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Resumo

Objetivou-se avaliar o efeito do exercicio fisico sobre o perfil hematologico de ratos Wistar com infecgdo oral induzida. Para este estudo,
foram utilizados 24 ratos machos adultos - Rattus novergicus da linhagem Wistar. Os animais foram divididos em trés grupos experimentais
(8 em cada grupo): grupo sedentario associado a infecg¢do (GI), grupo exercicio associado a infec¢do (GIE) e grupo controle (GC). A doenga
periodontal apical e marginal foi induzida nos grupos GI e GIE através da colocagio de fio de seda em torno do segundo molar superior direito
(para periodontite marginal), e através da perfuracao do primeiro molar inferior esquerdo (para periodontite apical). Os animais dos grupos GIE
foram submetidos a natagdo por 60 minutos diarios, cinco vezes por semana, durante oito semanas. Apos este periodo de exercicio, todos os
animais foram submetidos a anestesia e amostras de sangue foram coletadas para a analise hematoldgica. Os resultados do estudo demonstram
que os unicos parametros que apresentaram diferencas estatisticas foram os niveis hematimétricos (hemacias, hemoglobina e hematrocito) e
contagem de linfocitos. Melhores resultados foram observados para o grupo que passou por exercicio fisico com infecgdo oral induzida, quando
comparado aos grupos sem exercicio fisico com infecgao oral induzida e grupo controle (p<0,05). Considera-se que o exercicio fisico foi capaz
de aumentar alguns parametros hematologicos diante de infecgao oral induzida.

Palavras-chave: Exercicio. Hematologia. Doengas Periodontais. Endodontia.
Abstract

The objective of this study was to evaluate the effect of physical exercise on the blood profile of Wistar rats with oral induced infeccion. To
perform this study, 24 adults male rats - Rattus norvegicus Wistar were used. The animals were divided into three experimental groups (8 in
each group): sedentary group associated with infection (Gl), exercise group associated with infection (GIE) and control group (CG). The
apical and marginal periodontal disease was induced in GI and GIE groups through the silk thread placed around the second upper right
molar (for marginal periodontitis), and through the drilling of the first lower left molar (for apical periodontitis). The GIE animal groups were
submitted to swimming for 60 minutes daily, five times per week for eight weeks. After this period, all animals underwent anesthesia and blood
samples were collected for hematological analysis. The results demonstrated that the parameters with significant differences were RBC levels
(erythrocytes, hemoglobin and hematocrit) and lymphocyte count. Better results were observed for the group that underwent physical exercise
induced periodontitis, when compared to groups without exercise with induced periodontitis and control group (p <0.05). It is concluded that
exercise was able to increase some hematological parameters before induced oral infection.

Keywords: Exercise. Hematology. Periodontal Diseases. Endodontics.

1 Introducio

A atividade fisica regular é reconhecida e testada em
varios ensaios como auxiliar na diminui¢do do processo
inflamatério no corpo'. Além disso, liga-se a uma melhora
significativa no metabolismo funcional energético®. Outro
aspecto relevante ¢ que a atividade fisica pode ser utilizada
como prevengdo primaria de doengas cronicas e, mesmo na
presengade doengas cronicas que atingem estagios avangados,
pode auxiliar na reparagdo destas morbidades®. Estudos
demonstram que o exercicio fisico cronico e sistematizado ¢é
capaz de promover um efeito anti-inflamatorio no periodonto
marginal e a outras partes do corpo®. Esta condigdo parece
diminuir indicadores sistémicos relevantes, porque com a
produgdo de citocinas anti-inflamatorias, ocorre a melhora
do efeito antioxidante e a redug@o dos niveis de prote¢ao de
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proteina C-reativa e Fibrinogénio.

Sabe-se que as doengas orais sdo imuno-inflamatorias,
com repercussdes sistémicas e manifestagdes locais como
o sangramento gengival e dor, levando inclusivea perda da
fungéo’; em algumas situagdes a doenga pode evoluir para
um comprometimento sistémico como a febre, adenopatia,
debilidade respiratoria e em algumas vezes até mesmo a morte®.
Esta enfermidade acomete grande parcela da populagdo’, além
disso, tem impacto direto na qualidade de vida®.

As estruturas orais sdodindmicas e compostas por tecidos
que apoiam ¢ envolvem o dente. Esses tecidos incluem a
gengiva, o ligamento periodontal, o cemento e o osso alveolar.
Os suprimentos vasculares ¢ o sistema nervoso também sao
vitais ao funcionamento normal dos tecidos periodontais’.

A enfermidade periodontal pode levar a destruigdo
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irreversivel dos tecidos circundantes do dente, conduzindo a
perda do elemento dental. Esse dano decorrede uma infecgao
organizada em forma de biofilme dental®, que por sua vez,
produz respostas sistémicas detectaveis inclusive por exames
laboratoriais comumente usados na pratica médica'.

As células do sistema imune sdo especializadas em fazer
a defesa do organismo contra os agentes infecciosos, assim
cada uma desempenha seu papel no combate aos processos
inflamatorios. Quando células imunes sdo encontradas em
nimero aumentado, principalmente leucocitos e macrofagos,
constata-se que ha um processo infeccioso no organismo'’.

Diante do exposto, nota-se que ha relagdo direta entre a
atividade fisica e a resposta imuno-inflamatoria. Desta forma,
neste estudo, buscou-se melhor compreender o efeito do
exercicio fisico sobre os pardmetros hematoldgicos em ratos
Wistar com indugao de infec¢éo oral.

2 Material e Métodos

Todo o experimento foi conduzido de acordo com as
politicas apresentadas pelo American College of Sport
Medicine on Research with Experimental Animals. Para este
estudo, foram utilizados 24 ratos machos adultos - Rattus
Novergicus da linhagem Wistar - com peso aproximado de 240
gramas. Estes foram obtidos a partir do Biotério Central da
Universidade de Cuiaba - UNIC. Os animais foram mantidos
em ambiente submetido a ciclo claro/escuro, temperatura
controlada em +23°C, umidade entre 40 a 60%, com ragdo e
agua ad libitum. Os mesmos foram aleatoriamente divididos
em grupos comoito animais em suas caixas moradias.

O estudo teve a aprovagio do Comité de Etica e Pesquisa
da Universidade de Cuiaba - Unic, sob o nimero de protocolo
003/2014.

2.1 Grupos envolvidos no estudo

Os animais foram divididos igualmente em trés grupos
experimentais: Grupo sedentdrio associado a infec¢do - GI,
Grupo exercicio associado a infecgdo - GIE e Grupo controle
- GC. O calculo amostral baseou-se em outros trabalhos do
mesmo grupo de pesquisa e pelo American College of Sport
Medicine on Research with Experimental Animals.

2.2 Inducao de infec¢io oral

As infec¢des periodontal marginal e apical foram
induzidas nos grupos GI e GIE. Para tanto, os animais foram
anestesiados por administragdo intramuscular de 0,1 ml de
cloridrato de Ketamina (Dopalen, Agribrands. Satide Animal,
Paulinia - SP, Brasil), associado a 0,05 ml de cloridrato de
Xylazina (Rompun, Bayer. Saude Animal, Sdo Paulo - SP,
Brasil), para cada 100 g de peso corporal.

Apds o procedimento de anestesia, primeiramente foi
induzida a periodontite marginal, no qual colocou-se um fio
de sutura de seda estéril, nimero 4 (ETHICON, Johnson e
Johnson, Sao Paulo — SP, Brasil) envolvendo o segundo molar
superior direito de cada rato. Para a indugdo da periodontite
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apical, foi selecionada uma broca diamantada e esférica 1010
(1010-KG - Sorensen, Cotia - SP, Brasil), afixada em uma
caneta de alta rotagdo (Dabi-Atlante, Ribeirdo Preto — SP,
Brasil), refrigerada com agua, realizando a abertura coronaria
do primeiro molar inferior esquerdo até alcancar a cadmera
pulpar.

Ao término dos procedimentos, cada rato foi colocado em
sua caixa moradia e observado por tempo determinado até que
passasse o efeito da anestesia.

2.3 Protocolo de exercicio fisico

O exercicio utilizado teve como referéncia o protocolo
da Sociedade Americana de Fisiologia Resource Book for the
Design of Animal Exercise Protocol'?, sendo dividido em dois
periodos: adaptacdo e treinamento.

2.4 Periodo de exercicio 1: adaptacio

Os animais do grupo GIE foram inicialmente adaptados a
natagdo com o objetivo de reduzir o estresse, sem promover
treinamento. A montagem da estrutura fisica, utilizada para
a adaptacgdo e o treinamento, foi feita através de um tanque
modificado (1000 m® de dimensdo) com divisorias cilindricas
(tubos de PVC), com medida de 50 cm de profundidade e
25 cm de diametro. Esta estrutura possibilitou a natacao dos
animais de forma individualizada, evitando o contato de uns
com os outros, para ndo interferir no exercicio fisico de cada
individuo. Neste periodo, os procedimentos foram feitos em
agua rasa por 60 minutos diarios, cinco dias por semana,
durante duas semanas.

2.5 Periodo de exercicio 2: treinamento

O periodo de exercicio 2 teve inicio na semana seguinte
ao periodo de adaptacdo. Neste periodo, colocaram-se os
ratos para nadar durante 60 minutos didrios, realizado cinco
dias seguidos por semana, com um periodo de intervalo de
dois dias de descanso. No total o protocolo utilizado durou
oito semanas®"*. Observando fadiga por parte dos animais, 0s
mesmos eram retirados da sessdo, evitando o afogamento e
possiveis perdas.

Todo primeiro dia da semana, os animais eram pesados
para avaliagdo de massa corporal e realizagdo do célculo
de proporgdes das cargas, que foi sempre de 8% da massa
corporal. No inicio de cada nova semana, os animais foram
novamente pesados e ajustados os 8% de carga proporcional
ao seu peso. Para a carga, utilizou-se chumbos de pesca, que
foram colocados dentro de um tecido, e adaptado ao corpo do
animal tomando o cuidado de ndo dificultar sua mobilidade e
conforto durante a sessdo de exercicio.

A égua utilizada neste protocolo foi corrente nio filtrada,
mantida na temperatura de +31 por meio de aquecedor
adaptado. Dois observadores treinados monitoraram as
sessdes de exercicio, com objetivo de evitar tanto a exaustio
fisica dos animais quanto possiveis afogamentos.

Em cada sessdo de exercicio, objetivou-se manter os
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animais exercitando dentro do prazo maximo de 60 minutos.
No decorrer deste tempo, observando-se a exaustao de algum
rato ¢ submersdo de seu cranio na agua até 3 segundos,
imediatamente retirava-se o rato do tanque, determinando o fim
da sua sessdo. Sempre apds o treinamento, os animais foram
cuidadosamente enxutos e aquecidos antes de retornarem para
suas caixas moradias.

2.6 Coleta das amostras

Depois de oito semanas de inicio do experimento, os
animais foram anestesiados, através da inje¢ao intramuscular
de 0,1 ml de cloridrato de Ketamina (Dopalen, Agribrands,
Satde Animal, Paulinia-SP. Brasil) associado a 0,05 mL de
cloridrato de Xylazina (Rompun, Bayer. Salide Animal,
Sdo Paulo-SP. Brasil) por 100g de peso corporal. Apos a
administracdo da anestesia, a pele da parede abdominal foi
seccionada na base do abdomen, na diagonal, em forma de
“V”. Apbs o levantamento da parede abdominal, o acesso
a cavidade abdominal foi obtido. Os 6rgéos internos foram
levemente deslocados para permitir a visualizagdo da veia
cava posterior. O sangue foi colhido por pung@o venosa de
uma agulha 24x7 (Vacutainer - Becton Dickinson, Plymouth,
UK) na quantidade de mais ou menos 5 ml, que foi dividida
em dois tubos. No primeiro tubo, contendo anticoagulante
EDTA, inseriu-se 3 ml de sangue que foi cuidadosamente
homogeneizada para a ndo coagulacdo e consequente perda
das amostras. No segundo tubo, inseriu-se 2 ml restantes
de sangue para realizar o exame de albumina e de proteina
C-reativa’.

Imediatamente apds este procedimento, realizou-se a

eutanasia dos animais através de excesso de anestésico.

2.7 Processamento hematologico

Apds a coleta, levou-se as amostras para laboratdrio
especializado em exames hematoldgicos e bioquimicos com
a finalidade de se obter os seguintes parametros: contagem
total de eritrocitos; leucocitos totais e diferenciais; dosagem
de hemoglobina e hematdcritos.

O hematdcrito foi determinado pelo método do
microhematocrito com mesa de leitura (Coleman, Santo André-
SP, Brasil). A contagem diferencial dos leucdcitos foi feita
através da analise dos esfregagos sanguineos em microscopio
optico, utilizando-se a objetiva de imersdo. Para as medigdes
de hemoglobina, utilizou-se o método foto colorimétrico por
meio de um espectrofotdmetro (Femto 700S, Sao Paulo-SP,
Brasil), diluindo-se as amostras em Drakin liquido (Newprov,
Pinhais-PR, Brasil), e a calibracdo foi feita com uma solugio
padrdo de hemoglobina (Bioclin-Quibasa, Belo Horizonte-
MG, Brasil). As anélises bioquimicas do sangue foram feitas
por foto colorimetro clinico BTS 310 (Biossystem).

Inicialmente avaliou-se a normalidade dos dados. Em ato
continuo, procedeu-se a aplicacdo do teste Anova Post Roc
Tukey.

3 Resultados e Discussao

Os resultados do trabalho demonstram que, para os grupos
GC, GI e GIE, ndo houve diferengas estatisticas entre si para
as variaveis mielocitos, metamieldcitos, bastonetes, basoéfilos,
monodcitos, VCM, CHCM, leucdcitos totais e diferenciais
(p>0,05) (Quadro 1).

Quadro 1: Refere-se aos resultados dos Hemogramas do estudo

Parametros Grupo Controle Grupo Exercicio + Infeccio Grupo Infec¢ao
Média + Média + Média +

Hemacias 7,89* 0,36 8,75b 0,44 8,21a 0,30
Hemoglobina 15,26a 0,78 17,17b 0,77 15,95a 0,53
Hematécrito 45,25a 1,98 51b 2 48,14b 2,67
VCM 57,35a 1,20 58,35a 3,53 58,67 3,55
CHCM 33,71a 0,58 33.70a 1,56 33,21a 1,31
Leucécitos 3625% 1978,99 5300a 1039,23 5028,57a 1425,61
Mielocitos Oa 0 Oa 0 Oa 0
Metamieldcitos Oa 0 Oa 0 Oa 0
Bastonetes Oa 0 Oa 0 Oa 0
Segmentados 1065,87a 587,13 1162,75a 2750,1 1486a 612,21
Eosinéfilos 51,87a 49,28 35,25a 43,12 48,71a 63,31
Basofilos Oa 0 Oa 0 Oa 0
Linfécitos 2506,62a 1426 4102a 850,54 3493,85b 878,22
Monédcitos Oa 0 0Oa 0 Oa 0
Plaquetas 582* 219,29 551,25a 80,30 566,14a 88,24
PPT 6,77 0,47 7,07a 0,50 6,97a 0,29

Letras diferentes em colunas demonstram diferencas estatisticas entre os grupos (p<0,05).

Fonte: Dados da pesquisa.
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Para as variaveis Hemacias e Hemoglobina, os dados
demonstram que o GIE apresentou-se com maior quantidade
destes tipos celulares na corrente sanguinea, quando
comparado ao GI e GC (p<0,05). O GC e GI nao tiveram
diferencas estatisticas entre si (p<0,05). O Hematocrito
demonstrou resultado em parte semelhante ao das Hemacias e
da Hemoglobina, ou seja, o GIE foi semelhante ao grupo GI,
mas ambos diferenciaram-se do GC (p<0,05) (Quadrol).

O tipo celular linfocito demonstra que para o GIE
houve maior quantidade deste tipo celular, com diferengas
significativas apenas quando comparado ao GC (p<0,05).
Os grupos GIE e GI ndo se apresentaram diferengas entre si
(p>0,05) (Quadrol).

Os resultados demonstram que a maioria das variaveis
incluidas nao diferiu estatisticamente entre o0s grupos
estudo. Os hematologicos que
demonstraram diferengas foram hemacias, hemoglobina e

envolvidos no itens
linfécitos, indicando que o exercicio fisico parece interferir,
aumentando estes tipos celulares quando comparado com os
demais grupos sedentérios. O nivel de hematdcrito aumentou
para ambos os grupos, que tiveram inducdo de periodontite
quando comparados ao GC.

Este estudo buscou, através de um modelo de indugdo
de infeccdo bucal associado ao exercicio fisico modular,
indicadores sanguineos estabelecidos na literatura. Ha
evidéncias que a periodontite marginal e apical modificam
indicadores sistémicos sanguineos', inclusive como os
utilizados no estudo'. Da mesma forma, o exercicio fisico
demonstra 0os mesmos achados?. Assim buscar informagdes
das patologias associadas torna-se interessante.

O foco de infecgao das doengas orais produz mudangas
sistémicas na microcircula¢do'® e na macrocirculagdo!’,
portanto foi estabelecido um protocolo de exercicio fisico
com objetivo de compreender quais as variaveis sanguineas
podem sofrer modifica¢cdes em exames de rotina e com baixo
custo. Além disso, resultados amplamente encontrados na
literatura subsidiam estas informagdes's.

O modelo de indug@o de doenga periodontal ¢ amplamente
usado'. Com este padrao de estudo, é possivel compreender
o desfecho do foco de infec¢do nas estruturas em torno do
dente®. Além disso, o protocolo de exercicio proposto ¢é
estabelecido na literatura®, sendo inclusive validado com
exames hematologicos e bioquimicos®'. Apesar de seguir
todos os padrdes estabelecidos pelo protocolo e tomar todos
os cuidados em relacdo aos animais, infelizmente houve a
perda de um animal durante o exercicio de natacéo.

Os resultados do estudo demonstram que as variaveis
hemacias, hemoglobina, hematdcrito e linfocitos estiveram
aumentadas no grupo submetido ao exercicio fisico- GIE
quando comparadas aos grupos controle - GC e sedentario -
GI. Sabe-se que os eritrdcitos estdo intimamente relacionados
com a oxigenacdo dos tecidose com varias patologias?. O fato
de estarem aumentadas sugere que o modelo experimental
de exercicio fisico foi satisfatorio. Além disso, a literatura
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estabelece relagdo entre anemia e a progressao de periodontite?
que, quando tratada, promove o aumento da quantidade destas
hemacias. No nosso estudo, foi possivel perceber que o
exercicio fisico foi capaz de aumentar o nimero de hemacias,
de forma semelhante a outros resultados encontrados'*, mesmo
na presenga de infec¢ao bucal. Houve alteracdo com aumento
do niimero de linfécitos em ambos os grupos que receberam a
indug@o de periodontite por ligadura e exposigao pulpar. Além
de evidenciar que a infecgdo repercutiu no modelo escolhido
no estudo, a periodontite parece ter produzido uma resposta
especifica caracteristica de infecg¢des cronicas'®.

Novamente, torna-se importante entender a hipotese do
estudo. Através do exercicio fisico, sabe-se que ¢ capaz de
diminuir a inflamagao sistémica em indicadores inflamatdrios.
Neste caso, a escolha da periodontite ¢ porque ¢ uma
doenca com impacto sistémico?, induz a resposta inata e
especifica® e ainda interfere diretamente na qualidade de
vida das pessoas®. Assim, apesar deste estudo ndo demonstrar
mudangas significativas em varios itens do hemograma, faz-se
necessario outros estudos para a obtencao de mais informagdes
relacionadas ao tema deste estudo.

4 Conclusao

Este estudo verificou que poucas modificacdes foram
observadas no hemograma, apesar dos animais estarem
condicionados fisicamente.
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