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Tsurumaki JN. Avaliacdo da eficacia do extrato de 6leo insaponificavel de abacate e
soja (Piascledine®) no tratamento da doenga periodontal induzida em ratos com
artrite [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP;
2014.

Resumo

Atualmente no mercado se encontra o extrato de 6leo insaponificavel de abacate e
soja, considerado potente anti-inflamatério, agente antioxidante e analgésico, eficaz
no tratamento de disturbios que afetam os tecidos conjuntivos. O objetivo desse
estudo foi avaliar a eficacia deste medicamento no tratamento da doenga periodontal
induzida em ratos com artrite. Foram utilizados 60 ratos (Rattus Norvegicus)
submetidos a inducdo de artrite por antigeno (AIA) e a indugdo da doenca
periodontal (DP) através da inserg¢ao de ligadura no segundo molar superior. Apos a
remocéao das ligaduras, em todos os dentes foi realizada raspagem radicular (R). Os
animais foram distribuidos randomicamente em 4 grupos, avaliados em trés
periodos experimentais (7, 15 e 30 dias). Grupo Controle (CTR); Grupo ASU; Grupo
ASU e artrite (ASU/AR); Grupo AR. Apéds os periodos experimentais pos-tratamento,
suas maxilas e articulacdo da pata dianteira foram removidos para processamento
laboratorial. A porcentagem de volume ésseo nas regides proximais foi analisada por
microtomografia (MicroCT). Nao houve diferencas entre os grupos, entretanto foi
verificado na analise intragrupos que no grupo ASU/AR houve um aumento
estatisticamente significativo na porcentagem déssea no periodo de 30 dias em
relagdo ao periodo de 7 dias e no grupo AR um aumento na porcentagem 6ssea no
periodo de 30 dias em comparagao ao periodo de 15 dias. Os periodos avaliados
apresentaram leve infiltrado inflamatério, desorganizacdo das fibras colagenas e
integridade do cemento radicular. Dessa forma conclui-se que o ASU n&o adicionou
efeito ao reparo periodontal apds tratamento da periodontite induzida associada ou

nao a indugao de artrite experimental em ratos.

Palavras-chave: Periodontite, Artrite experimental e Fitoterapia.



ABSTRACT



Tsurumaki JN. Evaluation of the effect of the avocado soybean unsaponifiables
(Piascledine®) on the treatment of the induced periodontitis in rats with experimental
arthritis [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2014.

ABSTRACT

The avocado/soybean unsaponifiables(ASU) is a drug that has been used for the
treatment of rheumatoid arthritis(AR) and other connective tissue disorders due to
their potent anti-inflammatory and analgesic effect and antioxidant. Thus, the aim of
this study was to evaluate the effect of this drug on the treatment of the ligature-
induced periodontitis in rats with experimental arthritis. Sixty rats were used in this
experiment. The arthritis was induced in thirty rats by injection of specific antigen
(AIA) and the periodontitis was induced in all the rats by a insertion of a cotton
ligature in the periodontal sulcus of the second upper molar. The ligatures removal
and the scaling was performed 7 days after the ligatures placement. The animals
were randomly divided in four groups: Control (CTR), ASU, ASU/AR and AR. The
animals were euthanized 7, 15 and 30 days after the treatments. The maxilla’s and
the joint of the front paw was removed to perform the analysis. The percentage of
bone tissue in the proximal were analyzed by the micro CT. No statistical differences
were detected between the groups. Regarding the intragroup analysis it was showed
an enhance on the bone volume in the ASU/AR at 30 days compared with the period
of 7 days, and an improve in bone volume the AR at 30 days compared with the
period of 15 days. The descriptive histology showed that all the groups presented a
mild inflammatory infiltrate, disorganization of collagen fibers and cementum integrity.
In conclusion, the consumption of the ASU did not add any additional effect on the
periodontal healing after the treatment of the ligature-induced periodontitis in rats

with/without experimental arthritis.

Key-words: Experimental arthritis, Periodontitis, Phytotherapy
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Introducao

A artrite reumatéide (AR) e a doenga periodontal (DP) s&do doengas
inflamatorias caracterizadas por desregulacdo da resposta inflamatéria do
hospedeiro. Ambas compartilham de fatores de risco e possuem vias patologicas em
comum (Smit et al.*®, 2011). Este desequilibrio imunoldgico é responsavel pela maior
parte dos danos teciduais observados em ambas as doencas (Garlet et al.>*, 2006;
Sacre et al.>*, 2007).

A doenca periodontal (DP) €& crbnica, infecciosa e assintomatica
afetando os tecidos de suporte em torno dos dentes, decorrente de um desequilibrio
entre a microbiota do biofilme dental e a resposta do hospedeiro (Gorska et al.?,
2003). Ela esta associada com diferentes espécies de bactérias, principalmente
anaerdbias gram-negativas que estdo envolvidas na perda progressiva de 0sso
alveolar (Martinez et al.**, 2009). A resposta do hospedeiro possui um papel
fundamental, pois os danos teciduais ocorrem através da produgao exarcebada da
resposta inflamatdria a partir da ativagdo de células do sistema imunologico. Neste
processo encontram-se mediadores inflamatérios, tais como IL-1B8, TNF-a, IL-6,
PGE2 que sao produzidos por fibroblastos, mondcitos e macréfagos ativados nos

sitios doentes (Ejeil et al.?°, 2003, Gorska et al.?*, 2003).

Alguns estudos estabelecem a associacgdo entre AR e a DP (Mercado et al.*®,
2001; Liao et al.*®, 2009; Mirrielees et al.*’, 2010; Ogrendick et al.*®, 2009; Smit et
al., 2011). Os pacientes com AR tém maior probabilidade a doenga periodontal e
possuem niveis mais elevados de inflamagdo periodontal, perda dental, maior
frequéncia de sitios com perda de insercdo avancada e bolsas periodontais mais
profundas em comparacdo a individuos saudaveis (Bartold et al.”, 2005; Mercado et
al.*®, 2001; Pischon et al.>®, 2008; Ishi et al.*!, 2008).

Uma vez tendo essa associacao, o objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia
do extrato de dleo insaponificadvel de abacate e soja - ASU (Piascledine) como
coadjuvante no tratamento da doencga periodontal induzida por antigeno em ratos

com artrite experimental.



REVISAO DE
LITERATURA
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Revisao de Literatura

A artrite reumatdide (AR) é uma doenga sistémica comum, de carater
autoimune e inflamatério crénico, que afeta cerca de 1 a 2% da populacao,
sobretudo mulheres de meia idade (Culshaw et al.'®, 2011; Lubberts*' , 2008). Suas
acdes degenerativas estdo ligadas a diversos eventos bioquimicos incluindo alta
producdo de citocinas proé-inflamatérias como interleucina 1B (IL-1B) e fator de
necrose tumoral a (TNF-a) que estimulam a degradacdo da matriz da cartilagem
através da inibicdo da producdo colageno tipo Il e proteoglicanos (Au et al.®, 2007;
Boumediene et al.’?, 1999). Também relacionada com a violagdo da auto-tolerancia
e destruicao de tecido 6sseo articular mediante a presencga intensa dessas citocinas
pré-inflamatérias ativadas no sinévio articular (Liao et al.*®, 2009; Bartold et al.?,
2010; Lubberts et al.*!, 2008). Acredita-se que sua etiologia seja multifatorial
englobando fatores genéticos e ambientais que levam a uma resposta imune
alterada. Especificamente mondcitos, células T e neutréfilos sdo encontrados nas
cavidades articulares, promovendo a liberagao de diversos mediadores inflamatorios
em conjunto com células residentes e matriz, resultando nos danos teciduais
(Barsante et al.®, 2008).

As citocinas proé-inflamatérias possuem importante papel no processo de
destruicdo tecidual tanto na artrite como na doenca periodontal. A IL1-8 e TNF-a
estimulam a produgdo de outras citocinas, enzimas degradativas e quimiocinas
(Koenders et al.>* | 2006). Altos niveis de IL-17 tem sido detectadas no fluido sinovial
de pacientes com artrite (Chabaud et al.™, 1999; Kotake et al.*®>, 1999) bem como
no fluido crevicular gengival de pacientes com doenga periodontal (Takahashi et
al.>®, 2005; Johnson et al.*?, 2004).

A presenga de microrganismos como: Porphyromonas gingivalis, Tannerella
forsythensis e Prevotella intermedia foram identificados em fluido sinovial de
pacientes com AR e também na DP (Ogrendik et al.*®, 2009; Mirrielees et al.*,
2010). Alguns estudos indicam que espécies destas bactérias em hospedeiro
susceptivel pode ser um fator gatilho possivel para AR (Loyola-Rodriguez et al.*®,
2010; Detert et al.®, 2010).
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O controle da doencga periodontal e da inflamagao por meio de tratamento nao
cirurgico e higiene oral em pacientes com DP moderada e grave podem contribuir
para uma redugao dos sinais e sintomas de artrite reumatdide ativa, em termos de
reducao nos niveis séricos de TNF-alfa (Al-Katma et al.!, 2007; Loyola-Rodriguez et
al.*°, 2010).

Em 2009, Ogrendick et al.*® fizeram uma revisdo para avaliar a associagdo
entre a artrite reumatoide (AR) e as bactérias periodontais. Os estudos clinicos de
AR e da DP forneceram evidéncias para uma significativa associagéao entre as duas
doengas indicando que as bactérias orais estdo diretamente associadas a

etiopatogenia da AR.

A correlagao existente entre doenga periodontal e artrite reumatdide se
observa no estudo de Mirrielees et al.*’ (2010) que testou a hipétese de que AR
influencia nos niveis de biomarcadores salivares da doenca periodontal. Esta
preocupagao surgiu porque a saliva contém mediadores de inflamacdo e de
degradacdo do colageno que sao elevadas no soro de pessoas com artrite
reumatodide. Os autores concluiram que os biomarcadores salivares sao altamente
influenciados pela condigdo da doencga periodontal e pela inflamacédo sistémica
resultante da artrite. Foram encontrados mediadores inflamatérios, tais como IL-1B,
MMP-8 e o TNF-a em niveis elevados nas articulagées inflamadas e na saliva de
pacientes com AR, indicando que esta doenca pode aumentar os niveis destes

potenciais biomarcadores na saliva.

As opcdes atuais de tratamento para AR n&o s&o curativas e ndo conseguem
reverter o processo de degradacao, entretanto amenizam os sintomas clinicos, dor e
melhoram a qualidade de vida. Entre os agentes farmacoldgicos usados estdo os
anti-inflamatérios nao esteroides (AINES) e os corticosterdides, porém o uso
prolongado tem trazido efeitos colaterais adversos (Boileau et al.'", 2009; Au et al.’,
2007; Heinecke et al.?”, 2010 ).

Atualmente no mercado se encontra o extrato de o6leo insaponificavel de
abacate (Persea gratissima) e soja (Glycine max) - ASU, mais conhecido como
Piascledine, extraidos do fruto e das sementes dessas plantas. Ele possui agao
lenta, considerado potente anti-inflamatdrio, agente antioxidante e analgésico, com

efeito prolongado, eficaz nos sintomas e excelente historico de seguranga (Herontin
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et al.®®, 2003; Lippiello et al.*®, 2008). Estudos comprovam sua eficiéncia no
tratamento de disturbios que afetam os tecidos conjuntivos, tais como AR e a
doenca periodontal, (Au et al.°, 2007; Boumediene et al.'?, 1999, Kut-Laserre et al*®,
2001, Yaman et al*®®, 2007). Na artrite sua agao esta relacionada com a diminuigao
do processo de destruicdo articular, da inflamagéo, da degradagédo da cartilagem e
particularmente na reducdo da dor (Boileau et al'', 2009; Heinecke et al.?’, 2010;
Lippiello et al.*°, 2008; Gabay et al??, 2008; Maheu et al*?, 2014). O efeito benéfico
do PIASCLEDINE® 300 sobre a cartilagem, demonstrado em estudos in vitro e in
vivo (Appelboom et al.%, 2001; Cake et al.™®, 2000; Henrotin et al.*°, 2006; Lippiello et
al.®®, 2008; Au et al.’, 2007; Gabay et al?’, 2008), deve-se a sua agdo
condroprotetora e condroestimulante. Os condroécitos sdo os Unicos componentes
celulares presente na cartilagem articular fundamentais na progressao das doencas
das articulagdes, pois produzem as metaloproteinases da matriz sob a influéncia da
IL-18 e TNF-a (Au et al.°, 2007; Boumediene et al.'?>, 1999). Dentro de suas
indicagcbes este medicamento também é utilizado no tratamento coadjuvante das

periodontites e gengivites (Vide bula — Anexo1).

Em 2006, Andriamanalijaona et al®, realizou um experimento na qual avaliava
o efeito da IL-13, sobre a TGF-B e a BMP-2 em ligamento periodontal e células
Osseas alveolares. Células humanas do ligamento periodontal e do osso alveolar
foram incubadas por 48 horas junto com ASU na presenga ou ndo da IL-1B e niveis
estacionarios de TGF-B e BMP-2. Os resultados indicaram que a IL-1B diminui
fortemente a expressdo da TGF- e da BMP-2 e que a utilizacdo de ASU interferiu
na acado dessa interleucina. Concluindo que o ASU pode exercer uma funcao

inibidora sobre a IL-1[ principalmente em doencas periodontais.

Embora a literatura apresente estudos que comprovam a correlagao entre a
doenga periodontal e a artrite reumatdide ndo ha trabalhos relacionados ao
tratamento de ambas com o extrato de 6leo insaponificavel de abacate e soja, tanto
na AR como coadjuvante no tratamento da periodontite, sendo o objetivo deste

estudo avaliar a influéncia deste medicamento nestas condicoes.
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Proposicao

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia do extrato de 6leo insaponificavel
de abacate e soja - ASU (Piascledine) como coadjuvante no tratamento da doenca

periodontal induzida por antigeno em ratos com artrite experimental.



Material e metodo
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Material e método

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP, Comissdo de Etica no Uso de
Animal - CEUA n° 09/2012 (Anexo 2).

Neste estudo foram utilizados 60 ratos machos (Rattus Norvegicus), variagao
albinus, Holtzman, pesando de 300 - 330g, mantidos no Biotério da Faculdade de
Odontologia de Araraquara — UNESP onde foram alimentados com ragéo sélida e
com acesso a agua ad libitum, antes e durante todo o periodo experimental, em

ambiente com agua, luz e temperatura controladas.

INDUGCAO DA ARTRITE EXPERIMENTAL

Foi utilizado um modelo sugerido de artrite experimental induzida (AlA) por
antigeno e foi realizada em 2 etapas (Pinto et al.>?, 2010; Brackertz et al.”®, 1977):

1) Imunizagéo e 2) Desafio intra-articular.
e Imunizacao

A imunizacao foi realizada através da administracdo de antigeno albumina de
soro bovino metilada (mMBSA). Os animais foram sensibilizados com 2 aplicagdes
subcutédneas de 500ug de mBSA (Sigma, St. Louis, MO) diluidos em 0.2mL de
emulsdo contendo 0.1mL de solugdo salina e 0.1 mL de solugdo adjuvante de
Freund completa (Sigma, St. Louis, MO) com intervalo de 7 dias entre as aplicagdes
(Figura 1). Os animais nao imunizados receberam inje¢des de solugéo salina nos

mesmos periodos dos animais imunizados.
e Desafio Intra-Articular

Apdés 14 dias da ultima aplicagdo subcutdnea do antigeno (periodo de
imunizacao) (Figura 1) a artrite foi induzida através de aplicagao intra-articular do
antigeno mBSA (10 pg/cavidade articular) diluido em 10uL de PBS na articulacéo da
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pata dianteira direita. As aplicagdes foram realizadas 2 vezes com intervalo de 7 dias
(Figura 1), apenas no grupo de 7 dias a segunda aplicag&o foi realizada apos 3 dias
da primeira. Os animais que nao receberam o desafio intra-articular receberam
injecdes de solucdo salina. Para a realizagdo destes procedimentos, os animais
foram anestesiados com isoflurano (5% com O2 para a indu¢do e 3% de O2 para
manutengdo) (Baxter Healthcare Corporation, Deerfield, IL), utilizando um

vaporizador de isoflurano (Harvard Apparatus, Holliston, Massachusetts, EUA).

Figura 1 — Delineamento da Induc&o da Artrite Experimental.

IMUNIZACAO

b
| | ! | | > bias

7 0 7 14 30

l |

DESAFIO INTRA-
ARTICULAR

INDUCAO DA DOENCA PERIODONTAL (DP)

Os animais foram anestesiados por uma combinacdao de Quetamina com
Xilazina, na propor¢ao de 0,08 ml/100g de massa corporal (Cloridrato de Quetamina)
e 0,04 ml/100g massa corporal (Cloridrato de Xilazina). Posteriormente, os ratos
foram colocados em posi¢ao supina na mesa operatoria e tiveram a boca retraida
por um retrator para afastar mandibula e lingua. Ligaduras (fios de algod&o, n°24)
foram inseridas através de sonda e pinga especificas na regiao subgengival em volta
dos segundos molares superiores (Figura 2). Apds um periodo de quinze dias, as
ligaduras foram removidas e os tratamentos aplicados em cada grupo (Figura 3). Foi
realizada raspagem subgengival com curetas de Gracey do tipo mini five 7-8,11-12 e

13-14 (Hu-Friedy) de acordo com o grupo.
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Figura 2 — Colocagéo das ligaduras no segundo molar superior.

Figura 3 — Delineamento da Indugédo da Doenga Periodontal.

Inducdo DP

|
+ ¥_* + H Dias

15 7 @\x 7 15 30

Remocao Ligadura

——

Os animais foram distribuidos randomicamente em 4 grupos, avaliados em
trés periodos experimentais (7, 15 e 30 dias) com 5 animais em cada grupo/periodo
(Quadro 1). Nos animais dos grupos que néo receberam medicamento (ASU) foram

realizadas administrac&o de soro fisioldgico.
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Quadro 1 - Distribuicdo do numero de animais por grupo de acordo com o0 momento

dos sacrificios. Araraquara, 2014

PERIODO 7 DIAS 15 DIAS 30 DIAS TOTAL
CTR 5 5 5 15
ASU 5 5 5 15

ASU/AR 5 5 5 15

AR 5 5 5 15

60

GRUPO CTR - animais sem artrite e no momento da remoc¢do da ligadura foi
realizada raspagem subgengival com curetas de Gracey do tipo mini five 7-8,11-12 e
13-14 (Hu-Friedy).

GRUPO ASU - animais sem artrite e no momento da remocéo da ligadura foi
iniciado a administracdo do medicamento (Piascledine 300, Expanscience Lab,
France - 0.6 g/kg/dia por gavagem - Yaman et al, 2007), uma vez ao dia até o

sacrificio dos animais e realizacdo de raspagem subgengival (como no grupo CTR).

GRUPO ASU/AR - animais com artrite e no momento da remocé&o da ligadura foi
iniciado a administragdo do medicamento (como no grupo ASU) e realizagdo de

raspagem subgengival (como no grupo CTR).

GRUPO AR - animais com artrite € no momento da remocgado da ligadura foi

realizada raspagem subgengival (igual ao grupo CTR).
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DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

A inducdo da artrite experimental (imunizacdo e desafio) e da doenca
periodontal foram realizadas de acordo com o periodo final de cada grupo (Figuras
4,5e0).

Figura 4 - Periodo Experimental 7 dias.
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Figura 6 - Periodo Experimental 30 dias.
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OBTENCAO DAS PECAS CIRURGICAS

ApoOs os periodos correspondentes os animais foram sacrificados com
sobredose de hidrato de cloral a 20%. Logo apés o sacrificio, as maxilas e os joelhos
de cada animal foram removidos e fixados em paraformaldeido a 4% por um periodo

de 24 horas para a manutencao das estruturas.

AVALIACAO POR RADIOGRAFIA TRIDIMENSIONAL

Apos a fixagdo, as pecgas foram scaneadas em um sistema de radiografia
tridimensional - MicroCT (Skyscan, Aatselaar, Bélgica, 2003). Para cada peca foram
obtidas imagens com espessura de 3um utilizando a resolugao de 18um e filtro de
aluminio 0.5mm. As imagens obtidas em 2D foram reconstruidas utilizando o
software NRecon. As imagens reconstruidas foram rotacionadas em uma orientagao-
padrao utilizando o software DataViewer e analisadas com o software CTan, na qual

foi estabelecido um limite de contraste de 65 a 255 tons de cinza, para distinguir
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tecidos mineralizados (Skyscan, Aatselaar, Bélgica, 2003). A regido de interesse
(ROI — Figura — 7) foi determinada e padronizada para as proximais, mesial e distal
(1,26 X 0.56 mm) e para a regiao de furca (1,26 X 1.15mm). A medi¢cado para as
proximais foi padronizada a partir da juncdo cemento-esmalte do segundo molar
superior determinando a regido de interesse, resultando no percentual de volume
o0sseo presente (Figura 9). As amostras foram processadas e analisadas no
laboratério de Microtomografia da Faculdade de Odontologia de Araraquara —
UNESP.

Figura 7 — Imagens scaneadas em um sistema de radiografia tridimensional -
MicroCT e analisadas pelo software CTan, padronizando a regiao de interesse (ROI)

da proximal do segundo molar superior.

PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

ApOs a fixagao das pecas em paraformaldeido a 4%, estas foram lavadas em
agua corrente por 12hs e colocadas em solugédo de EDTA a 7% (pH 7,2 em PBS)
para descalcificagdo por um periodo de aproximadamente 8 semanas, com 3 trocas
semanais. Em seguida foram lavadas, reduzidas com o auxilio de um cabo de bisturi
e lamina n° 15, desidratadas em uma sequéncia crescente de alcool, diafanizadas
em xilol e incluidas em parafina. A inclusdo das pecas em parafina foi realizada de
maneira padronizada, com o auxilio de uma inclusora Histo Embedder (Leica
Reichert & Jung Products). Os blocos de parafina, contendo 1 hemimaxila ou 1
articulagao da pata dianteira, foram cortados em um micrétomo (American Optical

820 Rotary) numa espessura de 4um. As hemimaxilas, mais especificamente, no
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sentido mésio-distal, ao longo eixo do dente. Os cortes foram corados pela técnica
de hematoxilina-eosina (HE). As hemimaxilas foram preparadas para uma posterior

avalicao histologica e histométrica.
AVALIACAO DA ARTRITE

A inflamacao articular foi avaliada histologicamente apenas para confirmagao
da artrite. Para isto, apos o sacrificio, as articulagao totais da pata dianteira foram
isolados (Figuras 4, 5 e 6 — periodo experimental 30 dias — 38 dias, periodo
experimental 15 dias — 18 dias e periodo experimental 7 dias — 15 dias), sendo
selecionados 6 articulagdes da pata dianteira de cada grupo: 2 sem AIA (um tratado
com soro, outro com medicamento) e 4 com AIA (2 tratado com soro e 2 tratado
com medicamento) as pecgas foram fixadas durante 48 horas em paraformaldeido a
4% (PFA) e em seguida descalcificadas em solugdo de EDTA a 7% (pH 7,2 em PBS)
para posterior inclusdo em parafina. Foram confeccionadas 3 laminas para cada
articulagao, cortes sagitais seriados de 6um foram corados com Hematoxilina &
Eosina (H&E) sendo analisados o0s seguintes parametros: espessura sinovial,

infiltrado inflamatorio e de erosao da cartilagem/osso (Figura 8).

ANALISE ESTATISTICA

Os dados gerados por essa analise eram numéricos e devido a isso o teste de
normalidade de Shapiro-Wilk foi avaliar se os dados se distribuiram de acordo com o
teorema da distribuicdo central. O teste determinou que os dados se distribuiram de
acordo com a normalidade(p<0.05) e devido a isso, testes paramétricos foram
aplicados para a andlise inferencial dos dados. O teste one-way anova
complementado pelo teste de Tukey foi aplicado para avaliagao dos dados entre os
grupos em determinado periodo de tempo e dentro de cada grupo variando-se os
periodos de avaliacdo. Todos os testes foram aplicados com 95% de confianca
(p<0.05).
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RESULTADO

1) AVALIAGAO DA ARTRITE

Figura 8 — Fotomicrografia regido de articulacdo da pata com inflamacéo

articular (1) e destruicdo 6ssea confirmando artrite local. (Aumento de 10x, H&E).

CONTROLE AR AR +ASU
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15 DIAS

30 DIAS
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2) ANALISE ESTATISTICA

2.1 Analise do volume ésseo interproximal por micro-CT

Foi verificado que ndo houve diferengas entre os grupos em nenhum dos
periodos avaliados. Entretanto foi verificado que no grupo ASU/AR houve um
aumento estatisticamente significativo na % 6ssea no periodo de 30 dias em relagéo
ao periodo de 7 dias (p<0.01) e no grupo AR foi verificado um aumento na % dssea
no periodo de 30 dias em comparacao ao periodo de 15 dias (p<0.05). A Tabela 2 e
o Gréfico 1 expde a média e desvio padrao dos valores de % Ossea em todos os

grupos.

Tabela 2 - Média e desvio padrao da andlise do volume ésseo interproximal (%)

avaliado por micro-CT em todos os grupos. Araraquara, 2014

Grupos/Periodo 7 dias 15 dias 30 dias
CTR 31.80+13.42 27.61+8.97 31.34+4.32
ASU 35.10+11.46 30.99+3.64 34.00+15.63
ASU/AR 24.33+3.62° 31.78+2.57 37.99+8.12°
AR 30.99+4.34 25.80+4.53° 38.57+10.06"

*Letras semelhantes significam diferencas estatisticamente significativas intragrupos(One-way Anova

c/Tukey)



Figura 9 — Imagem de hemiarcada de maxila superior feita pelo sistema de
radiografia tridimensional — MicroCT e analisada pelo software CTan, para avaliar a

porcentagem de volume 6sseo.
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Grafico 1 - Média e desvio padrédo da analise do volume ésseo interproximal

avaliado por micro-CT em todos os grupos.
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3) Descricao Histologica

Os grupos avaliados apresentaram padrao histolégico semelhante em todos
os periodos de avaliagdo, devido a isso, as caracteristicas histolégica foram
descritas em conjunto. Foi verificado aos 7 dias a presenga de um leve infiltrado
inflamatorio na regido do teto da furca, presenca de vasos sanguineos associados a
esse infiltrado e nas proximidades do tecido ésseo associado a regides com
desorganizagao das fibras colagenas e integridade do cemento radicular. Os padrao
histolégico aos 15 e 30 dias foram semelhantes em todos os grupos. Nesses
periodos foi observado uma evolugao com relagdo ao quadro observado no periodo
de 7 dias aonde foi verificado uma reducdo no infiltrado inflamatério que foi
substituido por fibras colagenas organizadas, associado a uma redugao da presenca
de vasos sanguineos e organizacdo do tecido 6sseo com presenga linhas de
reversao que demonstraram a presenca de neoformacgao dssea em todos os grupos.
Foi observado raramente a formagao de epitélio no teto da furca de algumas
amostras, porém essa distribuicdo ndo se concentrou em nenhum dos grupos

avaliados (Figura 10).
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Figura 10 — Fotomicrografia da regido de furca, ilustrando area total de furca e
tecido 6sseo presente nos respectivos periodos experimentais - Aumento de 5x,
H&E (Continua)
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Figura 10 — Fotomicrografia da regido de furca, ilustrando area total de furca e

tecido 6sseo presente nos respectivos periodos experimentais - Aumento de 5x,

H&E (Continuagao)

ASU

7 DIAS

15 DIAS

30 DIAS




40

Figura 10 — Fotomicrografia da regido de furca, ilustrando area total de furca e
tecido 6sseo presente nos respectivos periodos experimentais - Aumento de 5x,
H&E (Continuagao)
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Figura 10 — Fotomicrografia da regido de furca, ilustrando area total de furca e

tecido 6sseo presente nos respectivos periodos experimentais - Aumento de 5x,

H&E (Concluséo)

AR
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DISCUSSAO

Esse estudo avaliou por meio de analise microtomografica o efeito do ASU
sobre o reparo 6sseo periodontal associado ao tratamento da periodontite induzida
em ratos com e sem artrite reumatéide. Foi verificado que nao houve diferengas
estatisticamente significativas entre os grupos em nenhum dos periodos avaliados

com relagéo a porcentagem de tecido ésseo nas regides interproximais.

Esse resultado demonstrou que o medicamento ndo adicionou nenhum efeito
sobre a raspagem no que concerne a indugao de formacgao 6ssea em animais com e
sem artrite e isso pode ter ocorrido devido ao modelo utilizado de reparo nesse
estudo ja que tem sido demonstrado que a remocéo da ligadura por si sO ja promove
o reparo do tecido dsseo (Coimbra et al.’®, 2011; Pavone et al.*®, 2014), fato esse
que foi confirmado nesse estudo pois houve estatisticamente maior porcentagem de
0sso aos 30 dias em comparagdo com o periodo de 7 dias nos grupos ASU+AR e
AR. Adicionalmente a isso, como a inser¢éo de ligaduras esta associada a formagéao
de uma microbiota que estimula a destruicdo 6ssea (Graves et al.?®, 2008) a sua
associagdao com a raspagem pode reduzir a carga de antigenos que também pode
ter contribuido no processo de reparo nesse modelo. Outro fato importante a ser
comentado € que apesar dos instrumentos utilizados nesse estudo serem de
tamanho de ponta ativa reduzido, a utilizacdo dos mesmos em bolsas periodontais
rasas em humanos demonstraram causar um perda de inser¢ao (Heitz-Mayfield et
al.?, 2002; Alves et al., 2004) e provavelmente o trauma da raspagem também
pode ter induzido o mesmo efeito nos periodos iniciais nesse modelo, e dessa
forma, pode ter mascarado qualquer efeito que o ASU poderia ter causado no reparo

periodontal.

Devido a maior expressdao de mediadores biolégicos da inflamagédo que
induzem a reabsorgao dos tecidos articulares que ocorrem na artrite reumatoide, e
sendo esses mediadores também expressos no processo de reabsorgao 0ssea que
ocorre nas periodontites, tem sido investigado a relagdo entre essas duas doencgas
(Mercado et al.**, 2000; Mayer et al.**, 2013). Estudos demonstraram que pacientes

com artrite reumatoide apresentam parédmetros mais severos de doenga periodontal
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em relagdo aos apresentados por individuos saudaveis (Havemose-Poulsen et al.?®,

2006; de Pablo et al.", 2008), entretanto esses pacientes respondem de forma
similar ao tratamento periodontal (Pinho et al.’", 2009) o que esta de acordo com os

resultados apresentados em nosso estudo.

A utilizagdo de medicamentos utilizados para o tratamento da artrite
reumatdide no tratamento adjunto da doenga periodontal ja foi indicado
anteriormente (eg. Anti-inflamatérios ndo-esteroidais, Bisfosfonatos, anti-TNFa) e
tem apresentado bons resultados clinicos (Williams et al.*’, 1989; Lane et al.*’, 2005;
Yen et al.>?, 2008; Ortiz et al.*®, 2009; Mayer et al.**, 2013). Entretanto devido aos
efeitos colaterais e a atuagdo apenas no bloqueio das vias pro-inflamatorias esses
medicamentos tem aplicacdo clinica limitada (Kantarci et al.**, 2006). Tem sido
proposto que a utilizacdo de farmacos que além de bloquear as vias pro-
inflamatdrias também estimulassem vias de reparo tecidual (Bhatavadekar et al.’,
2009; Williams et al.*”,1989; 2009; El-Sharkawy et al.?", 2010).

Devido a isso a utilizagdo do ASU como agente modulador no tratamento da
periodontite seria interessante, pois 0 mesmo demonstrou em estudos in vitro que
avaliaram em osteoblastos, condroblastos e macréfagos o efeito do ASU
demonstrando redugdo na expressdo de mediadores pro-inflamatorios (IL18, IL6,
IL8, INOS, TNFa, PGE2) (Henrotin et al.?°, 2003; Henrotin et al.*°, 2006; Au et al.’,
2007), de enzimas proteoliticas (MMP2, MMP3, MMP13) (Kut-Lasserre et al.*®, 2001;
Henrotin et al.*°, 2006; Gabay et al.??, 2008) e ao mesmo tempo estimularam a
expressao de inibidores de protease (TIMP 2 e TIMP3), de fatores de crescimento
(TGFB1, TGFB2 e BMP2) (Boumediene et al.'?, 1999. Andriamanalijaona et al.’,
2006) e de produtos da matriz do conjuntivo (Colageno e condroitina sulfato)
(Henrotin et al.?®, 2003; Henrotin et al.*°, 2006; Lippiello et al.**, 2008). Também foi
verificado em estudos pré-clinicos que o ASU é um agente modificador da estrutura
dos tecidos conjuntivos articulares previamente destruidos pela osteoartrite induzida
(Cake et al.®, 2000; Boileau et al."', 2009).  Adicionalmente o ASU induziu
modificagdes estruturais detectadas radiograficamente em ensaios clinicos
controlados e randomizados que avaliaram o efeito desse medicamento no
tratamento da artrite reumatdide (Appelboom et al.%, 2001; Maheu et al.*, 2014),
entretanto esses estudos descrevem que os efeitos de reparo proporcionados pelo

ASU ocorrem de forma lenta (Boileau et al.'", 2009).



45

Dessa forma, apesar dos supostos beneficios proporcionados pela utilizagao
do ASU no reparo da periodontite &€ provavel que devido a acao lenta do ASU sobre
as vias de reparo o nosso estudo nao teve duracdo suficiente para detectar um
possivel beneficio. Adicionalmente, as regides avaliadas (proximais) apresentavam
defeitos horizontais que sdo situagbes mais dificeis de ocorréncia de aumento de

formagao dssea (Ehnevid et al.'®, 1997).

Dessa forma alguns topicos precisam ser esclarecidos para melhor
compreensao do real efeito do ASU no reparo periodontal associado raspagem em
modelo de periodontite induzida. Utilizamos nesse estudo apenas uma dose do
medicamento com base em um estudo que avaliou o efeito do ASU sobre a protegao
de necrose em neurbnios por hipoxia (Yaman et al.®, 2007), sendo essa uma
condicao totalmente diferente da doenga periodontal. Em nosso estudo foi verificado
que essa dose causou melhora o aspecto histolégico das articulagbes que foram
submetidas a indugao de artrite, entretanto ndo se sabe se essa dose realmente é a
mais indicada para induzir efeitos benéficos no tratamento periodontal,
principalmente pelo fato de estudos in vitro demonstraram que o efeito do ASU é
dose dependente (Kut-Lasserre et al.*®, 2001; Au et al.®, 2007).

Outro ponto desconhecido é o efeito desse medicamento em condigdes que
alteram o metabolismo 06sseo. Partindo-se do pressuposto que a maioria das
pessoas respondem bem ao tratamento periodontal ndo cirargico é provavel que a
terapia adjunta com agente modeladores da resposta imunoldgica deva ser aplicado
em pacientes com resposta mais pobre ao tratamento (eg, fumantes, diabéticos,
obesos) e dessa forma € provavel que o impacto da utilizagdo do ASU (caso
realmente exista algum) deve ser mais expressivo nesses casos. Além disso, apesar
de nao ter sido verificado efeitos no ASU sobre o reparo associado ao tratamento da
periodontite induzida em ratos, o efeito do mesmo em outros modelos experimentais
(eg. Indugédo da periodontite sem remogao da ligadura, indugdo por injegcao com
LPS) em animais com artrite deve ser checado para avaliar se o ASU interfere com a

progressao da perda 6ssea nesses modelos.

Com os resultados encontrados concluimos que o ASU n&o adicionou efeito
com relacdo ao reparo periodontal apds tratamento da periodontite induzida

associada ou ndo a indugao de artrite experimental em ratos.
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CONCLUSAO

Dessa forma pode-se concluir que o ASU nao adicionou efeito com relagéo ao
reparo periodontal apds tratamento da periodontite induzida associada ou nao a

indugao de artrite experimental em ratos.
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Anexos

Anexo 1 - BULA DO MEDICAMENTO
Piascledine® 300

e Forma Farmacéutica

e Composicao

¢ Informagdes ao Paciente

¢ Informagdes Técnicas

e Indicagdes

e Contra-Indicagdes

e Precaucobes e Adverténcias
¢ Interagbes Medicamentosas
e Reagdes Adversas

e Posologia

e Conduta na Superdosagem

e Pacientes ldosos
Piascledine® 300
Persea gratissima
Glycine max

Extrato insaponificavel de abacate e soja

MEDICAMENTO FITOTERAPICO
- Piascledine® FORMA FARMACEUTICA E APRESENTACAO
Capsulas - caixa com 15 capsulas.

USO ADULTO
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- Piascledine® COMPOSICAO

Cada capsula contém:

Extrato de dleo insaponificavel de abacate e soja................... 300,0 mg
(Insaponificavel de abacate....100,0 mg; Insaponificavel de soja ................ 200,0 mg)
Excipientes: hidroxitolueno butilado, diéxido de silicio coloidal, g.s.p. ........ 1 capsula

- Piascledine® INFORMACOES AO PACIENTE

Acédo esperada do medicamento: PIASCLEDINE® 300 estimula a recuperagédo dos
tecidos conjuntivos e sua acdo é mais efetiva nos casos de dores provocadas por

artrose.

Cuidados de armazenamento: as capsulas de PIASCLEDINE® 300 devem ser
mantidas na embalagem original, a temperatura ambiente (15°C a 30°C), em local

seco e protegido da luz.

Prazo de validade: nao utilize medicamento com a validade vencida. Observe o
prazo de validade impresso na embalagem. PIASCLEDINE® 300 tem validade de 36

meses a partir da data de fabricagao.

Gravidez e lactagao: informe seu médico sobre a ocorréncia de gravidez na vigéncia
do tratamento ou apds o seu término. Informar ao médico se estd amamentando.
Ndo se recomenda o uso de PIASCLEDINE® 300 durante a gravidez ou a

amamentacéo.

Cuidados de administragao: siga a orientacédo do seu médico, respeitando sempre
os horarios, as doses e a duracdao do tratamento. Tome sempre a capsula de
PIASCLEDINE® 300 com um copo de agua e junto com uma refeicdo. Nao mastigue

nem abra a capsula.

Interrupgédo do tratamento: n&o interromper o tratamento sem o conhecimento de

seu médico.
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O tratamento pode perdurar por até 6 meses e deve ser seguido conforme as

instrugdes de seu médico.

Reacbes adversas: informe seu médico sobre o aparecimento de reacdes

desagradaveis.

Raramente, vocé podera sofrer eructagcdes com odor de 6leo, o que pode ser evitado

tomando sempre a capsula junto com uma refeicao.

"TODO MEDICAMENTO DEVE SER MANTIDO FORA DO ALCANCE DAS
CRIANCAS".

Ingestdo concomitante com outras substancias: ndo ha dados sobre a interacdo do
produto com outras drogas; portanto, durante o tratamento com PIASCLEDINE®

300, tome somente os medicamentos prescritos por seu médico.

Contraindicacdes e precaugodes: informe seu médico sobre qualquer medicamento
que esteja usando, antes do inicio ou durante o tratamento. Nao deve ser usado

durante a gravidez e a lactagao.

PIASCLEDINE® 300 é contraindicado nos casos de hipersensibilidade conhecida a

qualquer componente da formula.

Durante o tratamento, visite regularmente seu meédico e realize os exames

complementares solicitados.

"NAO TOME REMEDIO SEM O CONHECIMENTO DO SEU MEDICO, PODE SER
PERIGOSO PARA A SUA SAUDE".

- Piascledine® INFORMACOES TECNICAS

CARACTERISTICAS

NOMENCLATURA OFICIAL

Abacate

Género: Persea

Espécie: gratissima
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Variedades utilizadas: Fuerte e Hass
Autor do binbmio: Gaemt

Familia: Lauraceae

Soja

Género: Glycine

Espécie: max

Variedades utilizadas: Altona e Swift
Autor do binémio: (L.) Merril

Familia: Leguminosae (Fabaceae)

PIASCLEDINE® 300 € um composto de 6leos insaponificaveis de abacate (Persea

gratissima) e de soja (Glycine max), extraidos do fruto e das sementes dessas
plantas, respectivamente, através do processamento dessas partes. Essa mistura
consiste ainda em constituintes nao glicéricos, como triterpenos e alcoois alifaticos,

carotendides, fitosterdis e tocoferois.

Esses insaponificaveis comprovaram ser eficientes em osteoartroses dolorosas, nas

quais diminuiram o curso da doenga.

Osteoartrose - PIASCLEDINE® 300 pertence ao grupo das Drogas Sintomaticas de
Acao Lenta para o Tratamento das Osteoartroses (Symptomatic Slow- Acting Drugs
for Treatment of Osteoarthritis - SYSADOA).

O tratamento das osteoartroses busca diminuir o processo de destruicido articular e,
particularmente, da degradacao da cartilagem. O efeito benéfico de PIASCLEDINE®
300 sobre a cartilagem, demonstrado em estudos in vitro e in vivo, deve- se a sua

acao condroprotetora e condroestimulante.

In vitro, PIASCLEDINE® 300 inibe a degradacao dos proteoglicanos no tratamento

agudo. O estimulo da sintese e da secregéo de proteoglicanos pelos condrécitos
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osteoartrosicos foi observado em tratamentos a longo prazo. Apds a administragao
de dose unica das fragdes isoladas, o oleo insaponificado de soja mostrou ter agéo
preponderante. Entretanto, quando administrado em doses repetidas, o 6leo
insaponificado de abacate demonstrou um efeito maior sobre a sintese de
proteoglicanos. A combinagdo dos dois compostos permite a agdo complementar

entre ambos.

PIASCLEDINE® 300 conduz a um aumento de 20% a 80% na sintese de colageno
pelos sinovidcitos e pelos condrdcitos articulares, respectivamente. Ao mesmo

tempo,

PIASCLEDINE® 300 diminui em cerca de 50% a atividade da colagenase, enzima
degradativa da cartilagem. Além disso, o produto interfere no efeito deletério da
interleucina- 1 nos condrécitos. A interleucina-1 exerce um importante papel na
destruicdo da cartilagem articular. A atividade colagenolitica dessa citoquina €
reduzida pelo PIASCLEDINE® 300 e, portanto, ao impedir o efeito da interleucina-1,
PIASCLEDINE® 300 permite a restauracdo da produgao normal de colageno e da

malha de tecido conjuntivo.

O tratamento deve ter a duracdo de 3 a 6 meses e o seu efeito persiste por até 2

meses apos o tratamento.

- Piascledine® INDICACOES
PIASCLEDINE® 300 é indicado:
No tratamento dos quadros dolorosos de artrose de quadril e joelho;

Como coadjuvante do tratamento das periodontites e gengivites.

- Piascledine® CONTRAINDICACOES

Nos casos de hipersensibilidade aos constituintes do produto.
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- Piascledine® PRECAUCOES E ADVERTENCIAS
Gravidez e amamentagao

Nao existem estudos disponiveis sobre o uso de PIASCLEDINE® 300 em mulheres

gravidas.
Portanto, ndo se recomenda a sua utilizagdo durante a gravidez e a amamentagao.
Pediatria

Nao se recomenda 0 uso em criangas, pois nao ha estudos em pediatria.

- Piascledine® INTERACOES MEDICAMENTOSAS

Nao ha dados sobre a interagdo do produto com outras drogas.

- Piascledine® REACOES ADVERSAS

Podem ocorrer, raramente, eructagdes com odor lipidico que podem ser evitadas

com a ingestao da capsula durante a refeigao.

- Piascledine® POSOLOGIA

1 capsula de PIASCLEDINE® 300 ao dia, junto a refeicdo. A capsula deve ser

ingerida
inteira, com um copo cheio de agua. Nao mastigue nem abra a capsula.

O tratamento deve perdurar por 3 a 6 meses nos casos de osteoartroses e por 1 a 3

meses nos casos de periodontopatias.
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- Piascledine® CONDUTA NA SUPERDOSAGEM

Nao ha dados disponiveis sobre a administragdo de sobredose do produto. Nesses
casos podem ocorrer nauseas e o paciente deve ser monitorado quanto as reacdes

gastrintestinais.

- Piascledine® PACIENTES IDOSOS
Deve- se manter os mesmos cuidados recomendados para pacientes adultos.

"ATENCAO: ESTE PRODUTO E UM NOVO MEDICAMENTO E EMBORA AS
PESQUISAS REALIZADAS TENHAM INDICADO EFICACIA E SEGURANCA
QUANDO CORRETAMENTE INDICADO, PODEM OCORRER REACOES
ADVERSAS IMPREVISIVEIS AINDA NAO DESCRITAS OU CONHECIDAS. EM
CASO DE SUSPEITA DE REACAO ADVERSA O MEDICO RESPONSAVEL DEVE
SER NOTIFICADO".

Reg. MS- 1.0082.0144
Farm. Resp: Dr. José de Andrade - CRF-SP n° 6369
"VENDA SOB PRESCRICAO MEDICA".

SOLVAY FARMA LTDA: Administragdo: Rua Sergipe,120 - CEP 01243-000 - Sao
Paulo - SP - Brasil

Fone: (0xx11) 3257-9844 - Fax: (0xx11) 3257-6914 / 3259-7922 / 3259-7944 / 3231-
3847

Matriz e Fabrica: Rua Salvador Branco de Andrade, 93 - CEP 06760-100 - Taboao
da Serra - SP - Brasil

Fone: (0xx11) 4787-3100 - Fax: (Oxx11) 4787-3191
N° de lote, data de fabricacéo e de validade: vide cartucho e/ou rétulo.
Fabricado por: Laboratoires EXPANSCIENCE - FRANCA

Embalado e distribuido por:



SOLVAY FARMA LTDA.

Rua Salvador Branco de Andrade, 93
Tabodo da Serra - SP - Industria Brasileira
CNPJ: 60.499.639/0001-95

SAC: 0800- 141500

- Laboratorio

SOLVAY FARMA

Rua Salvador Branco de Andrade, 93. Tabo&o da Serra - SP
Séo Paulo/SP

Tel: 0800-141500
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Anexo 2 - Certificado do Comité de Etica em Pesquisa

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u n esp ‘JULIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Araraquara

FACULDADE DE ODONTOLOGIA

Proc. CEUA n° 09/2012

Araraquara, 09 de Maio de 2012

Senhores Pesquisadores:

A Comissdo de Etica no Uso de Animal - CEUA desta Faculdade reunida em
09/05/2012, apoés a avaliagdo do projeto de sua responsabilidade intitulado
“Avaliagdo da eficacia do extrato de Oleo insaponificavel de abacate e soja
(piascledine) na Osseointegragdo e no tratamento da doenga periodontal induzida
em ratos” (Proc. CEUA n° 09/2012) AUTORIZA a realizagdo da pesquisa, ficando
a apresentagio do RELATORIO FINAL para MARCO/2015, devendo o
Pesquisador Responsavel providenciar a corregdo do Protocolo Inicial, fazendo
constar a dosagem da medicagdo a ser administrada aos animais, nos mesmos
moldes que se encontra discriminada no projeto de pesquisa.

Atenciosamente.

b oo S BLlovnboen
Prof* Dr* DEBORA SIMOES DE ALMEIDA COLOMBARI
Vice-Coordenadora no exercicio da Coordenadoria da CEUA

A

Prof* Dr* ROSEMARY ADRIANA CHIERICI MARCANTONIO
DD. Pesquisadora Responsavel

a/c Jackeline do Nascimento Tsuramaki

Departamento de Diagnostico e Cirurgia
Comité de Etica em Experimentagdo Animal - CEEA

Rua Humaité n° 1.680 — Centro — CEP 14801-903 - Caixa Postal n°331 - ARARAQUARA - SP
5° andar — fone (16) 3301-6431/6432 / fax (16) 3301-6433 / e-mail: dirctor@foar.unesp.br - home page: http://www.foar.unesp.br
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