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RESUMO

O objetivo do estudo foi analisar as alterac6es no perfil inflamatério causado pela associacéo
da doenca periodontal e o exercicio fisico, em condicdes fisiologicas, e o papel desta
interacdo sobre o processo de reparo muscular. Para isso, foram utilizados 24 ratos Wistar
machos divididos em quatro grupos experimentais: Controle saudavel e sedentério (SS);
Controle saudavel e treinado (TS); Com doenca periodontal e sedentario (SC) e Com doenca
periodontal e treinado (TC). Foi realizada a indugdo de doenca periodontal pela técnica de
ligadura nos grupos SC e TC. Os grupos TS e TC realizaram um protocolo de exercicio fisico
intenso em esteira rolante, durante 8 semanas. Ao longo das semanas do experimento, foram
realizadas coletas de sangue para analise dos niveis sericos de citocinas inflamatdrias e de
leucocitos circulantes. Ao final do protocolo de exercicio, foi realizada a inducéo de lesdo
muscular, por criolesdo, nos musculos tibial anterior e gastrocnémio de todos os animais,
sendo os ratos sacrificados 3 dias apds a criolesdo. Foram realizadas analises morfoldgicas
dos musculos com lesdo induzida e dos musculos contralaterais, além do timo. Os dados
foram analisados utilizando o pacote estatistico SPSS versdo 17.0 para Windows. Para realizar
a comparacdo das médias entre 0s grupos, nos diferentes momentos analisados, foi utilizando
o teste One-Way ANOVA e teste Post-Hoc de Tukey, com nivel de significancia de 0,05%. A
doenca periodontal foi capaz de modificar células e mediadores inflamatorios sistémicos,
tendo uma acdo indireta no catabolismo muscular e no processo de reparo tecidual apés lesdo,
sendo seu efeito potencializado, quando associada ao exercicio fisico.



ABSTRACT

The aim of the study was to analyze the changes in the inflammatory profile caused by the
association of periodontal disease and exercise, under physiological conditions, and the role
of this interaction on the process of muscle repair. For this, it was used 24 male Wistar rats
which were randomly divided into four groups: healthy and sedentary (SS), healthy trained
(TS); sedentary with periodontal disease (SC) and trained with periodontal disease (TC).
Periodontal disease induction was performed in the SC and TC groups. TS and TC groups
underwent a protocol of intense exercise on a treadmill for 8 weeks. Over the weeks of the
experiment, blood samples were taken for analysis of serum inflammatory cytokines and
circulating leukocytes. At the end of the exercise protocol it was induced muscle damage at
the tibialis anterior and gastrocnemius muscles of all animals by cryoinjury, and the ratswere
sacrificed 3 days after the cryoinjury. Morphological analyzes were performed with muscle
injury induced, undamaged contralateral muscles, and thymus. Data were analyzed using
SPSS version 17.0 for Windows. To perform the comparison of means between groups in
different time points analyzed, it was used One-Way ANOVA and post-hoc Tukey test with a
significance level of 0.05%. It was obseved that periodontal disease was able to modify white
blood cells count and the systemic levels of inflammatory mediators, with an indirect action
in muscle catabolism and tissue repair after injury, and its action is potentiated when
combined with exercise.
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1 APRESENTACAO

A presente dissertacdo teve como foco de estudo a correlagdo dos niveis inflamatorios
causado pela doenca periodontal sobre o processo de reparo muscular de ratos treinados e
sedentarios. Para isso, animais com ou sem doenca periodontal foram submetidos a exercicio
em esteira e avaliados quanto a pardmetros imunoldgicos, marcadores inflamatorios e
estrutura histomorfologica de érgdo linfatico e tecido muscular.

Esta dissertacdo de mestrado esta estruturada da seguinte maneira:

Revisdo de literatura, enfatizando os principais pontos de discusséo;

Primeiro  artigo: “EFEITOS DA ASSOCIACAO ENTRE DOENCA
PERIODONTAL E EXERCICIO FISICO INTENSO SOBRE OS NIVEIS SERICOS
DE MARCADORES INFLAMATORIOS E HIPERTROFIA MUSCULAR”. Referente
ao efeito da acdo conjunta da doenca periodontal induzida e do exercicio fisico sobre o0s
mediadores inflamatdrios e sobre 0 metabolismo muscular. A ser submetido para o periddico
Mediators of Inflammation.

Segundo artigo: “INFLUENCIA DA DOENCA PERIODONTAL ASSOCIADA
AO EXERCICIO FISICO NOS NIVEIS SERICOS DE MARCADORES
INFLAMATORIOS E NO PROCESSO DE REPARO MUSCULAR”. Referente a agio
da doenca periodontal sobre os mediadores inflamatérios e sobre o reparo muscular frente a
lesdo induzida. A ser submetido para o periédico Mediators of Inflammation.

Discusséo integrada dos resultados obtidos.



2 REVISAO DE LITERATURA

A inflamagcdo é um processo bioldgico complexo que envolve componentes
vasculares, celulares e uma diversidade de substancias soltveis, apresentando como sinais
clinicos caracteristicos rubor, calor, edema, dor e prejuizo funcional (MEKORI e
MERCALFE, 2000). A finalidade do processo inflamatorio € remover o estimulo lesivo e
iniciar a recuperagdo tecidual (PERDIGUERO et al., 2011). O sucesso na remocdo do
estimulo lesivo leva a concluséo do processo e término da reacdo inflamatdria. Os mediadores
da resposta inflamatoria sdo variados e derivam tanto de precursores plasmaticos quanto de
células, incluindo produtos de clivagem de precursores, produtos de cascatas de ativagdo,
substancias pré-formadas, radicais livres de oxigénio, éxido nitrico e derivados do acido
araquidénico (AUF DEM KELLER et al., 2013).

A reparacdo de um tecido danificado requer a acdo coordenada de células
inflamatérias e de tecidos especificos para restaurar a homeostase do local de lesdo.
Descobertas recentes revelam interacdes complexas entre o tecido muscular e células do
sistema imunologico, que regulam o reparo tecidual (WEHLING, SPERNCER e TIDBALL,
2001) PerturbacBGes nos processos que normalmente regulam a ativacdo, proliferacdo ou
diferenciacdo de células satélites, apos a lesdo, podem prejudicar a capacidade de regeneracdo
do musculo. As células mieléides estimulam o inicio das fases de reparacdo através de
mecanismos mediados por interleucinas (NGUVEN e TIDBALL, 2003). O prolongamento da
presenca destes reguladores esta associado com uma fase tardia de diferenciacdo miogénica.
Este evento é atenuado pela reducdo da populacdo de células miel6ides, através da liberacao
de citocinas anti-inflamatdrias, incluindo IL-10 (TIDBALL e VILLALTA, 2010). Deste
modo, é importante o entendimento dos mecanismos potencializadores destes processos,

como a influéncia de doencas cronicas com caracteristicas infecto-inflamatorias.

2.1 Mediadores Quimicos Inflamatdrios

Citocinas sdo moléculas sinalizadoras secretadas principalmente por ceélulas do
sistema imunoldgico, em resposta a agressdes fisicas, quimicas ou bioldgicas. A secrecdo de
citocinas € um evento breve e autolimitado que resulta no estimulo de diferentes respostas das
células envolvidas na inflamacdo, sendo frequentemente citadas como modificadores da
resposta biologica (Figura 1) (PETERSEN e PEDERSEN, 2005). Estas proteinas atuam sobre

diferentes mecanismos como, por exemplo, a¢Ges pleitropicas (habilidade de uma citocina em



agir em diferentes tipos celulares) e acbes redundantes (propriedade de mdltiplas citocinas
possuirem o mesmo efeito funcional) (BRUUNSGRARD, 2005). Além disso, as citocinas
podem influenciar a sintese e a¢fes de outras citocinas, ter acdo local ou sistémica e atuar
sobre o processo de sintese de RNAm. As citocinas podem ser classificadas em diferentes
categorias: interferons (IFN), interleucinas (IL), fator estimulador de colonias (CSF), fator de
necrose tumoral (TNF-a e TNF-B) e fator de transformagdo de crescimento (TGF-f) (PRLIC e
BEVAN, 2006).

Medula Ossea
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Figura 1: Reacdo em cadeia do estimulo de citocinas. Leucdcitos sdo originados a
partir de células-tronco pluripotenciais oriundas da medula éssea. Sua diferenciacdo pode
ocorrer tanto na prépria medula quanto em érgdos especificos como o timo (linfcitos T).
A funcdo dos leucécitos estd relacionada com as reacdes imunitarias. A comunicacdo
entre as células e a modulacdo do processo inflamatério ocorre através de citocinas
envolvidas na emissdo de sinais, durante o desencadeamento das respostas imunes. S:
célula tronco; LS célula tronco linfoide; MS: célula tronco mieloide; MAC: macréfago;
MC: mastocito; PMN: polimorfonucleares; BO: basofilo; EO: eosinéfilo; PC: plasmdcito;
Tc: linfocito T citotoxico; IL: interleucina; TNF: fator de necrose tumoral; MCSF: fator
de estimulo de colbnias de granuldcitos; GCSF: fator de estimulo de coldnias de
macrdfagos; EPO: eritropoietina; Th: linfocito T auxiliar; RGC: eritrocito. Adaptado de:
NAOUM, P. C. Avancos tecnolégicos em hematologia laboratorial. Rev. Bras. Hematol.
Hemoter. v. 23, n. 2, p. 111-19, 2001.

As interleucinas, conhecidas também por linfocinas, sdo proteinas envolvidas
principalmente na comunicagéo entre linfocitos. S&o um grupo de proteinas diferentes, com
origens diversas — a maioria em células T, embora algumas sejam sintetizadas também por
macrofagos e células teciduais (UNANUE e ALLEN, 1987). Algumas interleucinas séo
produzidas por ceélulas ndo leucocitarias. Suas fungbes estdo relacionadas com o

reconhecimento de antigenos estranhos por células T, amplificacdo da proliferacéo de células
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T ativadas, atracdo de macrofagos e identificagdo de mecanismos efetivos para fagocitose de
microorganismos e promocao da eritropoiese (BRUUNSGRARD, 2005).

2.1.1 Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a)

Trata-se de uma citocina mediadora e reguladora da imunidade inata, sintetizada
principalmente por fagdcitos mononucleares ativados. A fungdo fisioldgica principal desta
citocina € estimular o recrutamento de neutréfilos e mondcitos para locais de infeccéo e ativar
estas células para erradicar os microorganismos patogénicos (FOLEY, 2008). Em diferentes
concentragOes, pode desempenhar acles especificas: em baixas concentracGes plasmaticas, o
TNF-a age sobre os leucécitos e sobre o endotélio para induzir inflamacao aguda (MOORE et
al., 1999) em concentracdes moderadas, medeia os efeitos sistémicos da inflamacdo, tais
como febre, producdo de proteinas de fase aguda (amiléide A e fibrinogénio) e producéo de
leucocitos pela medula 6ssea (GENCTOY et al., 2005). Em altas concentracdes plasmaticas,
causa anomalias patolégicas do choque séptico, tais como inibi¢do da contratilidade cardiaca,
diminuicdo da resisténcia dos vasos sanguineos, levando a formacdo de trombos e
hipoglicemia severa (KELLER et al., 2004).

2.1.2 Interleucina 6 (IL-6)

Proteina produzida por fagdcitos mononucleares, células do endotélio vascular,
fibroblastos e outras células em resposta a microorganismos e a outras citocinas,
especialmente IL-1 e TNF-a. Atua tanto no sistema imune inato quanto adaptativo, tendo
como principais funcBes bioldgicas a sintese de proteinas na fase aguda da inflamacéo,
estimulacdo da producédo de neutréfilos e crescimento de linfécitos B, que se diferenciam em
produtores de anticorpos (FISMAN et al., 2006). Aumentos séricos podem ocorrer em
doencas inflamatdrias e infecciosas. Pequenos aumentos cronicos nos niveis de IL-6
plasmatico podem estar associados com obesidade, baixo nivel de atividade fisica, resisténcia
insulinica, diabetes tipo 2, doenca cardiovascular, além de servir como preditor de
mortalidade (BRESSON e VON HERRATH, 2011; CRANE et al., 2012).

2.1.3 Interleucina 10 (1L-10)
Importante citocina anti-inflamatoria produzida por muitas populagdes de células,
principalmente por mondcitos e pelos linfocitos T auxiliares (Th2), que regula a resposta

imune, inibindo reacdes alérgicas (AL-JANADI et al., 1996). Possui efeitos pleiotropicos
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sobre a imunorregulagdo e inflamacdo. Sua funcdo biologica principal parece estar
relacionada com o limite e terminacdo de respostas inflamat6rias e com a regulacdo da
proliferacdo e da diferenciacdo de varias células Imunoldgicas (CYPEL e RUBACHA, 2009).
A IL-10 diminui a da expressdo de citocinas, antigenos do MHC de classe 11, e moléculas co-
estimuladoras sobre macréfagos. Além disso, também aumenta a sobrevivéncia celular,
proliferacdo e producdo de anticorpos. Estudos recentes sugerem que a IL-10 também faz uma
mediacdo imunoestimulatoria ajudando a eliminar agentes infecciosos e ndo infecciosos
(ALLAVENA et al., 1998).

A resposta imunoldgica desencadeada pelo organismo, frente a uma agressao, pode
ocasionar alteracBes celulares e bioquimicas. Processos infecciosos, traumaticos ou agentes
agressores promovem, em determinadas circunstancias, uma ativacdo dos sistemas de defesa
do organismo, principalmente aqueles relacionados ao sistema imune inato, levando a
producdo de grandes quantidades de mediadores inflamatdrios, especialmente citocinas, como
o fator de necrose tumoral, e as interleucinas. Diferentes eventos podem ser responsaveis pela
alteracdo na resposta imunoldgica do nosso organismo. Dentre eles, destacam-se a doenca
periodontal e o exercicio fisico (KHANDPUR et al., 2013; BORASCHI et al., 2013).

2.2 Doencas Periodontais e Marcadores Inflamatorios

As doencas periodontais sdo doencas infecto-inflamatorias destrutivas dos tecidos
moles e duros que circundam os dentes (LIU et al., 2009) Essas doencas ocorrem quando um
desafio microbiano gera um desequilibrio no processo salde-doenca, superpondo-se a
resposta imuno-inflamatoéria do hospedeiro (LIU et al., 2010). A extensdo e a gravidade da
destruicdo dos tecidos sdo afetadas pela magnitude e pelas caracteristicas da resposta do
hospedeiro e podem ser moduladas por fatores ambientais, sistémicos ou genéticos
(EBERSOLE et al., 2008).

Embora os microrganismos tenham sido implicados como fator etioldgico das doencas
periodontais, a patofisiologia desta doenca tém sido atribuida ndo somente aos produtos
bacterianos, mas também aos mediadores quimicos libertados pelas células hospedeiras, como
resultado de reacOes inflamatorias e imunoldgicas (Tabela 1) (GOKUL, 2012). A doenca
periodontal pode modificar diferentes mediadores inflamatdrios e, dentre estes mediadores,
podemos citar as interleucinas as quais sdo substancias secretadas por células de defesa e
servem para ativar ou modular aspectos especificos da inflamagdo (TABA et al., 2005). A

maioria destes compostos sdo pro-inflamatérios, ou seja, eles promovem ou retroalimentam o
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processo inflamatério (TELES et al., 2009), sendo que o perfil de secrecdo de citocinas pode
ser considerado como um indicador de risco da periodontite (DE HEENS, LOOS e VAN
DER VELDEN, 2010).

Tabela 1: Indicacdo de mediadores inflamatdrios e algumas de suas fungdes envolvidas na

doenca periodontal.

Mediador
inflamatorio Funcao Referéncia

Fase aguda da inflamacéo;

Liberada na presenca de periodontopat6genos;
TNF-a Associado com a reabsorcdo 0ssea;

Recruta células progenitoras de osteoclastos;

Induz apoptose de osteoblastos;

Wong et al., 2010
Behl et al., 2008

Reduz o nimero de osteoblastos; Sims & Walsh, 2010
IL-6 Aumenta a expressdo de metaloproteinases de ~ Maekawa et al., 2009
matriz (MMP); Sundararaj et al., 2009
Resposta imunoldgica adaptativa;
IL-10 Baixos niveis séricos indicam uma exarcebagao Han et al., 2009
da DP; Lee et al., 2009

Inibi¢do da reabsor¢do 0ssea;

Pacientes com doenca periodontal apresentaram niveis séricos de proteina c-reativa
(PCR) e IL-6 significativamente superiores, quando comparados a pacientes sadios (SUN et
al., 2009; NAKAJIMA et al., 2010) e, apds a realizacdo do tratamento da doenca periodontal,
observou-se uma reducdo significante nos niveis destes marcadores inflamatdrios
(NAKAJIMA et al., 2010). Adicionalmente, os niveis séricos de IL-10 encontram-se
aumentados na presenca de periodontite associada a outras doencas sistémicas (CORREA et
al., 2010). Diferentes interleucinas, como IL-6, IL-8, IL-1a ¢ TNF-a, ja demonstraram ter
forte correlacdo positiva com os parametros clinicos da doenca periodontal (TELES et al.,
2009) embora aparentemente a IL-6 tenha papel mais importante. Adicionalmente, os niveis
séricos de IL-6 e IL-10 encontram-se aumentados na presenca de periodontite associada a
outras doencas sistémicas (CORREA et al., 2010).

Estudos que induziram a doenca periodontal em ratos demonstraram que ocorre uma
correlacdo entre o aumento das concentragfes séricas de mediadores inflamatorios como IL-
1B, IL-6, TNF-a ¢ PCR com a presenca de perda 6ssea quando comparado ao grupo sadio

(BAIN et al., 2009; LIANG et al., 2010). Ao ser avaliada a interacdo de outras condigdes
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sisttmicas como diabetes, tabagismo e doengas cardiovasculares com a periodontite, observa-
se uma relagdo bilateral entre os fatores inflamatérios envolvidos (MAKINO et al., 2008;
NISHIHARA et al., 2009; TAYLOR et al., 2010).

2.3 Exercicio Fisico e Marcadores Inflamatorios

A prética regular de atividade fisica associada a uma dieta balanceada pode ser
importante fator na promocéo da salde. Todavia, a frequente realizacdo de exercicios fisicos
de alta intensidade ou exaustivos pode aumentar a suscetibilidade a lesdes, promover a fadiga
cronica e overtraining (CRUZAT et al., 2007).

Apdbs o exercicio, ha alteracdes de células inflamatorias circulantes. Inicialmente,
neutrofilos e, posteriormente, mondcitos e linfocitos sdo recrutados para o local de
inflamacdo, onde produzem espécies reativas de oxigénio (ERO) e enzimas proteoliticas para
limpar e reparar o tecido lesado (STUPKA et al., 2000; NIEMAN et al., 2003). A infiltracdo
de neutrofilos é estimulada por fatores quimiotaticos, incluindo prostaglandinas, fator de
necrose tumoral (TNF-a) e interleucinas (IL-1p e IL-6). Essa resposta ndo é especifica e,
desse modo, pode acarretar lesdo de células normais adjacentes ao local lesado. Além disso, a
IL-6 também estimula a glandula hipofise a liberar o hormonio adrenocorticotréfico (ACTH),
gue promove o aumento da liberacdo do horménio cortisol a partir do cortex da glandula
adrenal (NIEMAN et al., 2003; ROGERO, MENDES e TIRAPEGUI, 2005).

A relacdo entre exercicio fisico, citocinas e o sistema imune é relevante por diversas
razdes. Por exemplo, a sintese de citocinas por células do sistema imune é um dos
mecanismos por meio do qual as imunidades inata e adquirida sdo ativadas ou amplificadas,
fato que aumenta a imunocompeténcia e potencializa os efeitos do exercicio (LEWIS, FAREL
e WOOD, 2010). Além disso, 0 modelo do exercicio pode auxiliar na elucidacédo do papel que
as citocinas desempenham como reguladores locais e circulantes da funcdo enddcrina em
individuos submetidos a treinamentos exaustivos. A frequéncia e a intensidade em que é
realizado o exercicio fisico alteram o balago entre pré-oxidantes e antioxidantes
(MACKINNOM, 2000).

Além da analise de células e mediadores inflamatérios, alguns 6rgdos também sdo
foco de estudo da acdo do exercicio fisico. O timo é um 6rgéo linfatico relacionado com a
producdo de linfécitos T e é frequentemente utilizado em andlises adicionais para avaliar a
acédo direta ou indireta da atividade fisica sobre o sistema imunolégico (SASSE et al., 2008).

A atividade fisica intensa pode resultar em adaptaces fisiologicas, incluindo a involugdo do
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timo, que estaria associada a ativacdo cronica do eixo hipotalamo-pituitario-adrenal. Alguns
estudos apontam que a intensidade e a duragdo da atividade fisica podem estar relacionadas
com a reducdo do peso do timo e a alteracdes morfoldgicas de seu parénquima (MORASKA
et al., 2000, SASSE et al., 2008).

2.4 Papel da Inflamacéo na Lesao e Reparo Muscular

As lesdes musculares podem ser causadas por contusdes, estiramentos ou laceracdes.
Alguns aspectos musculares podem aumentar o risco do desenvolvimento de lesGes. Musculos
mais suscetiveis sdo tipicamente compostos por uma elevada percentagem de fibras
musculares de tipo Il, o que sugere que o perfil metabdlico da fibra é importante na
determinacéo das suas caracteristicas funcionais e risco de lesdo (ORCHARD e BEST, 2002).

O processo de leséo/reparo muscular envolve mecanismos fisioldgicos e bioquimicos
distribuidos em trés fases: 1: destruicdo - caracterizada pela ruptura e posterior necrose das
miofibrilas, pela formacdo do hematoma no espaco formado entre o mdsculo e pela
proliferacdo de células inflamatorias; 2: reparo — consiste na fagocitose do tecido necrotico,
na regeneracdo das miofibrilas e na producdo concomitante do tecido cicatricial conectivo,
assim como a neoformacdo vascular e no crescimento neural; 3: remodelacdo - periodo de
maturacao das miofibrilas regeneradas, de contragédo e de reorganizagéo do tecido cicatricial e
da recuperacdo da capacidade funcional muscular (HE e MARNEROS, 2013). As duas
ultimas fases de reparo e remodelacédo se sobrepdem e estdo intimamente relacionadas.

As células inflamatorias desempenham um papel central no processo de reparo,
durante a inflamacdo, subsequente a lesdo. Trés etapas da inflamacdo podem ser identificadas,
de acordo com as diferencas entre as populacdes de células inflamatorias. Inicialmente, 0s
neutréfilos invadem rapidamente o local de lesdo e promovem a inflamacdo, liberando
citocinas que podem atrair e ativar células inflamatorias adicionais. Em situa¢es adversas, 0s
neutrofilos podem prejudicar ainda mais o dano muscular, liberando radicais livres de
oxigénio que podem danificar as membranas celulares (TIDBALL, 2005). Em um segundo
momento, ocorre um aumento de macréfagos (M1), que irdo remover as fibras musculares
danificadas e os detritos celulares. Por fim, hd um aumento de uma segunda subpopulacéo de
macrofagos (M2) que sdo associados com o reparo do musculo (TIDBALL e VILALTA,
2010).

A resposta inflamatoria envolvendo a liberag&o de citocinas tem como objetivo reparar

o0 tecido lesionado. Citocinas, como 0 TNF-a ¢ a IL-6, desempenham funcdes importantes



para o reparo do tecido lesionado (MORESI et al., 2008). A liberacdo de TNF-a facilita 0
influxo de neutréfilos para o local onde ocorreu o dano muscular, sendo responsavel pela
inducdo da fagocitose dos tecidos danificados (TIDBALL, 2005; TIDBALL e VILALTA,
2010). Prontamente, a IL-6 atua como uma citocina responsiva, modulando e ativando vias
energéticas para o suporte do processo inflamatério (AUF DEM KELLER et al., 2013).
Estudos recentes apontam que disfuncbes nas concentracfes destas citocinas podem modificar
0 processo de miogénese. Altos niveis de TNF-a bloqueiam fortemente a miogénese do tecido
muscular esquelético e estdo associados com numerosas perturbacdes musculares (BAKKAR
e GUTTRIDGE, 2010).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Analisar as alteracbes no perfil inflamatorio causado pela associagdo da doenca
periodontal e o exercicio fisico, em condi¢es fisiologicas, e o papel desta interacdo sobre o

processo de reparo muscular.

3.2 Objetivos Especificos
Analisar o papel da associacdo doenca periodontal e exercicio fisico sobre:
- Modificages nos parametros fisiol6gicos dos animais;
- Alteracgdes de células mieldides circulantes;
- ModificacBes nos niveis séricos dos mediadores inflamatoérios IL-6, 1L-10,
TNF-q;
- AlteracGes histomorfoldgicas degenerativas de érgdo linfatico;
- AlteracGes histomorfoldgicas do tecido muscular;
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Resumo

Objetivo: Analisar o papel da doenca periodontal (DP) associada ao exercicio fisico sobre
mediadores inflamatdrios e hipertrofia muscular. Materiais e métodos: 24 ratos wistar foram
divididos em 4 grupos experimentais: Controle saudavel e sedentério (SS); Controle saudavel
e treinado (TS); DP e sedentario (SC) e DP e treinado (TC). Foi realizada inducdo de DP nos
grupos SC e TC. Apo6s 30 dias da inducdo de DP, os grupos TS e TC iniciaram exercicio
fisico em esteira. Foram realizadas coletas de sangue para a analise de IL-6, IL-10, TNF-a ¢
leucograma. Os musculos tibial anterior e gastrocnémio foram submetidos a analise
morfologica. Resultados: Nos animais treinados, a DP diminuiu a resisténcia anaerdbia ao
longo do protocolo de exercicio. A DP foi capaz de modificar a contagem de leucocitos com o
exercicio fisico apresentando um papel atenuante. A DP aumento os niveis de IL-6, IL-10 e
TNF-0, sendo que o exercicio fisico, por si s6, modificou apenas os valores de IL-6. A
associagdo entre exercicio e DP foi responsavel por uma diminuicdo significativa no
perimetro das fibras musculares. Conclusdo: A DP modificou os niveis séricos de marcadores
inflamatdrios e, quando associada ao exercicio fisico, influencia negativamente no processo

de hipertrofia muscular.

Palavras-chave: Interleucinas, leucdcitos, tibial, gastrocnémio.
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Abstract

Objective: To analyze the role of periodontal disease (PD) associated with physical exercise
on inflammatory mediators and muscle hypertrophy. Methods: 24 Wistar rats were divided
into four experimental groups: healthy sedentary (SS), healthy trained (TS), sedentary with
PD (SC) and trained with DP (CT). PD was induced in groups SC and TC and after 30 days,
TS and TC underwent treadmill exercise for 8 weeks. Blood samples were collected for
analysis of IL-6, IL-10, TNF-o and leukocyte analysis, while the tibialis anterior and
gastrocnemius underwent histomorphologic analysis. Results: In the trained animals, DP
decreased anaerobic endurance throughout the exercise protocol. The DP was able to modify
the leukocyte count and the treadmill training presented a mitigating role. DP increased levels
of IL-6, IL-10 and TNF-0, and physical exercise only the increased values of IL-10. The
association between exercise and DP was responsible for a significant decrease in the
perimeter of the muscle fibers. Conclusion: The modified DP serum levels of inflammatory
markers and, when combined with exercise, will negatively influence the process of muscle

hypertrophy.

Keywords: Interleukins, leukocytes, tibialis, gastrocnemius.
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1. Introducéo

As doencas periodontais sdo doencas infecto-inflamatdrias destrutivas dos tecidos
moles e duros que circundam os dentes [1]. Essas doencas ocorrem quando um desafio
microbiano gera um desequilibrio no processo saude-doenca, superpondo-se a resposta
imuno-inflamatéria do hospedeiro [2]. A extensdo e a gravidade da destruicdo dos tecidos s&o
afetadas pela magnitude e pelas caracteristicas da resposta do hospedeiro e podem ser
moduladas por fatores ambientais, sistémicos ou genéticos [3].

Dados epidemioldgicos sugerem que as doencas periodontais podem estar associadas
com outras condi¢Bes sistémicas patologicas [1, 4, 5]. Além disso, é possivel encontrar
algumas evidéncias de que infeccbes de origem odontogénica possuem relagdo com o
desenvolvimento de danos em musculatura causados pela exacerbacdo da resposta
imunoldgica, a qual é capaz de gerar destruicdo e alteracdes na expressdo da miosina [6, 7, 8].

A atividade fisica regular tem demonstrado ter uma relacdo de protecdo contra varias
doencas cronicas, incluindo a reducéo no risco de desenvolvimento de periodontite [9, 10].
Diferentes tipo e cargas de exercicio fisico podem resultar em uma depressdo da imunidade,
com a consequente elevacdo dos horménios de estresse, principalmente o cortisol, e na
alteracdo das concentracGes de interleucinas como IL-6 e IL-10 [11, 12].

A massa muscular € resultado do equilibrio entre sintese e catabolismo protéico. Os
fatores anabolicos incluem fatores fisicos e quimicos. Os fatores catabélicos incluem desuso
muscular, estresses oxidativo, citocinas pro-inflamatérias, acidose e hormonios
glicocorticdides [13]. AlteracBes estruturais como a reducdo de massa e fibras musculares
estdo associadas a fraqueza muscular, reducdo da forca e da resisténcia muscular [14, 15].
Estes apontamentos indicam que pode haver uma intima relagdo entre 0s processos
catabolicos musculares e modificacGes de mediadores inflamatorios.

Devido ao fato da doenca periodontal e o exercicio fisico causarem alteracdes
sistémicas em marcadores inflamatorios bem como sobre o metabolismo muscular, o objetivo
do estudo foi analisar o papel da associacdo entre doenca periodontal associada e exercicio

fisico sobre mediadores inflamatdrios e hipertrofia muscular.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Caracterizacéo e Distribuicdo Amostral

O protocolo experimental segue as regras da Lei de Procedimentos para o Uso
Cientifico de Animais - Lei n° 11.794 (08.10.2008) e foi aprovado pelo comité de ética em
pesquisa da UFRGS (n° 19728). Foram utilizados 24 ratos Wistar machos de 60 dias, pesando
em média 2509 e provenientes do biotério central da UFRGS. Durante o experimento, 0S
animais foram mantidos em gaiolas coletivas de polipropileno (trés animais em cada gaiola),
recebendo racdo balanceada para roedores e agua ad libitum e mantidos em um ciclo
fotoperiodico de 12 horas claro/escuro. Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro
grupos experimentais, por meio de randomizagdo estratificada para o peso, com 6 ratos em
cada grupo: grupo 1) Controle saudavel e sedentario (SS); grupo 2) Controle saudavel e
treinado (TS); grupo 3) Com doenca periodontal e sedentéario (SC) e grupo 4) Com doenca
periodontal e treinado (TC).

2.2. Inducéo de Doenca Periodontal

A inducdo da doenca periodontal foi realizada pela técnica da ligadura [16]. Um
operador devidamente treinado realizou o procedimento. Os animais foram sedados
previamente a anestesia via IP com cloridrato de xilazina (1 mg/kg) e foram anestesiados via
IP com pentobarbital sédico (15 mg/kg). Apds a anestesia, foi acondicionado um fio de sutura
de seda estéril 4.0 na regido cervical dos segundos molares superiores e dos primeiros molares

inferiores. Este procedimento foi realizado nos grupos SC e TC.

2.3. Protocolo de Exercicio Fisico

O protocolo de exercicio teve inicio a partir do trigésimo dia apds a colocacdo das
ligaduras e teve a duracdo de cinco dias por semana, durante oito semanas. A atividade fisica
de escolha foi a corrida em esteira rolante. O protocolo de exercicios foi adaptado do
protocolo de estudo para verificacdo do limiar anaerobio de ratos, e consistiu de exercicios
fisicos diérios, com aumento gradual das velocidades. A disposi¢do da duracdo do exercicio
assim como a velocidade foi adaptada do estudo correspondente e estdo indicadas na tabela 1

[17]. Os animais foram pesados, ao longo das semanas de treinamento.
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2.4. Coleta de Sangue

Foram realizadas trés coletas de sangue da veia caudal em diferentes momentos: t0 =
antes do inicio do exercicio; t1 = ao final da quarta semana do protocolo de exercicio; t2 = ao
final da oitava semana do protocolo de exercicio. As amostras de sangue (1ml) foram
centrifugadas (4°C, 3.200 xg, 10 min), sendo o soro conservado a -80°C até o momento da
andlise. A quantificacdo dos marcadores inflamatérios (IL-6, IL-10 e TNF-a) no soro foi
realizada pelo método ELISA (Enzyme - linked immunosorbent assay) (BD Biosciense, San
Diego, CA). A andlise de sangue foi realizada por alteracdo de absorbancia no comprimento
de onda 450nm, com corregéo para 560nm, utilizando um leitor de ELISA (xMark Microplate
Absorbance Spectrophotometer, Bio-Rad, Hercules , CA).

2.5. Esfregaco Sanguineo

Durante a coleta de sangue, foram realizadas 1aminas de esfregago sanguineo, as quais
foram secas e coradas com corante hematolégico Pandtico (RENYLAB QUIM. FARM.
LTDA, Barbacena — MG). A contagem de leucocitos, em valores relativos (%), foi realizada
por um unico observador cego e calibrado antes e durante o estudo (Kappa interexaminador -
0,8 e intraexaminador — 0,882). A técnica de andlise utilizada foi o Método de Schilling [18].
As andlises foram realizadas com microscépio binocular Olympus Optical Co., modelo
CH30RF100, no aumento de 400x.

2.6. Avaliagéo de Lactato
Durante o treinamento dos animais, amostras de sangue (25 ul) foram dispensadas
diretamente sobre a fita coletora do lactimetro (Accutrend® Roche, Basel, Switzerland) para o

estabelecimento da lactacidemia.

2.7. Obtencéo das Amostras

Apbs o sacrificio dos animais com dose anestésica, 0os musculos tibial anterior e
gastrocnémio foram coletados, fixados em solugdo de methacarn (metanol 60%, &cido acético
10% e cloroférmio 30%, 4 h, 4°C), desidratados, diafanizados e incluidos em parafina
(Paraplast® Oxford, St. Louis, Mo., USA). Cortes de 5 pm foram obtidos em micrétomo e
submetidos a coloragdo por hematoxilina e eosina (HE), seguido de desidratagéo,

diafanizagdo e montagem em resina.
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2.8. Analise morfoldgica do musculo

Foram selecionadas aleatoriamente trés laminas de cada musculo e, em cada corte,
foram escolhidas trés areas de leitura, onde se observavam cortes transversais da fibra
muscular. As imagens foram capturadas por um sistema de cdmera no aumento de 400x. As
andlises foram realizadas com no minimo 200 fibras para cada animal. Sobre as imagens, foi
utilizado um sistema teste de linhas paralelas, para a determinagdo do perimetro médio das
fibras musculares (Figura Suplementar). A formula b=n/2xdxi foi utilizada para o calculo do
perimetro [19, 20], onde b corresponde ao perimetro, d corresponde a distancia entre as linhas

e i corresponde ao numero de intersecgdes entre as fibras e as linhas.

2.9. Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o pacote estatistico SPSS (Statistical Package
for Social Sciences) versdo 17.0 para Windows. Foi realizado teste de normalidade para os
dados encontrados. Os resultados estdo expressos em média + desvio padréo e porcentagens.
Para realizar a comparacdo das médias entre 0s grupos, nos diferentes momentos analisados,
foi utilizando o teste One-Way ANOVA e teste Post-Hoc de Tukey, com nivel de

significancia de 0,05.

3. Resultados

3.1. Parametros Fisiolégicos e Morfologia Muscular

Todos os animais apresentaram aumento no peso durante o periodo analisado, sendo
que os animais dos grupos sedentarios apresentaram as maiores variagdes de peso quando
comparados aos animais treinados (Figura 1A). A doenca periodontal ndo influenciou na
variacdo do peso, quando comparado ao Sseu respectivo grupo experimental (sedentarios ou
treinado).

A analise da lactacidemia demonstrou que os ratos sedentérios apresentavam um nivel
basal de geracdo de lactato, a qual ndo foi influenciada pela doenca periodontal (Figura 1B).
Durante o exercicio fisico, os animais treinados apresentavam um aumento na geracdo de
lactato, o qual foi mais expressivo no grupo com doenca periodontal. Estes dados sugerem
que a doenga periodontal atuou como um fator negativo de modificacdo da adaptacdo ao

treinamento em esteira.
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A andlise do perimetro das fibras musculares demonstrou que o exercicio fisico em
esteira levou a uma hipertrofia muscular tanto do masculo gastrocnémio quanto do musculo
tibial anterior (Figura 2A), quando comparado 0s grupos treinados aos sedentarios. A indugédo
da doenca periodontal ndo alterou o tamanho da fibra muscular no grupo sedentario, porém a
associacao entre exercicio fisico e doenga periodontal foi responsavel por uma diminuicéo
significativa no perimetro das fibras do mdsculo gastrocnémio (Figura 2E), quando
comparado com 0s demais grupos experimentais. Para o musculo tibial anterior ndo foram
observadas diferencas significativas entre os grupos SS, SC; porém, a doenca periodontal
impediu a hipertrofia da fibra muscular no grupo treinado (Figura 21). A analise histoldgica

demonstrou que nao ocorreram alterac@es significativas no perfil inflamatorio local.

3.2. Anédlise do Leucograma e dos Niveis Séricos de Citocinas

Os animais do grupo sedentdrio sem doenca periodontal apresentaram uma
predominancia nos niveis de linfdcitos circulantes (70%+/-2,66%, t0), sendo que 0 exercicio
fisico associado a doenca periodontal induzida aumentou esta propor¢édo (76,17%+/-7,23%,
p<0,05, t1) apds 4 semanas de treinamento. A inducdo de doenca periodontal, tanto no grupo
sedentério quanto no grupo treinado, esteve associada a um aumento significativo de
linfocitos (71% e 72,42%, respectivamente), quando comparado aos seus respectivos grupos
controles, ap6s 8 semanas (Figura 3A). Os niveis de mondcitos circulantes apresentaram
variacdo apenas no grupo com doenca periodontal no inicio do estudo (Figura 3C), voltando a
valores semelhantes ao controle nos demais tempos.

Na analise dos leucdcitos granulécitos, foi observado que ap6s 30 dias da indugédo da
doenca periodontal aumenta os niveis de neutrofilos circulantes (t0) quando comparado ao
grupo controle (Figura 3B). Ao longo do experimento, o exercicio fisico ocasionou uma
reducdo destes valores, quando associado a doenca periodontal. Os niveis de eosinéfilos
estavam aumentados no inicio do treinamento (30 dias ap6s a inducdo de DP), sendo que o
exercicio fisico exacerbou este efeito apos 4 semanas de treinamento (t1) (Figura 3D). Os
niveis de basoéfilos, ndo apresentaram varia¢do significativa entre 0s grupos experimentais
(dados ndo mostrados).

Os niveis plasmaticos de IL-6 (Figura 4A) mostram que apds 4 semanas de exercicio
ocorre um aumento nos niveis de IL-6, para 0s animais com doenca periodontal e treinados,
guando comparado aos demais grupos, 0s quais se mantém apds 8 semanas de exercicio. Os
grupos com doenga periodontal apresentaram niveis superiores de IL-6 em todos 0s

momentos analisados, sendo que a associacdo da doenca periodontal com o exercicio fisico
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apresentou efeito aditivo. A analise dos niveis plasmaticos de TNF-a (Figura 4B) demonstra
que ocorreu diferenca significativa entre os grupos sedentéarios e treinados ap6s 8 semanas de
exercico fisico. A inducdo da doenca periodontal ocasionou um aumento significativo de
TNF-a no grupo sedentario, onde observa-se uma tendéncia de aumento com a cronicidade da
doenca periodontal. A analise dos niveis plasmaticos de IL-10 (Figura 4C) demonstra que
inicialmente ndo ocorreram diferencas significativas entre os grupos sedentérios e treinados,
porém, ap0s 8 semanas de treinamento, ocorre um aumento nos niveis de IL-10. A inducéo da
doenca periodontal levou a um aumento significativo de IL-10 (t2), sendo que o exercicio, por

si s0, fisico ndo alterou esta interleucina.

4. Discussao

A doenga periodontal é uma doencga inflamatdria cronica, capaz de modificar
diferentes parametros fisioldgicos [21]. Neste estudo, demonstramos que a doenca periodontal
influencia o processo metabolico que envolve a hipertrofia muscular. A dosagem de lactato,
utilizado como referéncia sobre a intensidade de treinamento e como marcador de hipoxia
tecidual, apresentou-se elevada nos grupos com doenca periodontal submetidos ao
treinamento fisico. A hipoxia tecidual pode ser decorrente da associacdo entre distribuicdo
heterogénea do fluxo sanguineo microvascular, baixo fluxo sisttmico (hipoxia isquémica) e
faléncia no metabolismo celular [22,23]. Estes dados corraboram com outros encontrados na
literatura, os quais mostram uma relacdo entre doenca periodontal e variacdo dos niveis de
lactato [24].

Os dados analisados indicam que o exercicio fisico possibilitou um aumento no
perimetro de fibra muscular, para os animais sem doenca periodontal. Contudo, a doenca
periodontal influenciou negativamente no processo de hipertrofia muscular, uma vez que 0s
animais com ligadura apresentaram um perimetro de fibra muscular reduzido. Além disso,
pode ser observado um efeito adicional na reducdo do perimetro da fibra muscular, para os
animais com doenca periodontal e que realizaram o exercicio fisico.

As fibras musculares tém capacidade de alterar suas propriedades fisioldgicas e
bioquimicas de acordo com os estimulos a que sdo submetidas, com o resultado refletindo na
quantidade ou tipo das proteinas musculares. Esta capacidade adaptativa envolvendo

diferentes componentes da fibra diz respeito a plasticidade muscular [25, 26, 27].
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Aparentemente, as fibras musculares do tipo Il sdo mais susceptiveis aos efeitos da doenca
periodontal, uma vez que o gastrocnémio foi mais afetado. As caracteristicas histologicas,
como quantidade e tipo de fibra, e o recrutamento do musculo para a atividade desenvolvida
possuem relacdo direta com os resultados encontrados [28, 29], uma vez que o musculo
gastrocnémio apresenta uma maior quantidade de fibra tipo Il do que o masculo tibial anterior
[30]. Além disso, a carga de esforco gerada pelo exercicio fisico em esteira parece ter uma
atuacdo maior nesse musculo [31].

Diferentes tipos e cargas de exercicio fisico podem provocar alteracdes distintas nos
pardmetros imunes. Alguns estudos vém demonstrando que o exercicio fisico moderado
(<60% do VO,msx) parece estar relacionado ao aumento da resposta dos mecanismos de
defesa organica, enquanto que o exercicio fisico mais intenso e prolongado (>65% do VO;max)
ou o treino excessivo parecem enfraquecé-la [32, 33, 34]. Adicionalmente, o proprio perfil
inflamat6rio pode influenciar no tamanho das fibras musculares, bem como no seu
desempenho. Por exemplo, alteracbes nos niveis de eosinofilos podem influenciar a
hipertrofia do musculo esquelético [13]. O modelo utilizado neste estudo indica um
treinamento moderado, o qual ndo alterou drasticamente o leucograma destes animais. A
inducdo da doenca periodontal per se foi capaz de modificar os valores de neutrdfilos e
eosindfilos circulantes. A associacao entre exercicio fisico e a doenga periodontal exacerbou
os niveis de linfocitos, neutréfilos e eosindfilos, sugerindo indiretamente uma maior
responsividade da musculatura a resposta imunoldgica e consequente diminuicdo na menor
hipertrofia muscular observada neste grupo experimental. Estes dados sdo reforcados por
outros trabalhos [13, 35], que ressaltam a importancia da adequada interacdo das células
mieldides e dos mediadores inflamatdrios para o crescimento normal da musculatura.

Alteracbes no perfil do leucograma podem estar associadas a modificacbes nos
mediadores inflamatdrios os quais podem influenciar o comportamento muscular. O modelo
de exercicio fisico utilizado neste estudo ndo alterou, por si sd, os valores de IL-6, IL-10, e
TNF-a. Por outro lado, a indug¢do de doenga periodontal influenciou o aumentos dos
mediadores inflamatérios (IL-6 e TNF-a) [36], indicando um perfil pro-inflamatério.
Adicionalmente, parece haver um efeito sinérgico da doenca periodontal e do exercicio fisico
sobre os niveis de IL-10 ao final das 8 semanas de treinamento. Estudos com animais e
humanos mostram que o aumento de IL-6 inibe o efeito anabdlico do IGF-1 (Insulin-like
growth factor 1) no musculo, e que altas concentraces de IL-6 e baixas concentracdes de
IGF-1 contribuem para o agravo da sarcopenia [15]. A producdo aumentada de citocinas pro-

inflamatdrias, como IL-6 e TNF-a é provavelmente a causa mais comum da deple¢do do
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tecido muscular. Citocinas ativam a transcricdo do fator nuclear Kapa-B (FN-xB), o que
resulta em diminuicdo da sintese proteica muscular [37]. O TNF-a ¢ altamente especifico para
estimular a protedlise da miosina de cadeia pesada. Além disso, citocinas estimulam a
liberacdo de cortisol e catecolaminas a partir da glandula adrenal. H& também, uma forte
relagdo entre a inflamacdo e anormalidades homeostaticas, tais como a sindrome da
resisténcia a insulina [14, 37].

Os processos metabdlicos musculares sdo suscetiveis as varias condi¢cdes patologicas
mediadas por citocinas inflamatorias. Estas desempenham um papel importante tanto na
inducdo da perda de massa muscular como no bloqueio do reparo apés leséo tecidual [38,39].
Em particular, o TNF-a € a principal citocina envolvida na patogénese de alteragdes
musculares [37, 38, 41]. A exposicdo prolongada de TNF-a € conhecida por bloquear a
diferenciacdo de células e a regeneracdo do musculo [38, 42]. Além disso, a IL-10 também
tem uma acdo importante no processo metabolico muscular, pois age na regulacdo das
alteracbes do fendtipo de macrofagos, durante o crescimento do musculo e na regeneracao
apos a lesdo. A IL-10 auxilia na reducdo da expressdao de citocinas pro-inflamatorias,
contribui para a reducdo da lise celular causada por macréfagos de classe 1 (M1) e estimula o
aumento de macrdfagos de classe 2 (M2), que possuem capacidade de promover a
proliferacdo de células satélites [35, 43, 44].

5. Conclusao

A doenca periodontal foi capaz de modificar células e mediadores inflamatdrios
sistémicos, tendo uma acao indireta no catabolismo muscular, sendo sua agéo potencializada,

quando associada ao exercicio fisico.
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Tabela 1: Protocolo de exercicio. Os
animais foram submetidos a treinamentos
diarios com aumento gradual na intensidade
e no tempo de realizacéo.

Velocidade Tempo
Semana ) ]
(m/min) (min)
1° 5 20
2° 10 20
3° 10 30
4° 15 30
50 15 30
6° 20 40
7° 20 40

8° 25 40
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Figura 1: Doenca periodontal induz alteracdes em parametros fisiologicos. (A) Animais dos
grupos sedentarios apresentaram as maiores varia¢des de peso quando comparados aos animais
treinados. (B) Animais treinados apresentavam um aumento na geracdo de lactato, o qual foi mais
expressivo no grupo com doenca periodontal. Teste One-Way ANOVA e teste Post-Hoc de Tukey,
com nivel de significAncia de 0,05%, n=6. SS: sedentarios e sem doenca periodontal, SC:
sedentério e com doenga periodontal, TS: treinado e sem doenca periodontal, TC: treinado e com
doenca periodontal.
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Figura 2: Doenca periodontal altera hipertrofia muscular. (E) A associacdo entre exercicio fisico e
doenca periodontal foi responsavel por uma diminuicdo significativa no perimetro das fibras do mdsculo
gastrocnémio. (1) Para o muasculo tibial anterior a doenca periodontal impediu a hipertrofia da fibra muscular
no grupo treinado. Barras indicam desvio padrdo. *p<0,05, **p<0,001 e ***p<0,000. Teste One-Way
ANOVA e teste Post-Hoc de Tukey, com nivel de significancia de 0,05%, n=6. SS: sedentarios e sem doenca
periodontal, SC: sedentario e com doencga periodontal, TS: treinado e sem doenca periodontal, TC: treinado e
com doenca periodontal. Coloragdo Hematoxilina-Eosina. Aumento de 400X.
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Figura 3: Alteragdes no leucograma desencadeadas pelo exercicio fisico e a doenca periodontal. (A)
Valores de linfocitos indicando que a indugdo de doenga periodontal, tanto no grupo sedentério quanto no
grupo treinado, esteve associada a um aumento significativo destas células. (B) A doenca periodontal
aumenta os niveis de neutréfilos circulantes e o exercicio fisico apresentou efeito atenuante; (C) Os niveis de
mondcitos apresentaram variacdo apenas no grupo com doenga periodontal no inicio do estudo, reduzindo
significativamente apds 4 semanas, no grupo TC; (D) Os niveis de eosinéfilos apresentam-se aumentados no
inicio da doenga periodontal e o exercicio fisico foi responsavel por aumentar este efeito. Barras indicam
desvio padrdo. *p<0,05, **p<0,001 e ***p<0,000. Teste One-Way ANOVA e teste Post-Hoc de Tukey, com
nivel de significAncia de 0,05%, n=6. SS: sedentarios e sem doenga periodontal, SC: sedentario e com doenca
periodontal, TS: treinado e sem doenca periodontal, TC: treinado e com doenca periodontal.

36



37

i

25,00% -

20,00% -

15,00% -

10,00%

5,00%

IL-6 level (%o of control group)

0,00%

to t1

=

40,00%

"
N
=
S
|

30,00% - e
25,00%
20.00%
15,00%
10,00%
[Isc

BTs
HTc

5,00%

TNF-a level (% of control group)

0,00%

-5,00% -

0

80,00%

70,00% -

60,00% |

50,00% |

40,00% |

30,00% |

20,00% -

TL-10 level (%o of control group)

10,00% -

0,00%

t0 t1

Figura 4: Doenca periodontal altera os niveis séricos de interleucina. (A) Os animais com doenca
periodontal apresentaram niveis superiores de IL-6 em todos 0s momentos analisados, sendo que a associagdo da
doenga periodontal com o exercicio fisico apresentou efeito aditivo, apds 8 semanas. (B) A doenga periodontal
foi responséavel pelo aumento significativo de TNF-a. O exercicio fisico ndo apresentou efeito aditivo. (C) A
inducdo da doenca periodontal levou a um aumento significativo de IL-10, apés 8 semanas. Barras indicam
desvio padrdo. *p<0,05, **p<0,001 e ***p<0,000. Auxéncia de colchetes indica diferenca significativa em
relacdo ao grupo controle. Teste One-Way ANOVA e teste Post-Hoc de Tukey, com nivel de significancia de
0,05%, n=6. SS: sedentarios e sem doenga periodontal, SC: sedentario e com doenca periodontal, TS: treinado e
sem doenca periodontal, TC: treinado e com doenca periodontal.



Figura Suplementar: Sistema teste de linhas paralelas, para a determinagdo do perimetro médio das
fibras musculares. A férmula b=n/2xdxi foi utilizada para o céalculo do perimetro, onde b corresponde ao
perimetro, d corresponde a distancia entre as linhas e i corresponde ao nimero de interseccdes entre as fibras e as
linhas. Coloragdo Hematoxilina-Eosina. Aumento de 400X.
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Resumo

Objetivo: Analisar o impacto da doenga periodontal (DP) associada ao exercicio fisico sobre
mediadores inflamatorios e reparo muscular. Materiais e métodos: 24 ratos wistar foram
divididos em 4 grupos experimentais: Controle saudavel e sedentario (SS); Controle saudavel
e treinado (TS); DP e sedentério (SC) e DP e treinado (TC). Foi realizada inducédo de DP nos
grupos SC e TC. Os animais realizaram exercicio fisico em esteira, durante 8 semanas. Foram
realizadas coletas de sangue para a analise de IL-6, IL-10, TNF-a e leucograma. Foi induzida
criolesdo nos musculos tibial anterior e gastrocnémio para posterior analise morfoldgica.
Resultados: A DP foi capaz de modificar a contagem de leucdcitos com o exercicio fisico
apresentando um papel aditivo. A DP aumento os niveis de IL-6, IL-10 e TNF-a, sendo que o
exercicio fisico modificou apenas os valores de IL-10. A associacdo entre exercicio fisico e
DP foi responsavel por uma maior intensidade inflamatoria na regido de inducdo da leséo.
Conclusdo: A DP modificou os niveis séricos de marcadores inflamatdrios e, quando

associada ao exercicio fisico, influenciou negativamente no processo de reparo muscular.

Palavras-chave: Interleucinas, leucdcitos, tibial, gastrocnémio.
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Abstract

Objective: To analyze the impact of periodontal disease (PD) associated with physical
exercise on inflammatory mediators and muscle repair. Methods: 24 Wistar rats were divided
into 4 groups: healthy sedentary (SS), healthy trained (TS), sedentary with PD (SC) and
trained with PD (CT). PD was induced in groups SC and TC while the trained group
performed treadmill exercise for 8 weeks. Blood samples were collected for analysis of 1L-6,
IL-10, TNF-a and white blood count. Cryoinjury was induced in the tibialis anterior and
gastrocnemius, which were submitted to morphological analysis. Results: The DP was able to
modify the leukocyte counts with exercise showing an additive role. DP increased levels of
IL-6, IL-10 and TNF-o, and physical exercise only the changed values of IL-10. The
association between physical exercise and PD was responsible for an increased intensity in the
region of inflammatory lesion induction. Conclusion: The inflammatory markers serum levels
modified by PD, when combined with exercise, will negatively influence the process of
muscle repair.

Key words: Interleukins, leukocytes, tibialis, gastrocnemius.
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1. Introducéo

As doencas periodontais sdo doencas infecto-inflamatdrias destrutivas dos tecidos
moles e duros que circundam os dentes [1]. Sdo causadas por bactérias orais, que afetam os
tecidos de protecdo (gengivites) e de sustentacdo dos dentes (periodontites) [2, 3]. Esta
patologia é capaz de modificar diferentes mediadores inflamatorios com consequentes
repercussoes sistémicas [4]. Dentre estes mediadores podemos citar as citocinas, que séo
substancias secretadas por células de defesa e servem para ativar ou modular aspectos
especificos da inflamacdo. A maioria destes compostos sdo pro-inflamatérios, ou seja, eles
promovem ou retroalimentam o processo inflamatério [4, 5], sendo que o perfil de secrecéo
de citocinas pode ser considerado como um indicador de risco da periodontite [5].

O processo de reparo tecidual envolve a acdo sincronizada de elementos celulares
(leucocitos) e quimicos (citocinas) que sdo recrutados para as areas de lesdo com a finalidade
de restaurar a homeostase dos tecidos e reestabelecer a sua estrutura [6, 7]. Ele representa uma
resposta do organismo a qualquer dano aos tecidos, provocado por uma grande variedade de
estimulos quimicos e/ou mecanicos [8]. Perturbacdes deste processo podem comprometer a
eficiéncia da resposta inflamatdria e consequentemente gerar um reparo tecidual deficiente
[9].

O aumento do estresse quimico ou mecanico imposto a musculatura induz ao dano
deste tecido, que pode ocorrer em diferentes magnitudes, dependendo do tipo e da carga do
exercicio realizado [10, 11]. Exercicios excéntricos com intensidades moderadas ja podem
causar dano muscular, afetando a estrutura e o desempenho muscular [11]. Algumas
substancias, que tém sua expressdo estimulada pelo exercicio fisico, como mediadores
inflamatdrios e radicais livres, quando presentes em elevadas concentragdes, podem induzir
alteracdes severas na estrutura de moléculas fundamentais para a manutencao da homeostasia
celular, resultando numa possivel perda de funcionalidade ou da vitalidade das células do
tecido envolvido [12].

E possivel que alteragdes nos niveis séricos de marcadores inflamatorios
desencadeados por diferentes situagbes inflamatérios influenciem indiretamente o
funcionamento de musculos. O objetivo do estudo foi analisar o papel da associacdo entre

doenca periodontal e exercicio fisico sobre o reparo muscular.

42



2. Materiais e Métodos

2.1. Caracterizacéo e Distribuicdo Amostral

O protocolo experimental segue as regras da Lei de Procedimentos para o Uso
Cientifico de Animais - Lei n° 11.794 (08.10.2008) e foi aprovado pelo comité de ética em
pesquisa da UFRGS (n° 19728). Foram utilizados 24 ratos Wistar machos de 60 dias, pesando
em média 2509 e provenientes do biotério central da UFRGS. Durante o experimento, 0S
animais foram mantidos em gaiolas coletivas de polipropileno (trés animais em cada gaiola),
recebendo racdo balanceada para roedores e agua ad libitum e mantidos em um ciclo
fotoperiodico de 12 horas claro/escuro. Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro
grupos experimentais, por meio de randomizagdo estratificada para o peso, com 6 ratos em
cada grupo: grupo 1) Controle saudavel e sedentario (SS); grupo 2) Controle saudavel e
treinado (TS); grupo 3) Com doenca periodontal e sedentéario (SC) e grupo 4) Com doenca
periodontal e treinado (TC).

2.2. Inducéo de Doenca Periodontal

A inducdo da doenca periodontal foi realizada pela técnica da ligadura [13, 14]. Um
operador devidamente treinado realizou o procedimento. Os animais foram sedados
previamente a anestesia via IP com cloridrato de xilazina (1mg/kg) e foram anestesiados via
IP com pentobarbital sédico (156mg/kg). Apds a anestesia, foi acondicionado um fio de sutura
de seda estéril 4.0 na regido cervical dos segundos molares superiores e dos primeiros molares

inferiores. Este procedimento foi realizado nos grupos SC e TC.

2.3. Protocolo de Exercicio Fisico e Crioleséo

O protocolo de exercicio teve inicio a partir do trigésimo dia apds a colocacdo das
ligaduras e teve a duracdo de cinco dias por semana, durante oito semanas. A atividade fisica
de escolha foi a corrida em esteira rolante. O protocolo de exercicios foi adaptado do
protocolo de estudo para verificagdo do limiar anaerobio de ratos, e consistiu de exercicios
fisicos diarios, com aumento gradual das velocidades até alcancar aproximadamente 70% da
capacidade de velocidade do animal. A disposicdo da duracdo do exercicio assim como a
velocidade foi adaptada do estudo correspondente [15] e estdo indicadas na tabela 1. Os
animais foram pesados, ao longo das semanas de treinamento.

Apbs o término do periodo de protocolo de exercicio, 0s animais foram submetidos a
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uma lesdo muscular pela técnica da criolesdo [16]. Para isso, os animais foram sedados com
cloridrato de xilazina (1mg/kg) e anestesiados com pentobarbital sédico (15mg/kg). Um
operador devidamente treinado realizou o procedimento. Para a inducdo da criolesdo, foi
utilizado um bastdo metalico, com 6 mm de didmetro, previamente imerso em nitrogénio
liquido (20s). O bastéo foi pressionado diretamente contra 0 musculo de uma das patas do
animal, durante 10 segundos. Ap6s um novo resfriamento do bastdo, este procedimento foi
repetido sobre o mesmo mdsculo. A pata homdloga serviu como controle. Para evitar
desconforto apds a inducdo da criolesdo, foi administrado paracetamol (110-300mg/kg/dia).
Apos a criolesdo, os animais ndo realizaram qualquer protocolo de exercicio e, ao término dos

trés dias, foram sacrificados.

2.4. Coleta de Sangue

Foram realizadas duas coletas de sangue da veia caudal em diferentes momentos: Ao
final da oitava semana do protocolo de exercicio e 3 dias apds a criolesdo [17]. As amostras
de sangue (1ml) foram centrifugadas (4°C, 3.200 xg, 10min), sendo o soro conservado a -
80°C até o momento da analise. A quantificacdo dos marcadores inflamatérios (IL-6, 1L-10 e
TNF-a) no soro, foi realizada pelo método ELISA (Enzyme - linked immunosorbent assay)
(BD Biosciense, San Diego, CA). A analise de sangue foi realizada por alteracdo de
absorbancia no comprimento de onda 450nm, com correcdo para 560nm, utilizando um leitor
de ELISA (xMark Microplate Absorbance Spectrophotometer Bio-Rad Hercules, CA).

Durante a coleta de sangue, foram realizadas laminas de esfregaco sanguineo, onde as
laminas foram secas e coradas com corante hematologico Panético (RENYLAB QUIM.
FARM. LTDA, Barbacena — MG). A contagem de leucdcitos, em valores relativos (%) foi
realizada por um Unico observador cego e calibrado antes e durante o estudo (Kappa
interexaminador - 0,8 e intraexaminador — 0,882) . A técnica de andlise utilizada foi o Método
de Schilling [18, 19]. As analises foram realizadas com microscépio binocular Olympus
Optical Co., modelo CH30RF100, no aumento de 400x.

2.5. Obtencédo das Amostras

Os animais foram sacrificados, e os musculos Tibial e Gastrocnémio foram coletados,
fixados em solugdo de methacarn (metanol 60%, &cido acético 10% e cloroformio 30%, 4 h,
4°C), desidratados, diafanizados e incluidos em parafina (Paraplast® Oxford, St. Louis, Mo.,
USA). Cortes de 5 pm foram obtidos em micrétomo e submetidos a coloragdo por
hematoxilina e eosina (HE), seguido de desidratacdo, diafanizagdo e montagem em resina.
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2.6. Analise Morfométrica do Timo

Apbs o processamento e inclusdo das pegas, foram realizadas cortes com Sum de
espessura. Para analise morfométrica, foram selecionados aleatoriamente trés cortes de cada
estrutura e, em cada corte, foram escolhidas cinco areas de leitura. As imagens foram
capturadas por um sistema de camera de video JVC modelo TK-C620 (1 CCD, Victor Co.,
Tokyo, Japdo) acoplada a um microscépio binocular Olympus Optical Co., modelo
CH30RF100, no aumento de 200x. As imagens foram registradas utilizando o software
Microsoft VidCap 32 (Microsoft Corp. — USA. Foi utilizada como critério de analise da
alteracdo ou da degeneracdo timica, a substituicdo do parénquima timico por tecido adiposo.
Para isso, a densidade volumétrica das células adiposas foi quantificada utilizando um sistema
teste (M-42) (Figura Suplementar 1A) sobre as imagens capturadas. A densidade volumétrica
corresponde a concentracdo relativa da estrutura ou tecido de estudo. A formula V=Pp/Pt x
100% foi utilizada para o célculo da densidade volumétrica de tecido adiposo presente no
parénguima timico, onde Pp corresponde ao numero de pontos sobre células adiposas e Pt o
numero de pontos do sistema teste (42, neste caso). O resultado final corresponde a média de

densidade volumétrica das cinco areas analisadas [20, 21, 22, 23].

2.7. Andlise da Intensidade Inflamatoria no Musculo Lesionado

Ap06s o processamento e inclusdo das pecas, foram realizadas cortes com Sum de
espessura. Para andlise da intensidade inflamatdria, foram selecionados aleatoriamente trés
cortes de cada estrutura e, em cada corte, foram escolhidas trés areas de leitura (centro de
lesdo, regido intermediaria e area livre da lesdo). As imagens foram capturadas por um
sistema de camera, no aumento de 400x. Em cada area de leitura, foram realizadas trés
analises da densidade volumétrica da intensidade inflamatoria, utilizando um sistema teste M-
42 (Figura Suplementar 2). A férmula V=Pp/Pt x 100% foi utilizada para o céalculo da
densidade volumétrica das células inflamatdrias. O resultado final corresponde a média de
densidade volumétrica das analises, em cada area de leitura [20, 21, 22, 23].

2.8. Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o pacote estatistico SPSS (Statistical Package
for Social Sciences) versdo 17.0 para Windows. Os resultados estdo expressos em média *
desvio padrdo e porcentagem. Para realizar a comparacdo das médias entre 0s grupos, nos
diferentes momentos analisados, foi utilizando o teste One-Way ANOVA e teste Post-Hoc de

Tukey, com nivel de significancia de 0,05%.
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3. Resultados

3.1. Leucograma

O modelo de treinamento fisico utilizado, por si s6, ndo alterou nenhum dos valores do
leucograma quando comparado os animais treinados com os sedentarios. Antes da criolesao,
0s animais do grupo com doenca periodontal apresentaram, em média, um aumento no nivel
de leucdcitos circulantes, quando comparados ao grupo controle (Figura 1A e B), o que
indicaria uma resposta inflamatdria alterada nestes animais. Apds trés dias da inducdo da
lesdo, observou-se que 0s animais treinados e com doenca periodontal apresentavam o0s
valores referentes a neutrofilos elevados em relagdo aos demais grupos, sugerindo uma
resposta inflamatdria aguda mais prolongada. Estes dados sdo reforcados pelos valores de
monacitos encontrados (Figura 1C), onde pode ser observados maiores valores deste tipo
celular nos grupos sem doenca periodontal. Adicionalmente, constatou-se que a associacdo do
exercicio fisico com a doenca periodontal aumentou os niveis de eosindfilos circulantes. Estes
dados sugerem um efeito da inducdo da doenca periodontal sobre o recrutamento de células
mieloides. Os valores relativos para baséfilos ndo apresentaram diferencas significativas entre
0s grupos (dados ndo mostrados). A analise histomorfométrica dos timo ndo indicou diferenca
entre os grupos analisadas, quando avaliada a substituicdo do parénquima timico por tecido

adiposo (Figura suplementar 1B).

3.2. Citocinas e Intensidade Inflamatdria Muscular

A anélise dos niveis plasmaticos de citocinas demonstrou que antes da lesdo, o
exercicio fisico causou aumento apenas nos niveis de interleucinas anti-inflamatorias como a
IL-10. J& a doenca periodontal induziu um aumento nos niveis de IL-10 e das citocinas pro-
inflamatorias TNF-a, IL-6 (Figura 2). Estes dados sugerem que a doenca periodontal é capaz
de induzir uma reacdo pro-inflamatoria. Apds trés dias da criolesdo, todos 0s grupos
experimentais apresentaram diminuicdo na variacdo dos niveis das citocinas analisadas
quando comparado ao grupo sedentario, embora os grupos com doenga periodontal ainda
apresentassem niveis superiores de IL-6 e TNF-o. A associagdo do exercicio fisico e da
doenca periodontal manteve os niveis de citocina anti-inflamatéria IL-10 elevados.

A analise da intensidade inflamatdria do musculo tibial anterior e gastrocnémio
(Figura 3 e 4, respectivamente), ap6s 3 dias da inducdo de criolesdo, indica que a regido

central da lesdo dos animais sedentérios e treinados sem doenca periodontal, apresentavam

46



niveis semelhantes de células inflamatorias. O grupo sedentario com doenca periodontal
apresentou aumento tanto na regido intermediaria quanto central da lesdo. O grupo em que
ocorreu a associacdo entre a doenca periodontal e o exercicio fisico foi 0 que apresentou
alteracdes mais significativas no numero de células inflamatérias tanto na regido central

quanto na regido intermediéria da lesao.

4. Discussao

Diferentes infec¢fes cronicas podem modular o grau de resposta imunoldgica
sistémico, através da regulacdo do perfil de leucdcitos circulantes e dos niveis séricos de
interleucinas, o que pode influenciar diferentes processos de regeneracao/reparo [24, 25].
Neste estudo, demonstramos que a doenca periodontal induz um aumento da resposta pro-
inflamatoria de ratos sedentérios e treinados, a qual foi correlacionada com alteracbes no
processo de reparo de musculos estriados lesionados por criolesdo, sendo que este efeito, foi
exacerbado pela pratica moderada de exercicio fisico em esteira.

A prética de exercicio fisico pode desencadear diferentes niveis de lesées musculares e
0 processo de reparo muscular envolve a ativagdo de células satélites, as quais sdo células
precursoras miogénicas [25]. J& foi demonstrado que a ativacdo destas células pode ser
influenciada pelos niveis locais ou sistémicos de mediadores inflamatérios como IL-6 [26, 27,
28]. A pratica moderada de exercicio fisico pode causar um aumento do perfil anti-
inflamatorio, além de regular os niveis de cortisol circulantes [29], que permitem a correta
ativacdo destas células.

Células miogénicas proliferam e diferenciam-se em miotubos multinucleados e,
eventualmente, nas proprias miofibras. As interacdes entre as células inflamatorias e as
células musculares esqueléticas podem influenciar a proliferacdo e diferenciacdo de células
musculares e o reparo da lesdo existente [25]. A reacdo inflamatoria é um dos principais
fatores que alteram o processo de reparo apds lesdo tecidual; por este motivo, a literatura
indica que uma maneira eficaz de avaliar o reparo tecidual é estudar o processo inflamatorio
durante as fases de cicatrizacao [30].

Os dados encontrados através da analise do leucograma indicam que houve um
recrutamento expressivo de leucdcitos, no periodo apds lesdo. Para os animais do grupo
treinado com doenca periodontal, foi observada uma diferenca significativa no aumento do

numero de neutrdfilos. Alguns trabalhos mostram que os neutrofilos podem desempenhar um
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papel chave na reparacdo tecidual, devido seus danos secundarios, por meio da liberacdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e proteases, bem como a facilitacdo da fagocitose e
recrutamento de monacitos, pela liberacdo de citocinas [30, 31, 32]. Apesar dos leucdcitos
serem células fundamentais para o adequado reparo tecidual, atraves da secrecdo de fatores de
crescimento e citocinas que coordenam a miogénese [33], a desregulacdo da expresséo das
citocinas inflamatorias, decorrentes de um maior recrutamento destas células ou da
permanéncia prolongada na regido de leséo, pode levar & um processo de reparo deficiente
[34].

A leitura do leucograma também indicou um aumento significativo de eosindfilos para
0 grupo treinado com doenga periodontal. O ambiente inflamatério também aumenta a
ativacdo de eosinofilos, que contribuem para a lise muscular e para 0 aumento de linfocitos
através da producdo de proteina basica principal-1(major basic protein-1, MBP-1). Os
eosinofilos também podem aumentar a fibrose muscular através de processos MBP-
dependentes e regulam negativamente a resposta imune celular ao musculo lesionado [25].
Adicionalmente, os valores de mondcitos — células precursoras de macréfagos — encontram-se
reduzidos, para 0s grupos de animais com doenca periodontal, em relacdo aos demais grupos,
e aumentados para 0 grupo de animais treinados e sem doenca, ap6s a inducdo de lesdo
muscular. Estas células tém papel importante no reparo muscular, pois originam diferentes
linhagens de macrdfagos, responsaveis por promoverem a diferenciacdo e proliferacdo de
células satélites [32, 35]. Este fato sugere que a doenca periodontal estaria retardando o
processo de reparo muscular.

Os resultados das analises das células mieldides corraboram com os resultados
encontrados na analise histomorfoldgica das areas onde foi realizada a inducdo da lesdo
muscular. Tanto no masculo gastrocnémio, como no tibial anterior a intensidade inflamatoria
guantificada indica que os grupos com doenca periodontal apresentaram uma maior
quantidade de células inflamatorias, nas trés areas analisadas. Além disso, a associa¢do da
doenca periodontal com o exercicio fisico apresentou efeito aditivo.

Os valores obtidos com as analises dos niveis séricos de mediadores inflamatorios
indicam que a DP alterou os niveis de IL-6, TNF-o e IL-10, apresentando um efeito
cumulativo, quando assiciada ao exercicio fisico, para 1L-6 e IL-10. O aumento de citocinas
como IL-6 e TNF- a, apos a lesdo muscular, indica que estas substancias podem contribuir
com o processo regenerativo. Contudo, a manutencdo elevada de seus valores aumenta a
producdo de d6xido nitrico (NO) e da sintese induzida de 6xido nitrico (iNOS), substancias

toxicas para o tecido [36]. A IL-10 caracteriza-se pela sua funcdo anti-inflamatoria nos
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processos inflamatdrios. Sua expressdo pode ser aumentada, com o estimulo da intensidade
inflamatoria presente no processo e com o aumento da lesdo celular, na finalidade de reduzir
0s danos secundarios dos mesmos e estimular os estagios finais da resposta inflamatéria [24].
A andlise dos valores de 1L-10 mostra que, no terceiro dia apos a inducdo da lesdo, o grupo de
animais treinados e com doenga periodontal apresentou valores significativamentes maiores
em relacdo aos demais. Isto sugere que a inducdo de doenca periodontal teve um efeito
adicional na resposta inflamatdria, necessitando de um maior recrutamento de IL-10.

Diferentes infeccdes cronicas podem modular o grau de resposta imunoldgica
sistémico, através da regulacdo do perfil de leucdcitos circulantes e dos niveis séricos de
interleucinas, o que pode influenciar processos de regeneragé@o/reparo em locais diferentes da
infeccdo original [25]. Neste estudo, demonstramos pela primeira vez que a doenca
periodontal induz um aumento da resposta pro-inflamatdria de ratos sedentarios e treinados, a
qual foi correlacionada com alteragdes no processo de reparo de masculos estriados
lesionados por criolesdo, sendo que este efeito, foi exacerbado pela pratica moderada de
exercicio fisico em esteira.

A pratica de exercicio fisico pode desencadear diferentes niveis de lesdes musculares,
sendo que o processo de reparo muscular envolve a ativacdo de células satélites, as quais sao
células precursoras miogénicas [26]. Ja foi demonstrado que a ativacao destas células pode ser
influenciada pelos niveis locais ou sistémicos de mediadores inflamatérios como IL-6 e TNF-
a [30]. O exercicio fisico também pode causar um aumento do perfil anti-inflamatorio, como
a expressao de 1L-10, além de regular os niveis de cortisol circulantes [24, 29], que permitem
a correta ativacao destas células. Os resultados obtidos com as analises dos niveis séricos de
mediadores inflamatérios indicam que a doenca periodontal alterou os niveis de IL-6, TNF-a
e IL-10, apresentando um efeito aditivo, quando associada ao exercicio fisico, para 1L-6 e IL-
10. O aumento de citocinas como IL-6 e TNF- o, apos a lesdo muscular, indica que estas
substancias podem contribuir com o processo regenerativo, estimulando as células
inflamatdrias a iniciarem o processo de reparo tecidual [24]. Contudo, a manutencao elevada
de seus valores aumenta a producdo de oxido nitrico (NO) e da sintese induzida de déxido
nitrico (iNOS), substancias toxicas para o tecido [25]. A IL-10 caracteriza-se pela sua funcéo
anti-inflamatoria nos processos inflamatorios. Sua expressdo pode ser aumentada, com o
estimulo da intensidade inflamatoria presente no processo e com 0 aumento da leséo celular,
na finalidade de reduzir os danos secundarios dos mesmos e estimular os estagios finais da
resposta inflamatoria [24]. A analise dos valores de IL-10 mostra que, no terceiro dia apés a

inducdo da les&o, o grupo de animais treinados e com doenca periodontal apresentou valores
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significativamentes maiores em relagdo aos demais. Isto sugere que a indugcdo de doenca
periodontal teve um efeito adicional na resposta inflamatéria, necessitando de um maior
recrutamento de 1L-10.

As interacGes entre as células inflamatorias e as células musculares esqueléticas
podem influenciar a proliferacdo e diferenciacdo de células musculares e o reparo da leséo
existente [25]. Apesar dos leucocitos serem células fundamentais para o adequado reparo
tecidual, através da secrecdo de fatores de crescimento e citocinas que coordenam a
miogénese [17], a desregulacdo da expressao das citocinas inflamatorias, decorrentes de um
maior recrutamento destas células ou da permanéncia prolongada na regido de lesdo, pode
levar @ um processo de reparo deficiente [34]. Neste estudo, tanto no musculo gastrocnémio,
como no tibial anterior a intensidade inflamatdria quantificada indica que os grupos com
doenca periodontal apresentaram uma maior quantidade de células inflamatorias, nas trés
areas analisadas. Além disso, a associacdo da doenca periodontal com o exercicio fisico
apresentou efeito cumulativo.

A alteracdo no leucograma causada pela doenca periodontal pode estar relacionada
com a diminuicdo do reparo muscular. Observamos uma maior presenca de neutrofilos
circulantes, os quais desempenham um papel chave na reparacéo tecidual, devido seus danos
secundarios, por meio da liberacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e proteases, bem
como a facilitacdo da fagocitose e recrutamento de mondcitos, pela liberagdo de citocinas [31,
32]. A associacdo entre doenca periodontal e exercicio fisico também ocasionou um aumento
nos niveis de eosinofilos circulantes. No ambiente de reparo muscular, estas células
contribuem para a lise muscular e para o aumento de linfocitos através da producdo de
proteina basica principal-1(major basic protein-1, MBP-1). Os eosinéfilos também podem
aumentar a fibrose muscular através de processos MBP-dependentes e regulam negativamente
a resposta imune celular ao muasculo lesionado [25]. Adicionalmente, os valores de mondcitos
— células precursoras de macréfagos — encontram-se reduzidos, para 0s grupos de animais
com doenca periodontal, em relacdo aos demais grupos, e aumentados para o grupo de
animais treinados e sem doenca, apés a inducdo de lesdo muscular. Estas células tém papel
importante no reparo muscular, pois originam diferentes linhagens de macréfagos,
responsaveis por promoverem a diferenciacdo e proliferacdo de células satélites [35]. Estes
dados indicam que as alteragcdes no leucograma causado pela doenca periodontal estariam

retardando o processo de reparo muscular.
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5. Conclusao

As células mieldides e os marcadores inflamatérios possuem um importante papel no

processo de reparo muscular. A doenca periodontal induzida foi capaz de modificar estes

fatores de modulacdo inflamatoria e quando associada ao exercicio fisico influenciou

negativamente no processo de reparo muscular.
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Tabela 1: Protocolo de exercicio. Os
animais foram submetidos a treinamentos
diarios com aumento gradual na intensidade
e no tempo de realizacéo.

Velocidade Tempo
Semana ) )
(m/min) (min)
1° 5 20
2° 10 20
3° 10 30
4° 15 30
50 15 30
6° 20 40
7° 20 40

8° 25 40
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Figura 1: Alteragdes no leucograma desencadeadas pelo exercicio fisico e pela doenca periodontal. (A) e
(B) Doenca periodontal foi responséveis pelos aumentos de linfaocitos e neutrdéfilos e (C) reducdo dos niveis de
monocitos. (D) Exercicio fisico associado & doenga periodontal resultou em maiores niveis de eosindfilos. Barras
indicam desvio padrdo. *p<0,05, **p<0,001. Teste One-Way ANOVA e teste Post-Hoc de Tukey, com nivel de
significancia de 0,05%, n=6. SS: sedentarios e sem doenca periodontal, SC: sedentdrio e com doenca
periodontal, TS: treinado e sem doenca periodontal, TC: treinado e com doenga periodontal.
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Figura 2: Doenca periodontal altera os niveis séricos de interleucina. (A) e (B) Doenca periodontal foi
responsavel por um aumento das citocinas pré-inflamatérias. (C) Exercicio fisico associado a doenca periodontal
resultou em um maior recrutamento de I1L-10. Barras indicam desvio padrdo. *p<0,05, **p<0,001 e ***p<0,000.
Auxéncia de colchetes indica diferenca significativa em relacdo ao grupo controle. Teste One-Way ANOVA e
teste Post-Hoc de Tukey, com nivel de significancia de 0,05%, n=6. SS: sedentarios e sem doenga periodontal,
SC: sedentario e com doenca periodontal, TS: treinado e sem doenga periodontal, TC: treinado e com doenca
periodontal.
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Figura 3: Doenca periodontal altera a intensidade inflamatéria. Exercicio fisico associado & doenca
periodontal teve um efeito aditivo na intensidade inflamatéria. Barras indicam desvio padrdo. *p<0,05,
**p<0,001 e ***p<0,000. Auxéncia de colchetes indica diferenca significativa em relacdo ao grupo
controle. Teste One-Way ANOVA e teste Post-Hoc de Tukey, com nivel de significancia de 0,05%, n=6.
SS: sedentarios e sem doenca periodontal, SC: sedentario e com doenca periodontal, TS: treinado e sem
doenca periodontal, TC: treinado e com doenga periodontal. Coloragdo Hematoxilina-Eosina. Aumento de
400X.
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Figura Suplementar 1: Substituicdo do parénquima timico por tecido adiposo. A férmula V=Pp/Pt x
100% foi utilizada para o célculo da densidade volumétrica de tecido adiposo presente no parénquima
timico, onde Pp corresponde ao ndmero de pontos sobre células adiposas e Pt o nimero de pontos do
sistema teste (A). SS: sedentarios e sem doenga periodontal, SC: sedentario e com doenca periodontal, TS:
treinado e sem doenca periodontal, TC: treinado e com doenc¢a periodontal. Coloragdo Hematoxilina-
Eosina. Aumento de 200X.

Figura Suplementar 2: Sistema teste para analise da intensidade inflamatéria. A formula V=Pp/Pt x
100% foi utilizada para o calculo da densidade volumétrica das células inflamatdrias, onde Pp corresponde
ao numero de pontos sobre células inflamatdrias e Pt o nimero de pontos do sistema teste. Coloragao
Hematoxilina-Eosina. Aumento de 400X.
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6 DISCUSSAO

A doenca periodontal possui uma multiplicidade de fatores capazes de estimular as
células mieldides para produzirem mediadores inflamatorios (KINANE et al., 2005), gerando
um quadro inflamatorio que ndo se limita apenas aos tecidos periodontais. Apesar da natureza
localizada da doenca periodontal, algumas vias biologicas foram identificadas ligando a
doenca periodontal a uma resposta inflamatoria sistémica eficiente (AMAR et al., 2003;
ELTER et al., 2006). Diferentes estudos epidemioldgicos demonstram uma associacao entre a
doenca periodontal com a progressdo de outras condi¢Bes, como por exemplo cardiopatias,
cancer, diabetes, doenca renal e doencas inflamatérias (EBERSOLE e CAPPELLI, 2000;
NESSE et al., 2010; MARUYAMA et al., 2011; LOO et al., 2012; GOKHALE et al., 2013;
ARIYAMUTHU, NOLPH e RINGDAHL, 2013), sendo uma possivel correlacdo associada
as modificacdes de fatores imunoldgico quimicos e celulares. Até o momento, este € o
primeiro trabalho a demonstrar a influéncia da doenca periodontal sobre o metabolismo
muscular de individuos sedentarios ou treinados em condigdes fisiologicas e de reparo
tecidual.

Neste estudo, demonstramos que o modelo empregado de inducdo de doenca
periodontal induz um aumento nos niveis de citocinas inflamatdrias, bem como alteracdes no
leucograma dos animais, sugerindo um perfil pré-inflamatério. Na patogénese da doenca
periodontal, é possivel observar a migracdo de células inflamatorias (leucécitos) e o aumento
local e sérico de mediadores inflamat6rios como a Interleucina-6 (IL-6) e o Fator de Necrose
Tumoral Alfa (TNF-a) (GARLET et al., 2004; NESSE et al., 2010). Do mesmo modo que
estes fatores inflamatdrios localmente estdo envolvidos no processo de degradacdo da matriz
extracelular e da reabsorcdo Ossea, sdo responsaveis pela modificacdo da inflamacdo e de
condicdes sistémicas associadas (GRAVES E COCHRAN, 2003; GRAVES et al., 2008). E
provavel que os aspectos da patogénese da doenca periodontal tém um potencial papel e
impacto sobre a resposta inflamatoria / imune sistémica que inicia ou medeia uma ampla
gama de patologias (AL-ZAHRANI et al., 2003; GENCO et al., 2005).

O exercicio fisico desencadeia uma resposta natural do organismo — estresse fisico,
gue podem inferir em varios pontos da complexa sequéncia de eventos relacionada a resposta
imune. Neste contexto, determinados fatores imunologicos (células e mediadores
inflamatdrios) vao responder diferentemente ao tipo e carga de exercicio realizado (BERGUE

et al., 2013). A atividade fisica também é capaz de induzir as mudancas na distribuicdo das
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células do sistema imune. Estas células circulantes sofrem mudangas em seu numero e
capacidade funcional, pois sdo mediadas pela liberagédo de hormonios de estresse e citocinas,
produzidos durante a atividade fisica (FINSTERER, 2012). O grau dessa mudanca é
diretamente proporcional a intensidade e a duracdo da atividade fisica. Exercicio fisico de
maior intensidade estimula o aumento de mediadores inflamatérios, principalmente citocinas
pro-inflamatorias, e em condi¢Bes de suscetibilidade, pode contribuir para o agravo de
patologias associadas (PERVAIZ e HOFFMAN-GOETZ, 2012). Neste estudo, o modelo de
exercicio fisico em esteira induziu aumento dos neveis séricos de IL-6, principalmente.

Em associa¢do com o exercicio fisico intenso, a doenga periodontal contribuiu para a
modificagdo dos resultados do leucograma, bem como apresentou um efeito adicional sobre
0s niveis de citocinas inflamatorias. Do mesmo modo, este efeito pode ser observado sobre a
atrofia muscular e sobre a resposta inflamatoria celular, presente nas areas de lesdo induzida.

O tecido muscular constitui a maior massa celular e 0 maior componente proteico do
organismo. Ha uma relacdo direta da integridade morfofuncional da unidade motora com a
salde, estando essa suscetivel as alteracbes da homeostase metabdlica (TIMMERMAN e
VOLPI, 2008). A reducdo do tamanho de fibras musculares é o resultado da combinacéo da
atrofia de cada fibra muscular, influenciando diretamente na diminuicdo da massa muscular.
A qualidade das fibras musculares influencia na gravidade da sarcopenia, visto que as fibras
musculares do tipo | (aerdbias, de contracdo lenta) parecem sofrer menos atrofia associada ao
processo inflamatdrio, enquanto que a area relativa das fibras tipo 1l (anaerdbias, de contracéo
rapida) € mais suscetivel (TIDBALL e VILLALTA, 2010; DENG et al., 2012). Neste estudo,
demonstramos que animais treinados apresentaram aumento das fibras musculares, a qual foi
bloqueada pela associacdo com a doenca periodontal. Adicionalmente, foram observadas
alteracdes no desempenho muscular induzidas pela doenca periodontal, evidenciadas pelo
aumento na curva de lactacidemia. Aparentemente, 0 musculo gastrocnémio, cuja proporcéo
de fibras é de aproximadamente 20% do tipo | e 80% do tipo 2, foi mais susceptivel as
alteracOes induzidas pela doenga periodontal.

Uma das maiores causas do catabolismo muscular é a concentracdo aumentada de
citocinas pro-inflamatérias, que provocam o aumento da apoptose nestes tipos de fibras
musculares (PEDERSEN et al., 2003). Modificages nos fatores imunoldgicos podem ser
responsaveis por perda de massa muscular, decorrente do aumento de substancias pro-
oxidantes e pro-inflamatorias, as quais possuem acdes proteoliticas. Fatores anabolicos
(insulina, testosterona, horménio do crescimento — GH, IGF-1) podem ter sua acdo e

expressdao modificadas por fatores catabolicos como o estresse oxidativo e citocinas pro-
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inflamatdrias (PARK, GOODPASTER e STROTMEYER, 2007; TIMMERMAN e VOLPI
2008). A testosterona e 0s androgénios, no tecido muscular, estimulam a sintese proteica e o
recrutamento das células satélites. Por outro lado, a liberacdo destas substancias pode ser
inibida pelo aumento da producédo de citocinas pré-inflamatorias (TNF-a e IL-6), estimulada
pelas células mieldides (ROUBENOFF, 2003). Estas citocinas agem, principalmente,
blogueando os receptores de IGF-1 e impedindo que a via metabdlica miogénica ocorra
normalmente. Diferentes estudos ja relataram que maiores concentracdes de TNF-o e IL-6
inibem o efeito anabdlico do IGF-1 no musculo, e que altas concentracBes de IL-6 e baixas
concentragcdes de IGF-1 contribuem sinergicamente para o agravo da sarcopenia. De modo
geral, independentemente dos mecanismos, a atrofia muscular ocorre quando o catabolismo
ultrapassa a sintese proteica (PEDERSEN et al., 2003; NAYLOR e LEEUWENBURGH,
2008). E provavel que a diminuicdo das fibras musculares detectadas neste estudo estejam
relacionadas as alteragdes sistémicas nos niveis de IL-6 e TNF-a induzidas pela DP.

As lesdes musculares podem ser causadas por contusdes, estiramentos ou laceragdes.
A forca ténsil exercida sobre o musculo, durante o exercicio fisico, pode levar a um excessivo
estiramento das miofibrilas e, consequentemente, a uma ruptura das mesmas. Trés fases sdo
identificadas neste processo: destruicdo, reparo e remodelacdo (TIDBALL e WEHLING,
2007). As duas ultimas fases (reparo e remodelacdo) se sobrepdem e estdo intimamente
relacionadas. Apds a fase de destruicdo, o reparo da lesdo muscular comeca com dois
processos simultaneos e competitivos entre si: a regeneracdo da miofibrila e a formacéo do
tecido conjuntivo cicatricial. Uma evolucdo balanceada destes processos é pré-requisito para
uma 6tima recuperacao da fungdo contratil do musculo (DENG et al., 2012).

Apos a lesdo muscular, diferentes fatores imunoldgicos séo recrutados para auxiliar no
processo de reparo muscular. A resposta das células mieldides, na lesdo muscular, promove a
regeneracdo muscular e crescimento. Modificacbes neste processo podem ativar uma
sequéncia de interacdes entre células musculares e inflamatérias (TIDBALL e VILLALTA,
2010). A resposta inflamatoria inicial € dominada por neutréfilos e posteriormente por
macrofagos M1. Esta classe de macrofagos pode propagar a resposta neutrofilica pela
liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias e causar mais dano tecidual através da liberacdo de
oxido nitrico. Células mieloides, no inicio da resposta inflamatoria, podem estimular a fase
proliferativa da miogénese, através de mecanismos mediados pelo TNF-a e IL-6; o
prolongamento da presenca destes fatores estd associado com a transi¢cdo para uma fase tardia
de diferenciacdo no precoce de miogénese (TIDBALL e WEHLING, 2007). Neste estudo,

demonstramos que a doenca periodontal induz altera¢cdes no leucograma, a qual foi associada
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com uma maior presenca de células inflamatdrias no local da lesdo muscular, sugerindo um
retardo no processo de reparo muscular.

Os mondcitos tém papel importante no reparo muscular, pois originam diferentes
linhagens de macrofagos, responsaveis por promoverem a diferenciacdo e proliferacdo de
células satélites miogénicas (PERDIGUERO et al., 2012). Nossos dados indicam que 0s
animais com doenca periodontal apresentaram valores reduzidos de monacitos, em relagdo ao
grupo controle, sendo que a associacdo com o exercicio fisico resultou em um efeito aditivo
na supressao destas células.

A fase de reparo na patofisiologia muscular esta associada com a ac¢éo coordenada de
macrofagos M1 e M2. Macrofagos M2 desempenham um papel importante na promogéao do
crescimento e regeneracdo. A sua auséncia ou estimulo retardado pode prejudicar
significativamente a diferenciacdo, o crescimento e o reparo muscular, apds a lesdo. Além
disso, estas células atenuam nas populacfes de células mieldides presentes no inicio do
processo inflamatério inibindo-as, através da liberacdo de citocinas anti-inflamatorias,
incluindo IL-10 (PERDIGUERO et al., 2012). A presenca de macréfagos M2 na regido de
lesdo esta associada com a progressao da fase regenerativa muscular. As transi¢cbes no
fendtipo de macrofagos é um componente essencial da regeneracdo muscular, apés leséo
muscular. Este processo pode ser modificado pelo aumento dos fatores pré-inflamatérios,
impedindo a sua evolugao natural (CANTINI et al., 2002).

Os eosinofilos podem desempenhar um papel importante na resposta imunitaria
celular. O aumento da quantidade desta célula parece depender da presenca e da
funcionalidade linfécitos (WEHLING-HENRICKS, LEE e TIDBALL, 2004). Os eosintfilos
sdo recrutados para os locais de inflamacdo por citocinas inflamatérias, que também
estimulam sua diferenciacdo e ativacdo (WEHLING-HENRICKS et al., 2008). Neste estudo,
os dados do leucograma indicam que houve um aumento coordenado de linfécitos e
eosindfilos, principalmente em relacdo aos grupos de animais com doenga periodontal
induzida e que realizaram o exercicio fisico. Estes dados corraboram com outros estudos que
associaram a presenca de eosindfilos com patologias musculares (CAI et al., 2000). Estes
resultados sugerem que a doenca periodontal pode modificar mediadores inflamatorios e

alterar indiretamente o metabolismo muscular.
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7 CONCLUSAO

A doenga periodontal ndo influenciou na variagéo do peso do animais.

A andlise da lactacidemia demonstrou que os animais treinados apresentavam um
aumento na geracdo de lactato, o qual foi mais expressivo no grupo com doenca
periodontal.

O modelo de treinamento fisico utilizado ndo alterou significativamente os valores do
leucograma. Contudo, a presenca de doenca periodontal foi responsavel pelo maior
recrutamento de células mieldides.

A doenca periodontal foi capaz de modificar os niveis de citocinas inflamatdrias,
sendo que a associacdo da mesma com o exercicio fisico apresentou efeito aditivo. O
exercicio fisico, por si s0, ndo alterou os niveis de mediadores inflamatdrios.

A inducéo da doenga periodontal ndo alterou o tamanho da fibra muscular no grupo
sedentario, porém a associacdo entre exercicio fisico e doenca periodontal foi
responsavel por uma diminuicéo significativa no perimetro das fibras musculares.

Os animais do grupo em que ocorreu a associagdo entre a doenca periodontal e o
exercicio fisico foram os que apresentaram alteracbes mais significativas no namero
de células inflamatdrias tanto na regido central, quanto na regido intermediaria da
leséo.

N&o foram observadas alteracdes histomorfoldgicas degenerativas no timo.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados do estudo indicam que as vias metabdlicas miogénicas podem ser
modificadas pela presenca de doenca periodontal, assim como as alteracbes podem ser
potencializadas pela associa¢do com o exercicio fisico intenso. Mais estudos sdo necessarios
para melhor compreender a acdo de doencas inflamatdrias crbnicas sobre metabolismo

muscular.
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