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RESUMO

A doenga periodontal (DP), inflamacao iniciada pelo biofilme dental, pode causar reabsor¢ao
ossea alveolar (ROA) e eventualmente perda dos dentes. Individuos fisicamente ativos
apresentam menor propensao a DP quando comparados a sedentarios devido ao potencial anti-
inflamatério da atividade fisica. O presente estudo investigou a relacdo entre a pratica de
atividade fisica voluntéria e a evolu¢do da DP em camundongos, bem como a influéncia da DP
sobre o comportamento de busca pela atividade fisica voluntdria. Foram utilizados 32
camundongos machos da linhagem isogénica C57BL6, com oito semanas de idade, distribuidos
em quatro grupos: Controle (C); Atividade Fisica Voluntéria (AFV); Doenca Periodontal (DP)
e Doenga Periodontal e Atividade Fisica Voluntaria (DP/AFV). Os animais dos grupos AFV ¢
DP/AFV tiveram sua atividade em uma roda de corrida livre registrada durante 30 dias. No 15°
dia, os grupos DP ¢ DP/AFV foram induzidos a DP através do protocolo de ligadura (fio de
nylon alocado em torno dos segundos molares superiores). No 30° dia os animais foram
anestesiados e eutanasiados para a coleta dos tecidos. Foram analisadas a resposta inflamatdria
local (citocinas IL-1P, IL-6 e TNF-a), a ROA (RANKL - ligante do receptor ativador do fator
nuclear kappa B, e OPG - osteoprotegerina) e a expressao hipotaldmica de genes associados ao
comportamento locomotor (BDNF — fator neurotréfico derivado do cérebro, GAD65 —
glutamato descarboxilase, HRCT — orexina, ¢ MCH — hormonio concentrador de melanina)
através da técnica de PCR (Polimerase chain reaction) em tempo real. A ROA também foi
analisada pela morfometria. O padrao de atividade fisica voluntaria foi analisado através do
volume total de atividade fisica (total de voltas) e média de velocidade (voltas/minuto) em cada
periodo (claro ou escuro). Também foi calculado o total de horas inativas. Foi realizada Analise
de Variancia (Two-way-ANOVA) para comparagao de médias entre os grupos em modelo
fatorial 2x2 (induzidos a DP ou ndo, com acesso a roda de atividade ou ndo), seguida de teste
post hoc de Bonferroni quando necessario (p<0.05). Os grupos com DP apresentaram maior
ROA, maior expressao génica de RANKL e menor de OPG no tecido gengival em relagdo aos
demais grupos. O grupo DP/AFV apresentou maior expressdo génica de OPG no tecido
gengival. A indug¢do de DP aumentou a expressao das citocinas inflamatoérias IL-13, IL-6 e
TNF-0. A AFV modulou a expressao de IL-1p e TNF-a para niveis similares ao grupo C. Apds
a inducao a DP o grupo DP/AFV apresentou reducao na velocidade média e no volume total de
voltas, além de maior tempo de inatividade nos periodos noturno e diurno, quando comparado
ao grupo AFV. A expressao génica de BDNF e MCH no hipotdlamo foram mais altas nos
grupos DP e DP/AFV. A expressao génica de orexina no hipotalamo foi maior nos dois grupos
AFV e DP/AFV. A expressao de GAD65 foi maior nos grupos DP, AFV e DP/AFV. Conclui-
se que a atividade fisica voluntaria possui efeitos protetores contra a inflamacdo e ROA
decorrentes da DP. Ainda, a DP reduz a atividade fisica voluntdria, provavelmente via
modulacdo de genes hipotalamicos, especialmente o MCH.

Palavras-chave: Inflamag¢do. Atividade fisica voluntaria. Exercicio voluntario. Periodontite.
Roda de atividade livre. Hipotalamo. Comportamento locomotor.



ABSTRACT

Periodontal disease (PD), an infection initiated by the presence of biofilm, may present
alveolar bone resorption (ABR) and eventual tooth loss. Physically active individuals are less
prone to PD when compared to sedentary individuals, due to the anti-inflammatory potential of
physical activity. The present study investigated the relationship between the voluntary physical
activity and the evolution of PD in mice, as well as the influence of PD on voluntary physical
activity behavior. Thirty-two male C57BL6 isogenic mice, eight weeks old, maintained under
standard conditions were distributed in four groups: Control (C); Voluntary Physical Activity
(VPA); Periodontal Disease (PD) and Periodontal Disease and Voluntary Physical Activity
(PD/VPA). The animals of the VPA and PD/VPA groups had its voluntary activity in a free
running wheel registered in an automated acquisition system for 30 days. On the 15th day the
PD and PD/VPA groups received a nylon thread around the second maxillary molar for PD
induction. On the 30th day of the experiment, all animals were anesthetized and euthanized for
tissue collection. Local inflammatory response (cytokines IL-1f, IL-6 and TNF-a), ABR
(RANKL - receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand and OPG - osteoprotegerin) and
hypothalamic expression of genes associated with locomotor behavior (BDNF — brain-derived
neurotrophic factor, GAD65 — glutamate decarboxylase, HRCT — orexin, ¢ MCH — melanin-
concentrating hormone) were analyzed by the real-time PCR (Polimerase chain reaction)
technique. ABR was also analyzed by morphometry. The voluntary physical activity pattern
was analyzed by the total volume of voluntary physical activity (total laps) and average speed
(laps/minute) in each period (light or dark). Total inactive hours were also calculated. The data
were compared by Two-way ANOVA for comparison of means between groups in factorial
model 2x2 (induced to PD or not, with access to the free running wheel or not), followed by
Bonferroni post hoc test when necessary (p<0.05). The groups with PD induction presented
greater ABR, higher RANKL gene expression, and lower OPG in the gingival tissue than the
other groups. However, the PD/VPA group presented increased gene expression of OPG in the
gingival tissue. PD induction increased the expression of the inflammatory cytokines IL-18, IL-
6 and TNF-a, but VPA modulated the expression of IL-1 and TNF-a at levels similar to group
C. After induction to PD, the PD/VPA group presented a reduction in mean velocity and total
volume of laps, as well as a longer time of inactivity in both periods (nocturnal and diurnal)
when compared to the AFV group. Gene expression of BDNF and MCH in the hypothalamus
were higher in the PD and PD/VPA groups. The gene expression of orexin in the hypothalamus
was higher in the exercised groups. Expression of GAD65 was higher in the PD, VPA and
PD/VPA groups. It is concluded that voluntary physical activity has protective effects against
inflammation and ABR due to PD, and that PD reduces voluntary physical activity, probably
via modulation of hypothalamic genes, especially MCH.

Keywords: Inflammation. Voluntary physical activity. Voluntary exercise. Periodontitis. Free
running wheel. Hypothalamus. Locomotor behavior.
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1 INTRODUCAO

Doenga Periodontal (DP) ¢ um termo geral que compreende diferentes niveis de
inflamagao crdnica iniciada frequentemente pelo acimulo de bactérias (biofilme) na superficie
dentaria, que pode afetar os tecidos de suporte dos dentes (ANDRADE et al., 2018, 2017,
KAUR et al., 2018; KINANE; STATHOPOULOU; PAPAPANOU, 2017; NUNN, 2003;
PORTO et al., 2012; STANFORD; REES, 2003). A resposta local envolve a ativacdo de
osteoclastos e consequente reabsorcdo dssea, podendo causar mobilidade e em casos mais
severos até a perda dentdria (HIGHFIELD, 2009). A presenga dos micro-organismos € a
consequente ativagdo da resposta imunologica do hospedeiro elevam os niveis de citocinas tanto
no tecido periodontal como sistemicamente, causando a longo prazo, uma inflamagao sistémica
de baixo grau (GOMES et al., 2013).

As DP afetam cerca de 20 a 50% da populagdo em todo o mundo (NAZIR, 2017), sendo
as condicdes orais mais comuns (RAITAPURO-MURRAY; MOLLESON; HUGHES, 2014),
e as doencas crdnicas inflamatdrias mais prevalentes em humanos, constituindo um dos maiores
problemas de saude bucal publica mundial (EKE; GENCO, 2007; HE et al., 2018; JIN et al.,
2011; JORDAO et al., 2012; MONTANDON; ZUZA; DE TOLEDO, 2012). Essas condi¢des
ocorrem em individuos de todas as regides e ragas, caracterizando a principal razdo para
extragdes de dente a partir dos 45 anos ( JORDAO et al., 2012; MONTANDON; ZUZA; DE
TOLEDO, 2012; JIN et al., 2011; ZHANG et al., 2010; SUSIN et al., 2005).

Estudos observacionais tém demonstrado que a pratica regular de atividade fisica pode
modular a inflamacdo cronica (ALLEN; SUN; WOODS, 2015; BEAVERS; BRINKLEY;
NICKLAS, 2010; HANDSCHIN; SPIEGELMAN, 2008). Individuos fisicamente ativos podem
apresentar menor propensdo a DP que individuos sedentarios (BAWADI et al., 2011). Porém,
existem diversos tipos e intensidades de atividade fisica e considerando modelos animais, a
atividade pode ainda ser forcada ou voluntaria. Nesse sentido, j& foi demonstrado que a
atividade fisica forcada ¢ capaz de reduzir inflamacao e reabsor¢ao dssea alveolar (ROA) em
ratos com doenga periodontal (ANDRADE et al., 2017) e em roedores com DP e diabetes
(ANDRADE et al., 2018).
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O exercicio ¢ considerado um fator estressante para o organismo e, quando for¢ado, esse
aspecto pode ser acentuado. Uma vez que o estresse pode aumentar o risco de desenvolvimento
da DP (DEINZER et al., 2007; GOYAL et al., 2013; HUGO et al., 2006; RAI et al., 2011;
RENERS; BRECX, 2007) e pode interferir negativamente no exercicio fisico (STULTS-
KOLEHMAINEN; SINHA, 2014), emerge a possibilidade de utilizacido de modelos de
atividade fisica voluntéaria. Esses modelos mimetizam os beneficios da atividade fisica em
humanos e diferem do exercicio for¢ado por serem realizados com pouca ou nenhuma
intervencdo dos pesquisadores, minimizando o estresse para os animais (SEO et al., 2014).
Existem desvantagens como a dificuldade para controlar a intensidade e duragdo do exercicio,
porém, ¢ possivel verificar os efeitos da atividade fisica sobre a DP. Outro fator interessante ¢
que a atividade fisica voluntaria ¢ entendida como um aspecto comportamental (SEO et al.,
2014), que eventualmente poderia ser influenciado por condi¢des inflamatdrias sistémicas ou
locais, como ¢ o caso da DP. No estagio atual do conhecimento, estudos envolvendo a atividade
fisica voluntéria e a DP ndo foram encontrados.

O hipotalamo ¢ um importante centro regulador da homeostase energética e do
comportamento locomotor. Alguns neurotransmissores liberados por neuronios hipotaldmicos
sdo capazes de influenciar a atividade fisica voluntaria (KOSSE et al., 2017). Uma vez que
tanto a DP quanto a atividade fisica podem modular as respostas inflamatérias (OLIVEIRA et
al., 2015; PRATESI; TARANTINI; DI BARI, 2013) e comportamentais (KOSSE et al., 2017),
esse estudo teve como objetivo investigar as inter-relagdes entre as duas condi¢cdes em modelo

murino e os aspectos moleculares envolvidos.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Doenca Periodontal (DP)

O termo Doenga periodontal (DP) abrange multiplos distarbios do periodonto

(HIGHFIELD, 2009; KINANE; STATHOPOULOU; PAPAPANOU, 2017). Sao doengas



16

infecciosas iniciadas pelo desenvolvimento de um biofilme dental, gerando uma resposta imune
e inflamagdo (HIGHFIELD, 2009; NUNN, 2003; PORTO et al., 2012; STANFORD; REES,
2003). Isso resulta em uma série de eventos que afetam os tecidos de suporte dos dentes
podendo gerar perda de fixacdo dental e destruicao do osso alveolar, chegando em alguns casos
a perda do dente. Entre as DP mais comuns estdao a gengivite e a periodontite cronica (COSTA
et al., 2012; HIGHFIELD, 2009; SILVA et al., 2015).

A higiene bucal ineficiente favorece a formagao de um biofilme que adere a superficie
do dente e se deposita no sulco gengival e na gengiva marginal, gerando uma resposta
inflamatoria local no hospedeiro (KINANE; STATHOPOULOU; PAPAPANOU, 2017;
RAITAPURO-MURRAY; MOLLESON; HUGHES, 2014). Em geral o individuo apresenta
como sintomas das gengivites, inchaco e vermelhidao no entorno dos dentes acometidos, com
possivel sangramento espontaneo durante escovagdo e uso de fio dental (HIGHFIELD, 2009).

Quando ndo tratada, a gengivite pode evoluir para periodontite cronica. A resposta
infamatéria do hospedeiro frente ao biofilme progride para a destruicdo do ligamento
periodontal e suas fibras coldgenas, formando uma bolsa entre o dente e a gengiva, com possivel
retracdo gengival. Dessa forma ocorre a perda de jungdo epitelial, que quando persiste por
periodos prolongados pode se estender para os tecidos mais profundos causando perda de
suporte do tecido conjuntivo, reabsor¢ao do osso alveolar e do ligamento periodontal, podendo
levar a perda do dente (AMERICAN ACADEMY OF PERIODONTOLOGY, 2015;
HIGHFIELD, 2009; KINANE; STATHOPOULOU; PAPAPANOU, 2017; LOCKER;
SLADE; MURRAY, 1998; NEWMAN et al., 2016).

A periodontite pode ser classificada em periodontite cronica ou periodontite agressiva,
podendo em ambas condigdes serem designadas como localizadas ou generalizadas (THE
AMERICAN ACADEMY OF PERIODONTOLOGY, 2001). Outras classificagdes envolvem
periodontites decorrentes de doengas sist€émicas (associadas a discrasias sanguineas ou a
disturbios genéticos), periodontite necrosante, abcessos periodontais, periodontite associada a
lesdes endodonticas e, por fim, deformidades e condigdes congénitas ou adquiridas (FINE;
PATIL; LOOS, 2018; KINANE; STATHOPOULOU; PAPAPANOU, 2017; THE
AMERICAN ACADEMY OF PERIODONTOLOGY, 2001).
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A periodontite crénica ¢ caracterizada por sua progressao lenta e por acometer
principalmente individuos adultos. Por outro lado, a periodontite agressiva apresenta uma
evolucdo rapida, ocorrendo geralmente em pacientes jovens (KINANE; STATHOPOULOU;
PAPAPANOU, 2017;AMERICAN ACADEMY OF PERIODONTOLOGY, 2015; THE
AMERICAN ACADEMY OF PERIODONTOLOGY, 2001).

Na periodontite cronica, que ¢ a mais prevalente, a inflamacdo causa a formagdo de
bolsas periodontais que afastam a gengiva dos dentes favorecendo a adesdo e formacao do
biofilme (HIGHFIELD, 2009), o qual pode incluir diversas colonias de bactérias como
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Fusobacterium nucleatum, Tannerella forsythia, Treponema denticola € Campylobacter spp.
(HIGHFIELD, 2009). A periodontite cronica pode ainda ser localizada (<10 dentes afetados)
ou generalizada (>10 dos 32 dentes humanos afetados) (KINANE; STATHOPOULOU;
PAPAPANOU, 2017).

Mais de 800 espécies de micro-organismos ja foram identificadas na placa dental de
humanos, sendo que um unico individuo pode apresentar cerca de 150 dessas espécies em seu
biofilme, incluindo bactérias anaerdbias gram-negativas, espiroquetas e até mesmo virus.
Estudos mais recentes tem demonstrado que as DP decorrem do desequilibrio no biofilme e ndo
da presenca de um unico micro-organismo, dificultando seu tratamento (KINANE;
STATHOPOULOU; PAPAPANOU, 2017; PEREZ-CHAPARRO et al., 2014).

A periodontite cronica nem sempre causa dor, mas em geral além dos sinais da
gengivite, o mau halito persistente, alteracdes no paladar, retracdo gengival com mobilidade e
sensibilidade aumentada dos dentes sao comuns (NATIONAL INSTITUTE OF DENTAL
AND CRANIOFACIAL RESEARCH, 2013).

A periodontite agressiva, por sua vez, acomete principalmente individuos jovens
clinicamente saudaveis. Nesses casos, algumas bactérias especificas invadem a cavidade oral
do hospedeiro que reage com uma resposta inflamatoria intensa, levando a rapida destruicdao
em massa do osso alveolar (CLARK; FEBBRAIO; LEVIN, 2017; FINE; PATIL; LOOS, 2018;
HIGHFIELD, 2009; THE AMERICAN ACADEMY OF PERIODONTOLOGY, 2001).
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Nessa condi¢do, um numero limitado de espécies de microrganismos, tais como
Aggregatibacter actinomycetemcomitans e algumas populacdes de Porphyromonas gingivalis,
estdo geralmente presentes, havendo resposta inflamatdria intensa, ndo compativel com a
quantidade do biofilme (AMERICAN ACADEMY OF PERIODONTOLOGY, 2015; CLARK;
FEBBRAIO; LEVIN, 2017; HIGHFIELD, 2009; THE AMERICAN ACADEMY OF
PERIODONTOLOGY, 2001).

Também sdao observados nesses pacientes, anormalidades fagociticas, fendtipo de
macrofagos hiper-responsivos, incluindo niveis elevados de PGE2 (prostaglandina E2 que
estimula a reabsor¢ao 6ssea) e IL-1p (interleucina 1 beta, que sinaliza resposta inflamatdria)
além das proporcoes elevadas de bactérias Aggregatibacter actinomycetemcomitans €
Porfiromonas gingivalis (HIGHFIELD, 2009; THE AMERICAN ACADEMY OF
PERIODONTOLOGY, 2001).

A resposta imunologica do hospedeiro a DP pode frequentemente ser mediada por
linfécitos T e B, macréfagos e neutrofilos, que sdo acionados para produzir mediadores
inflamatérios, incorporando citocinas, quimiocinas, enzimas proteoliticas, metabodlitos
derivados do acido araquidonico, além da ativacdo de osteoclastos, que contribuem para a
ativacao de diversas vias de degradacdo tecidual (MOUTSOPOULOS; MADIANOS, 2006;
SILVA etal., 2017).

Em geral os tratamentos convencionais, que incluem higienizagcdo adequada, raspagem
e alisamento corono-radicular; apresentam eficacia, porém a periodontite pode ser recorrente
em qualquer uma de suas formas, mesmo quando tratada com sucesso, ¢ pode ser ainda
refrataria, quando uma ou mais formas de periodontite nao respondem ao tratamento (THE

AMERICAN ACADEMY OF PERIODONTOLOGY, 2001).

2.2 Diagnostico e fatores de risco para DP

O diagnostico clinico da DP ¢ feito através do reconhecimento de varios sinais nos
tecidos periodontais que demonstrem diferenca do periodonto saudavel (ELEY; SOORY;

MANSON, 2012; HIGHFIELD, 2009). Podem ser identificadas altera¢des gengivais, redugdo
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da resisténcia dos tecidos a sondagem periodontal e sulco gengival mais profundo ou bolsa, que
refletem perda de inser¢ao periodontal (LISTGARTEN, 1986).

Varios fatores modificaveis ¢ nao modificaveis aumentam o risco de doengas
periodontais e contribuem para o seu significado clinico (NAZIR, 2017). Dentre os fatores de
risco modificaveis estdo o tabagismo, a ma higiene bucal, mudangas hormonais femininas,
aspectos nutricionais, ingestao de alcool, uso de medicamentos, estresse e aspectos psicologicos
(HIGHFIELD, 2009; HUGO et al., 2006; NAZIR, 2017; NUNN, 2003; PORTO et al., 2012;
ZHANG et al., 2010). Os fatores de risco ndo modificaveis incluem idade e hereditariedade.
Existe ainda associagdo da DP com outros fatores como medicamentos, fatores relacionados ao
dente (forma e posicao), ma oclusdo, baixa produgao de saliva, caracteristicas socioecondmicas,
comportamentais, genética e epigenética e composi¢ao microbial do biofilme dental, doengas
sist€micas, incluindo as doengas cardiovasculares, HIV, doengas metabolicas, adversidades na
gravidez, artrite reumatoide, doengas respiratorias, doenga renal cronica, cancer e
comprometimento da fungio cognitiva (HIGHFIELD, 2009; JIN et al., 2011; JORDAO et al.,
2012; NAZIR, 2017; NUNN, 2003; PORTO et al., 2012; STANFORD; REES, 2003).

2.3 Patogénese da DP

Os tecidos epiteliais s3o constantemente expostos a uma variedade de bactérias, mas a
maioria das pessoas mantém uma homeostase saudavel. As células epiteliais contribuem para a
resposta inata do hospedeiro em todos os epitélios, incluindo os orais (CHUNG et al., 2007).
Assim, a progressdo das DP pode causar danos permanentes e por isso exige um diagndstico
precoce com monitoramento a longo prazo (HE et al., 2018).

A periodontite ¢ precedida pela gengivite, mas nem sempre a gengivite evolui para
periodontite. O desenvolvimento da gengivite pode ser observado com clareza de forma clinica
e histologica. Normalmente ocorre infiltracdo de células de defesa (plasmocitos, linfocitos,
neutrofilos e macréfagos) no tecido conjuntivo. Sua presenca e seus produtos causam a
perturbagdo da anatomia normal do tecido conjuntivo resultando em destruicdo do colageno e

subsequente proliferagdo do epitélio juncional. A vasodilatacdo e a maior permeabilidade
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vascular levam a um maior extravasamento de fluido dos vasos e facilitam a passagem de
c¢lulas de defesa da vasculatura para os tecidos, resultando em edemas e eritemas (aparéncia
clinica da gengivite) (NEWMAN et al., 2016).

As alteragdes histologicas gengivais podem ser separandas em lesdes primaria, inicial,
estabelecida e avancada. De forma resumida a lesdo primaria corresponde aos tecidos
clinicamente saudéveis, porém com presenca de biofilme e resposta inflamatoria de baixo grau.
Ocorre vasodilatacdo e maior permeabilidade vascular que permitem que neutrofilos e
mondcitos migrem pelos tecidos conjuntivos na direcdo da origem do estimulo quimiotatico
(produtos bacterianos no sulco gengival). O fluido gengival extravasa causando dilui¢do dos
produtos bacterianos, funcionando provavelmente como uma lavagem para remog¢ao de
bactérias e seus produtos do sulco (LISTGARTEN, 1986; LISTGARTEN; HELLDEN, 1978;
NEWMAN et al., 2016; PAGE; SCHROEDER, 1976).

No inicio da gengivite, existe proliferagdo de capilares e vasodilatacdo persistente
causando um aspecto eritematoso nas gengivas. O aumento do fluxo sanguineo leva mais
neutrdfilos até o sulco gengival para fagocitar bactérias. Dessa forma, neutrofilos e linfocitos
predominam no infiltrado, enquanto fibroblastos se degeneram (apoptose) aumentando o
espaco disponivel para infiltragdo de leucocitos. Ocorre entdo a destruicdo do colageno e as
c¢lulas epiteliais basais comecam a se multiplicar na tentativa de manter intacta uma barreira
contra bactérias e seus produtos (LISTGARTEN, 1986; NEWMAN et al., 2016; PAGE,;
SCHROEDER, 1976). A gengiva pode apresentar aspecto intumescido como consequéncia do
edema dos seus tecidos e o sulco gengival pode ficar ligeiramente mais profundo, permitindo
que o biofilme se prolifere no sentido apical. Assim a lesdao inicial pode persistir
indefinidamente, ou progredir (LISTGARTEN, 1986; NEWMAN et al., 2016).

A lesdo estabelecida corresponde a gengivite cronica e depende de diversos fatores, que
incluem a composi¢do e quantidade de biofilme, fatores de suscetibilidade do hospedeiro e
fatores de risco (locais e sistémicos). O infiltrado passa a ocupar um volume consideravel dos
tecidos conjuntivos inflamados e o colageno continua a ser destruido por causa da proliferagao
do epitélio para os espacgos de tecido conjuntivo. Forma-se uma bolsa epitelial decorrente do

acimulo de neutrofilos que liberam seu contetdo lisossomico extracelularmente para tentar
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eliminar bactérias ndo fagocitadas. Essa bolsa ndo adere a superficie do dente, ¢ ¢ mais
permeavel a passagem de substancias sendo menos capaz de resistir a passagem da sonda
periodontal, causando sangramento. Este contexto acaba por causar mais destrui¢do tecidual
(LISTGARTEN, 1986; LISTGARTEN; HELLDEN, 1978; NEWMAN et al., 2016; PAGE;
SCHROEDER, 1976).

Por fim, a lesdo avancada define a transi¢ao para periodontite (PAGE; SCHROEDER,
1976), evidenciada pela destruicdo do coldgeno que se estende para o ligamento periodontal e
o osso alveolar. Os neutréfilos predominam na bolsa epitelial, enquanto plasmocitos
predominam nos tecidos conjuntivos. O epitélio juncional migra apicalmente para as areas
carentes de colageno para manter uma barreira epitelial. A reabsor¢ao Ossea osteoclastica €
iniciada e o osso recua da frente inflamatoria avancada como um mecanismo de defesa para
evitar a dissemina¢ao de bactérias (LISTGARTEN, 1986; LISTGARTEN; HELLDEN, 1978;
NEWMAN et al., 2016; PAGE; SCHROEDER, 1976).

A medida que a bolsa se aprofunda o biofilme se prolifera no sentido apical em um
ambiente favoravel para diversas espécies de patdgenos periodontais. A bolsa se torna um
ambiente protegido, imido, quente e anaerdbio com um suprimento de nutrientes imediato.
Uma vez que as bactérias estdo na bolsa periodontal, e ndo no interior do tecido, elas ndo sdo
eliminadas de forma significativa pela resposta inflamatoria (LISTGARTEN, 1986;
LISTGARTEN; HELLDEN, 1978; NEWMAN et al., 2016; PAGE; SCHROEDER, 1976).

Ocorre um ciclo que faz persistir a inflamagao cronica e o dano tecidual. Ou seja, o dano
tecidual ¢ causado principalmente pela resposta inflamatdria, mas o biofilme, que inicia todo
este quadro, ndo ¢ eliminado. Assim, persiste a destrui¢do de ligamento periodontal e fibras de
colageno, a reabsor¢ao Ossea avanca € o epitélio juncional migra apicalmente para manter uma
barreira intacta, causando aumento da bolsa que se aprofunda de modo fracionado. Neste
quadro, ¢ dificil a remocao de bactérias e o rompimento do biofilme somente por meio da
higiene oral, possibilitando a continuagao do ciclo (LISTGARTEN, 1986; NEWMAN et al.,
2016; PAGE; SCHROEDER, 1976).
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2.4 Respostas inflamatorias no periodonto

Algumas moléculas especificas sinalizam o dano tecidual e causam a resposta
inflamatéria. Elas sdo divididas em dois grupos: derivadas da microbiota subgengival e
derivadas da resposta imunoinflamatoria do hospedeiro, sendo esta tltima a maior responsavel
por destrui¢do tecidual do periodonto. As bactérias, apesar de iniciarem e manterem a
inflamagao, sdo responsaveis por uma pequena propor¢ao do dano (NEWMAN et al., 2016).

As bactérias subgengivais tem como fun¢ao primaria na patogénese periodontal, ativar
respostas inflamatorias, que proporcionam fontes de nutrientes, beneficiando as bactérias
situadas na bolsa e resultando em dano tecidual. Elas também contribuem diretamente para a
destrui¢ao do periodonto através da liberacdo de substancias nocivas. O hospedeiro passa a
apresentar mediadores inflamatorios apds agdo de lipopolissacarideos (LPS), enzimas
bacterianas e produtos nocivos derivados das bactérias (NEWMAN et al., 2016). Ou seja, os
processos inflamatorios e imunes que sdo desenvolvidos nos tecidos periodontais em resposta
a presenca de longo prazo do biofilme subgengival sdo inicialmente protetores, mas
cronicamente acabam por causar consideravel dano tecidual. Alguns dos mediadores que regem

as respostas do hospedeiro sao as citocinas (NEWMAN et al., 2016).

2.4.1 Citocinas

As citocinas desempenham um papel fundamental na inflamagdo e na DP. Elas sdo
proteinas soluveis que agem como mensageiras apos se ligarem a seus receptores celulares
especificos. Essas ligagdes iniciam cascatas de sinalizacdo intracelular que resultam em
mudangas fenotipicas na célula (NEWMAN et al., 2016).

Essas proteinas podem ser produzidas temporariamente por diversos tipos de células,
incluindo as células inflamatorias infiltradas e as células periodontais. As citocinas sdo eficazes
em baixas concentragdes e agem de forma local, sinalizando, propagando e amplificando as

respostas imunes, sendo fundamentais na regulacdo da resposta imunoinflamatoria € no
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combate a infecgdes. Entretanto, elas podem causar efeitos biologicos profundos que ocasionam
inflamacao cronica e destruicao tecidual caracterizando a DP (NEWMAN et al., 2016).

As citocinas reunem aspectos da imunidade inata e adquirida atuando em redes flexiveis
e complexas que podem envolver efeitos pro e anti-inflamatorios, exercendo fun¢des em todos
os estagios da resposta imune da DP. Entre as mais importantes e estudadas na periodontite,
estdo as citocinas pro-inflamatorias IL-1B, TNF-a e IL-6 que possuem papéis no inicio,
regulagdo e manutengdo das respostas imunes inatas no periodonto, resultando em alteragdes
vasculares e na migracdo das células efetoras (como neutrofilos) para os tecidos periodontais
(CARDOSO; REIS; MANZANARES-CESPEDES, 2018; NEWMAN et al., 2016).

A destruigdo cronica do periodonto ¢ causada principalmente pela resposta das células
T no controle da imunidade local. Entretanto, o papel das células B na manutencdo do
periodonto e desenvolvimento da DP ndo foi completamente elucidado. A presenca de
infiltrados inflamatérios com linfécitos B (plasmocitos) marca lesdes decorrentes da
periodontite. Individuos com periodontite apresentam alta expressdo de citocinas envolvidas
com respostas de células B, incluindo a IL-10 e IL-6. Além disso, as cé¢lulas B de memoria
foram identificadas no tecido conjuntivo subjacente ao epitélio juncional da gengiva saudavel,
sugerindo uma memoria na manutengdo da homeostase periodontal (MAHANONDA et al.,

2016).

2.4.2 Reabsorcio Ossea Alveolar

Conforme a inflamacao se aproxima do osso alveolar, se inicia a reabsor¢do dssea
osteoclastica, como tentativa de evitar a invasao bacteriana. Contudo, essa tentativa acaba por
causar a mobilidade do dente e até¢ mesmo a sua perda. Em geral a reabsor¢ao do osso alveolar
ocorre simultaneamente a destruicdo do ligamento periodontal (NEWMAN et al., 2016).

Dois fatores criticos determinam a ocorréncia da reabsor¢ao Ossea: a concentracao de
mediadores inflamatorios nos tecidos gengivais em quantidade suficiente para ativar as vias de
reabsorcao Ossea, € a penetragdo dos mediadores inflamatdrios no osso alveolar a uma distancia

critica (NEWMAN et al., 2016).
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2.4.2.1 Ligante do Receptor Ativador do Fator Nuclear kB (RANKL) e Osteoprotegerina
(OPG)

Existe um sistema fundamental no controle da reabsorcao 6ssea, que inclui a RANKL e
a OPG. A RANKL ¢ um ligante do receptor de superficie celular expresso por células
progenitoras de osteoclastos e pelos proprios osteoclastos maduros. Ele se liga ao RANK
(receptor ativador do fator nuclear kB), expresso por cé€lulas estromais da medula dssea,
osteoblastos e fibroblastos, resultando na diferenciacao e ativacao dos osteoclastos (reabsor¢ao
ossea) (NEWMAN et al., 2016; TAUBMAN; KAWAI; HAN, 2007).

Outro ligante, também produzido por células estromais da medula 6ssea, osteoblastos e
fibroblastos, ¢ a OPG que pode se unir a RANKL, impedindo a ligagdo desta Gltima com o
RANK. Dessa forma a OPG inibe a diferenciacdo e ativagdo de osteoclastos evitando a
reabsor¢ao 6ssea (NEWMAN et al., 2016; TAUBMAN; KAWAI; HAN, 2007).

A IL-1B e o TNF-a regulam a expressdo de RANKL e OPG. Nos individuos com
periodontite, os niveis elevados de citocinas e células infiltradas resultam na ativagao dos
osteoclastos via RANK, causando reabsor¢ao oOssea alveolar. Assim, existe uma razao
desbalanceada de RANKL/OPG, uma vez que na DP se apresenta maior expressao de RANKL
e menor de OPG (NEWMAN et al., 2016; TAUBMAN; KAWAIL HAN, 2007).

2.5 Prognostico e tratamento

Conhecendo a progressdo da DP, ¢ clara a necessidade de prevengdo, identificagdo e
tratamento precoces para evitar maiores complicagdes. Em estdgios iniciais, bons habitos de
escovacao e uso de fio dental frequente sao imprescindiveis. Em casos mais graves € necessario
remover o calculo por meio de raspagem e alisamento corono-radicular. Existe ainda a
possibilidade de tratamento e controle da infec¢do com uso de antibioticos e anti-inflamatorios.
Em alguns casos de periodontite € necessaria a cirurgia periodontal para a recomposicao Ossea

ou da gengiva (NAZIR, 2017).
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A dieta também ¢ fundamental na prevencdo de DP, embora seja mais importante para
a prevencao de caries (NAZIR, 2017). A mé alimentacdo pode acelerar a progressao de DP,
porém a ingestdo de uma dieta rica em frutas e vegetais, com baixos teores de gorduras e
acucares colaboram com a satde periodontal (BRANCH-MAYS et al., 2008). Sabe-se que a
ingestdo de probidticos pode reduzir efeitos da DP como a reabsor¢ao 6ssea (FOUREAUX et
al.,, 2014; SILVA et al., 2015). Além disso, as vitaminas C e E possuem propriedades
antioxidantes que ajudam a reduzir a formagdo de radicais livres advindos de processos
inflamatorios (MOYNIHAN, 2005).

Os tratamentos sdo eficazes, ¢ devem ser mantidos para evitar recorréncias. Alguns
tratamentos ndo farmacoldgicos, como o laser (ZHAO et al., 2014), probioticos e prebioticos
(FOUREAUX et al., 2014; SILVA et al., 2017) e o exercicio fisico (ANDRADE et al., 2017),
tém se mostrado promissores na preven¢do e tratamento de doencas periodontais, ainda que

sejam escassos os trabalhos cientificos envolvendo estes dois fatores (DP e exercicios).

2.6 Modelos animais de DP - Ligadura

Existem diversos modelos para indu¢ao de DP em camundongos e ratos. Entre eles estao
a colocacdo de ligadura (ANDRADE et al., 2017; DE MOLON et al., 2016; GARCIA DE
AQUINO et al., 2009; GRAVES et al., 2012; MOLON, 2012), a introdu¢cdo de micro-
organismos patogénicos por meio de gavagem (DE MOLON etal., 2016; GRAVES etal., 2012)
e por meio de injegdes de bactérias inativadas (BEZERRA et al., 2002; GRAVES et al., 2012)
bem como LPS bacteriano no sulco gengival ou cavidade oral dos animais (DE MOLON et al.,
2016; GARCIA DE AQUINO et al., 2009; GRAVES et al., 2012), entre outros (GRAVES et
al., 2012).

A DP induzida por ligadura ¢ um dos modelos mais utilizados em pesquisas periodontais
(ANDRADE et al., 2017; DE MOLON et al., 2016; LIN et al., 2014). Este modelo foi descrito
em ratos em 1966 (ROVIN; COSTICH; GORDON, 1966). Nesta técnica, um fio de algodao,
seda ou nylon ¢ colocado na area cervical dos molares maxilares ou mandibulares de roedores

para induzir grande acimulo de placa e ulceracao do epitélio do sulco (GRAVES et al., 2012;
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MOLON, 2012). A placa aderida sobre o fio facilita a invasao para o tecido conjuntivo e leva
a alteracoes no tecido periodontal. Essas alteragdes sdao similares as observadas em
periodontites humanas e incluem a ruptura e migragao apical do epitélio juncional, influxo de
células inflamatorias e perda das fibras do ligamento periodontal além de destruigdo Ossea
(KLAUSEN, 1991).

Modelos de ligadura sdao considerados consistentes para mimetizar a DP, uma vez que
resultam em lesdes semelhantes as produzidas pela periodontite, com migracao apical do
epitélio juncional e reabsor¢do 6ssea (ACHONG et al., 2003). Esse modelo exibe, apos sete
dias da alocacdo da ligadura, uma fase aguda de inflamacgdo, e apds 21 dias, uma migragao
apical do epitélio juncional com consequente reabsor¢ao 6ssea (ACHONG et al., 2003). Alguns
estudos verificaram ROA com apenas 14 dias de indugdao a DP por meio de ligadura
(ANDRADE et al., 2017; LIN et al., 2017; GARCIA DE AQUINO et al., 2009).

Inicialmente ocorre rapida reabsorcao dssea, seguida por uma diminui¢do na intensidade
da destrui¢do tornando-se uma reagao cronica (GARCIA DE AQUINO et al., 2009; GRAVES
etal., 2012; MOLON, 2012). Visando uma inducao ainda mais rapida e evidente da DP, alguns
pesquisadores utilizaram ligaduras embebidas em bactérias periodonto-patogénicas (LI;
AMAR, 2007; YUAN et al., 2011).

Um estudo comparou a indugdo a DP através de ligadura e injecdo com
lipopolissacarideo de bactéria (LPS) em ratos Wistar. Os pesquisadores verificaram que os dois
protocolos foram eficazes na indugdo a doenca. Além disso, os dois modelos utilizados
apresentaram pico inflamatorio no décimo quinto dia pés inducdo (GARCIA DE AQUINO et
al., 2009).

2.7 Atividade Fisica

A atividade fisica (AF) pode ser definida como qualquer movimento corporal originado
pela contragdo da musculatura esquelética promovendo aumento do gasto energético além dos
niveis basais (HOWLEY, 2001). A participagdao em atividades fisicas proporciona beneficios a

saude e resulta em niveis mais elevados de aptidao fisica (HASKELL et al., 2007), além de
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reducdo do risco de doencas cronicas como cancer, diabetes mellitus e doencas
cardiovasculares, ¢ de mortalidade relacionada ao sedentarismo (BOOTH et al., 2000;
KESANIEMI et al., 2001).

Existe diferenca entre a atividade fisica ocupacional e de lazer. Atividade fisica
ocupacional (AFO) est4 associada a jornada de trabalho que dura geralmente 8h/dia, enquanto
a atividade fisica de lazer (AFL) compreende as atividades durante o tempo livre.

A AFL ocorre de acordo com os interesses € necessidades pessoais, incluindo esportes,
programas de exercicios, caminhadas, danga, atividades domésticas, entre outras inumeras
possibilidades que resultam da atividade fisica espontinea e do exercicio voluntario
(HOWLEY, 2001). Essas promovem gasto energético, embora a intensidade e a duracao
possam variar significativamente (BHERER; ERICKSON; LIU-AMBROSE, 2013;
HOWLEY, 2001).

O exercicio fisico ¢ considerado uma subcategoria de AFL em que sdo realizados
movimentos corporais planejados, estruturados e repetitivos para melhorar ou manter um ou
mais componentes da aptidao fisica (BHERER; ERICKSON; LIU-AMBROSE, 2013;
HOWLEY, 2001). E uma atividade multifatorial que pode afetar todos os érgdos e tecidos
corporais (AMERICAN PSYCHOLOGICAL ASSOCIATION, 2007), resultando diversos
beneficios para a saude, cogni¢dao ¢ humor (BHERER; ERICKSON; LIU-AMBROSE, 2013).

No ano 2000, o sedentarismo foi responsavel por aproximadamente 250 mil mortes
anuais, além de um gasto de aproximadamente $1 trilhdo de dolares por ano com saude
(BOOTH et al., 2000). A prevaléncia de inatividade fisica foi avaliada em 76 paises, através de
uma amostra composta por quase 300.000 individuos com 15 anos ou mais. Este estudo revelou
que um em cada cinco adultos em todo o mundo ¢ fisicamente inativo e que o sedentarismo foi
mais prevalente nos paises desenvolvidos e entre mulheres e idosos (DUMITH et al., 2011).
Em 2012, a inatividade fisica se tornou a quarta maior causa de mortes pelo mundo (KOHL et
al., 2012), e em 2013 custou cerca de $54 bilhdes de dolares em todo o mundo (DING et al.,
2016).

De forma contraria aos efeitos causados pelo sedentarismo (AMERICAN

PSYCHOLOGICAL ASSOCIATION, 2007; BOOTH et al., 2000), o exercicio cronico esta
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associado com uma menor incidéncia e prevaléncia de doengas metabolicas (BOOTH et al.,
2000). O exercicio ¢ uma intervengao simples e de baixo custo que pode ser quantificada de
maneira direta tanto em animais quanto em humanos (CASPERSEN; POWELL;
CHRISTENSON, 1985; EGAN; ZIERATH, 2013; NELSON et al., 2007). Tanto a atividade
fisica quanto o exercicio funcionam como um processo fisioldégico para prevenir, manter e
regular diversas condi¢des crdonicas, como a sindrome metabolica (SEO et al., 2014) e
possivelmente a DP cronica.

Sabe-se que o exercicio fisico causa inimeros beneficios a satde, porém as principais
alteragdes metabdlicas resultantes do exercicio e seus mecanismos subjacentes permanecem em
grande parte desconhecidas. O tipo e intensidade de exercicio necessario para adquirir, manter
e melhorar a saude, ou ainda promover a recuperacao ap6s uma doenga ainda nao foram
totalmente elucidados (SEO et al., 2014).

Os efeitos benéficos ou adversos da interven¢do com exercicios como forma de
tratamento para certas condi¢des devem ser testados antes de sua utilizagdo clinica. Porém
considerando as condigdes éticas e dificuldades para realiza¢ao de algumas técnicas invasivas
em pesquisas com seres humanos, modelos de exercicio com animais tem sido amplamente
desenvolvidos e utilizados com o objetivo de simular as atividades fisicas de humanos

(CHOLEWA et al., 2014; SEO et al., 2014; WANG; WISLOFF; KEMI, 2010).

2.8 Atividade Fisica e inflamacao

Durante e apds o exercicio agudo ocorrem interagdes entre células imunes, citocinas e
outros componentes intramusculares que criam um meio inflamatorio responsavel pela
recuperagao e adaptacdo a sobrecarga imposta (ALLEN; SUN; WOODS, 2015). Inicialmente
ocorre uma resposta pro-inflamatoria com duracao entre 1,5 e 24 horas apds a atividade fisica
(variando de acordo com duracao, intensidade, etc.). Em seguida ocorre uma resposta muscular
anti-inflamatoria regenerativa com duracdo entre 24 e 72 horas. (ALLEN; SUN; WOODS,
2015).
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No exercicio fisico cronico, ocorre redugao da inflamagao de baixo grau, prevenindo ou
atenuando doengas metabolicas, como diabetes tipo 2, aterosclerose, cancer e depressao
(ZAWADZKA; JAGODZINSKI, 2017). Em pacientes com insuficiéncia cardiaca cronica, o
exercicio foi capaz de atenuar o processo de desgaste catabdlico associado a progressdo da
doenga e reduzir significativamente a expressao muscular de TNF-a, IL-1 e IL-6 (GIELEN et
al., 2003). Os efeitos anti-inflamatdrios decorrentes do exercicio cronico incluem algumas
acoOes dependentes de alteragdes na massa de tecido adiposo (ALLEN; SUN; WOODS, 2015).

Esses efeitos pleiotropicos da atividade fisica também sdo altamente dependentes do
tipo de contragdo muscular (excéntrica, concéntrica, isométrica), da intensidade, da duragdo e
da familiaridade com a movimentagdao (ALLEN; SUN; WOODS, 2015). Apds exercicios
exaustivos fatores de transcri¢ao envolvidos na inflamacao, como a proteina ativadora-1 (AP-
1) e o fator nuclear kappa B (NFkB), sdo ativados (HOLLANDER et al., 2001). A produgdo de
oxido nitrico (NO) e de espécies reativas de oxigénio (ROS), pode ativar a via NFkB,
estimulando a producdo de citocinas no musculo esquelético (NIESS; SIMON, 2007;
SCHEELE; NIELSEN; PEDERSEN, 2009). Essas citocinas derivadas do musculos (miocinas)
possuem propriedades anti-inflamatérias e metabdlicas (SCHEELE; NIELSEN; PEDERSEN,
2009).

Assim, o exercicio causa aumento significativo nas miocinas circulantes, como a IL-6,
com subsequente liberacdo e aumento das citocinas anti-inflamatorias circulantes (IL-10 e IL-
1RA) que atuam antagonizando as agdes da IL-1 e TNF-a (ALLEN; SUN; WOODS, 2015;
PETERSEN; OGAWA, 2005). Acreditava-se que a elevagdo da IL-6 induzida pelo exercicio
fosse uma resposta inflamatoria causada pelo dano muscular. Entretanto, ocorre aumento na
expressao genica de IL-6 muscular logo apds contragdes concéntricas e excéntricas,
independentemente do tipo de fibra muscular (JONSDOTTIR et al., 2000).

Embora as respostas das citocinas ao exercicio e a sepse sejam semelhantes, existem
diferencas. Durante a sepse, ocorre aumento rapido e acentuado de TNF-a circulante, seguido
por um aumento na IL-6. Em contrapartida, durante o exercicio, o aumento de IL-6 ndo ¢
precedido por aumentos nos niveis de TNF-a (PEDERSEN; FEBBRAIO, 2008). A atividade

fisica voluntaria realizada por camundongos C57BL6 idosos por dois meses € capaz de proteger



30

os animais de respostas inflamatdrias e pro-coagulantes induzidas pela sepse (TYML et al.,
2017).

A atividade fisica inicia uma cascata de eventos inflamatérios que, a longo prazo, levam
a melhora da imunidade (ALLEN; SUN; WOODS, 2015; ZAWADZKA; JAGODZINSKI,
2017). Todos estes eventos de sinalizacao intracelulares afetam as células musculares e tecidos
adjacentes (NIESS; SIMON, 2007), induzindo mecanismos anti-inflamatérios (SCHEELE;
NIELSEN; PEDERSEN, 2009) com efeitos de longo prazo sobre a expressdo génica muscular
e satide (ALLEN; SUN; WOODS, 2015; ZAWADZKA; JAGODZINSKI, 2017).

2.9 Atividade Fisica Voluntaria

Existe uma variedade de modelos experimentais desenvolvidos para animais, de forma
a simular as atividades fisicas humanas (BERANGER et al., 2013; CHOLEWA et al., 2014;
WANG; WISLOFF; KEMI, 2010) e colaborar com o entendimento dos mecanismos do
exercicio (CASSILHAS et al., 2013; EGAN; ZIERATH, 2013). Uma das vantagens na
utilizacao desses modelos € o controle da duragdo e intensidade do exercicio (SEO et al., 2014).

Em roedores o exercicio pode ser voluntério (rodas de atividade) ou for¢ado (natagdo,
esteira, escada, etc.). Contudo, ndo existe um padrao ouro de modelos animais de exercicio para
manter ou melhorar o estado de saude. Isso ocorre porque existem muitas varidveis a serem
consideradas, tais como o tipo de exercicio (aerobio ou anaerdbio), a duragao (exercicio cronico
ou agudo) e o periodo em que serd executado (manha, tarde ou noite) (SEO et al., 2014).

Embora o exercicio possa ser reconhecido como um tipo de estresse (DROSTE et al.,
2007), quando realizado de forma voluntaria, ¢ a intervencao mais eficaz na diminuicao da
resposta ao estresse comparado ao exercicio forgado ou involuntario (CHEN et al., 2011; SEO
et al., 2014). A roda de atividade livre se enquadra nos modelos de atividade fisica aerdbia e ¢
considerada como uma atividade voluntiria (AMERICAN PHYSIOLOGICAL SOCIETY,
2006; DE BONO etal., 2006; KE et al., 2011). Estas rodas sao feitas de aco inoxidavel e plastico
ou de uma pista de corrida rotativa inclinada. Em geral esses aparatos sao utilizados em

pesquisas que visam examinar o exercicio cronico em espécies de roedores (SEO et al., 2014).
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Quando comparada a outros tipos de exercicio, a corrida nas rodas de atividade tem a
vantagem da voluntariedade. Desta forma, o exercicio pode ser realizado com intervengao
minima do investigador e pouco estresse para os animais que podem ainda aumentar a atividade
fisica a longo prazo. Como desvantagens, ocorrem a impossibilidade em controlar a intensidade
e duragdo do exercicio, a impossibilidade de aplicagao para estudos relacionados com fadiga e
exaustdo e a possibilidade de quebrar unhas ou causar escoriagdes nas patas traseiras (SEO et
al., 2014).

Entre as aplicagdes ja registradas, a roda de atividade voluntaria foi utilizada para
estudos envolvendo envelhecimento, pesquisa comportamental, isquemia cerebral,
metabolismo 6sseo, cancer, diabetes mellitus, emogao, funcdo cardiaca, doenca renal, doenca
hepatica, doenca neuromuscular, fisiologia muscular, obesidade, reabilitacdo de derrame
cerebral, entre outras condigdes (SEO et al., 2014).

A corrida em roda de atividade livre pode ser adequada para estudos de envelhecimento,
uma vez que roedores podem ser alojados em gaiolas contendo rodas de atividade por longos
periodos de tempo com interrup¢ao minima por parte dos pesquisadores (SEO et al., 2014). Por
outro lado, esse tipo de exercicio ndo ¢ adequado para estudos com o objetivo de explorar
adaptacdes agudas, fadiga ou exaustdo pds-exercicio. Isso ocorre porque o investigador nao
pode regular facilmente a duracdo ou intensidade do comportamento de corrida (SEO et al.,
2014).

E importante ressaltar que a atividade fisica voluntaria nas rodas difere da
movimentagdo espontanea, a qual inclui qualquer deslocamento realizado pelo animal no
ambiente, mas fora da roda de atividade (VILLABLANCA et al., 2015).

Embora os modelos de exercicios baseados em animais tenham algumas limitacdes, o
conhecimento fisioldgico obtido através deles fornecera insights sobre a fisiologia do exercicio
humano. Assim, a aplicacdo dos resultados pode beneficiar os seres humanos melhorando o
estado de satde e diminuindo o resultado prejudicial do exercicio inadequado (SEO et al.,

2014).
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2.10 Papel do hipotialamo na Atividade Fisica

O hipotalamo, especialmente o hipotdlamo lateral, contém neurdnios de vérias classes
moleculares distintas que sdo responsaveis por diversos comportamentos fisiologicos vitais,
incluindo a locomogdo. Danos no hipotdlamo lateral podem causar inatividade fisica em
mamiferos, mas as a¢cdes do hipotdlamo para regular a atividade fisica apropriada ainda nado

foram totalmente elucidadas (KOSSE et al., 2017).

Dentre as células hipotalamicas, estdo os neurdnios produtores de BDNF (fator
neurotrofico derivado do cérebro), uma importante proteina envolvida na aprendizagem,
plasticidade sinaptica e memoria, melhora cognitiva e reducao de ansiedade e depressao
(MOLTENI; YING; GOMEZ-PINILLA, 2002; SLEIMAN et al., 2016). Sugere-se também que
o aumento da expressdo dessa proteina possa exercer efeitos pré e/ou anti-inflamatérios. A
inflamacdo pode induzir a produgcao de BDNF, mas individuos que realizam exercicio
moderado  também  apresentaram  aumentos na  expressao dessas  proteinas

(PAPATHANASSOGLOU; MILTIADOUS; KARANIKOLA, 2015).

Estudos relatam que o BDNF também ¢ modulado pela perda de dentes (TAKEDA et
al., 2016; YAMAZAKI et al., 2008). Nesse sentido, quatro semanas ap6s a perda dos molares
superiores, ndo apresentou efeitos sobre a memoria ou expressdo genica de BDNF no
hipocampo, porém apods 16 semanas da perda dos dentes, camundongos C57BL6 apresentaram
comprometimento da memoria e diminuicdo da expressdao genica de BDNF no hipocampo
(TAKEDA et al., 2016).

A orexina, também conhecida como hipocretina (HRCT) ¢ outro neuropeptideo
sintetizado por neuronios do nucleo arqueado e do hipotdlamo lateral. A orexina estimula a
ingestao alimentar e esta relacionada com a neurogénese e funcao do hipocampo, e seus niveis
sdo aumentados com o exercicio fisico (CHIEFFI et al., 2017). Os neurdnios orexigénicos
também foram relacionados com maior excitagdo e locomog¢do (PEYRON et al., 1998;
SUTCLIFFE; DE LECEA, 2002; YAMANAKA et al., 2003).

Neurdnios hipotalamicos também expressam o acido glutamico descarboxilase 65

(GADG65) (KARNANI et al., 2013). Esses neurdnios sdo estimulados pelo estresse e também
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pela orexina, promovendo a locomo¢ao normal enquanto sua hiperatividade causa
hiperlocomogao (KOSSE et al., 2017). A ativagao da orexina sinaliza e ativa os neurdnios
GADG65 do hipotalamo lateral. Essa ativacao rapida precede e acompanha momentos agudos de
alta atividade fisica voluntaria. O silenciamento genético de GAD65 deprimiu a locomocao
voluntéria enquanto a superexpressao de GAD65 promove uma hiperlocomocao (KOSSE et al.,
2017).

Por outro lado, os neurdnios hipotalamicos produtores de MCH (hormonio concentrador
de melanina) foram relacionados a reducdo da locomog¢do e diminui¢do da termogénese
(WHIDDON; PALMITER, 2013), modulando o balanco energético (DINIZ; BITTENCOURT,
2017; JANG et al., 2018; WILLIE et al., 2008). O MCH diminui o gasto de energia para evitar
estados de balango energético negativo ou para sustentar estados de balanco energético positivo
(DINIZ; BITTENCOURT, 2017; JANG et al., 2018). Também foi proposto que o MCH tenha
um papel analgésico, ja que camundongos C57BL6 knockout para MCH apresentam menor
limiar para dor, enquanto camundongos que receberam MCH intranasal aumentaram seu limiar

para dor (JANG et al., 2018).

2.11 Ciclo Circadiano, Atividade Fisica e Inflamacao

O ciclo circadiano ¢ regido por um reldgio no sistema nervoso central, localizado no
nucleo supraquiasmatico dentro do hipotadlamo, e pelos reldgios periféricos, localizados em
quase todos os tecidos e sistemas corporais (HOWER; HARPER; BUFORD, 2018;
SCHEIERMANN; KUNISAKI; FRENETTE, 2013; WOLFF; ESSER, 2012). O relogio central
¢ composto por multiplos fatores de transcrigdo, que sincronizam multiplos relogios periféricos
que possuem os mesmos componentes moleculares em diversas células de vérios tecidos,
incluindo macrofagos e linfécitos (KELLER et al., 2009; SCHEIERMANN; KUNISAKI;
FRENETTE, 2013). A manutencdo ou alteragdo desse ciclo depende da hora do dia e pode
ocorrer através de influéncias ambientais como sinais luminosos, inflamacao e atividade fisica

(HOWER; HARPER; BUFORD, 2018; SCHEIERMANN; KUNISAKI; FRENETTE, 2013).
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A alteracdo do ciclo circadiano foi associada a diversas doengas inflamatorias. Em
humanos houve associagdo com a artrite reumatoide e rinite alérgica, enquanto em ratos foi
associada com indugdo de inflamacdo através de LPS e TNF entre outros modelos
(SCHEIERMANN; KUNISAKI; FRENETTE, 2013).

O musculo esquelético e consequentemente o exercicio fisico representam um
importante relogio periférico, regulando o ciclo circadiano e o desenvolvimento humano, assim
como o envelhecimento e a doenga (AOYAMA; SHIBATA, 2017, MORGAN; CORRIGAN;
BAUNE, 2015; SCHRODER et al., 2015). Além, disso, o exercicio também promove a
produgdo e liberagdo de melatonina melhorando a qualidade do sono (LEONARDO-
MENDONCA et al., 2015). Por outro lado, o ciclo circadiano de um animal pode ser alterado
em situacdes como escuriddo ou corrida livre constantes (ECKEL-MAHAN; SASSONE-
CORSJ, 2015).

Camundongos C57BL6 mantidos em exposi¢do direta ao ciclo escuro tiveram a
movimentagdo espontdnea medida por sensor térmico e tiveram acesso a roda de atividade livre
durante trés horas didrias por 80 dias. Apds esse periodo os animais ndo tinham mais o acesso
as rodas, porém o comportamento da movimentagdo espontdnea aumentada nos momentos que
precediam o acesso habitual as rodas se manteve inalterado. Os autores relatam que a exposicao
diaria a roda, mesmo com 24 horas de ciclo escuro atuou como um modelador do ciclo
circadiano (YAMANAKA; HONMA; HONMA, 2013).

A duragdo e a intensidade do exercicio necessarios para alterar o ciclo circadiano ainda
ndo foram determinadas, porém ja foi demonstrado que quatro semanas de exercicio de
resisténcia de baixa intensidade foram suficientes para alterar o relogio circadiano e a ciclo

circadiano de camundongos (WOLFF; ESSER, 2012).

2.12 Atividade Fisica e DP

A relagdo entre a pratica de exercicios e o periodonto tem sido observada na literatura
(AL-ZAHRANI; BORAWSKI; BISSADA, 2005b; HAYASHIDA et al., 2009; JONSSON et

al., 2014). Manter o peso adequado, praticar exercicio fisico nos niveis recomendados e ingerir
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alimentos saudédveis sdo habitos conhecidos por melhorar a saude geral e estdo sendo
relacionados com a melhor satide periodontal € com uma menor propensao no desenvolvimento
de formas mais graves de DP (AL-ZAHRANI; BORAWSKI; BISSADA, 2005a; BAWADI et
al., 2011; JOSHIPURA, 2006).

Alguns estudos mostram que a pratica de atividade fisica melhora ou impede a
progressdao da DP (AL-ZAHRANI, 2006; AL-ZAHRANI; BORAWSKI; BISSADA, 2005b;
BAWADI et al., 2011), enquanto outros ndo observaram diferencas (CUETO et al., 2005;
DEMMER etal., 2010; IWASAKI et al., 2016) ou relataram piora (ISLAM et al., 2015; SPALJ
et al., 2008).

Considerando que os varios biomarcadores pro-inflamatorios estdo envolvidos tanto na
DP como no metabolismo muscular (PRATESI; TARANTINI; DI BARI, 2013) € plausivel que
a DP possa influenciar a atividade fisica ou vice-versa (OLIVEIRA et al., 2015). Individuos
fisicamente ativos apresentam menor propensdo a DP quando comparados a individuos
sedentarios (BAWADI et al., 2011), j4 que a DP também causa resposta inflamatoria que pode
ser regulada entdo pela atividade fisica constante.

A atividade fisica melhora a sensibilidade a insulina e o metabolismo da glicose,
podendo afetar a incidéncia de DP. Um estudo realizado nos Estados Unidos avaliou estes
parametros em 39.461 profissionais de satde do sexo masculino, com idade entre 40 e 75 anos,
livres de periodontite, doenca coronariana e acidente vascular cerebral no inicio do
experimento. Os pesquisadores verificaram que o risco de periodontite diminuiu em 3% para
cada aumento de 10 MET (metabolic equivalent ou taxa metabdlica basal) na atividade fisica.
Os participantes com maior volume de atividade fisica apresentaram um risco 13% menor de
desenvolver periodontite que os sujeitos com volumes mais baixos. As radiografias de 137
desses sujeitos demonstraram que os fisicamente ativos tiveram menor perda 6ssea média
comparados aos sedentdrios. H4 uma associacdo inversa entre atividade fisica cronica e
periodontite, independente de fatores de risco conhecidos. Ou seja, os beneficios de um estilo
de vida fisicamente ativo podem se estender a satide periodontal MERCHANT et al., 2003).

O exercicio fisico regular ¢ capaz de reduzir a suscetibilidade de um organismo a

infecgdes através da melhora na resposta imunologica do hospedeiro (NIEMAN, 2011). Assim,
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a atividade fisica possui efeitos benéficos sobre a periodontite, principalmente de forma
preventiva. Além disso, o exercicio cronico de intensidade moderada aumenta a concentracao
e secrecdo de Imunoglobulina A Secretora (SIgA) salivar (AKIMOTO et al., 2003;
TROCHIMIAK; HUBNER-WOZNIAK, 2012). A SIgA protege a superficie da mucosa oral,
prevenindo a aderéncia de bactérias e dificultando o aparecimento de infecgdes orais (HASAN;
PALMER, 2014). Assim, a pratica de exercicio pode ser uma acao preventiva contra DP,
podendo ser prescrita para grupos com predisposi¢ao ao desenvolvimento dessas condigdes
(TELFORD; COULTER; MURRAY, 2011).

Estudos envolvendo exercicio for¢ado (natagdo) e ratos induzidos a DP por ligadura,
verificaram que o exercicio foi capaz de reduzir comportamento ansioso, a expressao de
proteinas inflamatdrias e a reabsor¢ao 6ssea alveolar (ANDRADE et al., 2018, 2017).

O estresse ¢ um dos fatores associados a DP (DEINZER et al., 2007; GOYAL et al.,
2013; HUGO et al., 2006; RAI et al., 2011; RENERS; BRECX, 2007) que também pode
interferir de maneira prejudicial sobre o exercicio fisico (STULTS-KOLEHMAINEN; SINHA,
2014). Uma vez que a roda de atividade voluntdria ¢ um modelo animal que mimetiza os
beneficios da atividade fisica em humanos e evita o estresse da manipulagdo dos animais pelos
pesquisadores (SEO et al., 2014), seria possivel verificar com menores interferéncias os efeitos

de um fator sobre o outro.

3 JUSTIFICATIVA

Estudos que investiguem a atividade fisica como estratégias alternativas de controle nao
farmacologico para a DP, ainda sao escassos na literatura. Estudos envolvendo atividade fisica
voluntaria e DP ndo foram relatados até o momento. Avaliar se a atividade voluntéria é capaz
de reduzir a progressao da DP e também a influéncia da DP sobre a propensdo a atividade
voluntaria, podem gerar informagdes importantes sobre as relacdes fisiologicas entre

inflamacao local e comportamento.
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4 OBJETIVO GERAL

Comparar os efeitos da atividade fisica voluntaria sobre os pardmetros inflamatorios de
camundongos com DP induzida por ligadura. Dessa forma, pretende-se verificar se a atividade
fisica voluntaria pode modular a reabsorc¢ao 0ssea alveolar induzida pela DP e também se a DP

causa reducdo da predisposicao a atividade fisica voluntaria.

4.1 Objetivos Especificos

v Determinar o ganho de peso dos animais, semanalmente.

v Realizar a avaliacdo morfométrica da reabsorcdo dssea alveolar (ROA) nas maxilas de
todos os grupos.

v Determinar o volume total de atividade fisica voluntaria realizada pelos animais com e
sem DP nos periodos claro e escuro, pré e pos inducao a DP.

v Determinar a velocidade média de atividade fisica voluntdria realizada pelos animais
nos periodos claro e escuro, pré e pos indugdo a DP para avaliacao do padrao comportamental
de atividade.

v Determinar a quantidade de horas inativas nos periodos claro e escuro, pré e p6s inducao
a DP para avaliacdo do padrdo comportamental.

4 Verificar a influéncia da DP sobre a frequéncia e tempo de atividade fisica.

4 Avaliar a resposta inflamatoria local no tecido gengival por meio da expressdao génica
do ligante do fator ativador do fator nuclear kappa B (RANKL), Osteoprotegerina (OPG) e das
citocinas interleucina 1 beta (IL-1f), interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral (TNF-a),
pela técnica de PCR em tempo real.

v Verificar possiveis alteragdes na expressao dos genes: fator neurotréfico derivado do
cérebro (BDNF), glutamato descarboxilase (GADG65), orexina (HRCT) e hormonio

concentrador de melanina (MCH) no hipotalamo pela técnica de PCR em tempo real.
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5 CONSIDERACOES GERAIS

Frente a importancia da DP, tornam-se necessarias alternativas de controle e prevengao
destas doencgas. Nesse sentido, o exercicio fisico voluntario pode se tornar uma estratégia em
potencial, devido ao seu baixo custo, variedade de beneficios a saude geral e possibilidade de
aplicagdo em grupos populacionais. Com este tipo de atividade fisica, o estresse da
obrigatoriedade em realizar a tarefa ¢ reduzido, e ainda ¢ possivel promover melhorias tanto
metabolicas quanto imunologicas, contribuindo para o bem-estar e qualidade de vida. No estado
atual do conhecimento, os efeitos do exercicio fisico voluntario sobre o desenvolvimento da DP

ainda ndo foram elucidados.
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ABSTRACT

Periodontal disease (PD), an infectious process initiated by the presence of the dental
biofilm, may present varying degrees of progression, including severe alveolar bone resorption
and eventual tooth loss. Physically active individuals are less prone to PD when compared to
sedentary individuals, due to the anti-inflammatory potential of physical activity. The present
study investigated the relationship between the voluntary physical activity and the evolution of
PD in mice, as well as the influence of PD on voluntary physical activity behavior. Thirty-two
male C57BL6 isogenic mice, eight weeks old, maintained under standard conditions were
distributed in four treatments: Control Group (C); Voluntary Physical Activity Group (VPA);
Periodontal Disease Group (PD) and Periodontal Disease and Voluntary Physical Activity
Group (PD/VPA). The animals of the VPA and PD/VPA groups had its voluntary activity in a
free running wheel registered in an automated acquisition system for 30 days. On the 15th day
the PD and PD/VPA groups received a nylon thread around the second maxillary molar for PD
induction. On the 30th day of the experiment, all animals were anesthetized and euthanized for
tissue collection. Local inflammatory response (cytokines), alveolar bone resorption and
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hypothalamic expression of genes associated with locomotor behavior were analyzed by the
real-time PCR technique. Bone resorption was also analyzed by morphometry. The voluntary
physical activity pattern was analyzed by the total volume of voluntary physical activity (total
laps) and average speed (laps/minute) in each period (light or dark). Total inactive hours were
also calculated. The data were compared by Two-way ANOVA for comparison of means
between groups in factorial model 2x2 (induced to PD or not, with access to the free running
wheel or not), followed by Bonferroni post hoc test when necessary (p<0.05). The analyzes
were performed in the GraphPad Prism 5 statistical program. The groups with PD induction
presented greater alveolar bone resorption (ABR), higher RANKL gene expression, and lower
OPG in the gingival tissue than the other groups. However, the PD/VPA group presented
increased gene expression of OPG in the gingival tissue. PD induction increased the expression
of the inflammatory cytokines IL-1, IL-6 and TNF-a, but VPA modulated the expression of
IL-1B and TNF-a at levels similar to group C. After induction to PD, the PD/VPA group
presented a reduction in mean velocity and total volume of laps, as well as a longer time of
inactivity in both periods (nocturnal and diurnal) when compared to the AFV group. Gene
expression of brain derived neurotrophic factor (BDNF) and melanin concentrating hormone
(MCH) in the hypothalamus were higher in the PD and PD/VPA groups. The gene expression
of orexin in the hypothalamus was higher in the exercised groups. Expression of glutamate
decarboxylase (GAD65) was higher in the PD, VPA and PD/VPA groups. It is concluded that
voluntary physical activity has protective effects against inflammation and ABR due to PD, and
that PD reduces voluntary physical activity, probably via modulation of hypothalamic genes,
especially MCH.

Keywords: Inflammation. Voluntary physical activity. Voluntary exercise. Periodontitis. Free
running wheel. Hypothalamus. Locomotor behavior.
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1 INTRODUCAO

A Doenca Periodontal (DP) ¢ caracterizada por uma inflamag¢ao cronica iniciada pelo
acumulo de biofilme na superficie dentaria, que pode acarretar destrui¢ao dos tecidos de suporte
dos dentes (ANDRADE et al., 2018, 2017; KAUR et al., 2018; KINANE; STATHOPOULOU;j;
PAPAPANOU, 2017; NUNN, 2003; PORTO et al., 2012; STANFORD; REES, 2003). A
resposta local envolve a ativacdo de osteoclastos e consequente reabsor¢do dssea, podendo
causar mobilidade e em casos mais severos até a perda dentdria (HIGHFIELD, 2009). A
presenga dos micro-organismos € a consequente ativacdo da resposta imunoldgica do
hospedeiro elevam os niveis de citocinas tanto no tecido periodontal como sistemicamente,
causando a longo prazo, uma inflamagao sistémica de baixo grau (GOMES et al., 2013).

Estudos demonstram que a pratica de atividade fisica pode modular a inflamacao
cronica (ALLEN; SUN; WOODS, 2015; BEAVERS; BRINKLEY; NICKLAS, 2010;
HANDSCHIN; SPIEGELMAN, 2008) e individuos fisicamente ativos apresentam menor
propensdao a DP que individuos sedentarios (BAWADI et al., 2011). Modelos animais de
atividade fisica podem ser forcados ou voluntarios de diversos tipos e intensidades. O exercicio
¢ considerado como um fator estressante para o organismo e quando for¢ado, esse aspecto €
acentuado. Uma vez que o estresse pode aumentar o risco de desenvolvimento da DP
(DEINZER et al., 2007; GOYAL et al., 2013; HUGO et al., 2006; RAI et al., 2011; RENERS;
BRECX, 2007) e pode interferir negativamente no exercicio fisico (STULTS-
KOLEHMAINEN; SINHA, 2014), emerge a possibilidade de utilizacio de modelos de
atividade fisica voluntaria. A atividade fisica voluntdria minimiza o estresse de manipulagdo
dos animais pelos pesquisadores € mimetiza os efeitos benéficos da atividade fisica em
humanos. Existem desvantagens como a dificuldade para controlar a intensidade e durag@o do
exercicio, porém, estudos envolvendo a atividade fisica voluntidria e DP inexistem, mas
possibilitam verificar com menores interferéncias os efeitos da DP sobre a atividade fisica
voluntéria e vice-versa (SEO et al., 2014).

Outro aspecto importante ¢ a acdo do hipotdlamo mediando a atividade fisica, a

inflamacdo e o comportamento locomotor. Algumas proteinas liberadas por neurdnios
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hipotalamicos, como o BDNF (fator neurotrofico derivado do cérebro), a orexina (HRCT),
GADG65 (glutamato descarboxilase 65) ¢ MCH (hormdnio concentrador de melanina), sao
capazes de influenciar a atividade fisica voluntaria e a inflamacao (KOSSE et al., 2017).

Tanto a atividade fisica quanto a inflamag¢do podem induzir a produ¢ao de BDNF, que
pode exercer efeitos pro e/ou anti-inflamatorios (PAPATHANASSOGLOU; MILTIADOUS;
KARANIKOLA, 2015). Os niveis de orexina também podem ser aumentados pelo exercicio
fisico (CHIEFFTI et al., 2017), sendo que os neurdnios orexigénicos foram relacionados com
maior excitacdo e locomogdo (PEYRON et al., 1998; SUTCLIFFE; DE LECEA, 2002;
YAMANAKA et al., 2003). A ativacao da orexina sinaliza e ativa os neurénios GAD65 do
hipotalamo lateral. O silenciamento genético de GAD65 deprime a locomogao voluntéria
enquanto a superexpressao de GAD65 promove uma hiperlocomogao (KOSSE et al., 2017).
Por outro lado, o MCH foi relacionado a redugdo da locomoc¢ao e diminuicao da termogénese
(WHIDDON; PALMITER, 2013), podendo exercer também um papel analgésico, ja que
camundongos C57BL6 knockout para MCH apresentam menor limiar para dor, enquanto
camundongos que receberam MCH intranasal aumentaram seu limiar para dor (JANG et al.,
2018).

Uma vez que tanto a DP quanto a atividade fisica podem modular as respostas
inflamatérias (OLIVEIRA et al., 2015; PRATESI;, TARANTINI; DI BARI, 2013) ¢
comportamentais (KOSSE et al., 2017), esse estudo teve como objetivo investigar as inter-
relagdes entre as duas condi¢des em modelo murino afim de elucidar os aspectos moleculares

envolvidos.
2 METODOLOGIA
O presente projeto foi desenvolvido apds aprovagdo da Comissdo de Etica no Uso de

Animais da Universidade Federal de Lavras (CEUA/UFLA) (058/18) e seguiu as normas
estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).



54

2.1 Animais

Foram utilizados 32 camundongos machos da linhagem isogénica C57BL6, com oito
semanas de idade, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Lavras (UFLA).
Os animais foram mantidos no préprio biotério de origem, em sala separada, e alojados
individualmente em gaiolas de polietileno, forradas com maravalha para absor¢do de urina e
agua, a temperatura 22+2°C, com umidade 45 + 15 % e luminosidade em ciclos claro/escuro
de 12/12 horas. Todos os animais foram alimentados de acordo com os padrdes preconizados
com dieta regular para roedores (Nuvilab®) e agua ad libitum.

Os camundongos foram divididos em quatro grupos com oito animais cada (n=8):
controle (C), atividade fisica voluntaria (AFV), doenca periodontal (DP) e doenc¢a periodontal
e atividade fisica voluntaria (DP/AFV).

2.2 Delineamento Experimental

Inicialmente todos os animais passaram por um periodo de sete dias de aclimatagdo a
sala, gaiolas e pesquisadores. Em seguida todos foram expostos a roda de atividade livre em
suas gaiolas por um periodo de dois dias, para estabelecer uma linha de base de atividade fisica
voluntéria. Apos esse periodo, os animais foram entao subdivididos em quatro grupos de acordo
com o volume de atividade fisica realizado na linha de base, para garantir a similaridade entre
os grupos treinados (Figura 1).

Apos essa divisao, os animais dos grupos AFV e DP/AFV foram expostos a atividade
fisica voluntaria através de livre acesso as rodas de atividades instaladas e mantidas na prépria
gaiola durante todo o periodo experimental (30 dias) (Figura 1). No décimo quinto dia de
experimento os animais dos grupos DP e DP/AFV foram induzidos & DP através de protocolo
de ligadura conforme descricdo abaixo (DE MOLON et al., 2016). Ao final do periodo
experimetal, todos os animais foram anestesiados (cloridrato de xilazina a 10 mg/kg e cloridrato
de cetamina a 80 mg/kg via intraperitoneal) e eutanasiados por decaptacdo para a coleta dos

tecidos: hipotdlamo, maxila e tecido gengival (Figura 1).
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Figura 1. Delineamento experimental.

2.3 Atividade fisica voluntaria

Os animais dos grupos AFV e DP/AFV tiveram acesso livre as rodas de atividade em
suas gaiolas durante os 30 dias de experimento. As rodas sdo fabricadas em policarbonato com
diametro externo de 10.16 cm, didmetro interno de 9.2 cm e largura de 5 cm. Além disso, as
rodas possuem um sensor de rotacdo conectado a uma interface de registro de rotagdes em
computador através de um programa especifico do fabricante (Columbus Instruments®,
Columbus, Ohio).

Ao final do experimento, o volume total de atividade fisica voluntaria no periodo, a
velocidade média e o tempo de inatividade foram quantificados e estratificados dentro dos

periodos claro e escuro para avaliagdo do padrdo comportamental de atividade.

2.4 Induc¢ao a DP

No décimo quinto dia de experimento os animais dos grupos DP e DP/AFV foram
anestesiados (cloridrato de xilazina a 10 mg/kg e cloridrato de cetamina a 80 mg/kg via
intraperitoneal), € induzidos a DP através de ligadura (DE MOLON et al., 2016). Foi colocado

um fio de nylon esterilizado de espessura 6.0 que foi alocado em torno do segundos molares
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superiores (direito e esquerdo) e atado com no6 cirargico (DE MOLON et al., 2016). Em todos
os animais dos grupos DP e DP/AFV, a ligadura foi mantida em posi¢dao ao longo de todo o

periodo experimental (até o 30° dia) sem a necessidade de substituicdo.

2.5 Coletas e Analises

O ganho de peso médio semanal foi calculado pela razao entre a diferenca entre o peso
final e inicial dos animais e o tempo de experimento (em dias). Ao final do periodo
experimental, e apos o procedimento de anestesia para eutanasia os animais tiveram sua massa
corporal aferida individualmente. Os tecidos coletados foram as gengivas, maxilas e

hipotalamo.

2.5.1 Analise Morfométrica da Reabsorcao Ossea Alveolar (ROA)

ApOs a eutandsia, as maxilas foram removidas e separadas na linha média. As
hemimaxilas direitas foram utilizadas para avaliacdo dos graus de reabsorcao Ossea alveolar
(ROA) por meio de analise morfométrica. Para isso, elas foram fixadas em PBS formol (PBS -
tampao fosfato), com o objetivo de manter a integridade dos tecidos apds a morte, sem alteracao
da estrutura celular.

Em seguida as estruturas foram imersas em perdxido de hidrogénio por um periodo de
12 horas para facilitar a retirada dos tecidos moles remanescentes. Depois as pecas foram
coradas com azul de metileno 1% para demarcacao da juncdo cemento-esmalte (NAPIMOGA
etal., 2013).

Posteriormente, essas hemimaxilas foram posicionadas em lupa estereoscoOpica com
uma camera de video acoplada a um computador de forma padronizada (sobreposi¢cdo das
cuspides vestibular e lingual, sem possibilidade de visualizacdo da superficie oclusal). As
imagens foram registradas com aumento de 37,5x e 56x e armazenadas para realizagcdo das
medicoes lineares da distancia entre a juncdo cemento-esmalte (JCE) até a crista dssea alveolar
(COA) utilizando a face vestibular conforme descrito por Oliveira et al. (2015). A ROA foi

avaliada de forma cega por um examinador treinado. As medidas foram realizadas utilizando o
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software Image J (Bethesda, MD, USA). A média de trés medidas de cada animal foi utilizada

para expressar a ROA.

2.5.2 Analises Moleculares — Extracio de RNAm e PCR Tempo real

Os tecidos moles adjacentes a aplicagao da ligadura foram removidos das maxilas para
avaliacdo dos transcritos do RANKL (ligante do receptor do fator nuclear kapa B) e OPG
(osteoprotegerina), além das citocinas IL-1p (interleucina um beta), IL-6 (interleucina seis) e
TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) que foram realizadas através da técnica de PCR em tempo
real (Polymerase Chain Reaction quantitativo — expressao génica relativa). Estas mesmas
técnicas foram aplicadas para analise dos transcritos do fator neurotrofico derivado do cérebro
(BDNF), glutamato descarboxilase 65 (GAD65), orexina (HRCT) e hormonio concentrador de
melanina (MCH) no hipotdlamo. As amostras foram coletadas, imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas em ultrafreezer (-80°C). Posteriormente foi realizado o
procedimento de extracdo do RNAm, no qual as amostras foram homogeneizadas (Polytron
PTA 20S Generator) em 500ul de solugdo Trizol (InVitrogen, Sao Paulo, Brasil) em maxima
velocidade durante 30 segundos

Ao homogenato foi acrescentado 100ul de cloroférmio para posterior centrifugagao a
10500 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi retirado e colocado em novo recipiente ao qual
foi adicionado isopropanol e misturado verticalmente. Essas amostras descansaram por cinco
minutos em temperatura ambiente e depois foram centrifugadas a 10500rpm por 10 minutos. A
parte liquida foi descartada e ao pellet restante foi adicionado 500ul de alcool 70%, armazenado
previamente a -20°C. As amostras foram agitadas em vortex e depois centrifugadas a 8400rpm
por 10 minutos. Novamente o liquido foi descartado e ao pellet restante foi adicionado 500ul
de etanol 100%, armazenado previamente a -20°C. As amostras foram agitadas em vortex e
depois centrifugadas a 8400rpm por cinco minutos. Em seguida o recipiente ficou aberto até a
secagem do pellet e em seguida foi adicionado 20ul de agua mili-q. As amostras foram
novamente agitadas em vortex e armazenadas a -20°C. A quantificacdo do RNA foi realizada

em espectrofotometro NanoDrop ND-1000® (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA) e a
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integridade do RNA foi verificada através da razao 260nm/280nm. A razao foi considerada boa
entre 1,8 ¢ 2,0.

A sintese de cDNA foi realizada com 2000ng de acido nucleico, utilizando o kit
comercial Hight-Capacityc DNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, USA) de
acordo com as recomendagdes do fabricante. As reagdes de PCR em tempo real foram
realizadas utilizando-se o sistema TagMan TM® (Applied Biosystems, USA), que ¢ constituido
por um par de primers e uma sonda marcada com um fluoréforo. O gene GAPDH
(TagManTM® — Applied Biosystems, USA; Mm.PT.39a.1) foi utilizado como controle
endogeno da reagdo. Os valores relativos da expressdo génica dos transcritos associados com
inflamagdo (IL-1p (MmO00434228), IL-6 (Mm00446190) e¢ TNF-a (Mm00443258%)),
marcadores de reabsorcdo  Ossea (RANKL (Mm.PT.58.29202697) e OPG
(Mm.PT.58.41494681)) e genes hipotalamicos relacionados a atividade voluntaria (MCH
(Mm01242886), HRCT (orexina) (Mm.PT.58.6815861), BDNF (Mm.PT.58.8157970) e
GAD65 (Mm.PT.58.5262492)) foram obtidos pela anélise dos resultados no programa 7500
System SDS Software (Applied Biosystems, USA).

2.5.3 Analise Estatistica

Os dados foram avaliados por meio de Analise de Variancia (ANOVA two way) para
comparagdo entre os grupos estudados em modelo fatorial 2x2 (induzidos a DP ou ndo, com
acesso a AFV ou ndo). Quando valores de F indicaram diferenca significativa nas interagdes
(p<0,05), foi aplicado o post hoc de Bonferroni. As analises foram realizadas utilizando-se o

programa estatistico GraphPad Prism 5.

3 RESULTADOS

A massa corporal dos animais foi aferida semanalmente e os resultados ndo revelaram
diferenca entre os grupos no inicio do experimento (p>0,05). Porém, houve maior ganho de
massa nos grupos AFV e DP/AFV ao longo dos 30 dias do periodo experimental (p<0,01)
(Figura 2).
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Figura 2. Ganho de massa corporal durante o periodo experimental. ** indica diferenca em comparagéo
com os grupos C e DP (p<0,01). AFV — Atividade fisica voluntaria, DP — Doenga Periodontal.

A anélise morfométrica demonstrou que a DP foi induzida nos grupos DP e DP/AFV.
Houve maior ROA no grupo DP quando comparado a todos os outros grupos (p<0,05). O grupo
DP/AFV apresentou maior ROA que AFV (P<0,05), mas nao diferiu de C (p>0,05) (Figura 3).
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Figura 3. Analise de reabsor¢ao 6ssea alveolar (ROA) através de morfometria. A —Maxilas em aumento
de 56x. C — Controle, AFV — Atividade fisica voluntaria, DP — Doenca Periodontal, DP/AFV — Doenca
periodontal e Atividade Fisica Voluntaria; JCE — Juncdo cemento esmalte, COA — Crista 6ssea alveolar.
B — Representagio estatistica ROA. *diferenca em relagdo aos outros grupos (p<0,05); “# diferenga em
relagdo ao grupo AFV (p<0,001).
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A expressao génica de RANKL e IL-6 foi maior nos grupos DP e DP/AFV (p<0,05),
indicando a presenga de processo inflamatério no tecido gengival. Os grupos AFV e DP/AFV
apresentaram niveis mais altos de OPG e mais baixos de TNF-a (p<0,05). O grupo DP
apresentou maior concentracao de IL-1 (p<0,01) porém foi menor no grupo AFV (p<0,05). O
grupo DP/AFV apresentou diferenga na concentragdo de IL-1p somente em comparagdo ao

grupo AFV (p<0,05) (Figura 4).
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Figura 4. Expressdo génica de marcadores inflamatoérios no tecido gengival. A — Expressdo genica de
RANKL. B - Expressdo do RNAm da OPG. C - Interleucina 1 beta (IL-1p). D — Interleucina 6 (IL-6).
E — Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a). *diferenga em relagio ao grupo C (p<0,05); *diferenga em
relacdo ao grupo C (p<0,05); tdiferenga em relagdo ao grupo DP (p<0,05).

A anélise do volume total de atividade fisica voluntaria demonstrou que no periodo

anterior a inducao da DP nao havia diferenca estatistica entre os grupos, porém apos a indugao
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o grupo DP/AFV apresentou uma reducdo significativa durante sete dias (p<0,05). O volume

de atividade fisica voluntaria foi retomado a partir do 22° dia de experimento (p>0,05) (Figura

5).
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Figura 5. Volume total de atividade fisica voluntéria. A - Volume total de atividade fisica antes e apds
a inducdo de DP. B — Volume diario de atividade fisica voluntaria durante todo o periodo experimental.
Linha tracejada — dia da indu¢do a DP. *diferenca quando comparado ao grupo AFV ¢ DP/AFV no
periodo pré-inducdo (p<0,05); *diferenga entre os grupos (p<0,05).

O volume total de atividade voluntaria também foi verificado de acordo com o periodo

do dia. O grupo DP/AFV apresentou redugao de atividade apds a indugdo no periodo noturno,

durante seis dias (p<0,05). Por outro lado, no periodo diurno, essa reducao se manteve até o

final do experimento (p<0,01) (Figura 6).
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Figura 6. Volume total de atividade fisica por periodo. A — Volume de AFV no Periodo Noturno. B —
Volume diario de AFV Periodo Noturno. C — Volume de AFV no Periodo Diurno. D — Volume diario
de AFV Periodo Diurno. Linha tracejada — dia da indugdo a DP. *diferenga entre os grupos (p<0,05);
*diferenga quando comparado ao grupo AFV e DP/AFV no periodo pré-indugio (p<0,05); *(p<0,01).
No periodo anterior a inducao da DP nao havia diferencas entre os grupos na velocidade
média nas rodas de atividade livre (p>0,05). Apds a indugdo, ambos os grupos apresentaram
redug¢do deste pardmetro (p<0,001), com maior magnitude no grupo DP/AFV do 15° dia

(inducao a DP) até o 19° dia. No periodo noturno essa reducao durou seis dias e no periodo

diurno, se manteve até o final do experimento (p<0,05) (Figura 7).
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Figura 7. Velocidade média de atividade fisica voluntaria. A — Velocidade média pré e pos indugéo a
DP. B — Velocidade Média diaria. C — Velocidade Média Diaria no Periodo Noturno. D — Velocidade
Meédia Diaria no Periodo Diurno. Linha tracejada — dia da indug¢do a DP. *diferenca entre os grupos
(p<0,05); **diferenca quando comparado ao grupo AFV no periodo pré-indugdo (p<0,001);
§§8diferenga quando comparado ao grupo DP/AFV no periodo pré-indugéo (p<0,001).

Anteriormente a inducdo a DP ambos os grupos apresentavam tempo de inatividade
semelhante (p>0,05). Apds a indugdo os dois grupos passaram a apresentar maior tempo sem
registro de atividade fisica voluntaria, porém com aumento significativo no grupo DP/AFV
(p<0,01). A analise diaria demonstrou que, a partir da inducdo, os animais do grupo DP/AFV
aumentaram o tempo de inatividade no periodo noturno por quatro dias (do 15° ao 18° dia,

p<0,05) e no periodo diurno por oito dias (do 15° ao 22° dia, p<0,05) (Figura 8).
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Figura 8. Horas de inatividade. A — Horas de inatividade antes e apos a indugdo a DP. B — Porcentagem
de horas inativas no periodo noturno. C — Porcentagem de horas inativas no periodo Diurno. Linha
tracejada — dia da indugdo a DP. #diferenca quando comparado ao grupo AFV (p<0,01); §diferenca
quando comparado ao grupo DP/AFV no periodo pés-indugdo (p<0,05).

As andlises de expressao génica do tecido hipotalamico indicaram que os grupos DP e
DP/AFV apresentaram maiores concentracoes de BDNF e MCH que os outros grupos (p<0,05)
(Figura 9). Além disso, os grupos AFV e DP/AFV apresentaram maiores concentragdes de
orexina que os grupos C e DP (p<0,05). Adicionalmente, tanto a atividade fisica voluntéria

quanto a DP aumentaram as concentragdes hipotalamicas de 4cido glutamico descarboxilase

(GAD65) (p<0,01) (Figura 9).



66

A BDNF B OREXINA
0151 0.20- *
3 0.015 7 t -
® = 0.151
£ ® 0.010 £
; 18 § xg 0.10-
& 2 0,005 x 3
o Y- [
£ £ 0.05-
X X
) )
0.000 0.00 . :
SEDENTARIO SEDENTARIO AFV
GADG65
C D MCH
0.04 [0 CONTROLE
0.20 — 0.04+
g ' bP
5 . = 0.03
£ g 0.15 s 2
‘zt S 0.10- = & 0.02
2 (4 §
£ 0.05 g 0.011
X X
) e
0.00 0.00
SEDENTARIO A SEDENTARIO AFV

Figura 9. Analise da expressdo génica no hipotdlamo. A — BDNF (Fator neurotrofico derivado do
cérebro). B — Orexina (HRCT). C — Acido glutimico descarboxilase (GAD65). D — Hormédnio
concentrador de melanina (MCH). *diferenca estatistica comparado ao grupo C; (p<0,05); **(p<0,01);
*diferenga comparado ao grupo AFV (p<0,05); fdiferenca estatistica comparado ao grupo DP (p<0,05).

4 DISCUSSAO

O presente estudo teve duracao de 30 dias, e esse periodo revelou maior ganho de massa
corporal entre os animais dos grupos exercitados. Alteracdes na composi¢ao corporal de ratos
podem estar associadas a mudangas no nivel de atividade fisica, idade, sexo e dieta (PITTS,
1984). Assim, as diferengas entre a massa corporal de camundongos sedentérios € com acesso
aroda de atividade voluntaria eram esperadas devido a reducdo na gordura corporal e aumento
da massa muscular dos animais ativos. Um estudo da década de 80 verificou que um grupo com
acesso as rodas de atividade livre apresentou menor quantidade de gordura corporal e maior
peso do musculo s6leo que o grupo controle, sendo o sdleo uma das musculaturas primarias na

roda de atividade e por isso sujeito a hipertrofia (TOKUYAMA; SAITO; OKUDA, 1982).
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A andlise morfométrica confirmou a indugcdo a DP, uma vez que os grupos DP e
DP/AFV apresentaram maior ROA corroborando estudos anteriores com o mesmo periodo de
inducdo (15 dias) (ANDRADE et al., 2018, 2017; GARCIA DE AQUINO et al., 2009; LIN et
al., 2017).

Um estudo prévio verificou que o modelo de inducao a DP por ligadura foi capaz de
exibir ROA significativa em curto periodo de tempo (sete dias). Esses autores descrevem ainda
que a ROA foi mantida ao longo do periodo experimental, diferindo de outros modelos como
gavagem oral com bactérias ou inje¢do de Pg heat-killed na mucosa palatal entre os molares
(DE MOLON et al., 2014).

O modelo de ligadura ja apresenta infiltrado celular em poucos dias (5° dia apds a
indugdo), com pico inflamatério no 15° dia, e redugao significativa no 30° dia (GARCIA DE
AQUINO et al., 2009). Assim, no presente estudo optou-se pela permanéncia da ligadura por
15 dias para que a avaliagdo fosse realizada no pico de inflamac¢do (DE MOLON et al., 2014;
GARCIA DE AQUINO et al., 2009).

No presente estudo, o grupo DP obteve a maior ROA e o grupo DP/AFV apresentou
valores similares ao grupo C, indicando carater protetor da AFV contra a instalacdo da doenga,
amenizando seus efeitos e reduzindo a intensidade de reabsorgao 6ssea. Resultados semelhantes
foram verificados em estudos realizados com ratos Wistar induzidos a DP por meio de ligadura
apos oito semanas de treino de natagcdo (ANDRADE et al., 2018, 2017; ANDRADE, 2016).
Mesmo sem o controle da intensidade e duracao, a atividade fisica voluntaria na roda de corrida
livre foi capaz de gerar os mesmos efeitos verificados no exercicio for¢cado de natacdo, com a
vantagem da reducao de estresse de manipulagao dos animais.

As analises da expressdao génica de marcadores de ROA no tecido gengival também
confirmaram a DP, corroborando os resultados morfométricos. Os grupos DP e DP/AFV
apresentaram maior expressdo de RANKL no tecido gengival corroborando estudos prévios
(ANDRADE et al., 2017; DE MOLON et al., 2016; FOUREAUX et al., 2014). J& a expressao
génica de OPG foi maior nos grupos com acesso as rodas de atividade livre. Embora os
mecanismos pelos quais a DP causa ROA ja tenham sido elucidados (NEWMAN et al., 2016;
TAUBMAN; KAWAIL HAN, 2007), os mecanismos que causam aumento de OPG pos
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exercicio ainda ndo sdo claros. Em humanos, foram relatados niveis séricos elevados de OPG
e reduzidos de RANKL imediatamente apds corridas de longa distancia, os autores descrevem
uma relacdo dependente do tempo de atividade de endurance (ZIEGLER et al., 2005).

O exercicio aumenta os niveis do fator de crescimento transformador beta (TGF-f) e do
receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) séricos (CONNOLLY et al.,
2004; CZARKOWSKA-PACZEK; BARTLOMIEJCZYK; PRZYBYLSKI, 2006;
HEINEMEIER; LANGBERG; KJAER, 2003). Essas proteinas sdo precursoras na cascata de
eventos que culminam com a producdo de osteoblastos e consequentemente OPG, mantendo a
formagao 6ssea (CZARKOWSKA-PACZEK; BARTLOMIEJCZYK; PRZYBYLSKI, 2006).
O aumento nos niveis de OPG promovido pelo treinamento pode levar a uma diminui¢do da
interacao entre RANKL e seu receptor, com consequente inativacao dos osteoclastos resultando
em uma redu¢do da reabsor¢do 0ssea (ZIEGLER et al., 2005), conforme verificado no presente
estudo, caracterizando efeitos benéficos da atividade fisica voluntaria sobre os efeitos deletérios
da DP.

Além da RANKL, a DP aumentou a expressao génica de IL-6, IL-1B e TNF-q,
corroborando outros estudos (ANDRADE et al.,, 2017; DE MOLON et al., 2014, 2016;
FOUREAUX et al., 2014). Por outro lado, a atividade fisica atenuou a expressdo de IL-1 e
TNF-a. A diminui¢do de marcadores inflamatorios se assemelham aos observados em
camundongos C57BL6 treinados em roda de atividade livre por 10 semanas e submetidos a
uma inflamacgdo hepatica induzida por sepse aguda (PEPPLER et al., 2016). Também foi
descrito diminui¢do de proteinas inflamatorias em ratos Wistar induzidos a DP e submetidos ao
exercicio for¢ado de natagcdo durante oito semanas (ANDRADE et al., 2017).

A DP e a atividade fisica elevam os niveis de IL-6 (ALLEN; SUN; WOODS, 2015;
ANDRADE et al., 2017; DE MOLON et al., 2016; PETERSEN; PEDERSEN, 2005) ¢ esta,
quando liberada pelos musculos na circulagdo causa subsequente aumento das citocinas anti-
inflamatoérias circulantes, IL-10 e IL-1RA, que antagonizam as agdes da IL-1p ¢ TNF-a
(ALLEN; SUN; WOODS, 2015; PETERSEN; PEDERSEN, 2005). Possivelmente os efeitos
anti-inflamatorios da atividade fisica voluntaria impediram o aumento na expressdo génica de

IL-1B e TNF-a que em geral sdo expressos pela inflamagao da DP.
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No presente estudo, o volume total de atividade fisica do grupo AFV indicou que os
animais tendem a manter uma certa quantidade didria e um platé de atividade voluntaria nas
rodas, conforme descrevem alguns estudos (HAGER et al., 2018; TOKUYAMA; SAITO;
OKUDA, 1982).

Por outro lado, a inflamacao pode afetar negativamente as atividades motoras (COBOS
et al., 2012), como verificado no grupo DP/AFV, que apresentou redu¢ao na velocidade média
e volume total de corrida voluntéria por no minimo cinco dias, sendo pelo menos cinco dias no
periodo noturno e aproximadamente 15 dias no periodo diurno. Pode-se especular que esses
resultados, especialmente as alteragdes no comportamento diurno, sejam decorrentes de
alteragdes no ciclo circadiano provocadas pelas citocinas pré-inflamatorias (KIZAKI et al.,
2015; SCHEIERMANN; KUNISAKI; FRENETTE, 2013) causadas pela DP. Proteinas
codificadas por genes do ciclo circadiano parecem estar envolvidas no desenvolvimento de
doencgas inflamatorias cronicas podendo inclusive aumentar a gravidade de seus sintomas
(KIZAKI et al., 2015).

Até o momento, ndo foram encontrados estudos que investigaram os efeitos da
inflamagdo gerada pela DP sobre a atividade fisica voluntaria, mas a inflamacdo,
independentemente de sua forma, reduz o comportamento voluntario nas rodas de atividade,
mesmo que de maneira transitoria (COBOS et al., 2012; HAGER et al., 2018). Essa reducio no
volume de atividade e velocidade média nos primeiros dias ap6s a indugdo ¢ coincidente com
o periodo no qual ¢ relatada maior ROA em animais induzidos a DP (DE MOLON et al., 2014;
GARCIA DE AQUINO et al., 2009).

No presente trabalho, houve reducao na velocidade dos dois grupos exercitados (AFV e
DP/AFV) nos 15 dias subsequentes a inducdo. O grupo AFV reduziu a velocidade, mas nao o
volume total de atividade fisica, diferentemente do grupo DP/AFV que apresentou redugdo em
ambas variaveis. E possivel que esses comportamentos do grupo DP/AFV sejam devidos a
menor atividade diurna dos camundongos, associada a reducao de atividade causada pela DP.
Assim, o grupo AFV pode ter reduzido sua velocidade apos o 15° dia de experimento, mas

compensou o volume total com maior tempo de atividade nas rodas. J& foi verificado que
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camundongos C57BL6 compensam velocidade e volume de atividade fisica voluntaria de
acordo com o tempo de exposicao a roda livre (ROBISON et al., 2018).

No presente estudo ndo houve altera¢do na expressao génica de BDNF no hipotadlamo
dos grupos AFV e C, mas sim um aumento de expressao desta proteina nos grupos induzidos a
DP. Aumentos na expressao de BDNF podem ser induzidos pela inflamagao e pela ativagdo
neurossensorial relacionada a citocinas inflamatérias (PAPATHANASSOGLOU;
MILTIADOUS; KARANIKOLA, 2015), desta forma, acredita-se que o aumento de BDNF
nesses grupos esteja relacionado a inflamagdo decorrente da DP. A inflamacdo periodontal
aumentou os niveis hipotalamicos de BDNF, mas o exercicio voluntario realizado durante 30
dias ndo foi capaz alterar este parametro no hipotdlamo, como ja observado no hipocampo apds
exercicio for¢ado ou voluntario por 42 dias (UYSAL et al., 2015).

O BDNF também aumenta a excitabilidade neuronal e contribui para a hiperalgesia
(TAKEDA; TAKAHASHI; MATSUMOTO, 2014), podendo ser mediado por citocinas
inflamatorias como o TNF-a (CHIMIENTI et al., 2012; SCHULTE-HERBRUGGEN et al.,
2005). Sugere-se ainda que o BDNF pode ser modulado pela perda dentaria (TAKEDA et al.,
2016; YAMAZAKI et al., 2008). Uma vez que o BDNF pode ter agdes pro6 ou anti-inflamatorias
(PAPATHANASSOGLOU; MILTIADOUS; KARANIKOLA, 2015), é possivel que o
aumento de BDNF frente a inflamacdo possa ser uma medida protetora contra o
comprometimento dental ou a inflamagao provocada pela DP.

Além do BDNF, outros fatores estdo relacionados aos efeitos cognitivos e
comportamentais da atividade fisica. No presente experimento, os animais com acesso a roda
de atividade voluntdria apresentaram maior expressdao génica de orexina ¢ de GAD65 no
hipotalamo. Geralmente a orexina encontra-se aumentada apos o exercicio (MESSINA et al.,
2016; PEREZ-LEIGHTON et al., 2017), ativando os neur6nios GAD65 no hipotadlamo lateral
e ambas as proteinas regulam a atividade locomotora. O silenciamento genético de GAD65
deprime a locomogdo voluntdria enquanto sua superexpressao provoca hiperatividade em
camundongos (KOSSE et al., 2017).

No presente estudo, a expressao genica de GAD65 no hipotalamo foi menor no grupo

C em comparagdo a todos os outros grupos, mostrando uma modulagao decorrente da atividade
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fisica, mas também da inflamag¢do. Uma vez que houve diferenca no volume e velocidade de
atividade fisica voluntaria ente os grupos AFV e DP/AFV, o aumento na expressao de GAD65
ndo ¢ suficiente para explicar a diferenca no padrao de comportamento dos grupos. Porém, isso
pode ser elucidado pela maior expressdao de MCH hipotalamico nos grupos induzidos a DP, ja
que esta proteina ¢ associada a reducdo da atividade locomotora (DINIZ; BITTENCOURT,
2017; JANG et al., 2018). Além disso, a DP poderia promover o aumento de MCH devido a
suas fungdes analgésicas (JANG et al., 2018). Dessa forma, os grupos DP e DP/AFV do
presente estudo podem ter apresentado maior expressdo génica de MCH para regular a
inflamacdo e possiveis efeitos dolorosos, em paralelo, a reducdo de atividade locomotora no
grupo DP/AFV pode ser decorrente desse aumento.

A maior inatividade do grupo DP/AFV nas rodas por quatro dias no periodo noturno, e
por oito dias no periodo diurno, subsequentes a indu¢do também pode estar associado a maior
expressao de MCH nos grupos induzidos a DP. Esses periodos de maior inatividade coincidem
com o periodo de pico na expressdao de marcadores inflamatérios nos primeiros sete dias apds
a indu¢ao (DE MOLON et al., 2014, 2016). Devido as suas fungdes antitermogénicas e de
reducdo da locomog¢ao, o MCH ¢ entendido como um fator que visa diminuir o gasto energético,
e talvez seja uma estratégia metabdlica para direcionar recursos aos esfor¢os sistémicos e locais

de resolu¢do da inflamacao (DINIZ; BITTENCOURT, 2017).

5 CONCLUSAO

A atividade fisica voluntéria apresentou efeitos protetores contra a inflamagao gengival
e reabsorcao Ossea alveolar. Ainda, a doenga periodontal reduziu a atividade fisica voluntaria
especialmente nos dias de pico inflamatério, envolvendo a modulagdo de transcritos

hipotalamicos, especialmente o aumento de MCH.
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HIGHLIGHTS

A Atividade fisica voluntdria reduziu a reabsorcdo Ossea alveolar e o perfil inflamatorio
gengival em camundongos induzidos a periodontite por ligadura.

A doenga periodontal diminuiu o volume e a velocidade da atividade fisica voluntaria,
especialmente nos dias de pico inflamatorio.

A atividade fisica voluntaria e a DP modulam de forma antagdnica a expressdo de proteinas

hipotalamicas envolvidas na memoria, aprendizado e de controle do balango energético.
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