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Tsurumaki JN. Avaliacdo do efeito do extrato de éleo insaponifichvel de abacate e
soja na periodontite experimental em ratos com artrite induzida. [Tese de
Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2017.

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do extrato de 6leo insaponificavel
de abacate e soja (ASU) sobre a doenca periodontal experimental em ratos com
artrite induzida por antigenos. A artrite foi induzida através da imunizacdo (duas
aplicagbes subcuténeas - 500pg de mBSA) e dois desafios intra-articulares do
antigeno albumina de soro bovino metilada (10ug/cavidade articular - mBSA). No
estudo 1 os animais foram distribuidos aleatoriamente em 3 grupos de acordo com a
condicdo sistémica: CTR(controle- solucdo salina), ART(artrite-solucdo salina),
ART/ASU. No dia da remocao das ligaduras os animais receberam a administracao
do ASU e da solucao salina de forma diaria por gavagem até o dia da eutanasia dos
animais, que ocorreu nos periodos de 7, 15 e 30 dias apds a remocao das ligaduras
(n=5 animais/grupo). No estudo 2, os animais foram randomicamente distribuidos
em 4 grupos de acordo com o tipo de tratamento e a condicdo sistémica dos
animais: CTR: Animais saudaveis em que foi administrado solucdo salina; ASU:
Animais sem artrite em que foram administrados o ASU; ART/ASU: Animais com
artrite induzida em que foi administrado o ASU; ART: Animais com artrite induzida
em que foi administrado o solucéo salina. A periodontite e a artrite foram induzidas
da mesma forma que no estudo 1. A periodontite foi tratada no dia da remocéo das
ligaduras por meio da raspagem com instrumentos manuais. A solugcéao salina e o
ASU foram administrados diariamente por gavagem até a eutanasia dos animais que
ocorreu nos periodos de 7, 15 e 30 dias ap0s o procedimento de raspagem (n=5
animais/grupo). Em ambos os estudos foram realizados a quantificagcdo da
reabsorcdo Ossea pela analise microtomografica, a andlise da composicdo do
infiltrado inflamatério por esterometria dos cortes histoloégicos e a quantificacdo da
expressdo das proteinas fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP) e receptor
ativador do fator nuclear kB/ligante (RANKL) por imunohistoquimica. No estudo 1 foi
verificado que o grupo ART/ASU e CTR apresentaram menores reabsorc¢des 0sseas,
maiores gquantidades de fibroblastos e menores quantidades de células inflamatérias
gue o grupo ART (7 dias). Além disso, o grupo CTR apresentou menores nimeros

de células TRAP positivas e 0 grupo ART/ASU menor expressao de RANKL que o



grupo ART (7 dias). No estudo 2, O grupo ART apresentou maiores reabsorcdes
0sseas, menores quantidades de fibroblastos e maiores quantidades de células
inflamatorias do que todos os outros grupos. Adicionalmente, o grupo ART
apresentou maior expressdao de TRAP e de RANKL em relacdo aos grupos de
animais saudaveis. O uso da ASU reduziu a reabsor¢cdo Ossea e 0 processo
inflamatorio associado a periodontite induzida por ligaduras e melhorou o padréo de
cicatrizacdo apOs tratamento da periodontite experimental especialmente nos

animais submetidos a inducéo de artrite.

Palavras-chave: Regeneracao. Inflamacéo. Periodontite.



Tsurumaki JN. Effect of the avocado/soybean unsaponifiables on the experimental
periodontitis in rats with induced arthritis. [Tese de Doutorado]. Araraquara:
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of the avocado/soybean
unsaponifiables (ASU) on experimental periodontal disease in rats with antigen -
induced arthritis. Arthritis was induced by immunization (two subcutaneous
applications - 500 yg mBSA) and two intra-articular challenges with methylated
bovine serum albumin antigen (10 ug / joint cavity - mBSA). In study 1, the animals
were randomly assigned to 3 groups according to the systemic condition: CTR
(control-saline solution), ART (arthritis-saline solution), ART / ASU. At the day of the
ligature removal, the ASU and saline were administrated daily by gavage until the
euthanasia day of the animals, which occurred at 7, 15 and 30 days after ligature
removal (n = 5 animals / group). In the study 2, the animals were randomly
distributed into 4 groups according to the type of treatment and the systemic
condition of the animals: CTR: Healthy animals in which saline was administered,
ASU: Healthy animals in which the ASU was administered; ART / ASU: Animals with
induced arthritis in which ASU was administered; ART: Animals with induced arthritis
in which saline solution was administered. Periodontitis and arthritis were induced in
the same manner as in study 1. Periodontitis was treated on the day of ligature
removal by scaling with hand instruments. Saline and ASU were administered daily
by gavage until euthanasia of the animals occurred at 7, 15 and 30 days after the
scraping procedure (n = 5 animals / group). In both studies, the quantification of bone
resorption by microtomographic analysis, the analysis of the composition of the
inflammatory infiltrate by stereometry of the histological sections and the
qguantification of the expression of tartrate resistant acid phosphatase (TRAP)
proteins and nuclear factor activating receptor kB / ligand (RANKL) by
immunohistochemistry was performed. In the study 1, the ART / ASU and CTR
groups showed lower bone resorptions, larger amounts of fibroblasts and smaller
amounts of inflammatory cells than the ART group (7 days). In addition, the CTR
group had lower numbers of TRAP positive cells and the ART / ASU group had a
lower RANKL expression than the ART group (7 days). In the study 2, the ART group

had higher bone resorptions, smaller amounts of fibroblasts and larger amounts of



inflammatory cells than all the other groups. In addition, the ART group presented
greater expression of TRAP and RANKL in relation to the groups of healthy animals.
The use of ASU reduced bone resorption and the inflammatory process associated
with ligature-induced periodontitis and improved the healing pattern after treatment of

experimental periodontitis especially in animals submitted to arthritis induction.

Key-Words: Regeneration. Inflammation. Periodontitis.
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1 INTRODUCAO

A doenca periodontal (DP) € uma doenca cronica, infecciosa, que é induzida
pelo desequilibrio entre a microbiota do biofilme oral e a resposta do hospedeiro,
afetando os tecidos de suporte em torno dos dentes®. Ela est4 associada com
diferentes espécies de bactérias, principalmente anaerdbias gram-negativas que
estdo envolvidas na perda progressiva de suporte alveolar*®. A resposta do
hospedeiro possui um papel fundamental na patogénese da DP, pois os danos
teciduais ocorrem através da producdo exarcebada da resposta inflamatéria a partir
da ativacdo de células do sistema imunolégico®®>*. Neste processo encontram-se
envolvidos mediadores inflamatérios, tais como interleucina 1 beta (IL-1B), fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 6 (IL-6), prostaglandina E2 (PGE2), que
sao produzidos por fibroblastos, monécitos e macréfagos ativados nos sitios doentes

e que podem resultar na osteoclastogénese®®?*°?,

Ja a artrite (ART) é uma doenca sistémica comum, de carater autoimune e
inflamatorio crénico, que afeta cerca de 1 a 2% da populacéo, sobretudo mulheres
de meia idade>'"*. Essa patologia tem como sitio de predilecdo as articulacées
sinoviais e tem como principais caracteristicas alteracbes na cartilagem articular,
reabsorcdo Ossea e inducdo de inflamagcdo com fibrose de ligamentos, tenddes,
meniscos e capsulas articulares. Todas as articulacbes podem ser afetadas, mas as
mais comumente envolvidas sdo os joelhos, as méos e os quadris’®. Suas acées
degenerativas estdo ligadas a diversos eventos bioquimicos incluindo alta producéo
de citocinas proé-inflamatoérias como IL-18 e TNF-a que estimulam a degradacao da

matriz da cartilagem como também pela reducdo da producdo de colageno tipo Il e
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proteoglicanos*'®. Também esta relacionada com a violacdo da auto-tolerancia e
destruicdo de tecido Osseo articular mediante a presenca intensa dessas citocinas
pré-inflamatérias que estdo ativas no sinévio articular®*®®. Acredita-se que sua
etiologia seja multifatorial englobando fatores genéticos e ambientais que levam a
uma resposta imune alterada. Especificamente mondcitos, células T e neutrofilos
sdo encontrados nas cavidades articulares, promovendo a liberacdo de diversos
mediadores inflamatdrios em conjunto com células residentes resultando nos danos

teciduais®.

A periodontite e a ART compartilham semelhantes mecanismos de destruicdo
Ossea e alguns fatores de risco jA& que ambas as doencas apresentam um
componente inflamatério crénico que ativam o sistema imunolégico do hospedeiro,
na qual a evolucdo e degradacdo Ossea de ambas as doencas ocorre pelo
desequilibrio da resposta do hospedeiro®*#°%>* Estudos realizados para confirmar a
associacdo entre a DP e a ART relatam que pacientes com ART possuem uma
maior probabilidade de desenvolver DP, aumentando seus indices de severidade,
como perda de insergao, placa visivel, sangramento a sondagem, profundidade de
sondagem e niveis mais elevados de inflamagcdo periodontal comparados a

individuos saudaveis**°%°4,

Baseado na teoria de modulacdo do hospedeiro € possivel utilizar
medicamentos imunomoduladores como adjuntos a raspagem e alisamento radicular
(RAR), que é considerada padrdo ouro para o tratamento da periodontite®. Dentre
0s medicamentos propostos para o tratamento periodontal os anti-inflamatérios néo
esteroidais (AINES) seletivos®® ou ndo seletivos para a ciclooxigenase-2 (COX-2)*’,
bifosfonatos®* e as doxiciclinas®, ja foram testados e apresentaram resultados

animadores. Entretanto, os moduladores da resposta do hospedeiro tém
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demonstrado apenas atuar no bloqueio da reabsorcdo O0ssea e tém demonstrado
induzir efeitos colaterais (eg. Problemas gastrointestinais; osteonecrose) o que tem

desencorajado o seu uso no tratamento periodontal*®?°,

Como a ART e a DP compartilham mecanismos de destruicdo de tecido
0sseo, 0s agentes anti-artriricos podem ser boas opg¢des para o tratamento adjunto
das periodontites. Entretanto, a maioria dos agentes tradicionalmente utilizados para
o tratamento da ART ndo sao curativos e ndo conseguem reverter o processo de
degradacdo, amenizando apenas os sintomas clinicos, dor e a qualidade de vida'®.
Como alternativa a esses medicamentos, tem sido proposta a utilizacdo do extrato
de 6leo insaponificavel de abacate (Persea gratissima) e soja (Glycine max) — ASU
(ANEXO A), cujo um dos seus principais componentes sdo os fitoesterois,
substancia que possui propriedades anti-inflamatérias e analgésicas®, estimula a
sintese de coldgeno e agrecan e inibe a expressdo de citocinas inflamatérias tais
como IL-1, IL-6, IL-8, TNFa e PGE2%?*%. Recentemente, foi demonstrado em
estudos pré-clinicos que a aplicacdo do ASU promove reducédo da destruicdo 6ssea
em modelos de periodontite experimental*, e o aumento na osseointegraco na tibia
de animais saudaveis'® e com artrite induzida®®, e que esses efeitos foram

45,46

associados a reducdo da expressdo de marcadores de destruicdo Ossea e

aumento da expressdo de marcadores de formacao de tecido 6sseo’®#°4°,
O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do extrato de 6leo insaponificavel
de abacate e soja — ASU sobre a doenca periodontal experimental em ratos com

artrite induzida por antigenos.
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7 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que:

1) A administracdo do ASU melhora o reparo 6sseo alveolar em modelo de
periodontite experimental aplicada em ratos com artrite induzida.

2) A administracdo do ASU promoveu uma melhora no reparo periodontal apos
tratamento da periodontite por ligadura em animais com artrite induzida por

antigeno.
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