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APRESENTACAO

Segundo Bachelard, “um discurso sobre o método cientifico sera sempre um
discurso de circunstancia, nao descrevera uma constituicdo definitiva do espirito
cientifico”; considerando a amplitude dessa tematica, uma obra que almeje langar foco em
propostas, recursos e resultados nas ciéncias da saude, naturalmente tera como desafio a
caracterizacao de sua abordagem metodoldgica. Neste sentido, este e-Book foi organizado
de modo a apresentar ao leitor 171 artigos seriados justamente por este elo comum que
une, na ciéncia, a proposta (objetivo), o recurso (viabilidade) e o resultado (evidéncia): o
método de pesquisa per si.

Dos seus nove volumes, os dois primeiros sdo dedicados aos relatos de caso, relatos
de experiéncia e de vivéncia em saude apresentando aspectos da realidade clinica, cultural
e social que permeiam a ciéncia no Brasil.

Ja no intuito de apresentar e estimular o dialogo critico construtivo, tal qual o
conhecimento dos recursos teoricos disponiveis frente aos mais variados cenarios em
saude, os volumes trés, quatro e cinco exploram estudos de revisdo da literatura que
discutem o estado da arte da ciéncia baseada em evidéncia sugerindo possibilidades,
hipoteses e problematicas técnicas no intuito de delimitar condutas para a pratica clinica.

Por fim, os volumes de seis a nove compreendem os resultados quali e quantitativos
das mais diversas metodologias de intervencdo em saude: estudos comparativos, ensaios
clinicos e pré-clinicos, além de acbes em politicas publicas na area de saude coletiva.

Com ainteleccao dos tdpicos tratados nessa obra, espera-se — tanto quanto possivel
— contribuir no processo de ampliacéo, fundamentacéo e fomento da discusséao e reflexado
cientifica na interface entre propostas, recursos e resultados nas Ciéncias da Saude.

Luis Henrique Almeida Castro
Thiago Teixeira Pereira
Fernanda Viana de Carvalho Moreto
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FISICO

RESUMO:
atividade fisica proteja o periodonto por

Introducéo: E possivel que a

atenuar a resposta inflamatoria excessiva do
individuo. H& algumas evidéncias em estudos
longitudinais e um estudo prospectivo que
demonstram que adultos fisicamente ativos tém
tido diminuicdo do risco de periodontite. Até o
momento, nenhum estudo explorou conjun-
tamente o relacionamento da atividade fisica
com a periodontite, utilizando biomarcadores
inflamatérios. Objetivo: Neste sentido, objetiva-
se avaliar o comportamento do tecido 6sseo
de ratos com periodontite experimental subme-
tidos ao exercicio fisico em meio aquatico.
Métodos: Foram utilizados 24 ratos Wistar
machos, divididos em quatro grupos: 1) Grupo
sem periodontite e sem exercicio (CS); 2)
Grupo sem periodontite e com exercicio (CE);
3) Grupo com periodontite e sem exercicio
(DPS); 4) Grupo com periodontite e com
exercicio (DPE). Os animais dos grupos CE e
DPE realizaram natac&o por quatro semanas e
nos animais dos grupos DPS e DPE induziu-se
a doenca periodontal por ligadura. Aos 30 dias,
0s animais foram sacrificados, sendo retiradas
as hemimandibulas do lado direito e esquerdo
para analise radiografica e histologica. Os
dados obtidos foram analisados e avaliados
através dos testes ANOVA e Tukey. Resultados:
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Foi possivel observar que nos animais do grupo DPE, a perda éssea foi significantemente
menor (61,7 + 2,2; p < 0,05) do que no grupo DPS (84,5 + 1,2; p < 0,05). Na quantidade
de osteoblastos (DPS = 11,0 + 1,4; DPE = 10,7 = 5,2) e de osteécitos (DPS = 17,3 = 3,1;
DPE = 19,0 + 4,4), ndo houve diminuicdo significativa (p < 0,05) nos grupos submetidos a
periodontite experimental, independentemente do exercicio fisico. Concluséo: Foi possivel
observar que o exercicio fisico apresentou um efeito protetor com relacdo a altura 6ssea e
nao influenciou a densidade do osso.

PALAVRAS-CHAVE: exercicio fisico, doenca periodontal, 0ssos.

BONE TISSUE BEHAVIOR OF RATS WITH EXPERIMENTAL PERIODONTITIS
SUBJECTED TO PHYSICAL EXERCISE

ABSTRACT: Introduction: It is possible that physical activity protects the periodontium by
mitigating excessive inflammatory response of the individual. There is some evidence from
longitudinal studies and a prospective study demonstrating that physically active adults have
experienced a decrease in the risk of periodontitis. To date no study has jointly explored the
relationship of physical activity and periodontitis using inflammatory biomarkers. Objective:
In this regard, the objective was to assess the bone tissue behavior of rats with experimental
periodontitis subjected to aquatic exercise. Methods: Twenty-four male Wistar rats were divi-
ded into four groups: 1) without periodontitis and without exercise (CS); 2) without periodontitis
and with exercise (CE); 3) with periodontitis and without exercise (DPS); 4) with periodontitis
and with exercise (DPE). The animals from groups CE and DPE had swimming sessions for
four weeks and the DPS and DPE groups were subjected to ligature-induced periodontitis.
After 30 days the animals were sacrificed, and had their right and left hemimandibles removed
for radiographic and histological analysis. The data obtained were analyzed and evaluated
through ANOVA and Tukey tests. Results: Bone loss in the animals from the DPE group was
found to be significantly lower (61.7 + 2.2; p <0.05) than in those from the DPS group (84.5
+ 1.2; p <0.05), while in terms of the number of osteoblasts (DPS=11.0 + 1.4; DPE=10.7 =
5.2) and osteocytes (DPS=17.3 + 3.1; DPE=19.0 + 4.4), there was no significant decrease (p
<0.05) in the groups subjected to experimental periodontitis, regardless of physical exercise.
Conclusion: Physical exercise was found to have a protective effect in relation to bone height
and did not influence bone density.

KEYWORDS: Exercise, periodontal disease, bone.

INTRODUGCAO

Os exercicios fisicos praticados regularmente levam a adaptacbes fisiologicas
e morfolégicas importantes para a manutencdo da homeostase do organismo e essas
adaptacdes sédo importantes para o controle de muitas doencas, em especial de natureza

cardiovascular e endécrino-metabdlica. Assim, varios estudos mostram que exercicios
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fisicos sdo capazes de promover mudangas em varias fungées do organismo humano
e de ratos (BURGHARDT et al., 2004). Além disso, sao também capazes de promover
uma aceleragdo dos processos de reparo na inflamacao (NIEMAN, 1998). Neste sentido,
alguns estudos evidenciaram que os exercicios interferem em varias etapas do processo
inflamatério, promovendo migracado de leucocitos em direcdo do foco da inflamacéo
(quimiotaxia) e aumento da capacidade de fagocitose destas células em seres humanos e
animais, além de aumentar a atividade antitumoral dos macrofagos (FEHR, LOTZERICH,
MICHNA,1989).

A Inflamacédo é uma resposta adaptativa que é desencadeada por estimulos e
condic¢des nocivas, tal como infeccao e leséo tecidual. Um progresso consideravel tem sido
alcancado na compreensao dos eventos celulares e moleculares que estéo envolvidos na
resposta inflamatéria aguda a infeccéo e, em menor escala, a agressao tecidual. Ainda,
os eventos que levam a inflamacéo crénica localizada, especialmente infeccbes cronicas
e doencgas autoimunes, sédo parcialmente compreendidas. Entretanto, pouco se conhece
sobre as causas e mecanismos da inflamagao sistémica crénica, que ocorre em uma
grande variedade de doengas, incluindo diabetes tipo 2 e doengas cardiovasculares. Esses
estados inflamatérios crénicos nao parecem estar relacionados aos causadores classicos
da inflamacgao: infecgcédo e agressédo. Em vez disso, eles parecem estar associados com
ma-fungdo tecidual: um desequilibrio homeostatico de um dos varios sistemas fisiol6gicos
que nao tenha relacao funcional direta com a defesa do hospedeiro ou reparo tecidual
(PRADHAN et al., 2001).

A resposta inflamatéria a uma infeccdo, enquanto na intencdo de restaurar a
homeostase, podem tornar-se prejudicial se excessiva ou desregulada. Nessas condicdes,
ainflamacéao desempenha um papel essencial na patogénese de muitas doengas cronicas,
incluindo a periodontite (PRADHAN et al., 2001).

A periodontite € uma doenca crbnica inflamatéria iniciada por uma microbiota
patogénica organizada num biofiime que resulta na destruicdo seletiva dos tecidos
periodontais que pode levar a perda do dente. No entanto, a destruicdo dos tecidos na
periodontite ndo segue um padrdo linear. Na verdade, a periodontite € caracterizada
por fases alternadas de exacerbacdo e remissdao da doenga, assim como periodos de
inatividade. Neste contexto, é possivel que as citocinas que direcionam a resposta celular
durante estas fases sobrepostas de inflamacéo e cicatrizacao dos tecidos, podem interagir
em diferentes niveis. No entanto, pouco se sabe sobre a interacao entre as citocinas e os
fatores de crescimento que modulam a inflamacéao e a reparacéo tecidual (ARANCIBIA et
al., 2013).

Sanders et al. (2009) mostraram que, dentre os individuos que praticavam atividade
fisica em um nivel quase diario por 30 minutos ou mais, os que exibiam periodontite
moderada a avancada apresentaram maior redug¢ao do biomarcador inflamatorio proteina
C-reativa (PCR) no fluido gengival do que os controles sem periodontite, sugerindo um
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efeito protetor da atividade fisica sobre esse marcador.

E possivel que atividade fisica proteja o periodonto por atenuar uma resposta
inflamatéria excessiva do hospedeiro (SANDERS et al.,, 2009). Individuos fisicamente
ativos sdo menos propensos a desenvolver DP, quando comparados aos sedentarios
(NUNEZ et al., 2014). Entretanto, os efeitos do exercicio fisico sobre parametros de
inflamacao e perda 6ssea alveolar em individuos com DP, tém sido pouco investigados
(ANDRADE et al., 2017). O aumento de mediadores pro-inflamatérios em pacientes com
DP é um aspecto que contribui para o aumento da perda 6ssea alveolar. Estudos tém
investigado estratégias para prevenir a progressao da perda 6ssea alveolar, incluindo
novas abordagens para melhorar a resposta imunoldégica do hospedeiro e entre as
estratégias conhecidas para promover a imunomodulagcdo, surge o exercicio fisico. A
atividade fisica a longo prazo pode tornar o organismo menos suscetivel a inflamagao
e infecgbes, tornando este aspecto promissor contra a progressdo da DP (ANDRADE et
al., 2017). Assim, o objetivo desta pesquisa foi avaliar o comportamento do tecido ésseo
mandibular de ratos submetidos ao exercicio fisico com ou sem doencga periodontal.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 24 Ratos Wistar pesando em média 100g, provenientes do
biotério central da UNIOESTE. Os animais foram mantidos sob condicdes controladas
de temperatura (23 + 2° C) e luz (ciclo de 12 horas de claro e 12 horas de escuro —
07:00 — 19:00 h) e receberam agua e racdo comercial a vontade. Todos os protocolos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal e Aulas
Praticas (CEEAAP) da UNIOESTE.

Grupos Experimentais

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos de seis animais cada
baseado em estudo semelhante de Brandao et al. (2017):

1) Grupo (CS): controle e sedentario.

2) Grupo (CE): controle e exercicio.

3) Grupo (DPS): com doenca periodontal e sedentario.

4) Grupo (DPE): com doenca periodontal e exercicio.

Inducao da doenca periodontal

Os animais foram anestesiados (xilazina 0,04mL/100g e quetamina 0,08mL/100g), e
posicionados em mesa operatdria apropriada, a qual permitiu a manutencédo da abertura
bucal dos ratos facilitando o acesso aos dentes da regido posterior da mandibula. Com
o auxilio de uma pin¢ca modificada e de uma sonda exploradora, foi colocado um fio de

algodao numero 40 ao redor do primeiro molar inferior direito. Esta ligadura atuou como
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irritante gengival por 30 dias, favorecendo o acumulo de placa bacteriana e consequente
desenvolvimento da doenca periodontal (NASSARet al., 2009).

Protocolo de Exercicio Aerdbico

Prévio ao protocolo de indu¢cé&o da doenca periodontal, os animais dos grupos CE
e DPE passaram por um treino de familiarizacdo do exercicio de natacao, iniciado uma
semana antes, com durag¢ao de 15 minutos, trés vezes na semana.

Dois dias ap6s a indugcao da doencga periodontal, os grupos realizaram o exercicio
aerbbico do tipo natagdo, durante quatro semanas, com aumento progressivo do tempo,
sendo 15 minutos na primeira semana, 30 minutos na segunda, e assim sucessivamente
até atingir 60 minutos na quarta semana, de forma diaria, com intervalo de dois dias entre
cada inicio de semana. O local utilizado foi um tanque oval, com capacidade de 200L,
profundidade de 60 cm e temperatura controlada em 32° + 1° C (ARTIFON et al., 2013).

Analise Radiografica

Ao final do periodo de tratamento, todos os animais foram pesados e anestesiados
com quetamina (50mg/Kg) e xilazina (10mg/Kg), e decapitados em guilhotina. As hemi-
mandibulas do lado direito foram obtidas. As mesmas foram radiografadascom o uso
de um aparelho de R-X da marca Dabi-Atlante, modelo Spectro com 70 Kvp e oitomA,
mantendo-se uma distancia foco/filme de 50 cm e tempo de exposi¢cédo de 0,3 segundos.

As imagens radiograficas foram analisadas pelo programa Sigma-Scan 2.0. Foi
realizada uma medida linear que percorreu a distancia da juncédo cemento-esmalte até a
crista 6ssea alveolar do lado mesial do primeiro molar inferior do rato. As medi¢cbes foram
feitas em e repetidas por trés vezes e retirada uma média entre elas. Posteriormente as
medidas foram transformadas em milimetros com o auxilio de uma escala confeccionada
com material radiopaco (chumbo), a qual foi precisamente medida com um paquimetro e
radiografada com as mesmas padronizagdes do experimento (NASSARet al., 2003).

Andlise Histoloégica das Mandibulas

As hemi-mandibulas do lado direito obtidas foram fixadas em solugdo de formol
a 10% por 24 horas, e em seguida lavadas em agua destilada e descalcificadas em
acido tricloroacético (TCA) a 5% por aproximadamente 10 dias. As amostras passaram
pela desidratacdo por uma hora nos alcoois 70%, 80% e 90% e no 95% overnight, e
para o alcool 100% por quatro banhos de uma hora cada. Em seguida, o material foi
diafanizado, impregnado e incluido em parafina, os blocos cortados, com seteum de
espessura em micrétomo Olympus CUT 4055, e as laminas coradas em hematoxilina e
eosina (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999).

Aanalise microscopica foirealizada por um unico examinador através da avaliacdo dos
cortes histolégicos corados. As laminas foram analisadas com auxilio de um microscopio
de luz transmitida comumente (Leica Microsystems, Switzerland) para contagem de
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osteocitos e osteoblastos das hemi-mandibulas dos animais.

Analise dos Dados

Os dados obtidos foram analisados e avaliados através dos testes ANOVA e Tukey.
O nivel de significancia adotado foi p<0,05, sendo os resultados expressos como média
+ desvio padrdao da média.

RESULTADOS

A tabela 1 mostra a média da medida da distancia da juncédo cemento-esmalte até
a crista 6ssea alveolar. Foi possivel observar que, somente nos grupos com periodontite
induzida (DPS e DPE) ela foi significativamente aumentada, sendo que no grupo que
realizou esforgo fisico de natacédo (DPE) a perda 6ssea foi significantemente menor que
no grupo somente com doenca periodontal (DPS).

Grupos Médias

Grupo (CS): controle e sedentério. 476 +1,1A
Grupo (CE): controle e treinado. 486 +1,1A
Grupo (DPS): com doenca periodontal e sedentario. 843+1,1C
Grupo (DPE): com doenca periodontal e treinado. 61,5+2,1B

Tabela 1. Média dos valores da distancia da juncdo cemento-esmalte a crista éssea alveolar dos ratos
dos grupos estabelecidos. Os valores representam média+ desvio padréo e estdo expressos em pixels.

Letras diferentes,(p<0,05) dados diferentes estatisticamente dentro de um mesmo grupo.

A tabela 2 mostra a média da quantidade de células osteoblastos e ostedcitos da
mandibula dos animais. Foi possivel observar que tanto na quantidade de osteoblastos
quanto de ostedcitos, houve uma diminuicdo significativa nos grupos submetidos a
periodontite experimental, independente do exercicio fisico.

Grupos Osteoblastos Osteécitos

Grupo (CS): controle e sedentario. 19,2+48A 339+96A
Grupo (CT): controle e treinado. 19,4 +34A 29,3+6,0A
Grupo (DPS): com doenca periodontal e sedentario. 11,0+£1,48B 17,3+3,1B
Grupo (DPE): com doenca periodontal e treinado. 10,7 +5,2B 19,0+4,4B

Tabela 2. Média dos valores da quantidade de osteoblastos e ostedcitos dos ratos dos grupos
estabelecidos. Os valores representam média+ desvio padrdo e estao expressos em porcentagem.

Letras diferentes,(p<0,05) dados diferentes estatisticamente dentro de um mesmo grupo.
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DISCUSSAO

Recentemente, tem sido mostrado que dieta saudavel e exercicio fisico regular
moderado tém efeito antioxidante e anti-inflamatorio, reduzindo o risco de doengas cronicas
ou contribuindo para o seu tratamento (NUNEZ et al., 2014). Estudos observacionais
mostram consisténcia na associa¢éo inversa entre marcadores da inflamacgao sistémica
e atividade fisica e dados de varios estudos intervencionais comprovam o efeito anti-
inflamatério do exercicio fisico (BEAVERS, BRINKLEY e NICKLAS, 2010), (NUNEZ et al.,
2014).

Em nosso estudo, foi possivel observar que a perda éssea avaliada a partir da
distancia da juncdo cemento-esmalte até a crista 6ssea alveolar foi significativamente
aumentada somente nos grupos com periodontite induzida (DPS e DPE), sendo que no
grupo que realizou esforgo fisico de natacdo (DPE) a perda éssea foi significantemente
menor que no grupo somente com doenca periodontal (DPS) (tabela 1), demonstrando,
neste caso, que o exercicio fisico atuou como um efeito protetor quando associado a
doenca periodontal. Quando avaliada a contagem de osteoblastos e ostedcitos, foi possivel
observar uma diminui¢do significativa nos grupos submetidos a periodontite experimental,
porém sem nenhuma alteracdo quando associado ao exercicio fisico de natagcdo. Andrade
et al. (2017), avaliando animais treinados com natacdo 1 hora/dia durante 8 semanas,
também observaram que o treinamento fisico atenuou a perda éssea alveolar e os niveis
de perda de insercao epitelial de ratos com DP, sendo a distancia da jungcdo cemento-
esmalte até a crista 6ssea alveolar avaliada histologicamente, menor no grupo com DP e
treinado do que no grupo DP néo treinado, corroborando com nosso estudo com relagao
ao efeito protetor do exercicio fisico contra a progressao da DP.

Ainda segundo Andrade et al. (2017), a atenuacdo da perda éssea alveolar e a
perda de insercao epitelial em animais treinados pode estar relacionada pela melhora do
perfil inflamatério, pois houve um aumento da expressao de IL-10 (Interleucina-10) e uma
diminuicdo de TNF-a (fator de necrose tumoral-a) nos tecidos adjacentes desses animais.
Alémdisso, adiminuicdo daproporcdo TNF-a/IL-10 observadaem animais com periodontite
induzida submetidos ao treinamento, confirma a melhora no estado inflamatério, pois o
aumento dessa relacdo é indicativo de uma periodontite mais severa. A IL-10 exerce um
forte papel anti-inflamatoério, e o seu aumento esta relacionado com a preservacao 6ssea,
principalmente pela inibicdo da osteoclastogénese. Em estudo semelhante, realizado
pelo nosso grupo de pesquisa, Brandao et al. (2017), obteve resultados distintos, onde
a expressdo de TNF- a no tecido gengival de ratos submetidos ao treinamento fisico
de natacdo com periodontite induzida nao foi diferente nos grupos DP com treinamento
e sem treinamento. No entanto, neste estudo o protocolo de treinamento foi realizado
durante 4 semanas, sendo iniciado com 15 minutos por dia durante 5 dias e aumento 15

minutos por dia a cada semana, atingindo 60 minutos por dia na ultima semana. Ainda
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assim, os resultados mostraram uma melhora no comportamento do tecido muscular com
um processo de aceleracao e regeneragcao muscular.

Estudos em humanos também sugerem um efeito protetor da atividade fisica quando
associada a periodontite. Sanders et al. (2009) mostraram que, dentre os individuos que
praticavam atividade fisica em um nivel quase diario por 30 minutos ou mais, 0s que
exibiam periodontite moderada a avancada apresentaram maior reducao do biomarcador
inflamatoério proteina C-reativa (CRP) no fluido gengival do que os controles sem
periodontite, sugerindo um efeito protetor da atividade fisica sobre esse marcador.

O exercicio fisico regular protege contra doencas associadas a inflamacgao sistémica
crOnica de baixo grau. Este efeito, em longo prazo, de exercicio pode ser atribuido a
resposta anti-inflamatoéria induzida por um ataque agudo de exercicio, o que é parcialmente
mediada por IL-6 derivadas do musculo. Concentracdes fisiologicas de IL-6 estimulam o
aparecimento na circulagao das citocinas anti-inflamatérias de IL-1ra (receptor antagonista
da interleucina um) e IL-10 e inibem a producédo do TNF-a. Além disso, a IL-6 estimula
a lipblise, bem como a oxidacéo das gorduras. Os efeitos anti-inflamatérios do exercicio
podem oferecer protecéo contra a resisténcia a insulina induzida por TNF-a (PETERSEN;
PEDERSEN, 2005).

O estudo de Nufez et al. (2014), avaliando os marcadores biolégicos do estresse
oxidativo na saliva e sua relacdo com a doenca periodontal em idosos sedentarios com
doenca periodontal, observaram um aumento significante na capacidade antioxidante
total e a atividade de enzima antioxidante no grupo que realizou Tai Chi, sugerindo um
efeito antioxidante da pratica de Tai Chi e melhora da doenga periodontal. Segundo
estes autores, o estresse oxidativo tem sido ligado a patofisiologia da doenca periodontal
devido a espécies oxigénio reativas que podem destruir seletivamente, proteoglicanas
associadas com tecidos moles periodontais e osso alveolar, bem como, cadeias de
aminoacidos de colageno tipo um, alterando significantemente a func¢éo dos fibroblastos,
ativando NF-kB (fator nuclear kappa-beta) e desencadeando a sinalizagdo da cascata que
ativa osteoclastos levando a inflamagéao.

Pesquisas sobre possiveis modalidades de protecdo para prevenir ou interromper
a taxa de progressao da periodontite sdo obviamente necessarias. Apesar do impacto
promissor da manutengdo de atividade fisica regular na reducdo do risco de varias
condi¢des cronicas (ALBANDAR, 2002), os efeitos do exercicio fisico sobre os parametros
inflamatérios e perda 6ssea alveolar em individuos com DP tém sido pouco investigados
(ANDRADE et al. (2017).

CONCLUSAO

Considerando as determinadas condi¢cées experimentais, podemos concluir que
houve um efeito protetor do exercicio fisico na altura da crista 6ssea alveolar mandibular
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de ratos submetidos ao exercicio fisico com doenca periodontal, ndo tendo efeito sobre a
quantidade de células osteoblastos e ostebcitos, ndo influenciando, assim, na densidade
do 0sso. Ressalta-se o pioneirismo deste estudo em estabelecer essas relacdes, sendo
necessarias mais pesquisas para um melhor entendimento das mesmas.
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