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RESUMO GERAL

Objetivo: Avaliar se a doenca periodontal, por meio da inflamacao sistémica,
potencializa os efeitos deletérios da imobilizacdo do musculo estriado esquelético,
colaborando para o desenvolvimento da atrofia muscular por desuso.
Metodologia: Foram utilizados 40 ratos Wistar, divididos em quatro grupos: 1)
Grupo Controle (GC); 2) Doenca Periodontal (GDP); 3) Imobilizado (Gl); 4)
Doenca Periodontal Imobilizado (GDPI). A doenca periodontal foi induzida pelo
método de ligadura, durante 30 dias e a imobilizacdo do membro pélvico direito foi
realizada com atadura gessada, por 15 dias. Antes da eutanasia, foram avaliados
o limiar nociceptivo e forca muscular de preensdo. Apos, o musculo soleo foi
dissecado e processado para contagem de sarcOmeros e andalise morfolégica e
morfométrica. Para analise dos dados, foi utilizado o teste ANOVA de uma via
seguida do post test Tukey, com p<0,05. Resultados: Os grupos Gl e GDPI
apresentaram menor peso muscular, forca muscular de preensédo e numero de
sarcomeros comparados ao GC. O GDP apresentou reduc¢ao da forca muscular e
do limiar nociceptivo apés 15 dias de doenca periodontal e aumento de tecido
conjuntivo comparado ao GC. O GDPI apresentou menor comprimento muscular
e limiar nociceptivo comparados aos demais grupos. O Gl apresentou reducao da
area de seccdo transversa e menor diametro, aumento no nimero de ndcleos e
razao nucleoffibra, diminuicdo no niamero de capilares e razéo capilar/fibra, com
aumento de tecido conjuntivo. No grupo GDPI, houve resultados significativos
para aumento da razao nucleo/fibra, diminuicdo de capilares e aumento de tecido
conjuntivo quando comparado ao grupo Gl. O grupo GDPI apresentou maior
degeneracdo do tecido muscular e aumento de células inflamatérias quando
comparado aos outros grupos. Concluséo: A doenca periodontal potencializou os
efeitos deletérios da imobilizacdo do musculo estriado esquelético, por meio da
intensa destruicdo do tecido muscular, com significativo aumento do tecido
conjuntivo, da razdo nucleo/fibra e infiltrado inflamatoério, significativa diminuicao
da vascularizacdo e redugcdo do comprimento muscular, com consequente
reducado da forca muscular e limiar nociceptivo.

Palavras-chave: Periodontite. Inflamacdo. Imobilizacdo. Atrofia muscular.



GENERAL ABSTRACT

Objective: To evaluate whether periodontal disease, through systemic
inflammation, can potentiates the deleterious effects of immobilization of the
skeletal striated muscle, contributing to the development of muscle atrophy due to
disuse. Methods: Forty Wistar rats were divided into four groups: 1) Control
Group (CG), 2) Periodontal Disease (GPD) 3) Immobilized (IG) and 4) Immobilized
with Periodontal Disease (IPDG). Periodontal disease was induced for 30 days,
with ligature method, and the immobilization of the right pelvic limb was performed
with cast bandage for 15 days. Prior to euthanasia, the nociceptive threshold and
muscular grasping force were evaluated. Afterwards, the soleus muscle was
dissected and processed for sarcomere counting and morphological and
morphometric analysis. For analysis of the data, the one-way ANOVA followed by
the Tukey post test, with p < 0.05. Results: The IG and IPDG groups presented
lower muscle weight, lower muscular grip strength and less number of sarcomeres
compared to CG. The PDG showed reduction of muscle strength and nociceptive
threshold after 15 days of periodontal disease and increase of connective tissue
compared to CG. The IPDG presented lower muscle length and nociceptive
threshold compared to the other groups. The IG presented a reduction in the
cross-sectional area and a smaller diameter, an increase in the number of nuclei
and a nucleus/fiber ratio, a decrease in the number of capillaries and a
capillary/fiber ratio, with an increase in connective tissue. In the IPDG group, there
were significant results for increased nucleus/fiber ratio, decreased capillaries and
increased connective tissue when compared to the IG group. The IPDG group
presented greater muscle tissue degeneration and increased inflammatory cells
when compared to the other groups. Conclusion: Periodontal disease potentiated
the deleterious effects of immobilization of the skeletal striated muscle, through
intense destruction of muscle tissue, with significant increase of connective tissue,
nucleus/fiber ratio and inflammatory infiltrate, significant reduction of
vascularization and reduction of muscle length, with consequent reduction of
muscle strength and nociceptive threshold.

Keywords: Periodontitis. Inflammation. Immobilization. Muscle atrophy.
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INTRODUCAO GERAL

A doenga periodontal (DP) esta intimamente relacionada com a
higiene bucal. Desse modo, o acumulo excessivo de bactérias na superficie
dentaria favorece o desenvolvimento do biofilme dental e uma reacéo inflamatéria
associada a fatores de riscos, como obesidade, tabagismo, diabetes e estresse
mental (GARLET et al., 2012). A prevaléncia da DP moderada a grave em adultos
no Brasil é de 15,3% e ela estd intimamente relacionada com o bem-estar e
qualidade de vida (VETTORE; MARQUES; PERES, 2013).

A DP é caracterizada por uma inflamacéo que afeta os tecidos que
circundam e suportam os dentes, o periodonto. As duas formas comuns de DP
sao a gengivite e a periodontite. A gravidade dessa doenca depende da interagcéo
de espécies bacterianas especificas com a resposta imune do hospedeiro e
fatores de risco pré-existentes, provocando uma resposta que pode ser
exacerbada ou ineficiente (GARLET et al., 2012).

A resposta inicial do hospedeiro compreende um reconhecimento
inato dos componentes microbianos por células hospedeiras da gengiva,
recrutando outras células para o local da inflamacdo (CRAIG et al., 2013). Em
decorréncia disso ocorre a producdo de mediadores inflamatorios, tais como
espécies reativas de oxigénio (EROs), quimiocinas e citocinas proé-inflamatorias
que ajudam a definir a progressdo da doenca (GARLET et al.,, 2012; KHALAF,;
LONN; BENGTSSON, 2014; LEISHMAN; SEYMOUR; FORD, 2013; RAMSEIER
et al., 2009). A ativacdo desses mediadores inflamatoérios permite que a DP tenha
potencial para contribuir significativamente com a resposta inflamatoria sistémica
do hospedeiro (LEISHMAN; SEYMOUR; FORD, 2013). Um dos efeitos da
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inflamacéo sistémica é a acao das citocinas inflamatérias sobre a perda de massa
muscular (WINKELMAN, 2004).

A homeostase do musculo esquelético € caracterizada pelo
equilibrio entre a sintese e a degradacdo de proteinas e os mediadores pro-
inflamatdrios parecem ter um papel importante na atrofia muscular (HADDAD et
al., 2005; LANG; FROST; VARY, 2007; POULSEN, 2012; TSUJINAKA et al.,
1996; ZAMIR et al., 1992). As citocinas e radicais livres associados a sindrome da
resposta inflamatéria sistémica (SIRS) afetam a microcirculagdo, causando
hipoxia neuronal, degeneracao axonal e dano muscular (DE LETTER et al., 2001).

Condi¢cdes humanas que levam a um repouso prolongado no leito e
imobilizacdo causam perda de carga mecanica na musculatura esquelética,
diminuicdo da atividade neuromuscular e reducdo na producdo de energia,
levando a atrofia muscular por desuso e consequente fraqueza muscular
generalizada (LANGHANS et al., 2014; OCHALA et al., 2011; POULSEN, 2012).
Esse fator associado a presenca de mediadores inflamatorios caracteriza uma
perda potencial de massa muscular, uma vez que a inflamacao sistémica por si sO
reduz a capacidade de geracao de forca muscular (FINK et al., 2008; POULSEN,
2011).

Uma vez que a DP é uma doenca inflamatoria com efeitos
sistémicos e subdiagnosticada em muitos pacientes e sabendo-se que a
inflamacédo sistémica promove perda de massa muscular, faz-se necessario
investigar o efeito dessa doenca no musculo estriado esquelético em condi¢ces
de repouso prolongado. Dessa forma, aperiodontite experimental, por meio dos
efeitos inflamatoérios sistémicos, pode potencializar os efeitos deletérios da
imobilizacdo da musculatura esquelética periférica, fornecendo evidéncias
cientificas para identificar a doenca periodontal como um fator de risco e

aprimorar o conhecimento relacionado a fisiopatologia da atrofia muscular

decorrente de repouso durante o processo saude-doenca.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar se a doenga periodontal, por meio da inflamacdo sistémica,
potencializa os efeitos deletérios da imobilizacdo do musculo estriado esquelético,

colaborando para o desenvolvimento da atrofia muscular por desuso.

Objetivos especificos

a) Analisar a morfologia e a morfometria do masculo séleo;
b) avaliar a nocicepcéo e a forca muscular de preensao dos animais;

c) realizar a contagem dos sarcémeros do musculo soleo dos animais.
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REVISAO GERAL DE LITERATURA

DOENCA PERIODONTAL

O periodonto é uma estrutura complexa e dindmica composta por
tecidos moles e duros, abrangendo a mucosa gengival (epitélio e conjuntivo),
cemento radicular, ligamento periodontal e osso alveolar que, juntos, oferecem
protecdo e suporte para ligacdo dos dentes na mandibula e maxila (Figura 1)
(GARLET et al., 2012; LINDHE; KARRING; LANG, 2005).

Estrias de Retzius
o

do esmalite
r r /

__— Dentina
Coroa e

clinica Sulco gengival

Coroa
anatdémica

Epitélio
gengival

—— Ligamento
periodontal
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fe "
~~ Alvéolo

\.,_\\ Canal da raiz
~——— Forame apical

Figura 1 — Esquema do dente e as estruturas de protecéo e suporte, periodonto.
Fonte: Gartner e Hiatt (1999).
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No osso alveolar, o principal mecanismo que regula a remodelagéao
0ssea é conduzido pelo receptor RANK (receptor ativador do fator nuclear kappa
B), presente na superficie dos pré-osteoclastos, e 0 seu ligante RANKL, que é
uma proteina ligada a membrana, responsavel pela diferenciacdo dos preé-
osteoclastos em osteoclastos maduros, permitindo a reabsorcdo Ossea. A
osteoprotegerina (OPG) € uma molécula que bloqueia a ligacdo do RANK ao
RANKL e, assim, evita osteoclastogénese. A producdo de RANKL e OPG é
controlada por estimulos sistémicos e locais, incluindo horménios, mediadores
inflamatérios e produtos bacterianos. O equilibrio entre os niveis de RANKL e
OPG promove a homeostase entre a reabsorcdo 6ssea pelos osteoclastos e a
formacéo do osso pelos osteoblastos em condicdes fisioldgicas normais (Figura 2)
(BELIBASAKIS; BOSTANCI, 2012; GARLET et al., 2012).

. Pré-osteoclasto Osteoclasto multinucleado
Macrofago

/J‘ RANK
e ;/\;—_@: 'm Osteoclasto
RANKt

om}u C§,
| ¢

Osteoblasto . .

Osteddto

Reabsorcao 6ssea

Nature Reviews | Genetics

v
4

Figura 2 — Regulacdo da remodelacdo 6ssea no osso alveolar. O receptor RANK do pré-
osteoclasto se liga a OPG e ativa os osteoblastos, que promovem a formagédo éssea.
Na diminuicdo de OPG, o receptor RANK se liga ao RANKL, promovendo a reabsor¢céo
0ssea.

Fonte: adaptado de Nature (2016).

No periodonto clinicamente saudavel, o equilibrio entre bactérias e a
resposta do hospedeiro resulta em resisténcia a colonizacdo. Os dentes
apresentam superficie dura e ndo descamativa. Dessa maneira, o acumulo
excessivo de bactérias na sua superficie favorece o desenvolvimento do biofilme

dental e uma reacéo inflamatéria pode ser iniciada com o objetivo de erradicar
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esses invasores (GARLET et al., 2012). Portanto, as doencas periodontais sao
infeccbes causadas predominantemente por microrganismos Gram-negativos que
colonizam a superficie dentaria levando ao acumulo de biofilme ao longo da
margem gengival, que resulta em uma reacéo inflamatoéria dos tecidos moles. As
formas mais comuns de doenca periodontal sdo a gengivite e a periodontite
(HASTURK; KANTARCI; VAN DYKE, 2012; LINDHE; KARRING; LANG, 2005).

O biolfilme dental pode se acumular supra-gengivalmente, ou seja,
na coroa clinica dos dentes, mas também abaixo da margem gengival, isto €, na
area subgengival do sulco ou da bolsa periodontal. Com isso, dependendo da
regido e profundidade da bolsa em que ocorre o biofilme, havera diferencas na
microbiota. Com o0 acumulo de bactérias na superficie solida, ocorre a formacao
de um biofilme, que fornece nutrientes as bactérias e as protege de agentes
antimicrobianos (DARVEAU; TANNER; PAGE, 1997; LINDHE; KARRING; LANG,
2005).

Apos 10 a 15 dias de acumulo de placa, sinais clinicos da gengivite
se estabelecem na maioria das pessoas, atingem tecidos moles, epitélio e tecido
conjuntivo. A gengivite pode ser reversivel com a remocgdo dessa placa,
ocorrendo o desaparecimento dos sinais clinicos da inflamacgédo. Desse modo, a
remocao diaria do biofilme dental é capaz de prevenir a DP (LINDHE; KARRING;
LANG, 2005; LOE, 2000). A progressdo da gengivite para periodontite depende
da ocorréncia simultanea de varios fatores, como a manutencéo do biofilme (por
baixa resisténcia aos depdsitos bacterianos ou por executar de forma inadequada
a higiene bucal) e se o hospedeiro for suscetivel tanto sistémica quanto
localmente (LINDHE; KARRING; LANG, 2005).

Os processos inflamatorios e imunolégicos agem nos tecidos
gengivais para proteger contra o0 ataque microbiano e impedir que o0s
microrganismos se disseminem ou invadam os tecidos. A resposta inicial do
hospedeiro compreende um reconhecimento inato dos componentes microbianos
por células hospedeiras da gengiva, recrutando outras células para o local da
inflamagé@o que consiste basicamente em neutréfilos, mondcitos e macréfagos
(CRAIG et al., 2013). Decorrente da inflamagao ocorre a producéo de mediadores
inflamatorios, tais como EROSs, quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias, que

funcionam como biomarcadores e ajudam a definir a progressdo da doenca
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periodontal (GARLET et al, 2012; KHALAF; LONN; BENGTSSON, 2014,
LEISHMAN; SEYMOUR; FORD, 2013; RAMSEIER et al., 2009).

As citocinas sdo proteinas sollveis, secretadas por células, que
agem como mensageiras transmitindo sinais para outras células. Elas realizam
inUmeras acoes, incluindo a iniciacdo e a manutencdo das respostas imune e
inflamatoria, s&o numerosas e muitas realizam funcdes que se sobrepdem e sao
interligadas, formando uma rede ativa que controla a resposta do hospedeiro
(LINDHE; KARRING; LANG, 2005). A principal citocina produzida no curso da DP
€ o Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-a) que regula positivamente a produgao
de outras citocinas, tais como as interleucinas (IL) IL-6 e IL-18 (GARLET et al.,
2006; GARLET et al., 2012; LEISHMAN; SEYMOUR; FORD, 2013; RAMSEIER et
al., 2009). Além disso, também ocorre a ativacao de linfocitos T e a migracéo de
outras células inflamatérias para o tecido periodontal (CUTLER; JOTWANI, 2004).
A resposta imune humoral é promovida pela célula T-auxiliar tipo 2 (Th-2) que
produz IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e IL-6. J& os linfocitos T-auxiliar tipo 1 (Th-1) atuam
na resposta mediada por células e liberam TNF-q, IL-2 e Interferon-Y (IFN-Y)
(LINDHE; KARRING; LANG, 2005).

Os fibroblastos gengivais, macrofagos e leucocitos
polimorfonucleares sao importantes fontes de mediadores inflamatdrios, incluindo
as citocinas, que expresssam as MMPs, como as colagenases MMP-1, MMP-3,
MMP-8 e as gelatinases MMP-2 e MMP-9, que causam a destruicao tecidual por
meio da degradacao dos colagenos do tipo I, Il e lll (SEABRA, 2006). Além disso,
as citocinas regulam a acdo das MMPs relacionada a ativacdo das vias de
reabsorcédo 6ssea RANK, RANKL e OPG. Dessa forma, a destrui¢cdo do colageno
associada a reabsorcdo 0ssea promove destruicdo dos tecidos de suporte, como
ligamentos e osso alveolar, caracterizando a forma mais grave da DP, a
periodontite (GARLET et al., 2012; LORENCINI et al., 2009; LINDHE; KARRING;
LANG, 2005; SAGLAM et al., 2015).

A gravidade da DP, portanto, esta associada a interacao de espécies
bacterianas especificas com a resposta imune do hospedeiro, que desempenha
um papel importante na destruicdo do tecido periodontal. Uma vez que essa
resposta pode ser exacerbada ou ineficiente, ocorre o desequilibrio entre citocinas

pré-inflamatérias e anti-inflamatorias, que ira determinar a intensidade da ativacao
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das MMPs e reabsorcdo O0ssea (GARLET et al.,, 2012; NASSAR et al., 2014).
Além disso, a DP esta associada a alguns fatores de risco sistémicos. Estudos em
animais foram realizados para mostrar a associacdo da doenca com fatores
sistémicos incluindo diabetes (UM et al., 2010; NASSAR et al., 2014), obesidade
(BRANDALERO et al, 2012; DO NASCIMENTO et al, 2013), doenca
cardiovascular (BRITO et al.,, 2013; TOREGEANI et al., 2016) e também o
estresse mental (ZHAO et al., 2012), fatores esses que permitem ao hospedeiro
ficar mais suscetivel para ocorréncia da DP.

Diante do exposto, a DP tem potencial para desencadear
significativamente uma resposta inflamatoria sistémica do hospedeiro, seja por
meio da disseminacao sistémica de produtos bacterianos, devido a proximidade
do biofilme bacteriano com o sistema vascular periodontal (DARVEAU; TANNER;
PAGE, 1997), seja pela difusdo de citocinas e de complexos imunes, com
possibilidade de desencadear efeitos adversos em demais sistemas do

organismo.

MUSCULO ESTRIADO ESQUELETICO

O musculo estriado esquelético € formado por fibras que estdo
organizadas em grupos de feixes envolvidos por tecido conjuntivo que as mantém
unidas e recobre o musculo todo, o epimisio. Esses feixes de fibras sédo
separados e envolvidos por septos que partem do epimisio, o perimisio. Cada
fibra muscular é envolvida por outra camada de tecido conjuntivo, formado pela
lamina basal, o endomisio (Figura 3). No musculo, o tecido conjuntivo é frouxo e
contém fibroblastos, macréfagos, colageno, elastina e ainda os vasos sanguineos
gue penetram 0 musculo através dos septos e formam extensa rede de capilares
entre as fibras musculares (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

As fibras musculares sédo células longas, cilindricas, que medem
cerca de 10-100 pym de didametro e até 10 cm de comprimento (LOWE;
ANDERSON, 2014; SILVA; CARVALHO, 2007). Sao células que contém muitos

filamentos, as miofibrilas, sdo multinucleadas e os nucleos estao localizados na
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periferia, nas proximidades do sarcolema que € a membrana celular (Figura 4). O
citosol da célula muscular € denominado sarcoplasma e o reticulo endoplasmatico
liso de reticulo sarcoplasmatico (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Epimisio (envoive o
musculo inteiro)

> Capilares (nutrigéo)

2T}

Figura 3 — Esquema demonstrando a distribuicdo do tecido conjuntivo frouxo no musculo estriado
esquelético.
Fonte: Junqueira e Carneiro (2013).

Figura 4 — Corte transversal do musculo estriado esquelético. Fibra muscular (F), ndcleo
ocupando posicao periférica (setas). Cada célula possui centenas de miofibrilas.
Fonte: O autor.
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Quando observadas ao microscopio de luz, as fibras musculares
esqueléticas mostram estriacbes transversais, que se devem a repeticdo de
unidades iguais, chamadas de sarcomeros, compostos por faixas escuras e
claras. A faixa escura recebe o nome de banda A, a faixa clara é a banda | e, no
centro de cada banda I, ha uma linha transversal escura, a linha Z. A banda A
apresenta zona mais clara no centro denominada banda H. Cada sarcémero
mede aproximadamente 2,5um e é formado pela parte da miofibrila que fica entre
duas linhas Z sucessivas (Figura 5) (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). As
miofibrilas medem de 1 a 2 uym e sdo compostas por filamentos finos de actina e
grossos de miosina, dispostos longitudinalmente e organizados em uma
distribuicdo simétrica e paralela. Os filamentos de actina partem da linha Z e vao
até a borda externa da banda H, j& os filamentos de miosina ocupam o centro dos
sarcomeros (LOWE; ANDERSON, 2014).

Feixe de fibras
musculares

Uma fibra muscular

Umamiofibrila

¥
Sarcdmero

Figura 5 — Esquema da estrutura do musculo estriado esquelético, representando a unidade
contratil, o sarcomero.
Fonte: Gartner e Hiatt (1999).
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De acordo com a estrutura e composicdo molecular, as fibras
musculares estriadas esqueléticas podem ser identificadas como tipo | (contracao
lenta) ou tipo Il (contracdo rapida). As fibras do tipo | sdo menores, de coloracéo
vermelha escura, ricas em mioglobina, com sistema vascular abundante, maior
namero de mitocondrias e sdo adaptadas para contracdes continuadas, utilizando
metabolismo oxidativo. Em contrapartida, as fibras do tipo Il sdo maiores,
vermelhas mais claras, contém pouca mioglobina, sistema vascular menos
extenso, menor nimero de mitocéndrias e sdo adaptadas para contracdes rapidas
e descontinuas, dependem principalmente da glicélise como fonte de energia
(GUYTON; HALL, 2006; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Todos os musculos possuem porcentagens variadas de fibras do
tipo | e Il. Assim, o que determina o fen6tipo muscular € a demanda funcional a
qual o musculo é submetido, caracterizando um musculo como de contracéo lenta
ou rapida (MINAMOTO, 2005). O séleo é um musculo extensor, antigravitacional
(FERREIRA et al., 2004) e tem predominancia de fibras de contracéo lenta (Tipo
[); desse modo, esta envolvido em atividades mais prolongadas dos membros
inferiores, em que as fibras estdo ativadas durante 90% do tempo (GUYTON;
HALL, 2006; MINAMOTO, 2005).

Quando ha alteracbes nos estimulos recebidos pelo musculo, pode
ocorrer mudanca no tipo de fibra muscular. Em condicfes de atrofia muscular, por
exemplo, o musculo séleo passa de contracao lenta, com fibras predominantes do
tipo |, para um fenétipo de contracao rapida, com predominancia de fibras do tipo
I (MINAMOTO, 2005). Portanto, os musculos apresentam caracteristicas inatas
de plasticidade e adaptabilidade; eles podem mudar seu tamanho para se adaptar

a estimulos fisiolégicos externos e internos (CHO; KIM; SONG, 2016).

IMOBILIZACAO E ATROFIA MUSCULAR

A atrofia é definida como diminuicdo no tamanho de um tecido ou
orgao, devido ao encolhimento celular. Trata-se de um processo ativo controlado

por vias de sinalizacdo especificas e programas de transcricdo. A diminuicdo do
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tamanho da célula é causada pela perda de organelas, citoplasma e proteinas
(BONALDO; SANDRI, 2013). A atrofia muscular ocorre quando a degradacéao da
proteina excede a sua sintese, conduzindo a uma reducdo da area da seccéo
transversa de miofibrilas, diminuicdo de proteinas contrateis, perda de mionucleos
devido a apoptose mionuclear, tendo como consequéncia a diminuicdo da forca
muscular (POWERS; KAVAZI; MCCLUNG, 2007; FANZANI et al., 2012).

Os mecanismos moleculares envolvidos na patogénese da atrofia
muscular por desuso ainda nao sdo completamente compreendidos. A regulacao
da atividade das proteinases intracelulares pode desempenhar um papel
importante na alteracdo do fendtipo do musculo esquelético. Quatro sistemas
proteoliticos estdo envolvidos na degradacdo das proteinas musculares:
autofagia, o sistema ubiquitina-proteassoma, o sistema de calpaina e o sistema
de caspase. Todos 0s quatro sistemas proteoliticos estdo ativos durante a atrofia
muscular em seres humanos e animais (BERTHON et al., 2007; POWERS,;
KAVAZI; MCCLUNG, 2007).

A principal via envolvida no mecanismo de atrofia muscular é o
sistema ubiquitina-proteossoma ATP-dependente, que degrada proteinas de vida
curta e promove a remocao de proteinas do sarcobmero mediante mudancas na
atividade muscular. A autofagia regula os niveis de proteinas e organelas de vida
longa atuando na rotatividade dos componentes celulares. Quando estimulada
excessivamente, é prejudicial e pode conduzir & morte celular independentemente
de caspase (BROOKS; MYBURGH, 2014; BONALDO; SANDRI, 2013; FANZANI
et al.,, 2012). Por fim, as calpainas e a caspase-3 sdo proteases-chave que
iniciam a proteodlise muscular por degradacdo dos sarcomeros em série e morte
celular (PIERRE et al., 2016).

Com a alteracdo da relacdo sintese/degradacao durante a atrofia
muscular, as proteinas da matriz extracelular (MEC) podem desempenhar um
papel fundamental na regulagéo da integridade das miofibrilas. As MMP-2 e MMP-
9 exercem um amplo espectro de acdo para um numero de diferentes proteinas
da MEC, incluindo o colageno, e estédo difundidas no corpo humano, incluindo os
musculos esqueléticos. Essas MMPs, em uma situacdo de estresse como a
atrofia muscular por desuso, promovem a degradacdo de Colageno do tipo | e IV
(GIANNELLI et al., 2005).
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O musculo estriado esquelético tem a capacidade de alterar o seu
fendtipo dependendo de estimulos e da carga mecanica colocada sobre ele.
Desse modo, sua atrofia pode ocorrer devido as doencas como cancer, sepse,
diabetes, insuficiéncia renal, doenca pulmonar obstrutiva cronica, ou na auséncia
de carga mecanica durante longos periodos de inatividade, como repouso no
leito, imobilizacdo dos membros, voo espacial ou relaxamento do diafragma
durante a ventilacdo mecanica (BROOKS; MYBURGH, 2014; POWERS; KAVAZI,
MCCLUNG, 2007). Estudos em modelos animais de inducdo de atrofia muscular
por desuso mostram que a inatividade muscular € um fator dominante que
provoca atrofia. Coutinho et al. (2004) imobilizaram o membro posterior esquerdo
de ratos por trés semanas e observaram atrofia das fibras musculares, com perda
da massa muscular, diminuicdo do nimero de sarcémeros e reducdo da area de
seccgao transversa das fibras. Paixdo (2011) encontrou resultados semelhantes
quando imobilizou o membro pélvico de ratos, incluindo muasculo soleo e
gastrocnémio, por 15, 30 e 45 dias, observando que houve uma progressdo na
perda de massa muscular e diminuicdo da area da seccéo transversa das fibras
em ambos 0s musculos estudados, evidentes aos 15 dias de imobilizagdo e mais
pronunciados aos 45 dias.

No estudo de Zhao et al. (2010), a inatividade muscular foi induzida
mantendo o membro pélvico de ratos em suspensdo durante 14 dias. Foram
observadas alteracBes estruturais nas mitocéndrias das células musculares e
alteracbes de fibra muscular com desorganizagcdo dos sarcOmeros e
desalinhamento da banda Z. Cornachione et al. (2014) imobilizaram o tornozelo
de ratos por 10 dias e observaram alteracdes estruturais na célula muscular
incluindo variacbes no tamanho da fibra, centralizacdo nuclear, rarefacdo do
citoplasma e diminuicéo das fibras do tipo | com aumento das fibras do tipo Il no
musculo séleo. Desse modo, a perda completa de estimulos mecanicos do
musculo esquelético € um fator dominante que provoca atrofia, com perda de
forca especifica nos musculos, resultando em uma severa e especifica condi¢ao
de fraqueza muscular (BROOKS; MYBURGH, 2014).

A inatividade devido ao repouso no leito ocorre por necessidade em
muitas doengas. Assim, a imobilizagdo pode ocorrer como resultado de varias

lesGes, que na maior parte ndo é do musculo esquelético. Logo, a influéncia que a
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imobilizacdo tem sobre o musculo esquelético é considerada um efeito secundério
(BROOKS; MYBURGH, 2014).

Em casos de doencas que apresentam inflamacéo sistémica, a acao
de citocinas pro-inflamatérias contribui para a disfungdo muscular por meio de
estimulacdo direta da perda de proteina nas células musculares, ativacdo de uma
cascata de eventos que promovem a lesdo oxidativa e resisténcia a insulina
(REID; LI, 2001). A homeostase do musculo esquelético € caracterizada pelo
equilibrio entre a sintese e degradacao de proteinas. Citocinas como IL-6 e TNF-a
parecem ter um papel importante na atrofia muscular, aumentando a degradacao
de proteinas pelo aumento da expressdo de enzimas que controlam o sistema
ubiquitina-proteossoma, com consequente alteracdo desse equilibrio, induzindo a
perda de massa muscular (HADDAD et al., 2005; LANG; FROST; VARY, 2007,
POULSEN, 2012; TSUJINAKA et al., 1996; ZAMIR et al., 1992). Além disso, a
liberacdo dessas citocinas, durante o processo inflamatério, ativa as MMPs que
sdo enzimas que atuam degradando o colageno contribuindo para a atrofia
muscular (SCHOSER; BLOTTNER; STUERENBURG, 2002; CARMELI,
HAIMOVITCH; NEMCOVSKY, 2006; ALFAKRY et al., 2016).

Citocinas e radicais livres estédo associados a Sindrome da Resposta
Inflamatoria Sistémica e afetam a microcirculacdo e muasculos, causando hipdxia
neuronal, degeneracdo axonal e dano muscular (DE LETTER et al., 2001). Diante
do exposto, a inatividade por imobilizacdo prolongada e a inflamacao sistémica
podem contribuir para a atrofia muscular, afetando diretamente as fibras

musculares e o tecido conjuntivo do musculo estriado esquelético.

DOENCA PERIODONTAL, INFLAMACAO E ATROFIA MUSCULAR
POR DESUSO

Na doenca periodontal, ocorre producdo de mediadores
inflamatorios, que funcionam como biomarcadores e ajudam a definir a
progressdo da doenca periodontal (GARLET et al., 2012; KHALAF; LONN;
BENGTSSON, 2014; LEISHMAN; SEYMOUR; FORD, 2013; RAMSEIER et al.,
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2009). Com o inicio da doenca periodontal moderada a severa, 0S niveis
sistémicos de citocinas pro-inflamatorias, incluindo TNF-a, IL-1 e IL-6, ficam
elevados e induzem resposta inflamatoria de fase aguda (CRAIG et al., 2013;
LEISHMAN; SEYMOUR; FORD, 2013; OFFENBACHER; BARROS; BECK, 2008).

No estudo de lonel et al. (2016), foram coletadas amostras de
sangue antes e depois de sete dias da inducdo da doenca periodontal. Observou-
se aumento significativo das concentracdes de IL-6 plasmatica, confirmando uma
resposta inflamatoria sistémica. Dessa forma, a doenca periodontal tem potencial
para contribuir significativamente para a resposta inflamatéria sistémica do
hospedeiro, com possibilidade de inducédo ou perpetuacdo de efeitos sistémicos
adversos (DARVEAU; TANNER; PAGE, 1997).

Um dos efeitos sistémicos da inflamacao que vem sendo estudado é
a acao das citocinas proé-inflamatérias sobre a perda de massa muscular. Uma
das citocinas estudada é o TNF-a, que aumenta a adesdo de leucécitos nas
células endoteliais, atua nos hepatécitos para aumentar a producédo de proteinas
de fase aguda, induz a ativacdo dos neutrdfilos e inicia a sintese e liberacdo de
outras citocinas inflamatorias, incluindo a IL-1 e IL-6. Dessa forma, o TNF-q,
juntamente com a IL-1 e IL-6, desempenha um papel central para iniciar a
resposta inata do sistema imunitario humano (REID; LI, 2001; WINKELMAN,
2004).

De Paepe et al. (2008) induziram um processo inflamatoério em ratos,
causado pela exposicdo dos animais ao tabaco, e encontraram que niveis
elevados de TNF-a promoveram atrofia muscular com apoptose das fibras
musculares e alteragcbes no tipo de fibra. Em uma revisao realizada por
Winkelman (2004) sobre inatividade e inflamagéo, foi relatado que, nos musculos,
a expressdo aumentada de TNF-a provoca miopatia esquelética e disfungao
endotelial, que conduz a apoptose dos midcitos e diminuicbes na massa muscular
esquelética levando a fraqueza muscular, com diminuicdo da for¢ca de contracao.
Desse modo, na presenca de inflamacéo sistémica, a inatividade pode agravar a
destruicdo de miocitos.

No musculo, durante o processo inflamatério, ocorre aumento da IL-
6, que atua como uma quimiocina para que as células produtoras de citocinas

sejam recrutadas para as fibras musculares. A IL-6 promove a infiltracdo de
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fatores inflamatorios adicionais nos midcitos, tais como as prostaglandinas, que
conduz a protedlise, degeneracdo e atrofia muscular. Weber-Carstens et al.
(2010) relataram que concentracfes séricas elevadas de IL-6 sdo um fator de
risco independente para o desenvolvimento da miopatia da doencga critica, pois a
IL-6 apresentou uma relagdo significativa com a inexcitabilidade da membrana
muscular. Janssen et al. (2006) administraram IL-6 por sete dias em ratos e
encontraram que altas doses dessa interleucina causaram atrofia com reducao na
area de seccéo transversa das fibras musculares.

A atrofia e a perda de forca muscular séo variaveis e dependem de
inumeros fatores incluindo a funcéo fisiolégica, composi¢cdo da fibra muscular,
grau de perda de carga e imobilizacdo (BODINE, 2013). Fink et al. (2008)
induziram inflamacéo sistémica, imobilizaram ratos por 12 dias e observaram que
tanto a imobilizacdo quanto a inflamacéo sistémica por si sé6 podem reduzir a
capacidade de geracgao de forca muscular e a associacao desses dois fatores tem
efeitos sistémicos aditivos na fraqueza muscular.

Como discutido anteriormente, a inatividade muscular causada pela
imobilizacdo prolongada é um fator de risco determinante para atrofia muscular.
Diante do exposto, a presenca de uma inflamagéo sistémica, com elevagcédo da
concentracdo de citocinas pré-inflamatérias, incluindo o TNF-a e IL-6, também se
mostra como fator de risco para o desenvolvimento de atrofia e perda de forca
muscular. Dessa forma, a doenca periodontal, com a producao de citocinas proé-
inflamatérias e consequente inflamacdo sistémica, associada a imobilizacao
prolongada, pode agravar a destruicdo das fibras musculares, contribuindo para a
atrofia muscular e potencializando os efeitos deletérios do imobilismo. N&ao
existem estudos que relacionem a doenca periodontal com a perda de massa
muscular. Portanto, o desenvolvimento dessa pesquisa se faz necessario para
fornecer evidéncias cientificas da associacdo desses dois fatores com a
potencializacdo da perda de massa muscular em condigcbes de repouso e

imobilizacdo prolongada no processo saude-doenca.
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MATERIAL E METODOS

Esta € uma pesquisa basica, de carater experimental, com analise
de cunho quantitativo e qualitativo (GIL, 2007) e foi realizada no Laborato6rio de
Estudo das LesbGes e Recursos Fisioterapéuticos (LELRF) e Laboratério de
Biologia Estrutural e Funcional (LABEF), vinculados a Universidade Estadual do
Oeste do Parana (UNIOESTE), Campus de Cascavel.

POPULACAO DO ESTUDO E AMOSTRA

Foram utilizados 40 Ratos Wistar adultos, pesando em média 260 g
e idade média de 8 semanas, provenientes do Biotério Central da UNIOESTE. Os
animais foram mantidos no Biotério Setorial do LELRF, sob condi¢cdes controladas
de temperatura (23 £ 2° C) e luz (ciclo de 12 horas de claro e 12 horas de escuro
— 7h — 19h) e receberam &agua e racdo comercial a vontade. Os animais foram
randomizados em quatro grupos de 10 animais cada, com base em estudos
preliminares (NASSAR et al., 2009) e em calculo amostral (Teste ANOVA com
poder de 99% e nivel de alfa de 5%) (Figura 6).

PROCEDIMENTOS DE COLETA DE DADOS

Os procedimentos para o desenvolvimento da pesquisa foram

realizados na sequéncia do esquema apresentado na Figura 7.
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- Doenca Periodontal
Controle (GC) _ Doenca Imobilizado (Gl) ca rer
=10 Periodontal (GDP) _ Imobilizado (GDPI)
n n =10
n =10 n =10

Figura 6 — Randomizag&o dos grupos experimentais.

Recebimento 1° dia de 30° dia de experimento:
e aclimatagio experimento: AV3 e eutanasia dos animais
dos animais Indugdo da DP Coleta de materiais para as
AV1 analises
Dia3ab6 Dia 22
Dial Dia7 Dia 37
Adaptacdo aos 15° dia de
testes de experimento:
nocicepgdo e Imobilizacdo
forga AV2

Figura 7 — Procedimentos para coleta de dados, representacéo da linha de tempo compreendendo
os 37 dias de experimento. DP: Doenca Periodontal; AV1: Avaliacdo 1; AV2: Avaliagédo
2; AV3: Avaliacao 3.

INDUCAO DA DOENCA PERIODONTAL

Apés 7 dias de aclimatacdo, os animais foram anestesiados (xilazina
0,04 ml/100g e quetamina 0,08 ml/100g) e posicionados em mesa operatoria

adaptada, a qual permitiu a manutencdo da abertura bucal facilitando o acesso
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aos dentes da regido posterior da mandibula. Com o auxilio de uma pinga
modificada e de uma sonda exploradora, foi colocado um fio de algoddo numero
40 ao redor do primeiro molar inferior direito e esquerdo. Essa ligadura atuou
como irritante gengival por 30 dias, favorecendo o acumulo de placa bacteriana e
consequente desenvolvimento da DP (Figura 8) (NASSAR et al., 2009).

Figura 8 — Inducéo da Doencga Periodontal. A: Mesa operatéria adaptada. B: Abertura bucal. C:
Colocacéo da ligadura (fio de algod&o 40) no primeiro molar inferior. D: Ligadura ao
redor do primeiro molar inferior.

PROTOCOLO DE IMOBILIZACAO

Apb6s 15 dias da inducdo da doenca periodontal, os animais foram
anestesiados (xilazina 0,04 ml/100 g e quetamina 0,08 ml/100 g) e imobilizados
utilizando um modelo proposto por Carvalho, Shimano e Volpon (2002). Esse
modelo foi confeccionado com material proprio para engessar um seguimento
corporal, sendo: ligadura de tecido saturada com sulfato de célcio desidratado
(CaS0Q,), sob a forma de p6 branco, caracterizando uma atadura gessada. Os
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animais do grupo Gl e GDPI tiveram a Ortese moldada a partir da regido
abdominal, logo abaixo das ultimas costelas, seguindo para o0 membro pélvico
direito de cada animal, sendo colocada em toda a extensdo do membro de forma
que este mantivesse a articulagdo do joelho em extensdo, bem como flex&do
plantar completa de tornozelo, ou seja, em posi¢do de encurtamento do musculo
s6leo. Os animais foram mantidos nessa posicdo por 15 dias consecutivos (Figura
9) (KUNZ et al., 2014).

A verificagdo de imobilizag&o foi realizada diariamente pela manha e
foi observada a presenga ou ndo de lesbes ou edema de pele. A principal
complicacdo encontrada devido a imobilizacédo foi edema do membro engessado.
Nesse caso, 0 aparato foi retirado e o animal foi mantido livre da imobilizacéo por

24 horas; apés esse periodo, foi refeita a imobilizacéo.

Figura 9 — Aparato de imobilizacdo. A: imobilizacdo em gesso partindo da regiao abdominal até o
membro posterior direito. B: manutencdo da extensdo do joelho com posicdo de
encurtamento do musculo soleo (flexao plantar). O aparato pesou 50 gramas.

AVALIACAO DA NOCICEPCAO

Foram realizadas trés avaliacbes de nocicepgdo. A primeira
avaliacao (AV1) foi antes da inducdo da doenca periodontal para obter valores de
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base; a segunda avaliacdo (AV2) foi apdés 15 dias da inducdo da doenca
periodontal e antes da imobilizacdo; por fim, a terceira avaliacdo (AV3) foi
realizada apds 30 dias de doenca periodontal e 15 dias de imobilizacdo. Para
facilitar a adaptacado dos animais ao instrumento, nos trés dias anteriores a AV1,
foi realizada uma simulacéo da avaliagao (MARCIOLI et al., 2013).

Para avaliar a nocicepcao, foi utilizado um analgesimetro digital, tipo
filamento de Von Frey da marca Insight® (Ribeirdo Preto, S&o Paulo), que
consiste em um braco com uma sonda descartavel de polipropileno, com a
capacidade de avaliar de 0,1-1000 g, ligado a uma caixa de amplificador, o que
permite testar a sensibilidade nociceptiva ao estimulo mecanico em animais. O
animal foi colocado em caixas de madeira com tampa de acrilico. A base foi
confeccionada em grade metalica vazada, pela qual foi possivel inserir o filamento
na regido plantar do membro pélvico direito do animal. Foi realizada pressdo com
aumento gradual até o animal retirar o membro e apds foi anotado o valor do

limiar de retirada. Em cada avaliacéo, o teste foi repetido trés vezes e utilizado o

valor médio das repeticdes, com unidade em gramas-forca (gf) (Figura 10)
(VIVANCOS et al., 2004).

Figura 10 — Avaliacdo da Nocicepcao. A: Analgesimetro digital tipo filamento de Von Frey,
Insight® (Ribeirdo Preto, Sdo Paulo). B: Animal na caixa, aplicado pressao na regido
plantar.
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AVALIACAO DA FORCA MUSCULAR DE PREENSAO

Para a forca muscular, foi utilizado o método de avaliagdo de forca
de preenséo adaptado do modelo descrito por Bertelli e Mira (1995), em que os
animais foram segurados pela cauda permitindo que eles se agarrassem em uma
grade ligada a um transdutor de forca. Em seguida, os animais foram puxados
pela cauda até que eles perdessem a acdo de agarrar. Nesse momento, foi
avaliada a forca maxima do membro pélvico direito, registrada no transdutor. Esse
teste foi repetido trés vezes e utilizado o valor médio das medidas obtidas. O
membro pélvico esquerdo foi contido pelo avaliador impedindo que fosse utilizado
no momento em que o animal agarrasse a grade. A primeira avaliacdo (AV1) foi
realizada antes da inducdo da doenca periodontal para obter valores de base; a
segunda avaliacdo (AV2) foi realizada apd6s 15 dias da inducdo da doenca
periodontal e antes da imobilizacdo; por fim, a terceira avaliagdo (AV3) foi
realizada ap6s 30 dias de doenca periodontal e apés 15 dias de imobilizacao.
Trés dias antes da primeira avaliacdo, os animais foram treinados e adaptados

em relacdo ao equipamento (Figura 11) (CORADINI et al., 2015).

Figura 11 — Avaliacdo da Forca de Preensdo. A: Aparelho transdutor de forca, registro dos
valores obtidos (circulo). B: Ato de agarrar do animal; ao ser puxado, ira gerar a
forca maxima.
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EUTANASIA DOS ANIMAIS

Decorridos 30 dias da indugéo da DP e 15 dias de imobilizacdo, os
animais foram pesados e anestesiados com quetamina (95mg/Kg) e xilazina
(12mg/Kg), decapitados em guilhotina e foi coletado o musculo soleo direito para

analise morfolégica e morfométrica.

ANALISE DO MUSCULO SOLEO

Comprimento e peso muscular

Apbs a coleta, o musculo séleo direito foi dissecado e limpo, pesado
em balanca analitica para obtencdo da massa muscular (em gramas) e fixado em
superficie plana, para a mensuracdo do comprimento muscular maximo em
repouso, por meio de paquimetro digital, fornecido em milimetros. Posteriormente,
foi dividido longitudinalmente, em duas partes iguais: a metade lateral foi
destinada para a contagem do numero de sarcbmeros em série e a metade
medial para o processamento histolégico em corte transversal, para a avaliacao

da morfologia muscular.

Analise morfolégica e morfométrica

Para a avaliacdo morfolégica do musculo séleo, em corte
transversal, apds a coleta permaneceram em metacarn por 24 horas e foram
acondicionados em alcool 70%. Para o processamento histologico, o material foi

desidratado em série alcoolica crescente, diafanizado em xilol e incluso em
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parafina. Foram realizados cortes, com a utilizacdo de um micrétomo rotativo, na
espessura de 7 um. Depois disso, foram coradas com HE para analise
morfologica geral do tecido muscular e em tricromico de Masson para o tecido
conjuntivo (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983). Posteriormente, foi realizada a
leitura em microscopio de luz (BX60 Olympus®, Toquio, Japdo), na objetiva de
40x para descricdo morfologica do tecido.

Na andalise morfométrica, foram realizadas as seguintes
mensuracdes: area de secgdo transversa, menor didmetro da fibra muscular,
contagem do numero de fibras, nucleos e capilares sanguineos. Para essas
mensuracdes, foram obtidas 10 imagens na objetiva de 40X; em cada imagem,
foram mensuradas 10 fibras pelo programa Image-Pro Plus 6.0, totalizando 100
mensuragdes por animal.

Para determinar a densidade do tecido conjuntivo do endomisio e
perimisio, foi utilizado o programa GIMP (GNU Programa de Manipulacdo de
Imagens) 2.0 (GNU General Public License®, Berkeley, California). A érea relativa
do tecido conjuntivo (densidade de area) foi calculada dividindo o total de pixels
da fotomicrografia pelo total de pixels da marcacéo do tecido conjuntivo.

As fibras musculares, os nucleos e o0s capilares sanguineos
presentes na fotomicrografia foram morfologicamente identificados, marcados e
contabilizados. Para calcular a razdo nucleo por fibra e capilar por fibra, foi
realizada a divisdo do numero total de nucleos e capilares pelo total de fibras
musculares presentes no mesmo campo visual. Para evitar erro de amostragem,
foram excluidas as fibras, nucleos e capilares sanguineos projetados sobre as
bordas superior e esquerda.

Para a contagem do numero de sarcomeros, em analise longitudinal,
0s musculos s6leos permaneceram em formol 10% por trés horas. Em seguida,
foram colocados em acido nitrico 30%. Assim que houve a quebra do tecido
conjuntivo, foram armazenados em solugédo de glicerol 50%. Para a preparacao
das laminas, o musculo foi colocado em uma placa de Petri e, com auxilio de uma
lupa (Micronal), foram isoladas 6 fibras, de tendao a tendéo, utilizando uma pinca
anatomica fina (12 cm) e montadas em laminas histologicas contendo esmalte
incolor para melhor adesao da fibra. Foram analisadas em microscopio de luz, na

objetiva de 40x, fotomicrografadas e digitalizadas para posterior analise no
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programa Image-Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics®, Silver Spring, USA), no qual
foi feita a contagem dos sarcomeros ao longo de 50 pm, em 6 campos nao
consecutivos, totalizando 300 um (Figura 12). O célculo de regra de 3 simples foi
utilizado para estimar o total de sarcémeros em série no comprimento total do
musculo (COUTINHO et al., 2004; WILLIAMS et al., 1988).

Measure distance [l

x| E]

Figura 12 — Fotomicrografia de uma fibra muscular em corte longitudinal, no aumento de 40X,
evidenciando os sarcomeros em série. Mensurado 50 um para contagem do nimero
de sarcomeros.

ASPECTOS ETICOS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UNIOESTE (Anexo A).

ANALISE DOS DADOS

Para avaliacdo estatistica, foi utilizado o programa BioEstat por meio

dos testes analise de variancia ANOVA de uma via seguida do post test Tukey. O
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nivel de significancia adotado foi p<0,05, sendo os resultados expressos como
meédia + desvio padrao.

Os resultados quantitativos foram apresentados na forma de tabelas,
enquanto os resultados sobre a morfologia tecidual foram apresentados em

figuras (fotomicrografias) acompanhados da sua descri¢cao e discusséao.
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RESULTADOS

FORCA MUSCULAR DE PREENSAO E NOCICEPCAO

Em relacéo a forca muscular de preenséo, apds 30 dias da inducao
da DP, na AV3, o GDP apresentou reducdo significativa da forca muscular
comparada a AV1. Na AV3, o grupo Gl e o grupo GDPI apresentaram forca
muscular significativamente menor comparada a AV1 e AV2. Quando comparado
entre 0s grupos, na AV3 os grupos Gl e GDPI apresentaram forca muscular
significativamente menor em comparacdo ao GC e GDP, porém sem diferenca
estatistica entre eles (Tabela 1).

Na avaliacdo da nocicepcao, apés 15 dias da inducédo da DP, na AV2,
o GDP reduziu significativamente o limiar de retirada ao estimulo nocivo quando
comparado a AV1 e também quando comparado ao GC e GDPI, porém na AV3
esse valor retornou ao basal. O GDPI também apresentou reducdo significativa
desse limiar, porém foi na AV3 em comparagdo com AV1 e AV2, apresentando
também valor significativamente menor quando comparado com os demais grupos
(Tabela 2).



41

Tabela 1 — Valores de Forca Muscular de Preenséao (gf) de todos os grupos
estabelecidos.

Grupos GC GDP Gl GDPI
AV1 31,06 +9,8 36,63+11,3 29,81+10,1* 40,88+ 7,7*
AV2 30,22+ 8,5 30,13+ 4,6 41,54+ 134* 43,67 +13,2*
AV3 27,33+11,9° 2481+59" 1050+4,1"  10,33+5,9™

GC: Grupo Controle; GDP: Grupo Doenga Periodontal; GI; Grupo Imobilizado; GDPI: Grupo
Doencga Periodontal Imobilizado. Unidade de medida: grama forca (gf). Os valores representam
média + desvio padrdo. Letras diferentes: Dados estatisticamente diferentes entre os grupos.
Simbolos diferentes: Dados estatisticamente diferentes dentro do mesmo grupo (p< 0,05).

Tabela 2 — Valores das avaliacdes da Nocicepcao (gf) do musculo de todos
0S grupos estabelecidos

GRUPOS GC GDP Gl GDPI
AV1 92,26 +11,8 9437 +194" 88,07+24,1 94,19+ 17,1
AV2 96,67 +9,9°° 76,87 +9,5* 88,08+14,7"° 9529+103"
AV3 92,76 + 144" 98,17 +16,5" 83,73+21,2" 47,37 +9,0™

GC: Grupo Controle; GDP: Grupo Doenca Periodontal; Gl: Grupo Imobilizado; GDPI: Grupo Doenca
Periodontal Imobilizado. Unidade de medida: grama forca (gf).Os valores representam média +
desvio padrdo. Letras diferentes: Dados estatisticamente diferentes entre os grupos. Simbolos
diferentes: dados estatisticamente diferentes dentro do mesmo grupo (p< 0,05).

PESO CORPORAL, PESO MUSCULAR E COMPRIMENTO
MUSCULAR

Em relacdo ao peso inicial dos animais, o Gl apresentou-se
significativamente menor em relacdo ao GDPI. Ja aos 30 dias de experimento, 0s
grupos que foram imobilizados (Gl e GDPI) apresentaram reducao significativa
dos pesos em relacdo aos grupos que nédo foram imobilizados (GC e GDP). Ao
avaliar a evolucao desses pesos, foi possivel observar que apenas o grupo GDPI
ndo teve aumento significativo do inicio para o final do experimento (Figura 13).
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Figura 13 — Evolucdo do peso corporal dos animais no decorrer dos 30 dias de experimento. GC:
Grupo Controle. GDP: Grupo Doenca Periodontal, Gl: Grupo Imobilizado, GDPI:
Grupo Doenca Periodontal Imobilizado (letras diferentes: Dados estatisticamente
diferentes entre os grupos - 1° dia e 30° dia (p < 0,05)). * Dados estatisticamente
diferentes dentro do mesmo grupo - Teste T-Student (p < 0,05).

Em relacdo ao peso muscular, os grupos Gl e GDPI apresentaram
valor significativamente menor do que os grupos GC e GDP, ndo havendo
diferenga estatistica entre eles. Quando avaliado o comprimento muscular, o
grupo GDPI apresentou comprimento muscular significativamente menor em
comparacdao ao grupo GC e GDP, porém sem diferenca significativa quando

comparado ao grupo Gl (Tabela 3).

Tabela 3 — Valores do peso e comprimento muscular de todos os grupos

Grupos Peso (g9) Comprimento muscular (mm)
GC 0,24 + 0,02* 22,31 +2,0"
GDP 0,22 + 0,03" 21,52 +2,5"
Gl 0,12 + 0,02° 19,68 + 1,9"°
GDPI 0,10 + 0,01° 18,24 + 2,3°

GC: Grupo Controle; GDP: Grupo Doenca Periodontal; Gl: Grupo Imobilizado; GDPI: Grupo
Doenca Periodontal Imobilizado. Os valores representam média + desvio padrdo. Letras
diferentes: Dados estatisticamente diferentes entre os grupos (p < 0,05).
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ESTIMATIVA DO NUMERO DE SARCOMEROS E MEDIDAS
MORFOMETRICAS

Os grupos Gl e GDPI apresentaram valores significativamente
menores na estimativa do numero de sarcémeros em série comparado com o
grupo GC (Figura 14).

9550 9090

8260

7320

GC GDP Gl GDPI

Figura 14 — Estimativa do ndmero de sarcémeros. GC: Grupo Controle; GDP: Grupo Doenga
Periodontal; GI; Grupo Imobilizado; GDPI: Grupo Doenca Periodontal Imobilizado.
Dados estatisticamente diferentes (p < 0,05).

A area de seccdo transversa reduziu significativamente nos grupos
gue foram imobilizados, porém, apesar de o grupo GDPI ter diminuido comparado
ao grupo Gl, ndo houve diferenca significativa; o0 mesmo ocorreu para analise do
menor didmetro das fibras. Em relacdo a densidade do tecido conjuntivo, 0s
grupos GDP, Gl e GDPI apresentaram aumento significativo do tecido conjuntivo
guando comparado ao grupo controle, sendo esse aumento mais expressivo no
grupo GDPI, em que a densidade do tecido conjuntivo foi significativamente maior

gue no grupo GI. Os dados estéo representados na Tabela 4.
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Tabela 4 — Area de sec¢éo transversa, menor didmetro e tecido conjuntivo

GRUPOS Area de Seccdo Menor didmetro Tecido
Transversa (um?) (rm) Conjuntivo (%)

GC 3438,42 + 267,5" 45,09 +2,7" 1,77+ 0,39"

GDP 3251,68 + 326,0" 45,90 + 1,8" 2,67 +0,23°

Gl 2428,94 + 373,9° 39,16 + 3,4° 4,44 +1,0°

GDPI 2084,05 + 148,3° 35,81 +1,7° 6,44 + 0,89°

GC: Grupo Controle; GDP: Grupo Doenga Periodontal; Gl: Grupo Imobilizado; GDPI: Grupo
Doenca Periodontal Imobilizado. Os valores representam média + desvio padrdo. Letras
diferentes: Dados estatisticamente diferentes entre os grupos (p < 0,05).

Nos grupos Gl e GDPI, houve aumento significativo na quantidade
de nucleos e também na raz&o ndcleo/fibra, comparado ao GC e GDP. Ainda, o
GDPI apresentou razao nucleoffibra significativamente maior quando comparado

ao Gl, porém sem diferenca significativa no numero de nucleos (Tabela 5).

Tabela 5 — Total de nucleos e razao nucleo por fibra

Grupos Ne de nucleos Razao nucleo/fibra
GC 135,74 + 20,5 3,90+04"
GDP 152,59 + 14,0 # 4,37 +0,2"8
Gl 199,82 +11,7 ° 5,29 +0,7°
GDPI 218,61 +12,2° 6,47+0,8°

GC: Grupo Controle; GDP: Grupo Doenca Periodontal; Gl: Grupo Imobilizado; GDPI: Grupo Doencga
Periodontal Imobilizado. Os valores representam média + desvio padrdo. Letras diferentes: Dados
estatisticamente diferentes entre os grupos (p < 0,05).

Em relacdo aos capilares sanguineos, os grupos Gl e GDPI
apresentaram reducéo significativa no nimero de capilares quando comparados ao
GC, sendo essa reducdo mais expressiva no GDPI, que apresentou valores
significativamente menores em comparagédo ao Gl. A raz&o capilarffibra diminuiu
significativamente nos grupos DI e GDPI, porém sem diferenca significativa entre eles
(Tabela 6).
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Tabela 6 — NUmero de capilares e razdo capilar por fibra

Grupos Ne de Capilares Razao capilar/fibra
GC 17,63+£25" 0,53+0,09 "
GDP 15,79+ 1,98 0,49+ 0,06 *
Gl 14,37+1,0° 0,36 + 0,05 ®
GDPI 12,06 +1,3° 0,34 +0,05°

GC: Grupo Controle; GDP: Grupo Doenga Periodontal; Gl: Grupo Imobilizado; GDPI: Grupo Doenga
Periodontal Imobilizado. Os valores representam média + desvio padrdo. Letras diferentes: Dados
estatisticamente diferentes entre os grupos (p < 0,05).

ANALISE MORFOLOGICA DO MUSCULO SOLEO

O musculo séleo do grupo controle (GC) apresentou fibras com
morfologia normal, de formato poligonal, multinucleadas com nucleos em posicéo
periférica, fasciculos bem definidos com organizacdo e estrutura preservada
(Figura 15A). No grupo Doenca Periodontal (GDP), as fibras também
apresentaram, em sua maioria, aspecto normal semelhante ao grupo GC. No
entanto, houve aumento no numero de nudcleos, muitos apresentaram halo
basofilico e alguns nucleos com posicdo central. Também apresentou algumas
fibras com formato irregular (Figura 15B). No grupo imobilizado (Gl), a morfologia
das fibras mostrou-se semelhante ao GDP, com fibras de formato irregular e
ndcleo de posicdo central, entretanto com diametro menor que o GC e GDP.
Ainda, apresentou discreto infiltrado de células inflamatdrias no espaco intersticial
(Figura 15C). No grupo Doencga Periodontal e Imobilizado (GDPI), a associa¢ao
das duas condi¢Oes potencializou a degeneragdo muscular, com a presenca de
maior namero de fibras com formato irregular, nicleos aumentados e alguns com
posicdo central e halo basofilico. Também um grande numero de células

inflamatorias foi observado no intersticio (Figura 15D).



46

Figura 15 - Fotomicrografias do musculo séleo de ratos Wistar em seccdo transversal,
coloragdo HE. A: Grupo Controle, evidenciando fibras de aspecto normal com
formato poligonal (Fp), nucleo periférico (Np), presencga de capilares sanguineos
(cabeca de seta) e tecido conjuntivo com arranjo caracteristico, perimisio (estrela).
B: Grupo Doenca Periodontal com algumas fibras de formato irregular (Fi),
aumento do numero de nucleos, com alguns de posicao central (Nc) e halo
basofilico (Nh). C: Grupo Imobilizado apresentando células inflamatérias (Ci) D:
Grupo Doenca Periodontal e Imobilizado, com aumento de células inflamatérias
(Ci) e fibra com formato irregular (Fi).

Na analise do tecido conjuntivo, os grupos GC e GDP se apresentaram
com caracteristicas e arranjo normal no epimisio, perimisio e endomisio (Figura
16A e B). Nos grupos Gl e GDPI, o tecido apresentou arranjo caracteristico,
porém apresentou-se aumentado no perimisio e endomisio, com presenca de
fibroblastos e células inflamatorias. Ainda, essas alteracdes se mostram mais
pronunciadas no GDPI (Figura 16C e D).
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Figura 16 — Fotomicrografias do musculo soleo de ratos Wistar, em seccdo transversal,
coloracdo Tricromico de Masson. (A) Grupo Controle e (B) Grupo Doenca
Periodontal evidenciando tecido conjuntivo caracteristico, perimisio (estrela) e
endomisio (cabeca de seta) com arranjo normal. (C) Grupo Imobilizacdo e (D)
Grupo Doenca Periodontal e Imobilizagdo apresentando aumento do tecido
conjuntivo: perimisio (estrela) e endomisio (cabeca de seta), com presenca de
fibroblastos (Fb) e células inflamatérias (Ci).
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DISCUSSAO

No presente estudo, encontrou-se que a imobilizacdo reduziu o peso
e comprimento muscular, a estimativa do numero de sarcdmeros em série, forca
muscular e limiar nociceptivo quando comparado aos grupos nao imobilizados.
Esses achados corroboram com a analise morfoldégica e morfométrica, em que a
imobilizagdo promoveu perda de massa muscular, caracterizada pela reducao
significativa da area de seccdo transversa das fibras musculares, reducédo do
menor didametro, aumento no numero de nucleos e diminuicdo dos capilares
sanguineos, com aumento significativo de tecido conjuntivo e visivel degeneracao
da fibra muscular.

Os achados do presente estudo estdo de acordo com Carvalho et al.
(2013). Depois de imobilizar animais por 21 dias, encontraram em analise
histolégica aumento do tecido conjuntivo, variacdo do tamanho da fibra e
presenca de processos degenerativos, bem como diminuicdo do peso muscular
no grupo imobilizado. Konno et al. (2008) imobilizaram animais por 15 dias e
também encontraram reducdo do peso e comprimento muscular e reducdo do
namero de sarcomeros em seérie. Resultados semelhantes foram encontrados
recentemente por Silva et al. (2013) e Kunz et al. (2014).

Miyachi e Yamazaki (2015) usaram a suspensdao do membro
posterior como modelo de atrofia muscular por desuso e os resultados foram
semelhantes ao do presente estudo, com diminuicdo do peso muscular, reducdo
da area de seccao transversa e reducao da razéo capilar/fibra. Dessa forma, as
alteracOes encontradas no presente estudo estdo de acordo com a literatura e
mostram a eficacia do modelo escolhido para atrofia muscular por desuso,
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havendo desestruturacéo das fibras e tecidos adjacentes, decorrente da ativacao
dos sistemas proteoliticos, promovendo diminuicdo de sintese e aumento de
degradacdo de proteinas, que provoca uma adaptacdo muscular em relacdo ao
seu comprimento, peso, numero de unidades contrateis, diminuicdo do diametro
das fibras, diminuicdo no namero de capilares e nimero de nucleos (ZHONG et
al., 2005; MIYACHI; YAMAZAKI, 2015; CARVALHO et al., 2013; KONNO et al.,
2008).

Essas alteragbes nos grupos imobilizados estédo ligadas ao fato de
gue na atrofia muscular ocorre um aumento na producao de EROS em relacdo ao
estresse oxidativo (KANAZACHI et al., 2013; KANAZACHI et al., 2014) que atua
na ativacdo dos sistemas calpaina e caspase-3, promovendo a degradacdo dos
sarcbmeros, levando a diminuicdo das unidades contrateis, com consequente
reducdo do comprimento muscular e, também, com a ativacdo do sistema
ubiquitina-proteossoma, que, associado ao sistema de autofagia, promove
disfuncéo celular e degradacédo das miofibrilas (PIERRE et al., 2016; TALBERT et
al., 2013; HUANG; FOSBERG, 1998).

Outro resultado importante do presente estudo foi que a doenca
periodontal associada a imobilizacdo viabilizou a potencializacdo dos efeitos
deletérios, promovendo, inclusive, a diminuicdo da forca muscular de forma
independente, ap6s 15 dias do inicio do processo inflamatério, bem como quando
associada a imobilizacdo. O mesmo resultado foi encontrado para o comprimento
muscular e limiar nociceptivo. Esses resultados também séo confirmados pela
analise morfolégica e morfométrica, em que a doenca periodontal por si s6
promoveu aumento significativo da densidade do tecido conjuntivo. Quando
associada a imobilizacdo, houve intensificacdo desse efeito, bem como
potencializou a reducao de capilares sanguineos e aumento na razao nucleoffibra,
evidenciados na morfologia pela destruicdo mais expressiva do tecido muscular.

Até o momento, ndo foram encontrados estudos que relacionem a
doenca periodontal com a atrofia muscular por desuso, porém alguns estudos
mostram que essa doenca tem grande impacto na saude sistémica dos individuos
(NASSAR et al.,, 2014; BRANDALERO et al.,, 2012; DO NASCIMENTO et al.,
2013; TOREGEANI et al., 2016). Oliveira et al. (2015) encontraram que a doenca

periodontal pode ser considerada um fator de risco para a diminuicdo do
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desempenho fisico em individuos adultos, o que pode ser explicado pela elevacao
das citocinas pro-inflamatorias sistémicas, que podem agir modificando o
metabolismo muscular e levar a perda de massa e diminuicdo da forca.
Recentemente, Eremenko et al. (2016) encontraram que a doenga periodontal
esta relacionada a perda de forca muscular em individuos adultos e que essa
associacdo também esta relacionada a presenca de marcadores inflamatorios.
Esses achados estdo de acordo com os resultados encontrados no presente
estudo e mostram que a doenca periodontal tem potencial inflamatério para atingir
0 sistema muscular esquelético, porém pouco se sabe como ocorrem esses
efeitos em individuos que necessitam de repouso prolongado, como no caso de
pacientes acamados por um longo periodo de tempo em Unidades de Terapia
Intensiva, em estados semivegetativos e vegetativos e também os efeitos no
condicionamento fisico e sistema osteomioarticular.

Caron et al. (2009) mostraram que, durante o processo de atrofia
muscular, ocorre aumento nas concentracdes de TNF-a e interleucinas. O mesmo
ocorre durante o curso da doenca periodontal (LIAO et al., 2014; DA COSTA et
al., 2015). Dessa forma, a elevacdo da concentracdo de citocinas inflamatérias
sisttmicas pela DP parece ser um caminho plausivel para justificar a
potencializacdo dos efeitos deletérios da imobilizacdo encontrados no presente
estudo (OLIVEIRA et al., 2015). No entanto, 0s possiveis mecanismos envolvidos
e qual via é ativada para promover atrofia muscular associada a inflamacéo pela
doenca periodontal devem ainda ser elucidados.

O musculo esquelético expressa receptores para o TNF-a
(WINKELMAN, 2004). Durante o processo inflamatdrio, por essa citocina estar
aumentada sistemicamente, ocorre maior ligacdo aos seus receptores no
sarcolema, estimulando a producéo de EROS pela mitocdndria, que promove a
perda de forga muscular por alteracdo na funcéo dos miofilamentos e aumenta a
expressdo de proteinas na via ubiquitina-proteassoma, gerando maior
degradacéao e destruicdo de proteinas contrateis (REID; LI, 2001). Li et al. (2005)
mostram que, além de o TNF-a estimular a produ¢cdo de EROS, essa citocina é
capaz de atuar diretamente no aumento da expressdo de genes do sistema
ubiquitina-proteossoma, promovendo a perda de massa muscular. Resultados

semelhantes foram encontrados recentemente por Lin et al. (2016). Dessa forma,
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a ativacdo da protedlise muscular estd associada as citocinas inflamatorias e
estresse oxidativo (QUINTANA et al., 2015).

A ativacao dos sistemas proteoliticos durante a atrofia pelo estresse
oxidativo e também pelo processo inflamatério ocorre nos primeiros dias de
imobilizacdo. No processo de atrofia muscular, estudos mostram que ha
diminuicdo do numero de nudcleos que leva a diminuicdo do tamanho da fibra
(ZHONG et al., 2005; FERREIRA et al., 2004). Porém, no presente estudo, houve
aumento do numero de nudcleos e razdo nucleo/fibra observado no grupo
imobilizado, que pode ser justificado pela presenca de infiltrado inflamatério e
também pela proliferacdo de células satélites (CARON et al., 2009; SLIMANI et
al., 2012). E evidente que o processo inflamatério local desencadeado pela
imobilizacdo gera efeitos deletérios e esses efeitos se mostram ainda mais
intensos na presenca de uma inflamacdo sistémica, uma vez que, no grupo
imobilizado associado a doenca periodontal, a razdo nucleoffibra foi
significativamente maior.

O aumento do estresse oxidativo, no processo de atrofia muscular,
também esta relacionado a reducdo dos capilares sanguineos, promovendo
diminuicdo do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), que é responsavel
pela proliferacdo das células endocapilares (KANAZACHI et al., 2013,
KANAZACHI et al., 2014). No presente estudo, a quantidade de capilares
sanguineos foi significativamente menor no grupo GDPI comparado ao Gl,
indicando que, devido ao processo inflamatério ser mais intenso, ocorreu um
aumento mais expressivo do estresse oxidativo com consequente potencializacao
na reducéo da vascularizagéo.

Na atrofia do musculo esquelético, ocorre aumento do tecido
conjuntivo, com consequente aumento na sintese de colageno tipo | e diminuicao
da sua degradacdo, o que promove maior rigidez ao tecido levando a perda da
elasticidade com consequentes alteragdes funcionais (FERNANDES et al., 2005;
SLIMANI et al., 2012). Foi possivel observar, no presente estudo, que nos grupos
GDP, Gl e GDPI houve aumento significativo do tecido conjuntivo em comparacao
ao grupo controle. No grupo GDPI, observou-se que a densidade do tecido
conjuntivo foi significativamente maior em comparacdo ao grupo Gl; no grupo

GDP, houve aumento do tecido conjuntivo comparado com o0 grupo controle.
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Quintana et al. (2015) encontraram que elevadas concentragcbes de TNF-a e
EROS promoveram atrofia muscular com aumento do tecido conjuntivo. Dessa
forma, o aumento do tecido conjuntivo no grupo GDP e sua potencializagdo no
grupo GDPI podem estar relacionados com o aumento de mediadores
inflamatorios pela doenca periodontal. Esses achados indicam a presenca de
fibrose muscular, o que promove alteracdo na funcionalidade (CARVALHO et al.,
2013), demonstrada pela reducgéo da forgca muscular de preenséo nos respectivos
grupos.

Em relacdo ao limiar nociceptivo, o grupo Gl ndo apresentou
reducdo apOs o periodo de imobilizagdo, o que vai contra o0s resultados
encontrados por Chuganji et al. (2015), em que houve reducdo desse limiar,
caracterizado por hiperalgesia induzida pela imobilizagdo. Contudo, esses animais
foram imobilizados por 8 semanas. A imobilizacdo causa alteragcbes no limiar
nociceptivo e aumento nas concentracées de TNF-a em animais que ficaram 4
semanas imobilizados e tinham associado fratura de tibia (GUO et al., 2014). No
presente estudo, os animais ficaram 15 dias imobilizados. No grupo GDPI, houve
reducdo significativa do limiar nociceptivo; entretanto, no grupo GI, isso nao
ocorreu, mostrando que 15 dias de imobilizacdo podem néo ter sido suficientes
para induzir alteragdes no limiar nociceptivo. Porém, esse fator associado a uma
condicdo de inflamacdo (GDPI) conseguiu promover alteracfes significativas.
Segundo Abramova, Kozlov e Pertsov (2014) e Teixeira (2001), isso pode ser
justificado pela diminuicdo do limiar nociceptivo em resposta a presenca de
citocinas.

No presente estudo, ndo foi possivel realizar a dosagem das
concentracbes dos marcadores inflamatérios, porém €& conhecido que a
inflamagéo sistémica promove perda de massa muscular (VOISIN et al., 1996;
BREUILLE et al.,, 1998; ROSSIGNOL et al.,, 2008; AHLBECK et al.,, 2009;
Z’GRAGGEN et al.,, 2011; LANGHANS et al, 2014). Dessa forma, as
caracteristicas descritas pelos estudos supracitados corroboram com o0s
resultados encontrados no presente estudo, estando mais evidentes na
associagao da DP com a imobilizagéo.

Indmeros mecanismos podem estar envolvidos na potencializacao

da atrofia muscular, decorrente da inflamacdo sistémica causada pela doenca
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periodontal. O que nossos resultados mostram é que existe potencializacao
desses efeitos deletérios da imobilizacdo do musculo esquelético; contudo, este é
0 primeiro estudo que mostra a associacdo desses dois fatores. Ainda, esta
pesquisa € pioneira em demonstrar os efeitos morfolégicos e funcionais da DP
associada a imobilizagdo no musculo esquelético. Dessa forma, mais pesquisas
devem ser realizadas para dar continuidade a elucidacdo dos mecanismos
envolvidos com essas alteracdes, bem como buscar outras alteracdes funcionais
e morfolégicas relacionadas a doenca periodontal e ao tecido muscular
esquelético, com objetivo de entender essas interacdes e elaborar medidas
preventivas que atendam os individuos que necessitem de imobilizacdo ou
repouso prolongado e sédo portadores da doenca periodontal, a fim de minimizar

esses efeitos deletérios.
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CONCLUSAO

A doenca periodontal potencializou os efeitos deletérios da
imobilizacdo do musculo estriado esquelético, por meio da intensa degeneracao
do tecido muscular, com significativo aumento do tecido conjuntivo, da razao
nacleo/fibra e presenca de infiltrado inflamatoério, significativa diminuicdo da
vascularizacédo e reducdo do comprimento muscular, com consequente reducdo

da forga muscular e limiar nociceptivo.
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RESUMO

Objetivo: Avaliar se a doenca periodontal, por meio da inflamacdo sistémica, potencializa os efeitos
deletérios da imobilizacdo do musculo estriado esquelético, colaborando para o desenvolvimento da atrofia
muscular por desuso. Metodologia: Foram utilizados 40 ratos Wistar, divididos em quatro grupos: 1) Grupo
Controle (GC); 2) Doenca Periodontal (GDP); 3) Imobilizado (Gl); 4) Doenca Periodontal Imobilizado
(GDPI). A doenca periodontal foi induzida pelo método de ligadura, durante 30 dias, e a imobilizagdo do
membro pélvico direito foi realizada com atadura gessada, por 15 dias. Antes da eutanasia, foram avaliados o
limiar nociceptivo e forca muscular de preensdo. Apds, o musculo séleo foi dissecado e processado para
contagem de sarcémeros e analise morfologica e morfométrica. Para analise dos dados, foi utilizado o teste
ANOVA de uma via seguida do post test Tukey, com p < 0,05. Resultados: Os grupos Gl e GDPI
apresentaram menor peso muscular, forca muscular de preenséo e nimero de sarcdmeros comparados ao GC.
O GDP apresentou reducédo da forca muscular e do limiar nociceptivo apés 15 dias de doenga periodontal e
aumento de tecido conjuntivo comparado ao GC. O GDPI apresentou menor comprimento muscular e limiar
nociceptivo comparados aos demais grupos. O Gl apresentou reducdo da area de seccao transversa e menor
didmetro, aumento no nimero de nicleos e razdo nucleo/fibra, diminuicdo no niamero de capilares e razéo
capilar/fibra, com aumento de tecido conjuntivo. No grupo GDPI, houve resultados significativos para
aumento da razéo ndcleo/fibra, diminui¢do de capilares e aumento de tecido conjuntivo quando comparado
ao grupo Gl. O grupo GDPI apresentou maior degeneragdo do tecido muscular e aumento de células
inflamatorias em comparacéo aos outros grupos. Conclusdo: A doenca periodontal potencializou os efeitos
deletérios da imobilizacdo do musculo estriado esquelético, por meio da intensa destruicdo do tecido
muscular, com significativo aumento do tecido conjuntivo, da razdo ndcleoffibra e infiltrado inflamatdrio,
significativa diminuigdo da vascularizagdo e reducdo do comprimento muscular, com consequente reducdo da

forga muscular e limiar nociceptivo.

Palavras-chave: Periodontite. Inflamac&o. Imobilizacdo. Atrofia muscular.
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GENERAL ABSTRACT

Objective: To evaluate whether periodontal disease, through systemic inflammation, can potentiates the
deleterious effects of immobilization of the skeletal striated muscle, contributing to the development of
muscle atrophy due to disuse. Methods: Forty Wistar rats were divided into four groups: 1) Control Group
(CG), 2) Periodontal Disease (GPD) 3) Immobilized (IG) and 4) Immobilized with Periodontal Disease
(IPDG). Periodontal disease was induced for 30 days, with ligature method, and the immobilization of the
right pelvic limb was performed with cast bandage for 15 days. Prior to euthanasia, the nociceptive threshold
and muscular grasping force were evaluated. Afterwards, the soleus muscle was dissected and processed for
sarcomere counting and morphological and morphometric analysis. For analysis of the data, the one-way
ANOVA followed by the Tukey post test was used, with p < 0.05. Results: The IG and IPDG groups
presented lower muscle weight, lower muscular grip strength and less number of sarcomeres compared to
CG. The PDG showed reduction of muscle strength and nociceptive threshold after 15 days of periodontal
disease and increase of connective tissue compared to CG. The IPDG presented lower muscle length and
nociceptive threshold compared to the other groups. The IG presented a reduction in the cross-sectional area
and a smaller diameter, an increase in the number of nuclei and a nucleus/fiber ratio, a decrease in the
number of capillaries and a capillary/fiber ratio, with an increase in connective tissue. In the IPDG group,
there were significant results for increased nucleus/fiber ratio, decreased capillaries and increased connective
tissue when compared to the 1G group. The IPDG group presented greater muscle tissue degeneration and
increased inflammatory cells when compared to the other groups. Conclusion: Periodontal disease
potentiated the deleterious effects of immobilization of the skeletal striated muscle, through intense
destruction of muscle tissue, with significant increase of connective tissue, nucleus/fiber ratio and
inflammatory infiltrate, significant reduction of vascularization and reduction of muscle length, with

consequent reduction of muscle strength and nociceptive threshold.

Keywords: Periodontitis. Inflammation. Immobilization. Muscle atrophy.
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INTRODUCAO

A doenca periodontal (DP) estd intimamente relacionada a higiene bucal. Desse modo, o acimulo
excessivo de bactérias na superficie dentaria favorece o desenvolvimento da placa bacteriana e uma reagédo
inflamatéria associada a fatores de riscos, como obesidade, tabagismo, diabetes e estresse mental [1]. A
prevaléncia da DP moderada a grave em adultos no Brasil é de 15,3% e ela estd intimamente relacionada com
0 bem-estar e qualidade de vida [2].

A DP ¢ caracterizada por uma inflamacao que afeta os tecidos que circundam e suportam os dentes,
o0 periodonto. As duas formas comuns de DP sdo a gengivite e a periodontite. A gravidade dessa doenga
depende da interagdo de espécies bacterianas especificas com a resposta imune do hospedeiro e fatores de
risco pré-existentes, provocando uma resposta que pode ser exacerbada ou ineficiente [1].

A resposta inicial do hospedeiro compreende um reconhecimento inato dos componentes
microbianos por células hospedeiras da gengiva, recrutando outras células para o local da inflamacéo [3].
Decorrente disso ocorre produgdo de mediadores inflamatdrios, tais como espécies reativas de oxigénio
(EROs), quimiocinas e citocinas pré-inflamatérias que ajudam a definir a progressdo da doenca [1, 4-6]. A
ativacdo desses mediadores inflamatdrios permite que a DP tenha potencial para contribuir significativamente
com a resposta inflamatéria sistémica do hospedeiro [5]. Um dos efeitos da inflamacdo sistémica é a a¢do das
citocinas inflamatorias sobre a perda de massa muscular [7].

A homeostase do musculo esquelético é caracterizada pelo equilibrio entre a sintese e degradacéo de
proteinas, e os mediadores pro-inflamatérios parecem ter um papel importante na atrofia muscular [8-12]. As
citocinas e radicais livres associados a sindrome da resposta inflamatdria sistémica (SIRS) afetam a
microcirculagdo, causando hipdxia neuronal, degeneragdo axonal e dano muscular [13].

Condig¢Bes humanas que levam a um repouso prolongado no leito e imobilizacdo causam perda de
carga mecénica na musculatura esquelética, diminui¢do da atividade neuromuscular e reducdo na produgédo
de energia, levando & atrofia muscular por desuso e consequente fraqueza muscular generalizada [10, 14, 15].
Esse fator, associado & presenca de mediadores inflamatérios, caracteriza uma perda potencial de massa
muscular, uma vez que a inflamag&o sistémica por si s6 reduz a capacidade de geracdo de forga muscular [16,
17].

A DP é uma doenca inflamatéria com efeitos sistémicos e subdiagnosticada em muitos pacientes.
Sabendo-se que a inflamagdo sistémica promove perda de massa muscular, o objetivo deste trabalho foi
avaliar se a doenca periodontal, por meio da inflamagdo sistémica, potencializa os efeitos deletérios da
imobilizacdo do masculo estriado esquelético, colaborando para o desenvolvimento da atrofia muscular por
desuso.

MATERIAIS E METODOS

Populacdo do Estudo e Amostra

Foram utilizados 40 Ratos Wistar adultos, pesando em média 260 g e idade média de 8 semanas,

provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual do Oeste do Parana. O estudo foi conduzido de
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acordo com as Normas Internacionais de Etica na Experimentacdo Animal e foi aprovado pelo Comité de
Etica de Estudos com Animais da Universidade Estadual do Oeste do Paran4. Os animais foram mantidos no
Biotério Setorial do LELRF, sob condic6es controladas de temperatura (23 £ 2° C) e luz (ciclo de 12 horas de
claro e 12 horas de escuro — 7h — 19h) e receberam agua e racdo comercial a vontade. Os animais foram
randomizados em quatro grupos de 10 animais cada: Grupo Controle (GC), Doenca Periodontal (GDP),
Imobilizado (Gl) e Doenca Periodontal e Imobilizado (GDPI), com base em estudos preliminares (NASSAR

et al., 2009) e em célculo amostral (Teste Anova com poder de 99% e nivel de alfa de 5%).

Indugéo da Doenca Periodontal

Apbs 7 dias de aclimatacdo, os animais foram pesados, anestesiados (xilazina 0,04 ml/100g e
guetamina 0,08 ml/100g) e posicionados em mesa operatoria adaptada, a qual permitiu a manutencéo da
abertura bucal facilitando o acesso aos dentes da regido posterior da mandibula. Com o auxilio de uma pinca
modificada e de uma sonda exploradora, foi colocado um fio de algoddo nimero 40 ao redor do primeiro
molar inferior direito e esquerdo. Essa ligadura atuou como irritante gengival por 30 dias, favorecendo o

acumulo de placa bacteriana e consequente desenvolvimento da DP [18].

Protocolo de Imobilizagéo

Apos 15 dias da inducéo da doenca periodontal, os animais foram pesados, anestesiados (xilazina
0,04 ml/100 g e quetamina 0,08 ml/100 g) e imobilizados utilizando um modelo proposto por Carvalho,
Shimano e Volpon [23]. Esse modelo foi confeccionado com material préprio para engessar um seguimento
corporal, sendo: ligadura de tecido saturada com sulfato de célcio desidratado (CaSQO,), sob a forma de p6
branco, caracterizando uma atadura gessada. Os animais do grupo Gl e GDPI tiveram a értese moldada a
partir da regido abdominal, logo abaixo das Ultimas costelas, seguindo para 0 membro pélvico direito de cada
animal, sendo colocada em toda a extensdo do membro de forma que este mantivesse a articulacdo do joelho
em extensdo, bem como flexdo plantar completa de tornozelo, ou seja, em posicdo de encurtamento do
musculo séleo. Os animais foram mantidos nessa posicdo por 15 dias consecutivos [24].

A verificacdo de imobilizagdo foi realizada diariamente pela manhd e foi observada a presenca ou
ndo de lesdes ou edema de pele. A principal complicagdo encontrada devido a imobilizagdo foi edema do
membro engessado. Nesse caso, 0 aparato foi retirado e o animal foi mantido livre da imobiliza¢do por 24
horas. Apds esse periodo, foi refeita a imobilizacdo. Depois de 30 dias do experimento, o aparato de

imobilizacéo foi retirado e os animais foram pesados novamente.
Avaliacéo da Nocicepcao
Foram realizadas trés avaliacdes de nocicepcéo. A primeira avaliagcdo (AV1) foi antes da inducgdo da

doenca periodontal para obter valores de base; a segunda avaliacdo (AV2) foi ap6s 15 dias da indugdo da

doenca periodontal e antes da imobilizacdo; por fim, a terceira avaliacdo (AV3) foi realizada ap6s 30 dias de
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doenca periodontal e 15 dias de imobilizacdo. Para facilitar a adaptacdo dos animais ao instrumento, nos trés
dias anteriores a AV1, foi realizada uma simulagéo da avaliagdo [19].

Para avaliar a nocicepcéo, foi utilizado um analgesimetro digital, tipo filamento de Von Frey da
marca Insight® (Ribeirdo Preto, Sdo Paulo), que consiste em um braco com uma sonda descartavel de
polipropileno, com a capacidade de avaliar de 0,1-1000 g, ligado a uma caixa de amplificador, o que permite
testar a sensibilidade nociceptiva ao estimulo mecanico em animais. O animal foi colocado em caixas de
madeira com tampa de acrilico, sendo a base confeccionada em grade metélica vazada, pela qual foi possivel
inserir o filamento na regido plantar da pata do animal. Foi realizada pressdo com aumento gradual até o
animal retirar o membro e ap6s foi anotado o valor do limiar de retirada. Em cada avaliacdo, o teste foi

repetido trés vezes e utilizado o valor médio das repeti¢des, com unidade em gramas-forca (gf) [20].

Avaliacéo da Forgca Muscular de Preensdo

Para a forga muscular, foi utilizado o método de avaliacéo de forga de preensdo, adaptado do método
descrito por Bertelli e Mira [21], em que os animais foram segurados pela cauda permitindo que eles se
agarrassem em uma grade ligada a um transdutor de for¢a. Em seguida, os animais foram puxados pela cauda
até que eles perdessem a acdo de agarrar. Nesse momento, foi avaliada a forca maxima do membro pélvico
direito, registrada no transdutor. Esse teste foi repetido trés vezes e utilizado o valor médio das medidas
obtidas. O membro pélvico esquerdo foi contido pelo avaliador impedindo que fosse utilizado no momento
em que o animal agarrasse a grade.

A primeira avaliacdo (AV1) foi realizada antes da indugdo da doenca periodontal para obter valores
de base; a segunda avaliagdo (AV2) foi realizada ap6s 15 dias da inducdo da doenca periodontal e antes da
imobilizacdo; por fim, a terceira avaliagdo (AV3) foi realizada apds 30 dias de doenca periodontal e apds 15
dias de imobilizacdo. Trés dias antes da primeira avaliacdo, os animais foram treinados e adaptados em

relacdo ao equipamento [22].

Anélise do Musculo Séleo

Comprimento e Peso Muscular

Apos a coleta, 0 masculo séleo direito foi dissecado e limpo, pesado em balanca analitica para
obtencdo da massa muscular (em gramas) e fixado em superficie plana, para a mensuragdo do comprimento
muscular maximo em repouso, por meio de paquimetro digital, fornecido em milimetros. Posteriormente, foi
dividido longitudinalmente, em duas partes iguais: a metade lateral foi destinada para a contagem do nimero
de sarcomeros em série e a metade medial para o processamento histologico para a avaliagdo da morfologia

muscular, em corte transversal.

Analise Morfolbégica e Morfométrica
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Para a avaliagdo morfolégica do musculo séleo, em seccéo transversa, apos a coleta permaneceram
em metacarn por 24 horas e foram acondicionados em alcool 70%. Para o processamento histolégico, o
material foi desidratado em série alc6olica crescente, diafanizado em xilol e incluso em parafina. Foram
realizados cortes, com a utilizacdo de um micr6tomo rotativo, na espessura de 7um. Apoés, foram coradas
com HE para analise morfol6gica geral do tecido muscular e em tricrdmico de Masson para o tecido
conjuntivo [25]. Posteriormente, foi realizada a leitura em microscopio de luz (BX60 Olympus®, Téquio,
Japdo), na objetiva de 40x para descricdo morfolégica do tecido.

Na analise morfométrica, foram realizadas as seguintes mensuragGes: area de secgdo transversa,
menor diametro da fibra muscular, contagem do nimero de fibras, ntcleos e capilares sanguineos. Para essas
mensuracdes, foram obtidas 10 imagens na objetiva de 40X. Em cada imagem, foram mensuradas 10 fibras
pelo programa Image-Pro Plus 6.0, totalizando 100 mensuragfes por animal.

Para determinar a densidade do tecido conjuntivo do endomisio e perimisio, foi utilizado o programa
GIMP (GNU Programa de Manipulacdo de Imagens) 2.0 (GNU General Public License®, Berkeley,
California). A area relativa do tecido conjuntivo (densidade de area) foi calculada dividindo o total de pixels
da fotomicrografia pelo total de pixels da marcacéo do tecido conjuntivo.

As fibras musculares, os ndcleos e os capilares sanguineos presentes na fotomicrografia foram
morfologicamente identificados, marcados e contabilizados. Para calcular a razdo ndcleo por fibra e capilar
por fibra, foi realizada a divisdo do numero total de nucleos e capilares pelo total de fibras musculares
presentes no mesmo campo visual. Para evitar erro de amostragem, foram excluidas as fibras, ndcleos e
capilares sanguineos projetados sobre as bordas superior e esquerda.

Para a contagem do ndmero de sarcomeros, em andlise longitudinal, os musculos séleos
permaneceram em formol 10% por trés horas. Apds, foram colocados em &cido nitrico 30%. Assim que
houve a quebra do tecido conjuntivo, foram armazenados em solucdo de glicerol 50%. Para a preparacdo das
laminas, o musculo foi colocado em uma placa de Petri e com auxilio de uma lupa (Micronal) foram isoladas
6 fibras, de tenddo a tenddo, utilizando uma pin¢a anatdémica fina (12 cm), e montadas em laminas
histol6gicas contendo esmalte incolor para melhor adeséo da fibra. Foram analisadas em microscépio de luz,
na objetiva de 40x, fotomicrografadas e digitalizadas para posterior analise no programa Image-Pro Plus 6.0
(Media Cybernetics®, Silver Spring, USA), no qual foi feita a contagem dos sarcémeros ao longo de 50 pm,
em 6 campos ndo consecutivos, totalizando 300 pm. O calculo de regra de 3 simples foi utilizado para

estimar o total de sarcomeros em série no comprimento total do musculo [26, 27].

Andlise estatistica

Para avaliacdo estatistica, foi utilizado o programa BioEstat, por meio dos testes analise de variancia
ANOVA de uma via seguida do post test Tukey. O nivel de significancia adotado foi p<0,05, sendo os
resultados expressos como média + desvio padréo.

Os resultados quantitativos foram apresentados na forma de tabelas e/ou graficos, enquanto os
resultados sobre a morfologia tecidual foram apresentados em figuras (fotomicrografias) acompanhadas da

sua descricao e discussao.
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RESULTADOS

Forca Muscular de Preenséo e Nocicepcéo

Em relacdo a forca muscular de preensdo, apds 30 dias da inducdo da DP, na AV3, o GDP
apresentou reducdo significativa da forca muscular comparada a AV1. Na AV3, o grupo Gl e o grupo GDPI
apresentaram forca muscular significativamente menor comparada a AV1 e AV2. Quando comparado entre
0s grupos, na AV3, os grupos Gl e GDPI apresentaram forca muscular significativamente menor em
comparacdo ao GC e GDP, porém sem diferenca estatistica entre eles (Tabela 1).

Na avaliacdo da nocicepgdo, ap6s 15 dias da inducdo da DP, na AV2, o GDP reduziu
significativamente o limiar de retirada ao estimulo nocivo quando comparado a AV1 e também quando
comparado ao GC e GDPI; porém, na AV3, esse valor retornou ao basal. O GDPI também apresentou
redugdo significativa desse limiar, porém foi na AV3 em comparacdo com AV1 e AV2, apresentando

também valor significativamente menor em comparagdo aos demais grupos (Tabela 2).

Peso Corporal, Peso Muscular e Comprimento Muscular

Em relacdo ao peso inicial dos animais, o Gl apresentou-se significantemente menor em relacdo ao
GDPI. J4 aos 30 dias de experimento, os grupos que foram imobilizados (GI e GDPI) apresentaram reducéo
significativa dos pesos em relagdo aos grupos que ndo foram imobilizados (GC e GDP). Ao avaliar a
evolucdo desses pesos, foi possivel observar que apenas o grupo GDPI ndo teve aumento significante do
inicio para o final do experimento, como mostrado na Figura 1.

Em relagdo ao peso muscular, os grupos Gl e GDPI apresentaram valor significativamente menor do
gue os grupos GC e GDP, ndo havendo diferenca estatistica entre eles. Quando avaliado o comprimento
muscular, o grupo GDPI apresentou comprimento muscular significativamente menor quando comparado ao

grupo GC e GDP, porém sem diferencga significativa quando comparado ao grupo Gl (Tabela 3).

Estimativa do Nimero de Sarcomeros e Medidas Morfométricas

Os grupos Gl e GDPI apresentaram valores significativamente menores na estimativa do nimero de
sarcdmeros em série comparado com o grupo GC (Figura 2).

A éarea de seccdo transversa reduziu significativamente nos grupos que foram imobilizados, porém,
apesar de no grupo GDPI ter diminuido mais, comparado ao grupo Gl, ndo houve diferenca significativa; o
mesmo ocorreu para analise do menor diametro das fibras. Em relacdo a densidade do tecido conjuntivo, os
grupos GDP, GI e GDPI apresentaram aumento significativo do tecido conjuntivo quando comparado ao
grupo controle, sendo esse aumento mais expressivo no grupo GDPI, em que a densidade do tecido
conjuntivo foi significativamente maior que no grupo Gl. Os dados estdo representados na Tabela 4.

Nos grupos Gl e GDPI, houve aumento significativo na quantidade de nucleos e também na razdo
nlcleo/fibra, comparado ao GC e GDP. Ainda, o GDPI apresentou razdo nucleo/fibra significativamente

maior quando comparado ao Gl, porém sem diferenca significativa no nimero de nicleos (Tabela 5).
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Em relagdo aos capilares sanguineos, os grupos Gl e GDPI apresentaram redugdo significativa no
nimero de capilares quando comparados ao GC, sendo essa reducdo mais expressiva no GDPI, que
apresentou valores significativamente menores em comparagcdo ao Gl. A razo capilar/fibra diminuiu
significativamente nos grupos DI e GDPI, porém sem diferenca significativa entre eles (Tabela 6).

Descricdo Morfoldgica do Musculo Séleo

O musculo séleo do grupo controle (GC) apresentou fibras com morfologia normal, de formato
poligonal, multinucleadas com nucleos em posicdo periférica, fasciculos bem definidos com organizacao e
estrutura preservada (Figura 3a). No grupo Doenca Periodontal (GDP), as fibras também apresentaram, na
sua maioria, aspecto normal semelhante ao grupo GC. No entanto, houve aumento no nimero de nicleos,
muitos apresentaram halo basofilico e alguns ndcleos com posicdo central. Também apresentou algumas
fibras com formato irregular (Figura 3b). No grupo imobilizado (GI), a morfologia das fibras mostrou-se
semelhante ao GDP, com fibras de formato irregular e ndcleo de posicdo central, entretanto com didmetro
aparentemente menor que 0 GC e GDP. Ainda, apresentou discreto infiltrado de células inflamatérias no
espaco intersticial (Figura 3c). No grupo Doenga Periodontal e Imobilizado (GDPI), a associa¢do das duas
condic¢Bes potencializou a degeneragdo muscular, com a presenga de maior nimero de fibras com formato
irregular, ndcleos aumentados e alguns com posicéo central e halo basofilico. Também um grande nimero de
células inflamatdrias foi observado no intersticio (Figura 3d).

Na andlise do tecido conjuntivo, os grupos GC e GDP apresentaram-se com caracteristicas e arranjo
normal no epimisio, perimisio e endomisio (Figura 4a e b). Nos grupos Gl e GDPI, o tecido apresentou
arranjo caracteristico, porém houve aumento no perimisio e endomisio, com presenca de fibroblastos e

células inflamatorias. Ainda, essas alteragdes se mostram mais pronunciadas no GDPI (Figura 4c e d).

DISCUSSAO

No presente estudo, encontrou-se que a imobilizacdo reduziu o peso e comprimento muscular, a
estimativa do nimero de sarcOmeros em série, forca muscular e limiar nociceptivo em comparagdo aos
grupos ndo imobilizados. Esses achados corroboram com a andlise morfologica e morfométrica, em que a
imobilizacdo promoveu perda de massa muscular, caracterizada pela reducdo significativa da area de seccéo
transversa das fibras musculares, reducdo do menor didmetro, aumento no nimero de ndcleos e diminuigao
dos capilares sanguineos, com aumento significativo de tecido conjuntivo e visivel degeneracdo da fibra
muscular.

Os achados do presente estudo estdo de acordo com Carvalho et al. [28], que, ap6s imobilizar
animais por 21 dias, encontraram em andlise histol6gica aumento do tecido conjuntivo, variacdo do tamanho
da fibra e presenca de processos degenerativos, bem como diminuicdo do peso muscular no grupo
imobilizado. Em 2008, Konnovet et al. [29] imobilizaram animais por 15 dias e também encontraram redugéo
do peso e comprimento muscular e reducdo do nimero de sarcdmeros em série. Resultados semelhantes
foram encontrados recentemente [20, 30].

Miyachi e Yamazaki [31] usaram a suspensdo do membro posterior como modelo de atrofia

muscular por desuso e os resultados foram semelhantes ao do presente estudo, com diminui¢cdo do peso
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muscular, redugdo da area de secgdo transversa e redugdo da razdo capilar/fibra. Dessa forma, as alteracGes
encontradas no presente estudo estdo de acordo com a literatura e mostram a eficacia do modelo escolhido
para atrofia muscular por desuso, havendo desestruturacdo das fibras e tecidos adjacentes, decorrente da
ativacdo dos sistemas proteoliticos, promovendo diminuicdo de sintese e aumento de degradacdo de
proteinas, que provoca uma adaptacdo muscular em relacdo ao seu comprimento, peso, nimero de unidades
contrateis, diminuicdo do didmetro das fibras, diminuicdo no nimero de capilares e nimero de ndcleos [28,
29, 31, 32].

Essas alteracfes nos grupos imobilizados estéo ligadas ao fato de que, na atrofia muscular, ocorre
um aumento na producdo de EROS em relagdo ao estresse oxidativo [33, 34] que atua na ativacdo dos
sistemas calpaina e caspase-3, que promovem a degradacdo dos sarcémeros, levando a diminuicdo das
unidades contrateis, com consequente reducdo do comprimento muscular e, também, com a ativacdo do
sistema ubiquitina-proteossoma, que, associado ao sistema de autofagia, promove disfun¢do celular e
degradacédo das miofibrilas [35-37].

Outro resultado importante do presente estudo foi que a doenca periodontal associada & imobilizacéo
promoveu potencializagdo dos efeitos deletérios, promovendo, inclusive, a diminuigdo da for¢a muscular de
forma independente, ap6s 15 dias do inicio do processo inflamatério, bem como quando associada a
imobilizacdo. O mesmo resultado foi encontrado para o comprimento muscular e limiar nociceptivo. Esses
resultados também séo confirmados pela analise morfoldgica e morfométrica, em que a doenca periodontal
por si s6 promoveu aumento significativo da densidade do tecido conjuntivo e, quando associada a
imobilizacdo, houve intensificagdo desse efeito, bem como potencializou a redugdo de capilares sanguineos e
aumento na razdo nucleo/fibra, evidenciados na morfologia pela destruicdo mais expressiva do tecido
muscular.

Até o momento, ndo foram encontrados estudos que relacionem a doenga periodontal com a atrofia
muscular por desuso, porém alguns estudos mostram que essa doenga tem grande impacto na salde sistémica
dos individuos [38-41]. Oliveira et al. [42] encontraram que a doenga periodontal pode ser considerada um
fator de risco para diminuicdo do desempenho fisico em individuos adultos, o que pode ser explicado pela
elevacdo das citocinas pré-inflamatorias sistémicas, que podem agir modificando o metabolismo muscular e
levar a perda de massa e diminuicdo da forca. Recentemente, Eremenko et al. [43] encontram que a doenga
periodontal esta relacionada com a perda de forca muscular em individuos adultos e que essa associagdo
também esta relacionada a presenca de marcadores inflamatérios. Esses achados estdo de acordo com
resultados encontrados no presente estudo e mostram que a doenca periodontal tem potencial inflamatério
para atingir o sistema muscular esquelético, porém pouco se sabe como ocorrem esses efeitos em individuos
que necessitam de repouso prolongado, em estados semivegetativos e vegetativos e também os efeitos no
condicionamento fisico e sistema osteomioarticular.

Caron et al. [44] mostraram que, durante o processo de atrofia muscular, ocorre aumento nas
concentragdes de TNF-a e interleucinas; 0 mesmo ocorre durante o curso da doenga periodontal [45, 46].
Dessa forma, a elevagdo da concentragdo de citocinas inflamatorias sistémicas pela DP parece ser um
caminho plausivel para justificar a potencializacdo dos efeitos deletérios da imobilizacdo encontrados no
presente estudo [42]. No entanto, os possiveis mecanismos envolvidos e qual via é ativada para promover

atrofia muscular associada a inflamag&o pela doenca periodontal devem ainda ser elucidados.
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O musculo esquelético expressa receptores para 0 TNF-a [7] e, durante o processo inflamatério, por
essa citocina estar aumentada sistemicamente, ocorre maior ligacdo aos seus receptores no sarcolema,
estimulando a produgdo de EROS pela mitocdndria, que promove a perda de forga muscular por alteracdo na
funcdo dos miofilamentos e aumenta a expressao de proteinas na via ubiquitina-proteassoma, gerando maior
degradacéo e destruicdo de proteinas contrateis [47]. Li et al. [48] mostram que, além de 0 TNF-o estimular a
producdo de EROS, essa citocina é capaz de atuar diretamente no aumento da expressao de genes do sistema
ubiquitina-proteossoma, promovendo a perda de massa muscular. Resultados semelhantes foram
encontrados recentemente por Lin et al. [49]. Dessa forma, a ativacéo da proteolise muscular esta associada
as citocinas inflamatdrias e estresse oxidativo [50].

A ativacdo dos sistemas proteoliticos, durante a atrofia pelo estresse oxidativo e também pelo
processo inflamatorio, ocorre nos primeiros dias de imobilizagdo. No processo de atrofia muscular, estudos
mostram que ha diminuicdo do nimero de nlcleos que leva a diminuicdo do tamanho da fibra [32, 51].
Porém, no presente estudo, houve aumento do nimero de nlcleos e razdo nlcleo/fibra observado no grupo
imobilizado, que pode ser justificado pela presenca de infiltrado inflamatério e também pela proliferacdo de
células satélites [44, 52]. E evidente que o processo inflamatorio local desencadeado pela imobilizacio gera
efeitos deletérios e esses efeitos se mostram ainda mais intensos na presenca de uma inflamacéao sistémica,
uma vez que, no grupo imobilizado associado com doenca periodontal, a razdo nucleo/fibra foi
significativamente maior.

O aumento do estresse oxidativo, no processo de atrofia muscular, também estd relacionado a
redugdo dos capilares sanguineos, promovendo diminuicdo do fator de crescimento vascular endotelial
(VEGF), que € responsavel pela proliferagdo das células endocapilares [33, 34]. No presente estudo, a
guantidade de capilares sanguineos foi significativamente menor no grupo GDPI em comparacdo ao Gl,
indicando que, devido ao processo inflamatorio ser mais intenso, ocorreu um aumento mais expressivo do
estresse oxidativo com consequente potencializagdo na reducdo da vascularizagao.

Na atrofia do musculo esquelético, ocorre aumento do tecido conjuntivo, com consequente aumento
na sintese de col&geno tipo | e diminuicdo da sua degradacao, o que promove maior rigidez ao tecido levando
a perda da elasticidade com consequentes alteracdes funcionais [52, 53]. Foi possivel observar, no presente
estudo, que nos grupos GDP, Gl e GDPI houve aumento significativo do tecido conjuntivo em comparacéo
ao grupo controle. No grupo GDPI, observou-se que a densidade do tecido conjuntivo foi significativamente
maior em comparacdo ao grupo Gl; no grupo GDP, houve aumento do tecido conjuntivo comparado com o
grupo controle. Quintana et al. [50] encontraram que elevadas concentra¢fes de TNF-o e EROS promoveram
atrofia muscular com aumento do tecido conjuntivo. Dessa forma, o aumento do tecido conjuntivo no grupo
GDP e sua potencializacdo no grupo GDPI podem estar relacionados ao aumento de mediadores
inflamatdrios pela doenca periodontal. Esses achados indicam a presenca de fibrose muscular, o que promove
alteracdo na funcionalidade [28], que pdde ser demonstrada pela reducéo da forca muscular de preensdo nos
respectivos grupos.

Em relacdo ao limiar nociceptivo, o grupo Gl ndo apresentou reducdo apds o periodo de
imobilizacdo, o que vai contra os resultados encontrados por Chuganjiet et al. [54], em que houve reducéo
desse limiar, caracterizado por hiperalgesia induzida pela imobilizacdo. Contudo, esses animais foram

imobilizados por 8 semanas. A imobilizacdo causa alteracbes no limiar nociceptivo e aumento nas
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concentragdes de TNF-a em animais que ficaram 4 semanas imobilizados e tinham associado fratura de tibia
[55]. No presente estudo, os animais ficaram 15 dias imobilizados. No grupo GDPI, houve reducéo
significativa do limiar nociceptivo; entretanto, no grupo GlI, isso ndo ocorreu, mostrando que 15 dias de
imobilizacdo podem ndo ter sido suficientes para induzir alteracdes no limiar nociceptivo. Porém, esse fator
associado a uma condic¢do de inflamacdo (GDPI) conseguiu promover alterac@es significativas, que pode ser
justificado pela diminuicdo do limiar nociceptivo em resposta a presenca de citocinas [56, 57].

No presente estudo, ndo foi possivel realizar a dosagem das concentracfes dos marcadores
inflamatorios, porém é conhecido que a inflamagao sistémica promove perda de massa muscular [14, 58-62].
Dessa forma, as caracteristicas descritas pelos estudos supracitados corroboram com os resultados
encontrados no presente estudo, estando mais evidentes na associa¢do da DP com a imobilizag&o.

Inimeros mecanismos podem estar envolvidos na potencializa¢do da atrofia muscular, decorrente da
inflamagdo sistémica causada pela doenca periodontal. O que nossos resultados mostram é que existe
potencializacdo desses efeitos deletérios da imobilizacdo do muasculo esquelético, porém, em nosso
conhecimento, é o primeiro estudo que evidencia a associacdo desses dois fatores. Ainda, este estudo é
pioneiro em demonstrar os efeitos morfolégicos e funcionais da DP associada a imobilizagdo no musculo
esquelético. Dessa forma, mais pesquisas devem ser realizadas para dar continuidade a elucidacdo dos
mecanismos envolvidos com essas alteracbes, bem como buscar outras alterages funcionais e morfoldgicas
relacionadas & doenca periodontal e ao tecido muscular esquelético, com objetivo de entender essas
interaces e elaborar medidas preventivas que atendam os individuos que necessitem de imobilizacdo ou

repouso prolongado e sdo portadores da doenga periodontal, a fim de minimizar esses efeitos deletérios.
CONCLUSAO

A doenca periodontal potencializou os efeitos deletérios da imobilizagdo do musculo estriado
esquelético, por meio da intensa degeneragdo do tecido muscular, com significativo aumento do tecido
conjuntivo, da razdo ndcleo/fibra e presenca infiltrado inflamatério, significativa diminuicdo da
vascularizacdo e redugdo do comprimento muscular, com consequente reducdo da for¢ca muscular e limiar
nociceptivo.
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Tabela 1 — Valores de Forca Muscular de Preensdo (gf) de todos os grupos estabelecidos.

Grupos GC GDP Gl GDPI
AV1 31,06 £9,8 36,63 11,3 29,81 + 10,1* 40,88 £ 7,7*
AV2 30,22 £ 8,5 30,13 + 4,6** 41,54 + 13,4* 43,67 + 13,2*
AV3 27,33 +11,9° 24,81+ 59" 10,50 + 4,1" 10,33 £ 5,9

GC: Grupo Controle; GDP: Grupo Doenca Periodontal; Gl: Grupo Imobilizado; GDPI: Grupo Doenca
Periodontal Imobilizado. Unidade de medida: grama forca (gf). Os valores representam média £ desvio
padrdo. Letras diferentes: Dados estatisticamente diferentes entre os grupos. Simbolos diferentes: Dados
estatisticamente diferentes dentro do mesmo grupo (p< 0,05).

Tabela 2 — Valores das avalia¢fes da Nocicepgdo (gf) do musculo de todos os grupos estabelecidos

GRUPOS GC GDP Gl GDPI
AV1 92,26+ 11,8 94,37 + 19,47 88,07 + 24,1 94,19+ 17,1
AV2 96,67 +9,9"¢ 76,87 + 9,5*° 88,08 + 14,7°° 95,29 + 10,3
AV3 92,76 + 14,4" 98,17 + 16,5 83,73+ 21,2" 47,37 +9,0"

GC: Grupo Controle; GDP: Grupo Doenca Periodontal; Gl: Grupo Imobilizado; GDPI: Grupo Doenca
Periodontal Imobilizado. Unidade de medida: grama forca (gf). Os valores representam média + desvio padrao.
Letras diferentes: Dados estatisticamente diferentes entre os grupos. Simbolos diferentes: Dados estatisticamente
diferentes dentro do mesmo grupo (p< 0,05).

Tabela 3 — Valores do peso e comprimento muscular de todos os grupos analisados

Grupos Peso (g) Comprimento muscular (mm)
GC 0,24 +0,02* 22,31 +2,0%
GDP 0,22 +0,03* 21,52 + 25"
Gl 0,12 +0,02° 19,68 + 1,9"°
GDPI 0,10 £ 0,01° 18,24 +2,3°

GC: Grupo Controle; GDP: Grupo Doenca Periodontal; Gl: Grupo Imobilizado; GDPI: Grupo Doenga
Periodontal Imobilizado. Os valores representam média + desvio padrdo. Letras diferentes: Dados
estatisticamente diferentes entre os grupos (p < 0,05).
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Tabela 4 — Area de secgfo transversa, menor diametro e tecido conjuntivo

GRUPOS Area de Seccdo Transversa  Menor diametro (um) Tecido Conjuntivo
(um?) (%)
GC 3438,42 + 267,5" 45,09 + 2,7% 1,77 £0,39*
GDP 3251,68 + 326,0* 45,90 + 1,8" 2,67 +0,23°
Gl 2428,94 + 373,9° 39,16 + 3,4° 4,44 +1,0°
GDPI 2084,05 + 148,3° 3581+1,78 6,44 + 0,89°

GC: Grupo Controle; GDP: Grupo Doenca Periodontal; Gl: Grupo Imobilizado; GDPI: Grupo Doenca
Periodontal Imobilizado. Os valores representam média + desvio padrdo. Letras diferentes: Dados
estatisticamente diferentes entre os grupos (p < 0,05).

Tabela 5 — Total de nicleos e razdo ndcleo por fibra

Grupos Ne de nicleos Razao nucleo/fibra
GC 135,74+ 20,54 390+044
GDP 152,59 + 140 # 437+02"8
e] 199,82 +11,78 529+0,78
GDPI 218,61+ 12,28 6,47+08°¢

GC: Grupo Controle; GDP: Grupo Doenca Periodontal; Gl: Grupo Imobilizado; GDPI: Grupo Doenga
Periodontal Imobilizado. Os valores representam média + desvio padrdo. Letras diferentes: Dados
estatisticamente diferentes entre os grupos (p < 0,05).

Tabela 6 — Numero de capilares e razdo capilar por fibra

Grupos Ne de Capilares Razéo capilar/fibra
GC 17,63+25" 0,53+0,094
GDP 15,79+ 1,9 A8 0,49 + 0,06 A
Gl 14,37+1,0° 0,36 +0,05°
GDPI 12,06 +1,3°€ 0,34+ 0,058

GC: Grupo Controle; GDP: Grupo Doenca Periodontal; GI: Grupo Imobilizado; GDPI: Grupo Doenca
Periodontal Imobilizado. Os valores representam média + desvio padrdo. Letras diferentes: Dados
estatisticamente diferentes entre os grupos (p < 0,05).
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Figura 1 — Evolugdo do peso corporal dos animais no decorrer dos 30 dias de experimento. GC: Grupo
Controle. GDP: Grupo Doenca Periodontal, GI: Grupo Imobilizado, GDPI: Grupo Doenca Periodontal
Imobilizado (letras diferentes: Dados estatisticamente diferentes entre os grupos - 1° dia e 30° dia (p < 0,05).
* Dados estatisticamente diferentes dentro do mesmo grupo - Teste T-Student (p < 0,05).
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Figura 2 — Fotomicrografias do mdsculo séleo de ratos Wistar em seccéo transversal, coloragcdo HE. A: Grupo
Controle, evidenciando fibras de aspecto normal com formato poligonal (Fp), nicleo periférico (Np), presenca
de capilares sanguineos (cabega de seta) e tecido conjuntivo com arranjo caracteristico, perimisio (estrela). B:
Grupo Doenga Periodontal com algumas fibras de formato irregular (Fi), aumento do nimero de ndcleos, com
alguns de posicéo central (Nc) e halo basofilico (Nh). C: Grupo Imobilizado apresentando células inflamatérias
(Ci) D: Grupo Doenga Periodontal e Imobilizado, com aumento de células inflamatérias (Ci) e fibra com
formato irregular (Fi).




Figura 3 — Fotomicrografias do musculo séleo de ratos Wistar, em seccéo transversal, coloragéo Tricrdmico de
Masson. (A) Grupo Controle e (B) Grupo Doenga Periodontal evidenciando tecido conjuntivo caracteristico,
perimisio (estrela) e endomisio (cabe¢a de seta) com arranjo normal. (C) Grupo Imobilizacdo e (D) Grupo
Doenca Periodontal e Imobilizagdo apresentando aumento do tecido conjuntivo: perimisio (estrela) e
endomisio (cabega de seta), com presenca de fibroblastos (Fb) e células inflamatérias (Ci).
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Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi.

Color Art

Color art is free of charge for online publication.
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Figure Lettering

To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).

Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually about 2-3
mm (8-12 pt).

Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use 8-pt type on
an axis and 20-pt type for the axis label.

Avoid effects such as shading, outline letters, etc.

Do not include titles or captions within your illustrations.

Figure Numbering

All figures are to be numbered using Arabic numerals.

Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.

Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.).

If an appendix appears in your article and it contains one or more figures, continue the
consecutive numbering of the main text. Do not number the appendix figures,

"Al, A2, A3, etc." Figures in online appendices (Electronic Supplementary Material)
should, however, be numbered separately.

Figure Captions

Each figure should have a concise caption describing accurately what the figure depicts.
Include the captions in the text file of the manuscript, not in the figure file.

Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure number, also
in bold type.

No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be placed at
the end of the caption.

Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes, circles, etc.,
as coordinate points in graphs.

Identify previously published material by giving the original source in the form of a
reference citation at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size

Figures should be submitted separately from the text, if possible.

When preparing your figures, size figures to fit in the column width.

For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174 mm wide and not
higher than 234 mm.

For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm or 122 mm wide and not
higher than 198 mm.

Permissions

If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain
permission from the copyright owner(s) for both the print and online format. Please be
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aware that some publishers do not grant electronic rights for free and that Springer will not
be able to refund any costs that may have occurred to receive these permissions. In such
cases, material from other sources should be used.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your figures,
please make sure that

All figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-speech software
or a text-to-Braille hardware)

Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying information (colorblind
users would then be able to distinguish the visual elements)

Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1

Electronic Supplementary Material

Springer accepts electronic multimedia files (animations, movies, audio, etc.) and other
supplementary files to be published online along with an article or a book chapter. This
feature can add dimension to the author's article, as certain information cannot be printed
or is more convenient in electronic form.

Before submitting research datasets as electronic supplementary material, authors should
read the journal’s Research data policy. We encourage research data to be archived in data
repositories wherever possible.

Submission

Supply all supplementary material in standard file formats.

Please include in each file the following information: article title, journal name, author
names; affiliation and e-mail address of the corresponding author.

To accommodate user downloads, please keep in mind that larger-sized files may require
very long download times and that some users may experience other problems during
downloading.

Audio, Video, and Animations

Aspect ratio: 16:9 or 4:3

Maximum file size: 25 GB

Minimum video duration: 1 sec

Supported file formats: avi, wmv, mp4, mov, m2p, mp2, mpg, mpeg, flv, mxf, mts, m4v,
3gp

Text and Presentations

Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not suitable for long-term
viability.

A collection of figures may also be combined in a PDF file.

Spreadsheets

Spreadsheets should be converted to PDF if no interaction with the data is intended.

If the readers should be encouraged to make their own calculations, spreadsheets should be
submitted as .xIs files (MS Excel).

Specialized Formats
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Specialized format such as .pdb (chemical), .wrl (VRML), .nb (Mathematica notebook),
and .tex can also be supplied.

Collecting Multiple Files

It is possible to collect multiple files in a .zip or .gz file.

Numbering

If supplying any supplementary material, the text must make specific mention of the
material as a citation, similar to that of figures and tables.

Refer to the supplementary files as “Online Resource”, e.g., "... as shown in the animation
(Online Resource 3)", “... additional data are given in Online Resource 4”.

Name the files consecutively, e.g. “ESM_3.mpg”, “ESM_4.pdf”.

Captions

For each supplementary material, please supply a concise caption describing the content of
the file.

Processing of supplementary files

Electronic supplementary material will be published as received from the author without
any conversion, editing, or reformatting.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your
supplementary files, please make sure that

The manuscript contains a descriptive caption for each supplementary material

Video files do not contain anything that flashes more than three times per second (so that
users prone to seizures caused by such effects are not put at risk)

Ethical Responsibilities of Authors

This journal is committed to upholding the integrity of the scientific record. As a member
of the Committee on Publication Ethics (COPE) the journal will follow the COPE
guidelines on how to deal with potential acts of misconduct.

Authors should refrain from misrepresenting research results which could damage the trust
in the journal, the professionalism of scientific authorship, and ultimately the entire
scientific endeavour. Maintaining integrity of the research and its presentation can be
achieved by following the rules of good scientific practice, which include:

The manuscript has not been submitted to more than one journal for simultaneous
consideration.

The manuscript has not been published previously (partly or in full), unless the new work
concerns an expansion of previous work (please provide transparency on the re-use of
material to avoid the hint of text-recycling (“self-plagiarism”)).

A single study is not split up into several parts to increase the quantity of submissions and
submitted to various journals or to one journal over time (e.g. “salami-publishing”).

No data have been fabricated or manipulated (including images) to support your
conclusions

No data, text, or theories by others are presented as if they were the author’s own
(“plagiarism™). Proper acknowledgements to other works must be given (this includes
material that is closely copied (near verbatim), summarized and/or paraphrased), quotation
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marks are used for verbatim copying of material, and permissions are secured for material
that is copyrighted.

Important note: the journal may use software to screen for plagiarism.

Consent to submit has been received explicitly from all co-authors, as well as from the
responsible authorities - tacitly or explicitly - at the institute/organization where the work
has been carried out, before the work is submitted.

Authors whose names appear on the submission have contributed sufficiently to the
scientific work and therefore share collective responsibility and accountability for the
results.

In addition:

Changes in authorship, or in the order of authors, are not accepted after the acceptance for
publication of a manuscript.

Requesting to add or delete authors at revision stage, proof stage, or after publication is a
serious matter and may be considered when justifiably warranted. Justification for changes
in authorship must be compelling and may be considered only after receipt of written
approval from all authors and a convincing, detailed explanation about the role/deletion of
the new/deleted author. In case of changes at revision stage, a letter must accompany the
revised manuscript. In case of changes after acceptance for publication, the request and
documentation must be sent via the Publisher to the Editor-in-Chief. In all cases, further
documentation may be required to support your request. The decision on accepting the
change rests with the Editor-in-Chief of the journal and may be turned down. Therefore
authors are strongly advised to ensure the correct author group, corresponding author, and
order of authors at submission.

Upon request authors should be prepared to send relevant documentation or data in order to
verify the validity of the results. This could be in the form of raw data, samples, records,
etc.

If there is a suspicion of misconduct, the journal will carry out an investigation following
the COPE guidelines. If, after investigation, the allegation seems to raise valid concerns,
the accused author will be contacted and given an opportunity to address the issue. If
misconduct has been established beyond reasonable doubt, this may result in the Editor-in-
Chief’s implementation of the following measures, including, but not limited to:

If the article is still under consideration, it may be rejected and returned to the author.

If the article has already been published online, depending on the nature and severity of the
infraction, either an erratum will be placed with the article or in severe cases complete
retraction of the article will occur. The reason must be given in the published erratum or
retraction note.

The author’s institution may be informed.

Ethical Responsibilities of Authors

This journal is committed to upholding the integrity of the scientific record. As a member
of the Committee on Publication Ethics (COPE) the journal will follow the COPE
guidelines on how to deal with potential acts of misconduct.

Authors should refrain from misrepresenting research results which could damage the trust
in the journal, the professionalism of scientific authorship, and ultimately the entire



97

scientific endeavour. Maintaining integrity of the research and its presentation can be
achieved by following the rules of good scientific practice, which include:

The manuscript has not been submitted to more than one journal for simultaneous
consideration.

The manuscript has not been published previously (partly or in full), unless the new work
concerns an expansion of previous work (please provide transparency on the re-use of
material to avoid the hint of text-recycling (“self-plagiarism”)).

A single study is not split up into several parts to increase the quantity of submissions and
submitted to various journals or to one journal over time (e.g. “salami-publishing”).

No data have been fabricated or manipulated (including images) to support your
conclusions

No data, text, or theories by others are presented as if they were the author’s own
(“plagiarism™). Proper acknowledgements to other works must be given (this includes
material that is closely copied (near verbatim), summarized and/or paraphrased), quotation
marks are used for verbatim copying of material, and permissions are secured for material
that is copyrighted.

Important note: the journal may use software to screen for plagiarism.

Consent to submit has been received explicitly from all co-authors, as well as from the
responsible authorities - tacitly or explicitly - at the institute/organization where the work
has been carried out, before the work is submitted.

Authors whose names appear on the submission have contributed sufficiently to the
scientific work and therefore share collective responsibility and accountability for the
results.

In addition:

Changes in authorship, or in the order of authors, are not accepted after the acceptance for
publication of a manuscript.

Requesting to add or delete authors at revision stage, proof stage, or after publication is a
serious matter and may be considered when justifiably warranted. Justification for changes
in authorship must be compelling and may be considered only after receipt of written
approval from all authors and a convincing, detailed explanation about the role/deletion of
the new/deleted author. In case of changes at revision stage, a letter must accompany the
revised manuscript. In case of changes after acceptance for publication, the request and
documentation must be sent via the Publisher to the Editor-in-Chief. In all cases, further
documentation may be required to support your request. The decision on accepting the
change rests with the Editor-in-Chief of the journal and may be turned down. Therefore
authors are strongly advised to ensure the correct author group, corresponding author, and
order of authors at submission.

Upon request authors should be prepared to send relevant documentation or data in order to
verify the validity of the results. This could be in the form of raw data, samples, records,
etc.

If there is a suspicion of misconduct, the journal will carry out an investigation following
the COPE guidelines. If, after investigation, the allegation seems to raise valid concerns,
the accused author will be contacted and given an opportunity to address the issue. If
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misconduct has been established beyond reasonable doubt, this may result in the Editor-in-
Chief’s implementation of the following measures, including, but not limited to:

If the article is still under consideration, it may be rejected and returned to the author.

If the article has already been published online, depending on the nature and severity of the
infraction, either an erratum will be placed with the article or in severe cases complete
retraction of the article will occur. The reason must be given in the published erratum or
retraction note.

The author’s institution may be informed.

Compliance with Ethical Standards

To ensure objectivity and transparency in research and to ensure that accepted principles of
ethical and professional conduct have been followed, authors should include information
regarding sources of funding, potential conflicts of interest (financial or non-financial),
informed consent if the research involved human participants, and a statement on welfare
of animals if the research involved animals.

Authors should include the following statements (if applicable) in a separate section
entitled “Compliance with Ethical Standards” when submitting a paper:

Disclosure of potential conflicts of interest

Research involving Human Participants and/or Animals

Informed consent

Please note that standards could vary slightly per journal dependent on their peer review
policies (i.e. single or double blind peer review) as well as per journal subject discipline.
Before submitting your article check the instructions following this section carefully.

The corresponding author should be prepared to collect documentation of compliance with
ethical standards and send if requested during peer review or after publication.

The Editors reserve the right to reject manuscripts that do not comply with the above-
mentioned guidelines. The author will be held responsible for false statements or failure to
fulfill the above-mentioned guidelines.

Disclosure of potential conflicts of interest

Authors must disclose all relationships or interests that could have direct or potential
influence or impart bias on the work. Although an author may not feel there is any conflict,
disclosure of relationships and interests provides a more complete and transparent process,
leading to an accurate and objective assessment of the work. Awareness of a real or
perceived conflicts of interest is a perspective to which the readers are entitled. This is not
meant to imply that a financial relationship with an organization that sponsored the
research or compensation received for consultancy work is inappropriate. Examples of
potential conflicts of interests that are directly or indirectly related to the research may
include but are not limited to the following:

Research grants from funding agencies (please give the research funder and the grant
number)

Honoraria for speaking at symposia

Financial support for attending symposia

Financial support for educational programs
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Employment or consultation

Support from a project sponsor

Position on advisory board or board of directors or other type of management relationships
Multiple affiliations

Financial relationships, for example equity ownership or investment interest

Intellectual property rights (e.g. patents, copyrights and royalties from such rights)
Holdings of spouse and/or children that may have financial interest in the work

In addition, interests that go beyond financial interests and compensation (non-financial
interests) that may be important to readers should be disclosed. These may include but are
not limited to personal relationships or competing interests directly or indirectly tied to this
research, or professional interests or personal beliefs that may influence your research.

The corresponding author collects the conflict of interest disclosure forms from all authors.
In author collaborations where formal agreements for representation allow it, it is sufficient
for the corresponding author to sign the disclosure form on behalf of all authors. Examples
of forms can be found

here:

The corresponding author will include a summary statement in the text of the manuscript in
a separate section before the reference list, that reflects what is recorded in the potential
conflict of interest disclosure form(s).

See below examples of disclosures:

Funding: This study was funded by X (grant number X).

Conflict of Interest: Author A has received research grants from Company A. Author B
has received a speaker honorarium from Company X and owns stock in Company Y.
Author C is a member of committee Z.

If no conflict exists, the authors should state:

Conflict of Interest: The authors declare that they have no conflict of interest.

Research involving human participants and/or animals

1) Statement of human rights

When reporting studies that involve human participants, authors should include a statement
that the studies have been approved by the appropriate institutional and/or national
research ethics committee and have been performed in accordance with the ethical
standards as laid down in the 1964 Declaration of Helsinki and its later amendments or
comparable ethical standards.

If doubt exists whether the research was conducted in accordance with the 1964 Helsinki
Declaration or comparable standards, the authors must explain the reasons for their
approach, and demonstrate that the independent ethics committee or institutional review
board explicitly approved the doubtful aspects of the study.

The following statements should be included in the text before the References section:
Ethical approval: “All procedures performed in studies involving human participants
were in accordance with the ethical standards of the institutional and/or national research
committee and with the 1964 Helsinki declaration and its later amendments or comparable
ethical standards.”
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For retrospective studies, please add the following sentence:

“For this type of study formal consent is not required.”

2) Statement on the welfare of animals

The welfare of animals used for research must be respected. When reporting experiments
on animals, authors should indicate whether the international, national, and/or institutional
guidelines for the care and use of animals have been followed, and that the studies have
been approved by a research ethics committee at the institution or practice at which the
studies were conducted (where such a committee exists).

For studies with animals, the following statement should be included in the text before the
References section:

Ethical approval: “All applicable international, national, and/or institutional guidelines
for the care and use of animals were followed.”

If applicable (where such a committee exists): “All procedures performed in studies
involving animals were in accordance with the ethical standards of the institution or
practice at which the studies were conducted.”

If articles do not contain studies with human participants or animals by any of the authors,
please select one of the following statements:

“This article does not contain any studies with human participants performed by any of the
authors.”

“This article does not contain any studies with animals performed by any of the authors.”
“This article does not contain any studies with human participants or animals performed by
any of the authors.”

Informed consent

All individuals have individual rights that are not to be infringed. Individual participants in
studies have, for example, the right to decide what happens to the (identifiable) personal
data gathered, to what they have said during a study or an interview, as well as to any
photograph that was taken. Hence it is important that all participants gave their informed
consent in writing prior to inclusion in the study. Identifying details (names, dates of birth,
identity numbers and other information) of the participants that were studied should not be
published in written descriptions, photographs, and genetic profiles unless the information
is essential for scientific purposes and the participant (or parent or guardian if the
participant is incapable) gave written informed consent for publication. Complete
anonymity is difficult to achieve in some cases, and informed consent should be obtained if
there is any doubt. For example, masking the eye region in photographs of participants is
inadequate protection of anonymity. If identifying characteristics are altered to protect
anonymity, such as in genetic profiles, authors should provide assurance that alterations do
not distort scientific meaning.

The following statement should be included:

Informed consent: “Informed consent was obtained from all individual participants
included in the study.”

If identifying information about participants is available in the article, the following
statement should be included:
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“Additional informed consent was obtained from all individual participants for whom
identifying information is included in this article.”

After acceptance

Upon acceptance of your article you will receive a link to the special Author Query
Application at Springer’s web page where you can sign the Copyright Transfer Statement
online and indicate whether you wish to order OpenChoice, offprints, or printing of figures
in color.

Once the Author Query Application has been completed, your article will be processed and
you will receive the proofs.

Copyright transfer

Authors will be asked to transfer copyright of the article to the Publisher (or grant the
Publisher exclusive publication and dissemination rights). This will ensure the widest
possible protection and dissemination of information under copyright laws.

Creative Commons Attribution-NonCommercial 4.0 International License

Offprints

Offprints can be ordered by the corresponding author.

Color illustrations

Online publication of color illustrations is free of charge. For color in the print version,
authors will be expected to make a contribution towards the extra costs.

Proof reading

The purpose of the proof is to check for typesetting or conversion errors and the
completeness and accuracy of the text, tables and figures. Substantial changes in content,
e.g., new results, corrected values, title and authorship, are not allowed without the
approval of the Editor.

After online publication, further changes can only be made in the form of an Erratum,
which will be hyperlinked to the article.

Online First

The article will be published online after receipt of the corrected proofs. This is the official
first publication citable with the DOI. After release of the printed version, the paper can
also be cited by issue and page numbers.

Open Choice

In addition to the normal publication process (whereby an article is submitted to the journal
and access to that article is granted to customers who have purchased a subscription),
Springer provides an alternative publishing option: Springer Open Choice. A Springer
Open Choice article receives all the benefits of a regular subscription-based article, but in
addition is made available publicly through Springer’s online platform SpringerLink.

Open Choice

Copyright and license term — CC BY

Open Choice articles do not require transfer of copyright as the copyright remains with the
author. In opting for open access, the author(s) agree to publish the article under the
Creative Commons Attribution License.

Find more about the license agreement
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English Language Editing

For editors and reviewers to accurately assess the work presented in your manuscript you
need to ensure the English language is of sufficient quality to be understood. If you need
help with writing in English you should consider:

Asking a colleague who is a native English speaker to review your manuscript for clarity.
Visiting the English language tutorial which covers the common mistakes when writing in
English.

Using a professional language editing service where editors will improve the English to
ensure that your meaning is clear and identify problems that require your review. Two such
services are provided by our affiliates Nature Research Editing Service and American
Journal Experts.

English language tutorial

Nature Research Editing Service

American Journal Experts

Please note that the use of a language editing service is not a requirement for publication in
this journal and does not imply or guarantee that the article will be selected for peer review
or accepted.

If your manuscript is accepted it will be checked by our copyeditors for spelling and
formal style before publication.
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