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Resumo

Este estudo avaliou a influéncia da utilizacdo do extrato de dleo insaponificavel de
abacate e soja (ASU) na osseointegracdo de implantes em animais saudaveis e com
artrite. Foram utilizados implantes de titanio com 4 mm de comprimento x 2.2 mm de
didmetro, instalados nas tibias dos ratos. No estudo 1, trinta ratos foram divididos
aleatoriamente em trés grupos: ASUL: administracdo de ASU a partir de 7 dias antes da
colocagdo do implante; ASU2: administracdo de ASU comecando no dia da colocacédo
do implante, e CTL: administracdo de solucdo salina. Em todos o0s animais, um implante
de titdnio foi colocado em cada uma das tibias. Todos os animais receberam ASU ou
solucdo salina por sonda géstrica diariamente durante 60 dias até o sacrificio.
Osseointegracdo foi avaliada por analise de densidade 6ssea radiografica; biomecanica;
histologia descritiva; imuno-histoquimica para BMP-2, TGF-B1, e osteocalcina; e
avaliacdo histomorfométrica de contato osso-implante (BIC) e fracdo de area
mineralizada do osso dentro das roscas do implante (BAFO). ASUl e ASU2
apresentaram maior expressao de BMP-2 e TGF-B1 em comparagdo com CTL (P<0,05).
Na analise histomorfométrica, os grupos ASUl e ASU2 apresentaram valores
significativamente mais elevados BIC somente na regido de osso cortical, quando
comparado com o CTL (P <0,05). No estudo 2, 120 animais foram divididos
randomicamente em quatro grupos: CTR- Animais saudaveis que ingeriram soro; ASU-
Animais saudaveis que ingeriram ASU; ART- Animais com artrite que ingeriram soro;
ART/ASU- Animais com artrite que ingeriram ASU. As soluc¢des foram administradas

diariamente, por gavagem, iniciando-se 7 dias antes do procedimento cirlrgico até a



conclusédo do periodo experimental (15, 30 e 60 dias apds a instalacdo dos implantes).
Foram realizados a analise microtomografica (avaliacdo da porcentagem de 0sso ao
redor do implante); analise biomecanica (torque de remocdo); e analise histométrica
(contato osso implante-%BIC; area de 0sso entre as roscas-%BAFQ), analise imuno-
histoquimica e descricdo histologica. Nos resultados de microtomografia o grupo
ART/ASU apresentou menor densidade de osso na area proxima ao implante que os
grupos ASU e ART (15 e 60 dias). Na anélise biomecanica a forca de contra-torque para
remocao dos implantes foi maior no grupo ART/ASU no periodo de 30 dias. Na
histometria foi verificado que o grupo ASU e ART/ASU apresentaram maiores valores
de %BIC que o grupo ART no periodo de 60 dias; o grupo ASU apresentou maior
%BIC que o grupo CTR aos 60 dias; e o grupo ART/ASU apresentou maior %BIC que
0 grupo ART aos 30 dias. A %BAFO foi maior nos animais do grupo ART/ASU em
relacdo aos do grupo ART nos periodos de 30 e 60 dias. Na histologia foi verificado no
grupo ASU um tecido 6sseo maduro em relacdo ao grupo CTR; e o grupo ART foi
observado um processo de remodelacdo 6ssea lento. Na imuno-histoquimica foi
verificado uma maior expressdo de osteocalcina no grupo CTR e de TGF-1 no grupo
ASU. O extrato de 6leo insaponificavel de abacate e soja teve uma influéncia positiva

na osseointegracdo dos implantes.

Palavras chave: Fitoterapia. Remodelacdo 0ssea. Osseointegracdo. Implantes

dentarios.
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Abstract

This study evaluated the influence of the administration of avocado/soybean
unsaponifiables (ASU) on implant osseointegration in healthy and arthritis animals.
Titanium implants were used with 4 mm length x 2.2 mm diameter, installed in the
tibiae of rats. In study 1, thirty rats were randomly divided into three groups: ASUL:
ASU administration from 7 days prior to implant placement; ASU2: ASU
administration beginning on the day of implant placement, and CTL.: saline solution
administration. In all animals a titanium implant was placed in each of the tibia. All
animals received ASU or saline by gavage every day for 60 days until the sacrifice.
Osseointegration was evaluated by analysis of radiographic and biomechanical bone
density; descriptive histology, immunohistochemistry for BMP2, TGFp1, and
osteocalcin, and histomorphometric evaluation ossoimplante contact (BIC) and
mineralized area fraction of the bone into the threads of the implant (BBT). ASU1
ASU2 and showed increased expression of TGF-B1 and BMP-2 compared to CTL (P
<0.05). The histomorphometric analysis, ASU1 and ASU2 groups showed significantly
higher values BIC only in the cortical bone region, as compared to the CTL (P <0.05).
In study 2, 120 animals were randomly divided into four groups: CTR- Healthy animals
who consumed saline solution; ASU- Healthy animals that consumed ASU; ART-
Animals with arthritis who consumed saline solution; ART/ASU- Animals with arthritis
who consumed ASU. The solutions were administered daily by gavage, starting seven
days before surgery until completion of the trial period (15, 30 and 60 days after implant

placement). It was carried out microtomography analysis (percentage of bone around



the implant); biomechanical analysis (removal torque); and histometric analysis (bone-
to-implant contact -%BIC; bone area -%BBT), immunohistochemistry and descriptive
histology. The results of microtomography ART/ASU group showed lower % of bone
in the area around the implant that ASU and ART groups (15 and 30 days). In
biomechanical analysis, force counter-torque for implant removal was higher in the
ART / ASU group within 30 days. In histometry it was found that the ASU group and
ART / ASU had higher %BIC values that the ART group within 60 days; ASU group
had higher %BIC that CTR group at 60 days; and the ART / ASU group had higher
%BIC that the ART group at 30 days. The %BBT was higher in animals ART / ASU
group in relation to the ART group in periods of 30 and 60 days. In histology was found
in the ASU group a mature bone tissue in relation to the CTR group; and the ART group
was observed a slow bone remodeling process. In immunohistochemistry it was found a
higher osteocalcin expression in the CTR group and TGF-B1 in the ASU group. The
unsaponifiable oil extract of avocado and soy had a positive influence on

osseointegration of implants.

Key words: Phytotherapy. Bone remodeling. Osseointegration. Dental implants.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, com o0 aparecimento da osseointegracdo, que
estabeleceu a unido entre 0sso e superficie de titanio com os estudos de Branemark
(Branemark et al."2, 1969), a utilizacdo de implantes dentais osseointegraveis tem sido
amplamente estudada. O conhecimento dos fendmenos biomecanico, o desenvolvimento
de novas técnicas e biomateriais tem levado cada vez mais ao sucesso na substituicéo
dos dentes por implantes osseointegraveis (Berglundh et al.®, 2002, Passoni et al.*,

2016).

Estes resultados tém possibilitado a reabilitacdo protética, criando
alternativas para pacientes edentulos totais, parciais e unitarios, restabelecendo

condicBes estética, fonética e funcio (Albrektsson, Lekholm?, 1989; Adell*, 1990).

Embora a alta porcentagem de sucesso quando da utilizacdo desta técnica,
condicBes anatdmicas Osseas inadequadas (Misch et al.?®, 1998), a topografia e a
superficie dos implantes de titanio (Wennerberg et al.®, 1996; Lindhe et al.**, 2005),
técnicas cirdrgicas e problemas sistémicos sdo considerados fatores de risco para
|.22,

instalacdo de implantes osseointegrados (Mombelli, Cionca®, 2006; Krennmair et a

2010).

Dentre os fatores sistémicos destaca-se a artrite reumatoide, que é uma
patologia sistémica, de carater autoimune e inflamatéria cronica, que induz a destruicdo
progressiva e a alteracdo do metabolismo do tecido 6sseo e cartilaginoso presente nas
articulagdes sinoviais (Isaacs®!, 2010). Acredita-se que sua etiologia seja multifatorial,
associando fatores genéticos e ambientais que levam a uma resposta imune alterada
(Mclnnes, Schett®®, 2007). As células da cavidade articular (monécitos, neutréfilos e

células T) promovem liberacdo de diversos mediadores inflamatorios a partir da
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interacdo com células residentes e matriz, com subsequente dano tecidual (Barsante et
al.®, 2008; Zhang et al.*’, 2011). Essa doenca tem incidéncia de 1 a 2% da populacio
mundial, causando limitacbes de movimento e dores que afetam a qualidade de vida de
seus portadores (Berthelot, Le Goff.”, 2010) e patologias que afetam o tecido 6sseo
como a osteoporose (Lane et al.?, 1998; Westhovens, Dequeker®’, 2000; Haugeberg et

al.’®, 2000).

O numero de pessoas diagnosticadas com artrite reumatoide que necessitam
de tratamento com implantes osseointegrados cresce proporcionalmente a expectativa
de vida (Helmick et al.'®, 2008). Sendo o processo de osseointegracdo dependente da
qualidade do metabolismo 6sseo do hospedeiro, autores levantam a hipGtese que
pacientes com artrite reumatoide apresentariam padrdes inferiores de osseointegracao
(Yokokoji et al.**, 2009; Krennmair et al.?, 2010). Em funcéo deste déficit 6sseo, a
utilizacdo de medicamentos que visem a melhora do quadro clinico da artrite
reumatoide e que também possam modular positivamente o processo de osseointegracao
tem sido estudado (Oliveira et al.*, 2014).

Alguns estudos in vivo avaliaram a osseointegracdo de implantes de titanio
em um modelo experimental de artrite induzida por antigeno (Sennerby, Thomsen®®,
1993; Branemark, Thomsen'®, 1997). Na avaliacdo de contato osso-implante, os
implantes instalados nos espécimes artriticos tiveram um menor grau de contato 0sso-
implante em relacdo aos que foram inseridos em animais saudaveis (Sennerby,
Thomsen®, 1993). Entretanto, na avaliacgdo de fixacdo mecanica ndo encontrou
diferenca estatistica significante quando comparados ao controle saudavel (Branemark,
Thomsen®3, 1997).

O extrato de 6leo insaponificavel de abacate e soja (ASU) é um composto

extraidos do fruto e das sementes dessas plantas. E indicado no tratamento dos quadros
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dolorosos de artrose de quadril e joelho, como coadjuvante do tratamento das
periodontites e gengivites (vide bula, Anexo A). Esse medicamento demonstrou reduzir
o quadro doloroso que ocorrem na artrite (Christensen et al.*>, 2008; Cameron et al.*,
2001) levando a melhora na dinamica de movimentacao das articulacdes (Appelboom et
al.%, 2001; Maheu et al.?®, 2014). Ele age na diminuicdo em cerca de 50% a atividade da
colagenase, impedindo o efeito destrutivo da interleucina-1p na cartilagem articular,
permitindo a restauracdo da producdo normal de colageno e da malha de tecido
conjuntivo (Mauviel et al.?’, 1991). Alguns estudos in vitro, pré-clinicos e clinicos tém
descrito resultados da utilizacdo do ASU sobre a artrite reumatoide:

Mauviel et al.?’ (1991), estudaram o efeito do ASU sobre a atividade
colagenolitica em culturas de sinoviocitos de pacientes com artrite reumatdide e
condrdcitos articular de coelhos tratados com interleucina-1. Os autores observaram que
a incubacdo dos dois tipos de células com o ASU, quando expostos a interleucina-1 (IL-
1) impede parcialmente o efeito desta proteina. Estes dados sugerem um potencial papel
do medicamento para limitar os efeitos deletérios da IL-1 em doencas osteoarticulares,
reduzindo a capacidade desta citocina de estimular a producdo de colagenase pelos
sinoviocitos e condrocitos.

Em 1998, Henrotin et al.?°, investigaram os efeitos de misturas de abacate e
soja insaponificaveis em metaloproteinases, citocinas e producdo de prostaglandina E;
por condrécitos articulares humanos. O ASU foi misturado em trés concentraces
diferentes: 1:2 (1 parte de abacate e 2 partes de soja), 2:1 (2 partes de abacate e 1 parte
de soja) ou 1:1 (2 partes de abacate e 2 partes de soja). Os condrécitos foram isolados e
cultivados na auséncia ou presenca de interleucina-1p (IL-1p), e testados nas diferentes
concentragdes. Todas as concentracdes do ASU reduziram a producéo de estromelisina,

interleucina-6, interleucina-8 e prostaglandina E, nos condrocitos. Estes achados
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sugerem um papel potencial do ASU na reducao dos efeitos deletérios da IL-1p sobre a
cartilagem.

Andriamanalijaona et al.® (2006), investigaram o efeito in vitro do extrato
insaponificavel de abacate e soja na expressdo do fator de transformacéo do crescimento
beta 1 (TGF-B1), beta 2 (TGF-B2) e proteina morfogenética dssea-2 (BMP-2) pelo
ligamento periodontal e 0sso alveolar humano, na presenca de proteinas IL-1B. As
células do ligamento periodontal e osso foram incubadas com ASU na presenca ou
auséncia de IL-1B. O medicamento estimulou a expressdo de TGF-p1, TGF-f2 ¢ BMP-
2, sugerindo que o ASU pode exercer acdo preventiva sobre os efeitos deletérios
exercidos pela IL-1p na doenga periodontal.

O estudo de Au et al.> (2007), avaliou os efeitos do ASU nos mediadores
pré-inflamatorios em condrdcitos articulares, mondcitos e macréfagos. Os resultados
obtidos identificaram que o ASU reduziu a expressdo de fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), IL-1B, ciclo-oxigenase 2 (COX2) e expressdo de oxido nitrico sintase induzida
(iNOS) em condrdcitos ativados por lipopolissacarideo (LPS). Estas observactes
justificam os efeitos anti-inflamatérios do ASU, que diminui a dor em pacientes com
osteoartrite.

Os efeitos metabdlicos do ASU em condrocitos articulares foram estudados
por Lippiello et al.> (2008). Com o intuito de esclarecer o contetido do ASU, amostras
foram analisadas por cromatografia liquida de alta pressdo e espectrometria de massa. A
avaliacdo da atividade anti-inflamatoria do medicamento foi testada em condrécitos
bovinos in vitro, através da medida de reducdo da sintese de IL-1, de prostaglandina 2
(PGE2) induzida e metaloproteases (MMP). O ASU foi efetivo na inibicdo da IL-1

induzida, na atividade da MMP-3 e sintese da PGE2.
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Heinecke et al.*’ (2010), avaliaram o efeito anti-inflamatério do ASU e da
epigalocatequina galato (EGCG) na expresséo da COX-2 e na producdo da
prostaglandina E, (PGE;) em citocinas ativadas de condrocitos equinos. Os resultados
demonstraram que o ASU e a EGCG inibiram a expressdo da COX-2 e a producédo de
PGE, em condrocitos ativos.

Pavelka et al.®®> (2011), apresentaram um relatério com dados
epidemioldgicos sobre o impacto da osteoartrite, evidenciando os efeitos da utilizagédo
do ASU. Os resultados demonstraram que o medicamento tem acdo anti-inflamatoria,
inibindo mediadores destrutivos (IL-1 e metaloproteinases) e estimula mediadores
anabdlicos (TGF-B). Relatou a eficacia e seguranca do medicamento sendo
recomendado especialmente para osteartrites dolorosas.

Maheu et al.?® (2013), avaliaram a capacidade do ASU em retardar a
progressao da osteoartrite do quadril. Pacientes com sintomas de dor ha mais de 1 ano e
espaco articular do quadril entre 1 e 4 mm em uma radiografia pélvica foram tratados
com ASU ou placebo. Apds acompanhamento de 3 anos foi observada reducdo no
percentual de progressao da doenca no grupo tratado com o medicamento.

O processo de osseointegracdo ocorre em trés estagios basicos (inflamatorio,
fibroblastico e remodelador). Logo ap6s a instalacdo do implante tem inicio a formacao
do coagulo com grande numero de células inflamatdrias, que apo6s alguns dias é
substituido por tecido de granulacdo rico em neutrofilos e macréfagos. Neste tecido de
granulacdo, os macrofagos de reparacdo e as células mesenquimais indiferenciadas
iniciam a producéo e liberacdo de fatores de crescimento, que estimulam a formacéo de
tecido conjuntivo provisorio rico em fibroblastos, que posteriormente se diferencia em
ostedide (0sso primario), terminando com a remodelacdo Gssea onde 0 0sso primario €

substituido por osso lamelar (Lindhe et al.?*, 2005).
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Em virtude do medicamento PIASCLEDINE®300 (ASU) estar indicado no
tratamento de osteoartrites, que € uma doenca imunoinflamatdria induzida por citocinas
pré-inflamatorias, estudos na area médica tém demonstrado a acdo de reparo deste
farmaco em tecido conjuntivo (estroma, cartilagem e 0sso) devido a estimulos na
secrecdo de fatores de crescimento e supressdo da secrecdo de citocinas pro-
inflamatdrias, supde-se que esse medicamento pode exercer algum efeito sobre o

processo de osseointegracao dos implantes dentarios.
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5 CONCLUSAO

De acordo com as limitacdes deste estudo foi possivel concluir que extrato de 6leo

insaponificivel de abacate e soja:

- teve uma influéncia positiva na osseointegracdo dos implantes.

- teve uma influéncia positiva na osseointegracéo dos implantes em animais com artrite

induzida.
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