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Resumo

Periodontite € uma doenca imunoinflamatoéria caracterizada por destruicdo éssea. Calotropis
procera € um arbusto que possui propriedades farmacoldgicas. Investigou-se a fragdo proteica
nao dialisavel do latex de Calotropis procera (PLCp) na reabsorcéo 6ssea alveolar (ROA) induzida
em ratos. Para tanto, os animais receberam i.p. agua para inje¢ao (API; 2 ml/kg) ou PLCp (0,33, 1
ou 3 mg/kg) 30 minutos antes da ligadura do 2° molar e, diariamente, durante 11 dias, quando
foram eutanasiados. Foram removidas as maxilas para analise macroscoépica ou histolégica, e os
tecidos gengivais para mensurar a atividade da mieloperoxidase (MPO). Sistemicamente, avaliou-
se leucograma, Fosfatase Alcalina Ossea (FAO) sérica, bem como pesos imidos dos rins, figado
e baco correlacionados com 0s respectivos pesos animais. Aligadura durante 11 dias aumentou a
ROA e a MPO, reduziu a FAO (p<0,05), e induziu leucocitose por neutrofilia e linfomonocitose
(p<0,05). PLCp (1 mg/kg) significantemente reduziu a ROA (26%) e a MPO (46,3%), comparados
aos animais API. APLCp néo alterou os niveis de FAO (16,9%; p>0,05), a leucocitose, 0 peso e 0s
indices renal, hepéatico e esplénico, quando comparados aos animais APl. Em suma, PLCp
reduziu a inflamacédo e a ROA, sem induzir o anabolismo 6sseo ou causar alteracdes sistémicas
importantes.
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Introducéao

A periodontite € uma doenca imunoinflamatéria que afeta a gengiva, o ligamento periodontal, o
cemento radicular e 0 0sso alveolar, em resposta a patdgenos e seus produtos. Possui alta
prevaléncia e tem sido considerada uma das maiores causas de perda de dentes em adultos.
Além disso, tem se destacado devido as possiveis repercussdes sistémicas, afetando outras
doencas importantes, como artrite reumatoide (ARAUJO et al., 2015). Tal resposta do hospedeiro
envolve diversas células, como neutrdfilos, linfocitos e macréfagos, bem como varios mediadores
da inflamac&o que culminam em estimular a ativacdo osteoclastica (YUCEL-LINDBERG; BAGE,
2013). A ativagao osteoclastica € influenciada pelo fator estimulador de colénia de macrofagos (M-
CSF), e pelo ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa B (RANKL) presente em
osteoblastos. De fato, tanto a diferenciagédo como a fun¢éo dos osteoclastos s&o reguladas com o
aumento da ligagdo de RANKL ao seu receptor RANK, o que por fim resulta em
osteoclastogénese. Também associado a esse evento, um outro receptor naturalmente atraente
para RANKL, denominado osteoprotegerina (OPG), e também produzido por osteoblastos e
células da medula 6ssea, ao se ligar ao RANKL, previne que o mesmo se ligue ao RANK e, com
isso, limite a osteoclastogénese (REDLICH; SMOLEN, 2012). Calotropis procera, uma planta
laticifera, e principalmente seu latex, € comumente utilizado na medicina popular, sobretudo na
india, para tratar doencas de pele, reumatismo e outras desordens (ALENCAR et al., 2006). Em
estudos com animais, a fracéo proteica ndo dialisavel do latex de Calotropis procera (PLCp) foi
capaz de reduzir a mucosite em hamsters, bem como o edema, o infiltrado leucocitario e
abscessos, bem como reducdo de TNF-a, IL-1p e da COX-2 (FREITAS et al.,, 2012). Nesse
sentido, considerando-se que a PLCp pode exercer um papel anti-inflamatorio sistémico, buscou-

se avaliar seus efeitos na reabsorgéo 6ssea inflamatoria induzida por ligadura em ratos.

Materiais e Métodos

Foram utilizados 36 ratos Wistar machos (200+20 g), acomodados em caixas (n=4/caixa), e
receberam racdo comercial balanceada e agua a vontade. Inicialmente os animais foram
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distribuidos em 4 grupos (n=6 cada) e receberam i.p. 4gua para injecdo (API; 2 ml/kg) ou PLCp
(0,33, 1 ou 3 mgl/kg), respectivamente, 30 min antes da inducdo da reabsorcao 6ssea alveolar
(ROA) e, diariamente, durante 11 dias. Dois grupos adicionais receberam API ou PLCp 1 mg/kg e
foram conduzidos sob as mesmas condi¢des para os estudos histologicos. A ROA foi induzida por
ligadura (n&ilon 000) do 2° molar superior esquerdo, permanecendo por 11 dias, quando entdo
foram eutanasiados, e removidas as suas maxilas para andlises morfométrica ou histolégica, e as
gengivas para analise da atividade da mieloperoxidase (MPO). Para analise morfométrica, as
hemimaxilas obtidas foram dissecadas, coradas, fotografadas e as imagens utlizadas para
mensuracdo da area de reabsorcdo (ROA) entre a juncdo cemento esmalte e 0 a borda 6ssea
remanescente. Para histopatologia, as hemimaxilas removidas foram fixadas em formol
tamponado, desmineralizadas em solucdo EDTA, e processadas para inclusdo em parafina e
coloragéo H&E em laminas com cortes seriados, nos quais foram considerados a regiéo entre 1° e
2° molar para avaliagdo do grau de infiltrado leucocitario e grau de preservacdo de cemento e
0sso alveolar, bem como a histomorfometria da area de furca do 2° molar considerando o ponto
mais alto da crista 0ssea alveolar remanescente e o teto da furca. Sistemicamente, amostras
sanguineas foram utilizadas para o leucograma e a dosagem de fosfatase alcalina 6ssea (FAO), e
foram coletados figado, rim e baco, cujos pesos foram comparados com as respectivas massas
corporais animais no 11° dia. Os animais foram pesados diariamente, e os dados expressos como

a variacao de massa corporea.

Resultados e Discusséo

Nesse estudo, os 11 dias de ligadura causou intensa ROA (4,73+0,42), comparada as
hemimaxilas néo ligadas, ditas normais. Esses dados estédo de acordo com diversos estudos do
nosso laboratério (BEZERRA et al., 2000; LIMA et al., 2004; GUIMARAES et al., 2016), onde a
ROA é induzida a partir do 5° e com o pico de leséo entre os 7° e 11° dias (LIMA et al., 2000).
Corroborando, microscopicamente observou-se intensos infiltrado leucocitario, ROA e destruicao
importante do cemento [3 (2-3)], comparados ao normal [0 (0-0); p<0,05]. Complementando, a
ligadura aumentou (p<0,05) a MPO (API= 16,208+3,639; Normal= 3,096+0,610), e a histometria
nas regibes de furcas (API= 30,6+4,0; Normal= 3,9+0,46). Ainda, no 11° dia, observou-se

leucocitose, a custa de neutrofilia e linfomonocitose (Valores normais: Leucdcitos totais (LT)=
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7,430+0,5247; Neutrofilos (N)= 2,009+0,3164; Mononucleares (MN)= 5,476+0,4001; API: LT=
16,39+2,281; N= 4,472+1,220; MN= 12,12+2,109), reducdo de 57,1% de peso corporal, devido a
manipulacao do animal, sem alteragdes nos indices renal, hepatico e esplénico. Esses aspectos,
em conjunto, explicitam que tal modelo animal de reabsor¢cédo 0ssea alveolar €, sobretudo, um
modelo de inducdo de resposta inflamatéria, que pode, conforme o curso temporal da doenca,
resultar em perda oOssea faciimente mensuravel. Logo, nesse contexto, os 11 dias de
administracdo da PLCp (1,0 mg/kg) reduziu (p<0,05) a ROA em 26%, quando comparada as
hemimaxilas néo tratadas (API= 4,73+0,42; PLCp 1 mg/kg= 3,51+0,29). Considerando-se que a
PLCp reduziu a producdo de citocinas pro-inflamatérias IL-18 e TNF-a (FREITAS et al., 2012), e
gue o mecanismo de reabsorcdo 6ssea associada a periodontite consiste no aumento destas
citocinas, sugere-se que tal reducdo se deveu ao potencial anti-inflamatério de PLCp. Apoiando
tais achados, a avaliacdo histolégica da regido entre 1° e 2° molares, a PLCp (1,0 mg/kg) reduziu
o infiltrado leucocitario, ndo obstante a reduc&o das reabsor¢des 0ssea e cementaria {API=[3 (2-
3)]; PLCp 1 mg/kg=[1 (1-2)]; p<0,05}. Entretanto, seu efeito a nivel de furca néo foi significante, o
que pareceu coerente com o grau moderado de protecdo que a PLCp conferiu a estrutura 6ssea
per si. Por outro lado, ao se avaliar a MPO, considerada um importante marcador neutrofilico, a
PLCp preveniu significantemente o aumento da atividade de enzima (API= 16,208+3,639; PLCp 1
mg/kg= 12,930+0,919). Tal achado sugere que, ao menos em parte, o efeito da PLCp nesse
modelo animal esta relacionada ao menor infiltrado neutrofilico subjacente a ligadura. De fato, ao
se avaliar seu papel a nivel de anabolismo 6sseo, a PLCp reduziu, de forma significante, os niveis
de FAO, um marcador relativamente especifico da osteogénese e um marcador indireto da
atividade de osteoblastos (COLEMAN et al., 2008). Sabe-se que a inducéo da periodontite através
da ligadura do segundo molar superior causa uma diminuicdo dos niveis séricos de FAO, quando
comparados aos niveis basais (GOES et al., 2014; GUIMARAES et al., 2016). Nesse caso, a
reducdo da FAO, aquém dos niveis induzidos nesse modelo, reforca que a reducdo da ROA
provavelmente ndo estéd relacionada ao aumento da atividade osteoblastica, mas sim ao seu
potencial anti-inflamatorio in loco. Quanto aos demais parametros sistémicos, mesmaos as maiores
doses utllizadas da PLCp ndo causaram alteragbes no leucograma, ndo prevenindo assim a
leucocitose, a neutrofilia ou a linfomonocitose induzidas pelos 11 dias de ligadura. Ainda, nesse
modelo, a PLCp ndo modificou os indices renal, hepéatico e esplénico, o a variagdo de massa
corporea, explicitando que a sua utilizacdo no referido periodo ndo afetou os padrbes de
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normalidades sistémica e, portanto, sua seguranca.

Concluséo

A fracdo proteica nao dialisavel do latex de Calotropis procera reduziu a infiltracdo neutrofilica
gengival relacionada a reabsorcdo éssea alveolar induzida por ligadura, sem efeitos anabdlicos

0sseo0s ou sistémicos importantes.
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