was divided into two groups, containing 15 animals each:Group 1
(G1): submitted to alveolar curettage and marginal bone resection followed by
insertion of PRP and Group 2 (G2): same procedure, but without PRP. After 14, 28
and 42 days, the animals were euthanized and the maxilla was dissected, fixed and
included in paraffin blocks to prepare the slides that were submitted to the
immunohistochemical procedures with the anti-TRAP marker, which was used to
count the osteoclasts. No significant difference was found in the comparison between
PRP and PRP groups, p = 0.195, nor significant difference in the comparison of times
14, 28, 42, p = 0.089, regardless of the group evaluated.Through this study,
comparative forms of treatment (with and without PRP) did not influence the amount

of osteoclasts.

Keywords: Osteonecrosis. Platelet rich plasma.Osteoclast.
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1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

A osteonecrose medicamentosa dos maxilares associada ao uso de
bisfosfonatos (OMMBF) é uma complicacéo bucal importante, descrita inicialmente
em 2003 (MARX et al.,2003) e que tem sido amplamente investigada, afim de
estabelecer maior nivel de evidéncia cientifica sobre sua patofisiologia, diagnéstico,
tratamento e prognostico.Estudos estimam uma incidéncia de 1% nos casos de
OMMBF.A cada dia, novos trabalhos s&o publicados em periédicos de alto fator de
impacto, no intuito de esclarecer informac¢des que beneficiem os clinicos a lidarem
com essa complicagdo bucal (RUGGIERO et al.,2014).

Os bisfosfonatos sdo medicamentos antirreabsortivos indicados no tratamento
de desordens do célcio, tanto para alteracdes 6sseas benignas como malignas,
dando ao paciente melhores condi¢cdes de vida e ganho de massa 6ssea. O seu
mecanismo de acgdo principal é a inibicdo da reabsorcdo Ossea, através da
interferéncia da atividade metabdlica dos osteoclastos e na atividade anti-
angiogénica. A combinagdo desses fatores resultam na inibicdo da reabsor¢éo
0ssea reduzindo o nivel de hipercalcemia provocada pelos tumores e/ou metastases
0sseas (RUGGIERO et al.,2014).

Aliado ao mecanismo de agéo dos bisfosfonatos, onde o principal efeito é na
remodelagdo 6ssea, as principais hipoteses com relagéo a patofisiologia da OMMBF
ainda s&o: supressdo do turnover Osseo, inibicdo da angiogénese, fatores
trauméticos locais, disfun¢Bes imunoldgicas, deficiéncias vitaminicas, toxicidade dos
tecidos moles e presenca de infeccdo (RUGGIERO et al.,2014; REID et al.,2007;
WOOD et al.,2002).

Os aspectos terapéuticos sdo controversos na literatura, inexistindo um
protocolo definido que apresente boa previsibilidade. Os primeiros trabalhos a
discutir a forma cirdrgica de se abordar a OMMBF foi em 2006 (RUGGIERO et
al.,2006) e, desde entéo, diversos outros trabalhos compartilham as experiéncias
terapéuticas da OMMBF no intuito de elucidar qual a melhor forma de abordagem
cirdrgica (LAM et al.,, 2007; CURI et al., 2007; MONT et al., 1998; MARX et al.,
1998).0 consenso atual, recomendado pela AAOMS (RUGGIERO et al.,2014), é de
que as estratégias de tratamento sempre sejam abordadas de acordo com o estadio

da OMMBF, considerando sempre 0 modo mais conservador inicialmente, e quando
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necessario, a intervencgdo cirurgica deve ser feita visando a melhora na qualidade de
vida dos pacientes, como em casos de infecgcdes e co-morbidades presentes
(RUGGIERO et al.,2014).

O tratamento atraves de resseccdo 0ssea marginal combinada com fatores de
crescimento tém apresentado resultados satisfatorios na resolucdo da OMMBF (LAM
et al., 2007; CURI et al., 2007; MONT et al., 1998; MARX et al., 1998).0 plasma rico
em plaquetas (PRP) é uma fonte aut6loga de fatores de crescimento, obtida através
de um processo de centrifugagcdo(ARORA et al.,, 2009; LOPEZ et al., 2010) que
produz uma concentragdo muito elevada de plaguetas humanas contendo varios
fatores de crescimento (fator de crescimento derivado de plaquetas, fator de
crescimento B-transformador, fator de crescimento epidérmico e fator de crescimento
endotelial vascular), os quais promovem o inicio da cicatrizacdo nas feridas (ARORA
et al., 2009; LOPEZ et al., 2010).

Revisdes sistematicas recentes sobre o assunto, revelam uma deficiéncia
importante em evidéncia cientifica sobre o tratamento da OMMBF, dificultando a
conclusédo sobre este topico (ROLLASON et al., 2016).Estudo recenterevisou 0s
tipos de abordagem cirirgica para OMMBF, relatadas na literatura, e foi observado
falta de detalhamento nos casos apresentados, o tempo de acompanhamento
apresentou grande variabilidade, sendo representado desde curtos periodos (3
meses) e outros, um periodo maior (82 meses) (SILVA et al., 2016).

N&o foi encontrada muita evidéncia histomorfométrica do reparo, em &reas de
OMMBF que foram tratadas com PRP. Dentro deste contexto, um Unico estudo
experimental animal avaliando os efeitos da utilizacdo do PRP no tratamento da
OMMBF(SARKARAT et al., 2014), revelou uma quantidade de osso vital existente foi
maior no grupo que recebeu o PRP (SARKARAT et al., 2014).

Diante da escassez de estudos microscopicos detalhando aspectos de
remodelagdo Ossea em areas de OMMBF tratadase, considerando que o0s
osteoclastos apresentam um papel significante na etiopatogenia desta afeccéo, a
proposta deste estudo foi quantificar os osteoclastos em duas diferentes formas de
tratamento para OMMBF: resseccdo 6ssea marginal com e sem PRP. A pergunta
deste estudo é se o grupo tratado com PRP apresenta quantidade diferente de

osteoclastos quando comparado ao grupo sem PRP.
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2 OBJETIVOS

O objetivo central deste trabalho foiavaliar a presenca de osteoclastos em
alvéolos de ratos reparados apds duas modalidades de tratamento da osteonecrose
associada ao uso de bisfosfonatos (OMMBF): ressec¢é@o 6ssea marginal aliada ou
ndo ao uso de plasma rico em plaquetas (PRP). Através desta andlise, este estudo
esclarecera o seguinte questionamento:

1. Existe diferen¢a na quantidade de osteoclastos, no reparo alveolar, apés as

duas diferentes formas de tratamento para a OMMBF?
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3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho apresenta aprovagéo do projeto de pesquisa pelo Comité
de Etica em Pesquisa com Animais (Protocolo CEUA/USC 12/14 - Anexo A) e
recebeu um auxilio pesquisa da FAPESP (Processo 2014/10693-6) para a execugao
da parte experimental. Foram utlizados neste experimento, 30 ratos (Rattus
norvegicus, albinus, Wistar) machos, com peso aproximado de 180 a 220 gramas,
mantidos no biotério da Faculdade de Odontologia da Universidade do Sagrado
Coracdo (USC).Os animais foram alimentados com racéo solida (Ragédo Ativada
Produtor - Anderson & Clayton S.A.) e agua a vontade. As caixas foram forradas
com maravalha estéril e foram compartilhadas entre 3 animais. Os 30 demais
animais foram divididos em 2 grupos (15 animais por grupo), com diferentes formas

de tratamento, totalizando n=5 para cada periodo de analise (14, 28 e 42 dias).

» Administragcdo do &cido zoledrénico
O modelo experimental de OMMBF (HOKUGO et al., 2010), todos os animais
receberam administracdo endovenosa de &cido zoledrbnico (Zometa, Novartis,
Basel, Switzerland, 35ug/kg em 0,9% NaCl,) na veia caudal. Foram realizadas um
total de 4 administragbes, num intervalo de 2 semanas entre cada aplicacéo,

portanto, completando 8 semanas de administracao.

* Procedimento de exodontia

O procedimento de exodontia foi realizado em todos os animais, apos a
administragdo total de &cido zoledrbnico, seguindo a metodologia previamente
descrita (CARDOSO et al.,, 2011).0s animais foram submetidos a sedacdo com
injecdo intramuscular, a base de cloridrato de xilazina, na dose de 15mg/kg de peso
e anestesiados com uma combinagao de cloridrato de ketamina (25mg/kg) e xilazina
(15mg/kg de peso) intramuscular. Apds a antissepsia da area cirdrgica com solugéo
aquosa de polivinilpirrolidona (PVPI topico) (Gessy Lever Industrial Ltda.), o incisivo
superior direito de cada animal foi extraido com a utlizacdo de instrumentos
adaptados para o procedimento. No pdés-operatério imediato, foi administrado em
dose unica, Dipirona sédica 1mg/kg/dia, via intramuscular, para o controle de

analgesia.
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= Diagndstico da OMMBF
O diagnéstico da OMMBEF, inicialmente foi clinico, através da constatacdo de
exposicdo Ossea da regido. Foram anotados os sinais de inflamagéo e infeccdo

observados na regiéo.

= Tratamento da OMMBF

A cirurgia de tratamento foi realizada 7 dias ap0s a constatacdo clinica da
OMMBF. Os 30 animais foram divididos em 2 grupos (15 animais cada grupo), com
2 formas diferentes de tratamento, totalizando n=5 para cada periodo de andlise (14,
28 e 42 dias). O Grupo experimental (1): foi submetido a ressec¢do marginal da
regido de 0sso necrético e/ou sequestrectomia, e curetagem alveolar seguida da
colocacdo de PRP no leito 6sseo viavel. Para isso, os animais foram submetidos a
sedagdo com injecdo intramuscular a base de cloridrato de xilazina, na dose de
15mg/kg de peso e anestesiados com uma combinacéo de cloridrato de ketamina
(25mg/kg) e xilazina (15mg/kg de peso) via intramuscular. O preparo do PRP foi feito
seguindo o protocolo padronizado pela técnica de Anitua (ANITUA et al., 2006).Apos
a anestesia do animal, 1,0ml de sangue foi obtido através de uma puncgéo
intracardiaca, extraido com seringa de insulina e agulha gauge 25x7.

Foi adicionado 60 microlitros de citrato de sédio, a partir da propor¢cdo de
citrato/sangue = 1:9. Os tubos foram centrifugados durante 10 minutos a 800 rpm
(rotagbes por minuto), para separacdo das hemécias e obtencdo do plasma.
Removeu-se através de uma pipeta, o plasma com o minimo de heméacias possivel
levando para 2a. centrifugagéo por 10min a 1000 rpm para a melhor concentragao
das plaquetas. O sangue foi separado em seus trés componentes bésicos: glébulos
vermelhos na parte inferior do tubo (0,5 ml) e de plasma pobre em fatores
crescimento na parte superior do tubo (0,3 ml). O plasma pobre em fatores
crescimento foi eliminado por meio de pipetas, e 0,2 ml de plasma rico em plaguetas
serd obtido, para cada amostra, com um injetor estéril, sem dar qualquer dano. Este
plasma serd misturado com cloreto de célcio a 10% (50 IL de PRP por 1mL de
preparacao) para ativa-lo, e serd mantido em temperatura ambiente por 10 minutos,
até adquirir um aspecto gelatinoso de facil manuseio (WOOD et al., 2002;
RUGGIERO et al, 2006; LAM; CURI, 2007). O gel de PRP foi preparado

imediatamente antes de ser introduzido no leito cirdrgico, utilizando: 200 microlitros
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do plasma a 140 microlitros de trombina com 140 microlitros de cloreto de célcio
10%.

Ap6s a antissepsia da area cirirgica com solugdo aquosa de
polivinilpirrolidona (PVPI topico) (Gessy Lever Industrial Ltda.), a regido afetada foi
exposta através de descolamento da mucosa alveolar, curetagem do 0sso necrético
e em todos os animais, a ressecgdo se restringiu ao tergo cervical alveolar do
animal. Além disso, o alvéolo foi curetado previamente & insercdo do PRP. Na
sequéncia, foi inserido o PRP no interior do alvéolo e a mucosa alveolar foi suturada
com vicryl 4.0, recobrindo toda a regido afetada. O outro grupo (2) foi submetido aos
mesmos procedimentos descritos para 0 grupo experimental, com excegao da
utilizacéo do PRP.

Para ambos os grupos, no pos-operatorio imediato, foi administrada uma dose
intramuscular Gnica de pentabidtico 0,1ml/kg para profilaxia de infeccdo local ou
bacteremia. Para o controle de analgesia, foi administrada uma dose Unica de
Buprenorfina 0,02-0,5mg/kg, via subcutanea e dipirona sddica 1mg/kg/dia por 3 dias,
via intramuscular.Decorridos 14, 28 e 42 dias apds o tratamento, 5 animais de cada
grupo foram sacrificados por injecdo de Tiopental 150mg/kg associada a 10mg de
Lidocaina por via peritoneal. Apds a resseccdo dos maxilares, as pecas foram
fixadas em formalina a 10%.

Os procedimentos histotécnicos foram realizados no laboratorio de
histotécnica e imunohistoquimica da Universidade Sagrado Coragdo, com a
participagdo da técnica bidloga Maira Couto. Apos a fixagdo das pecas, as mesmas
foram desmineralizados em solucdo de 4.13 EDTA (pH 7.2) a temperatura ambiente
por aproximadamente 30 dias. A seguir, as pegas foram processadas

histologicamente e incluidas em parafina.

* Procedimentos para andlise imunoistoquimica

Para a andlise quantitativa das células osteoclastos, envolvidas na
remodelacéo éssea, foi utilizada o marcador anti-TRAP. Desse modo, cortes de 3[/m
foram tratados com proteinase K por 30 minutos, a temperatura ambiente. A
peroxidase enddgena foi bloqueada com peréxido de hidrogénio a 2% por 10
minutos e lavados em PBS (Phosphate buffer solution). Ap6s este periodo, foi
utilizado anticorpo primério policlonalanti-TRAP (Santa Cruz Biotechnology), em

temperatura ambiente por 24 horas, e lavados com PBS por 30 minutos, por trés
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vezes. Apos, os cortes foram incubados com o anticorpo secundario por 30 minutos,
e em seguida, corados com o DAB (diaminobenzidina) (DAKO, Lab.) e contra-

corados com Hematoxilina de Harris.

* Analise dos resultados

Para andlise, foi obtida uma lamina do alvéolo de cada animal. Cada terco
alveolar foi submetido a captura (camera: QIMAGING Micropublisher 3.3 Cooled,
RTV) de 5 campos, em objetiva de 20X (microscoépio 6ptico trinocular Nikon Eclipse
80i, NikonInstruments INC) totalizando 15 imagens para cada amostra. As imagens
foram submetidas a andlise quantitativa pelo software Image-Pro® Plus version 5.1.2
for Windows XP, Media Cybernetics, INC, pertencente ao laboratério de biologia
molecular e citogenética da USC com a orientagdo técnica do Wilson Orcini. Foi
realizada a contagem de células TRAP positivas por um examinador. A analise foi de

modo cego, sem saber qual grupo estava analisando.

= Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada pelo Prof. Dr. Joel Ferreira Santiago Junior.
Os dados provenientes das mensuragdes foram organizados em tabela em formato
Excel (Microsoft Office Excel, Redmond, WA, Estados Unidos) e submetidos ao
software SigmaPlot (SigmaPlot, San Jose, CA, EUA) versédo 13.0 e analisados em
relagdo a distribuicdo normal (teste Shapiro-Wilk, p=0,276 e igualdade de variancia,
p=0,507) e, posteriormente, foi adotado o teste de Andlise de variancia a dois fatores
(dois fatores de estudo: com e sem PRP, tempo: 14,28,42 dias) para execuc¢éo das

andlises. Adotou-se um nivel de significancia de 5% para as analises.
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4 RESULTADOS

Na tabela 1, se encontram todos os valores resultantes da contagem de
osteoclastos por amostra, em cada periodo. Dois espécimes foram excluidos, pois
apresentaram problemas no processamento histotécnico (do Grupo 2, 28(1) e 42(1)

dias).

Tabela 1 - Valores de osteoclastos por espécime, de cada grupo, em cada

periodo avaliado.

Grupo 1 (com PRP) 14 dias 28 dias 42 dias
Amostras 17,8 16,6 8.8
13,8 5,8 17,4
14,6 7,8 10,8
5 10 8,8
5,8 12,6 8
Grupo 2 (sem PRP) 14 dias 28 dias 42 dias
Amostras 17,4 8,8 6,4
9 6 3
8 13,8 1,2
8,4 8,6 4,2
21,2

Em uma andlise considerando o fator grupo, ndo foi identificado uma
diferenca significativa na comparagéo dos grupos com PRP e sem PRP, p=0,195.

Em uma analise do fator tempo néo foi identificado uma diferenca significativa
na comparagdo dos tempos 14,28,42, p=0,089, independentemente do grupo
avaliado. Entretanto, observou-se que no grupo sem PRP (3,7), houve uma
expressdo 2,8 vezes menor quando comparado ao grupo com PRP (10,7) em 42
dias (Anexo B).



19

5 DISCUSSAO

O presente estudo pertence a linha de pesquisa do grupo que se iniciou em
2014 através do auxilio pesquisa concedido pela FAPESP (Processo 2014/10693-6).
E importante ressaltar que os resultados demonstrados neste estudo estdo sendo
interpretados em conjunto com 0s outros resultados prévios que o projeto inicial
proporcionou.

Considerando a metodologia desenvolvida, modelos animais ainda s&o
considerados para esclarecer aspectos como etiopatogenia e tratamento, diante da
limitacdo das pesquisas com seres humanos. Na selecdo de um modelo animal,
existem vérios fatores a serem considerados para o desenvolvimento da
osteonecrose, incluindo a representacdo das condi¢des clinicas semelhantes a dos
seres humanos.

Na literatura atual, autores utilizam a extracdo dentaria como um fator
desencadeador da osteonecrose, apds a administracdo de bisfosfonatos, para a
inducdo bem sucedida de seu aspecto clinico classico: que é a presenca de 0Sso
necrgtico exposto ao meio bucal. A d(nica limitagdo € com relacdo ao
desconhecimento da dor, sintoma ndo mensurado com precisdo em animais. A
facilidade de manejo, alta capacidade reprodutiva e forte semelhanga genética com
0s seres humanos, justifica a eleicdo dos roedores no modelo animal de
desenvolvimento da osteonecrose na maioria dos estudos.

A administragdo dos bisfosfonatos em ratos, necessaria para indugdo de
OMMBF, é menor em comparagdo com seres humanos, permitindo a reproducéo do
experimento em curto prazo (KHAN et al, 2015). No presente estudo, a
administragédo do bisfosfonato foi baseada na metodologia previamente descrita por
Hokugo em 2010, na qual simulou a indugdo de OMMBF estabelecendo um modelo
animal possivel de ser comparado aos seres humanos (HOKUGO et al., 2010).

Embora a anatomia do incisivo central superior, de ratos Wistar, também
pode ser considerada um desafio para um pesquisador iniciante, quando
corretamente executada, possibilita o estudo do reparo alveolar e cristas dsseas
adjacentes, envolvidas na doenga, sem a presenca de remanescentes radiculares,
uma condi¢do bastante comum apés a exodontia dos molares de ratos. Além disso,
deve ser considerado o fato deste grupo de dentes (incisivos superiores) ser modelo
de estudo de reparo alveolar hd mais de décadas (RODRIGUES et al.,, 2011;
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OKAMOTO et al., 1973).Quando comparado aos molares superiores, consideramos
uma maior facilidade de acesso para o procedimento de exodontia e a visualizagéo
das manifestagfes clinicas da afeccdo para um estudo como o presente. Vale
ressaltar que quando a técnica ndo € bem executada, ocorre frequentemente a
fratura dentéria, pois a sua anatomia é bastante curva e, se a por¢éo apical radicular
com tecido germinativo permanecer no interior do alvéolo, o dente cresce
continuamente, impossibilitando o estudo da regido alveolar.

Considerando a analise dos resultados, ela foi realizada por um Unico
examinador, apos orientacdo e treinamento e sem o conhecimento do grupo e
periodo avaliados. Os resultados deste estudo revelaram auséncia de diferenca
significativa da quantidade de osteoclastos quando os grupos foram comparados.

Considerando os resultados de estudo prévios dentro do mesmo projeto, a
histomorfometria no exame de microtomografia computadorizada, revelou
neoformacdo dssea ligeiramente maior no grupo que recebeu o PRP. Através do
exame de microtomografia computadorizada, somente as estruturas 0sseas foram
avaliadas, portanto o exame microscopico também foi executado afim de comparar
minuciosamente o processo de reparo. A neoformagéo Ossea foi evidenciada mais
detalhadamente através da microscopia Optica, a qual revelou esse resultado de
modo significativo quando comparado ao grupo sem PRP. Vale ressaltar que esses
resultados significativos foram com 28 e 42 dias, periodos mais relevantes quando
se avalia a neoformacéo é6ssea. Ainda, achados como: maior quantidade de vasos
sanguineos e imunomarcacdo mais presente para os anticorpos anti-VEGF, no
grupo que recebeu o PRP, contribuiram para concluir que o PRP apresenta uma
melhora na resolucdo da OMMBF, corroborando com a maioria dos estudos clinicos
e experimentais neste contexto (CURI et al., 2007, 2011; SARKARAT et al., 2014;
LONGO et al., 2014; ADORNATO; LEE, 2007).

Apesar dos grupos avaliados no presente estudo ndo terem demonstrado
diferenca significativa, ao analisarmos a frequéncia dos valores, no grupo 1, que
recebeu o PRP, houve uma frequéncia de valores maiores, quando comparado ao
Grupo 2. Se a diferengca fosse significativa, poderia ser sugerido que o PRP
contribuiu para a melhora do processo de reparo considerando que os osteoclastos
sdo células inibidas pelos bisfosfonatos, entretanto os resultados isolados deste

estudo concluem que o PRP ndo interferiu na quantidade destas células. Analisando
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a literatura, ndo foi encontrado nenhum trabalho similar para que se pudesse

comparar a respeito.
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6 CONCLUSAO

Através deste estudo, pode ser observado que as formas de tratamento ndo

influenciaram na quantidade de osteoclastos.
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ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Animais
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Pro-Reltoria
USCCORACAO Pou- Gratuagso
Lideras com :cra;:.\:
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
CEUA - USC
CERTIFICADO
PROTOCOLO N° 12/14

A CEUA USC dentro de suas competéncias e seguindo normas vigi no

Conselho Nacional de C le da Experi ¢30 Animal - CONCEA analisou o

projeto “Analise da utilizagio do plasma rico em pl no tr. de

osteonecrose maxilares associada ao uso de bifosfonatos”, sob a responsabilidade da
pesquisadora Prof2 Dr.2 Camila Lopes Cardoso e o considerou APROVADO com a
seguinte recomendagio.

1- No item 10.6.1 que trata a respeito do jejum, foi assinalada a opgio NAO,
porém logo abaixo estid indicado duragio de 12 horas. Solicita-se a remogdo deste
paragrafo do protocolo original a ser enviado ao biotério.

Baury, 24 de junho de 2014.

~ gy
Dra. Dulce H. J. Constantino Francine Souza
Presidente CEUA - USC Secretaria CEUA - USC
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ANEXO B - Relatério da estatistica

Two Way AnalysisofVariance

Data source: Data 1 in Notebookl

General Linear Model

Dependent Variable: Quantidade de OC

Normality Test (Shapiro-Wilk): Passed (P =0,276)

Equal Variance Test (Brown-Forsythe): Passed (P =0,507)

Source of Variation DF SS MS F P
Grupos 1 36,836 36,836 1,783 0,195
Tempo 2 111,699 55,849 2,703 0,089
Grupos x Tempo 2 86,840 43,420 2,101 0,146
Residual 22 454,624 20,665

Total 27 668,794 24,770

The difference in the mean values among the different levels of Grupos is not great enough to exclude the
possibility that the difference is just due to random sampling variability after allowing for the effects of
differences in Tempo. There is not a statistically significant difference (P = 0,195).

The difference in the mean values among the different levels of Tempo is not great enough to exclude the
possibility that the difference is just due to random sampling variability after allowing for the effects of
differences in Grupos. There is not a statistically significant difference (P = 0,089).

The effect of different levels of Grupos does not depend on what level of Tempo is present. There is not a
statistically significant interaction between Grupos and Tempo. (P = 0,146)

Power of performed test with alpha = 0,0500: for Grupos : 0,135
Power of performed test with alpha = 0,0500: for Tempo : 0,319
Power of performed test with alpha = 0,0500: for Grupos x Tempo : 0,218

Least square means for Grupos :
Group Mean SEM
ComPRP 10,907 1,174
SemPRP 8,600 1,268

Least square means for Tempo :
Group Mean SEM
14 dias 12,100 1,438
28 dias 9,930 1,525
42 dias 7,230 1,525

Least square means for Grupos x Tempo :
Group Mean SEM
Com PRP x 14 dias 11,400 2,033
Com PRP x 28 dias 10,560 2,033
Com PRP x 42 dias 10,760 2,033
Sem PRP x 14 dias 12,800 2,033
Sem PRP x 28 dias 9,300 2,273
Sem PRP x 42 dias 3,700 2,273



