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MATTERA, M.S.L.C. Avaliacido da fosforilacio da Akt e do conteudo da proteina
transportadora de glicose GLUT4 em tecido muscular esquelético de ratos adultos,
proles de ratas com doen¢a periodontal. 2015. 83f. Dissertacao (Mestrado) — Faculdade de
Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2015.

RESUMO

A hipétese da programacao fetal sugere que estimulos ou agressoes durante a vida intrauterina
podem resultar em alteragcdes permanentes na fisiologia e metabolismo da descendéncia,
aumentando o risco de doengas na vida adulta. Estudos demonstraram que tanto a doenca
periodontal (DP) como o aumento do tecido adiposo elevam a concentracao plasmaticas de
citocinas. E citocinas, como por exemplo, o TNF-a, t€ém sido relacionadas com a redugdo da
expressdo de GLUT4 e resisténcia a insulina. Sabendo que o GLUT4 ¢ importante para
homeostase glicidica, o objetivo do presente estudo foi avaliar em ratos, proles de ratas com
doenca periodontal ao nascimento, a massa corporea, € na vida adulta: 1) massa corporea ao
longo de 75 dias de idade; 2) o contetido da proteina transportadora de glicose GLUT4 e o seu
indice de translocacdo em tecido muscular esquelético gastrocnémio (MG); 3) o grau de
fosforilagdo em serina da Akt em MG. As ratas foram distribuidas em dois grupos: a) com
doencga periodontal (DP), no qual esta doenga foi induzida por meio de ligadura com fio de
seda ao redor do 1° molar inferior de ambos os lados; b) ratas controle (CN). Apds 7 dias da
colocac¢do da ligadura, as ratas de ambos os grupos foram colocadas para acasalamento,
verificou-se diariamente, por esfregago vaginal, o dia da copulacdo. As ratas prenhas foram
separadas em caixas individuais. A massa corporea da prole foi avaliada ao nascimento e
durante os 75 dias de idade. Quando os filhotes machos destas ratas completaram 75 dias,
realizou-se: 1) dosagem de glicemia e insulinemia; 2) avaliagdo da proteina transportadora de
glicose GLUT4 e seu indice de translocagdo em MG; 3) avaliagao do grau de fosforilagdo em
serina da Akt em MG. Os resultados demonstraram que a doenga periodontal materna
promove em sua prole ao nascimento baixo peso e na vida adulta: 1) nenhuma alteragdo nas
concentragdes plasmaticas de glicose; 2) aumento nas concentragdes plasmaticas de insulina;
3) redugdo na sensibilidade insulinica; 4) diminuicdo do conteudo da proteina transportadora

de glicose GLUT4 na membrana plasmatica e do seu indice de translocacdo em MG; 5)



diminui¢ao no grau de fosforilagdo em serina da Akt em MG. Portanto, podemos concluir que
a DP materna promove baixo peso ao nascimento e alteragdes na fase final da sinalizagdo da
insulina no musculo esquelético em ratos adultos proles. Estes resultados demonstram o
impacto que a doenga periodontal tem em curto prazo sobre a vida intrauterina, ¢ em longo
prazo na predisposicao a certas doencas na fase adulta da prole. Isso reforca a importancia que

a manutencao da saude bucal materna tem sobre a saude geral da prole.

Palavras-chave: Doengas Periodontais. Resisténcia a insulina. Transportador de glucose tipo

4. Diabetes mellitus tipo 2. Inflamagao.



MATTERA, M.S.LC. Evaluation of Akt phosphorylation and glucose transporter protein
4 (GLUT4) content in gastrocnemius skeletal muscle tissue of adult rats, offspring of
rats with periodontal disease. 2015. 83f. Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de
Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2015.

ABSTRACT

The fetal programming hypothesis suggests that intrauterine stimuli or aggression can induce
metabolic and physiology changes in offspring, increasing the diseases risk in adulthood.
Studies have demonstrated that periodontal disease (PD) and adipose tissue augmentation
enhance the cytokines levels. Cytokines such as TNF-a have been associated with reduced
GLUT4 expression and insulin resistance. Knowing that GLUT4 is important for glucose
homeostasis, the aim of present study was to evaluate in adult rats, offspring of rats with
periodontal disease: 1) birth weight and during the 75 days of age; 2) GLUT4 content and its
translocation index in gastrocnemius skeletal muscle tissue (GM); 3) Akt serine
phosphorylation status in MG. Female Wistar rats were distributed into a control group (CN,
n = 4) and a experimental periodontal disease group (PD, n = 4), in which the disease is
induced by ligation with silk thread around the 1st molar. Seven days after ligature placement,
animals from both groups mated and daily vaginal smears were taken to verify the presence of
sperm. Pregnant rats were kept in individual cages. The body weights of the offspring were
measured once weekly from birth until 75 days of age. When male offspring of these rats
completed 75 days, the experiments were performed: 1) assessment of plasma concentrations
of glucose and insulin; 2) evaluation of the GLUT4 content and its translocation index in GM;
3) Akt serine phosphorylation status in GM. The results showed that maternal periodontal
disease causes in their offspring low birth weight, and in adulthood: 1) no changes in
glycemia; 2) increase in insulinemia; 3) insulin resistance; 4) decrease in GLUT4 content in
the plasma membrane and its translocation index in GM; 5) reduction in the Akt serine
phosphorylation status in GM. Therefore, we can conclude that maternal periodontal disease
causes low birth weight and alterations in the final stage of insulin signaling in skeletal
muscle of adult offspring. These findings demonstrate the impact that periodontal disease has
on the intrauterine environment in the short-term, and on the long-term predisposition to
certain diseases in adulthood of the offspring. This reinforces the importance of maintaining

maternal oral health in ensuring the overall health of the offspring.



Keywords: Periodontal diseases. Insulin resistance. Glucose transporter type 4. Type 2

diabetes mellitus. Inflammation.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, tem sido verificado que processos inflamatorios e patdgenos
bucais, principalmente os provenientes de doengas periodontais, influenciam no inicio e/ou
progressao de varias etapas de doengas sist€émicas (COLLINS et al., 1994; DENTINO et al.,
2013; LUNARDELLI; PERES, 2005; QURESHI ef al., 2005;). As periodontopatias t€ém sido
apontadas, por diversos estudos, como fator de risco para o desenvolvimento de doengas
cardiovasculares, acidentes cérebro-vasculares, complicagdes na gravidez (HAN et al., 2014),
pneumonias e diabetes mellitus (DM) (IACOPINO; CUTLER, 2000; QURESHI et al., 2005).

Uma relacdo bidirecional entre periodontite e DM tem sido estabelecida na literatura.
Ou seja, as complicacgdes sistémicas do DM promovem alteragdes das condigdes periodontais
(ALMEIDA ABDO et al, 2013; BORGNAKKE ef al, 2013) e ao mesmo tempo a
homeostase glicémica pode ser afetada pela doenga periodontal (DP) (TAYLOR;
BORGNAKKE, 2008).

O biofilme, gengivite e periodontite estdo inter-relacionados, pois o actmulo
supragengival de biofilme microbiano pode progredir a infec¢des subgengivais ¢ DP. No pior
dos casos, a DP pode envolver a inflamacao tanto dos tecidos de suporte (gengiva), quanto de
sustentacdo (cemento, osso alveolar e ligamentos periodontais). Em adultos, o ambiente
microbiano subgengival associado a carie dentaria contém principalmente bactérias
anaerdbicas gram-negativas (por exemplo, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia).
Sem tratamento, a doenga periodontal pode levar a perda progressiva do osso alveolar,
resultando no afrouxamento e a subsequente perda de dentes. Os efeitos patogénicos da DP
sdo causados pelos micro-organismos que aderem as superficies do dente e pela resposta
inflamatoria agressiva contra esses micro-organismos (SRINIVAS; PARRY, 2012).

A etiologia da periodontite sugere que a infec¢do bacteriana seja a causa primaria
desta doenca e esta patologia ¢ o resultado da interagdo entre patogenos e hospedeiros
(USTUN et al., 2013). Esta interagdo promove a ativagdo de mondcitos pelos linfocitos T que
iniciam a produgdo de grandes quantidades de mediadores inflamatorios, tais como
interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) (HERNANDEZ et al., 2011).
Estas citocinas ocasionam a ativagdo de osteoclastos, propiciando reabsor¢ao Ossea, bem
como aumento de colagenase, o que favorece maior destruicdo das fibras do ligamento do
periodonto, promovendo assim, a uma destruicdo do osso e do tecido (IACOPINO, 1995;

LALLA; LAMSTER; SCHMIDT, 1998; LALLA et al., 2000).
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Segundo Wang e Ohura (2002), amostras de soros de pacientes com periodontite sdo
positivas para anticorpos contra varios componentes estruturais de P. gingivalis, como:
proteina de membrana externa, capsula, fimbrias, produtos bacterianos biologicamente ativos,
lipopolissacarideo (LPS) e hemaglutinina. Sendo que, o LPS ¢ absorvido nas superficies das
raizes e nos tecidos gengivais de pacientes com doenga periodontal.

O LPS se liga primeiro a proteina ligante de LPS (LBP), soluvel no sangue ou liquido
extracelular, e este complexo serve para facilitar a ligagdo de LPS a CD14, que existe como
uma proteina plasmatica solivel e como uma proteina de membrana ligada a
glicofosfatidilinositol na maioria das células, exceto no endotélio. Uma vez que o LPS se liga
a CD14, LBP se dissocia, e o complexo LPS-CD14 se associa fisicamente a toll-like receptor
4 (TLR4) (ABBAS; LICHTAN; PILLALI 2008).

O TLR4 ¢ um receptor da superficie celular que gera respostas imunes inatas pela sua
capacidade em detectar agentes patogénicos por meio de padrdes moleculares associados a
patégenos (PAMPs) que resulta na indugdo de cascatas de sinalizacdo da ativacdo do fator de
transcri¢do e cinase. Estas cascatas de ativacdo podem conduzir a geracdo de fatores de
transcri¢do (NF-kB e AP-1), citocinas pro-inflamatoérias (como TNF-a e IL-6), quimiocinas,
eicosanoides, e as espécies reativas de oxigénio (ROS), todos os efetores da imunidade inata.
Notavelmente, o TLR4 ¢é expresso em varios componentes celulares dos tecidos alvo da
insulina, incluindo figado, tecido adiposo, musculo esquelético, vasos, células  pancreaticas
e cérebro (KIM; SEARS, 2010). Além disso, as vias de TLR4 ativadas inibem outras vias de
sinalizag¢do, por exemplo, a sinalizagdo insulinica por promover a fosforilacdo em serina do
IRS1(KIM; SEARS, 2010). As sinalizacdes dos TLRs estdo na base do desenvolvimento de
inflamacdo crdnica e resisténcia a insulina no musculo esquelético, demonstrando que
patogenos podem promover alteracdes sist€émicas (KIM; SEARS, 2010).

Segundo Ercan er al. (2013) patdgenos periodontais podem chegar a cavidade
amniotica e causar resultados adversos na gravidez, incluindo nascimento pré-termo, pré-
eclampsia e baixo peso ao nascimento. Estes patdogenos também foram relacionados com
infec¢des na placenta em mulheres hipertensas (SWATI ef al., 2012).

Jeffcoat et al. (2011) observaram que o tratamento periodontal (TP) em gravidas
reduziu a incidéncia de parto prematuro (PTB). Além do mais, estes mesmos autores
evidenciaram que gestantes resistentes ao TP apresentaram uma maior incidéncia de PTB.

Arteaga-Guerra, Ceron-Souza e Mafla (2010) evidenciaram que a doenga periodontal

associada a estresse materno ocasionou: baixo peso ao nascimento (BPN), PTB e nascimento
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prematuro de bebés com baixo peso (PBPN), em 13%, 4,3% e 21,7% dos casos estudados,
respectivamente. Porém, quando a doenga periodontal foi estudada de maneira isolada,
encontrou-se somente associagao da DP materna ao PTB e ao PBPN.

Amarilyo et al. (2011) mostraram que o sangue do corddo umbilical de criangas com
restricdo do crescimento intrauterino apresentaram elevadas concentragdes de IL-6, TNF-a,
proteina C-reativa (PCR) e trombopoietina (TPO). A restricdo do crescimento intrauterino
(RCIU) pode ocasionar resisténcia a insulina (GREEN; ROZANCE; LIMESAND, 2010).
Estas perturba¢des ambientais no feto podem conduzir a um fenétipo do DM do tipo 2 (DM2)
por afetar a expressdao de genes essenciais para o desenvolvimento do pancreas que sio
susceptiveis a modificagcdes epigenéticas. Existem pelo menos dois mecanismos distintos,
pelos quais a informagdo epigenética pode ser herdada: modificacdes de histonas e metilagao
do DNA (PINNEY; SIMMONS, 2010). Estas modificagdes podem ocorrer durante a
embriogénese ou na vida pos-natal precoce.

Os mecanismos patogénicos que tém sido propostos como causa de PTB ¢ BPN em
consequéncia da infecg¢do periodontal, sdo a translocagao de bactérias ou produtos bacterianos
(por exemplo, o LPS) para a unidade fetoplacental, desencadeando a liberagdo local de
mediadores bioquimicos ou citocinas pro-inflamatérias, tais como TNF-a, IL-1, IL-6 e
prostaglandina E2 (PGE2), sendo hematogenicamente translocado de maneira direta para a
unidade fetoplacental (GANDHIMADHI; MYTHILI, 2010).

Portanto, estimulos e agressdes ambientais sobre a mae sao sinalizados para o feto em
desenvolvimento. As condigdes existentes podem ser suficientemente severas para resultar na
perda da gravidez, ou, alternativamente, o feto pode desenvolver respostas adaptativas para
garantir a sobrevivéncia imediata. Uma dessas respostas pode ser uma desaceleracdo do
crescimento que resultard em menor peso no momento do parto. Outros aspectos da resposta
adaptativa, que pode ser localizada em 6rgaos e tecidos especificos, servirdo para modificar a
fisiologia e o metabolismo e, portanto, as fun¢des dos tecidos. Essas respostas adaptativas,
para superar o desafio da vida fetal, podem aumentar o risco de doencas futuras, como por
exemplo, o DM (LANGLEY-EVANS; MCMULLEN, 2010). Este fenomeno ¢ conhecido
como “programming” ou programacao fetal, ou seja, estimulos ou agressdes durante a vida
intrauterina podem resultar em alteracdes permanentes na fisiologia e metabolismo da
descendéncia, aumentando o risco de doengas na vida adulta (BARKER, 1995)

Um dos primeiros estudos sobre programagdo fetal foi o estudo de Ravelli et al.

(1999) que demonstrou que a restri¢do nutricional durante o periodo gestacional causada pela
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diminui¢ao de oferta calorica durante o final da Segunda Guerra Mundial na Holanda, no
periodo de 1944 a 1945, causou obesidade abdominal em sua descendéncia adulta.

Horakova, Janoutova e Janout (2005) relataram que a relagdo entre baixo peso ao
nascimento e resisténcia a insulina ou diabetes na vida adulta pode ser um resultado da ma
nutricdo fetal devido a reservas nutricionais precarias da mae e inadequado fluxo sanguineo
no utero ou falta de nutrientes na placenta. A ma nutricdo pode atuar diretamente em tecidos
responsivos a insulina, como figado, musculos esqueléticos e pancreas. Desnutri¢ao fetal e
subsequente baixo peso ao nascimento ¢ um fendmeno interessante, relacionado com o
problema da resisténcia a insulina, sindrome metabdlica e DM2.

O DM ¢ considerado pela Organizagdo Mundial de Satde (OMS) e pela Federagao
Internacional de Diabetes como uma epidemia global, atingindo 387 milhdes de pessoas no
mundo, e no Brasil, alcangando 8,7% da populagdo na faixa etaria entre 20 e 79 anos,
totalizando 11,6 milhdes de pessoas. Adicionalmente, estima-se que em 2035 o nimero de
pessoas com DM em todo o mundo sera superior a 592 milhdes (IDF, 2014). Ha dois tipos
principais de DM sao do tipo 1 (DM1) e DM2.

No DMI ou diabetes insulinodependente, a produ¢do de insulina do pancreas ¢
insuficiente, pois as células das ilhotas pancredticas sofrem destruicdo autoimune. No DM2, o
pancreas ¢ capaz de produzir insulina, porém o corpo ¢ incapaz de responder adequadamente
aos seus efeitos, provocando um aciimulo de glicose no sangue (hiperglicemia) e com a
progressao da doencga pode ocorrer diminuicao na secre¢do de insulina. Ocorre com maior
frequéncia nos adultos e idosos, mas, recentemente, tem sido observado um aumento da
doenca em criangas e adolescentes. O DM pode levar a varias complicagdes sistémicas como:
alteracdo no metabolismo de proteinas, baixos niveis de colesterol HDL, altos niveis de
triglicérides, microangiopatia, neuropatia, nefropatia, doencas macrovasculares, aumento do
tempo de cicatrizacdo de feridas e risco de infeccio (BORGGREVE; DE VRIES;
DULLAART, 2003; ELNER et al., 1995; JENSEN; DECKERT, 1992; LIBMAN et al., 1993;
LOE, 1993; PATTERSON; ANDRIOLE, 1997; TAYLOR et al, 1998; VLASSARA;
PALACE, 2002;).

Um dos fatores que podem causar o DM2 ¢ o ambiente fetal (LUO; XIAO; NUYT,
2010; REYNOLDS; PHILLIPS, 1998). Estudos realizados em animais evidenciaram que
complicacdes intrauterinas podem danificar o funcionamento das células  (GREEN;

ROZANCE; LIMESAND, 2010), levando ao desenvolvimento de DM2 na vida adulta.
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Acredita-se que a resisténcia insulinica seja um evento desencadeante no
desenvolvimento do DM2 por ser a primeira anormalidade detectavel desta doenca
(GABBAY; CESARINI; DIB, 2003).

A insulina ¢ um hormoénio anabdlico secretado pelas células B pancreaticas, tendo
como papel principal a captacdo de glicose, atuando em diferentes tecidos, como muscular,
adiposo e também no figado (CARVALHEIRA et al., 2002). Este hormonio exerce seu efeito
por meio de ligagdo a um receptor especifico na membrana plasmatica (Figura 1). O receptor
de insulina ¢ uma glicoproteina heterotetramérica constituido por duas subunidades alfa e
duas subunidades beta, ligadas por pontes de dissulfeto (KASUGA et al., 1982a). A
subunidade alfa ¢ inteiramente extracelular, com peso molecular de 135 kDa, e contém o sitio
de ligacdo da insulina. A subunidade beta ¢ uma proteina transmembranica (95 kDa)
responsavel pela transdugdo do sinal insulinico (KASUGA et al., 1982a, 1982b).

Kasuga et al. (1982b, 1982c) descreveram que a subunidade beta do receptor de
insulina ¢ uma proteina quinase, estimulada pela insulina, sendo capaz de autofosforilar-se e
de fosforilar outros substratos em aminoacidos tirosina. Essa atividade do receptor de insulina
¢ importante para a agao insulinica (EBINA ef al., 1987). O receptor, uma vez fosforilado em
decorréncia de sua ativagdo por insulina, passa a fosforilar substratos intracitoplasmaticos,
como por exemplo a ppl185. Este foi o primeiro substrato do receptor de insulina estudado,
com peso molecular de aproximadamente 185 kDa (WHITE; TAKAYAMA; KAHN, 1985).
Sun et al. (1991) observaram que em células transfectadas com o receptor de insulina humano
ha um expressivo aumento da fosforilacdo da ppl85, coincidindo com aumento da agdo
insulinica.

Em 1991, Sun et al. clonaram a pp185 e denominaram-na de substrato 1 do receptor
de insulina (IRS-1) e, apos trés anos, demonstrou-se que outra proteina também migrava na
altura da banda desta proteina, que foi denominada de substrato 2 do receptor de insulina
(IRS-2) (ARAKI et al., 1994; SUN et al., 1995; TAMEMOTO et al., 1994). Quando o IRS-1
e o IRS-2 estdo fosforilados, podem interagir com proteinas contendo a por¢do SH2 e ativa-
las. Entre essas proteinas esta uma enzima, a fosfatidilinositol 3-quinase (PI 3-k). Alessi et al.
(1997) demonstraram que esta proteina ativada pode induzir a ativacdo de outras proteinas
como a proteina quinase- 1 dependente de fosfoinositideo (PDK1) e esta pode fosforilar e
ativar a Akt (ou proteina quinase B — PKB). Esta proteina tem trés diferentes isoformas -
Aktl, Akt2 e Akt3 - e todas sdo ativadas pela fosforilagdo em treonina e serina

(BELLACOSA et al., 1998; KOHN; TAKEUCHI; ROTH, 1996). A fosforilagao da Akt
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auxilia na translocacdo de GLUT4 para membrana plasmatica para facilitar a entrada da

glicose em células musculares e adipdcitos (WHITEMAN; CHO; BIRNBAUM, 2002).

Figura 1 - As vias de sinalizagd@o insulinica. O receptor de insulina ¢ uma tirosina quinase que se
autofosforila e catalisa a fosforilacdo de proteinas intracelulares como as proteinas IRS, Shc e
Cbl. Ap6s a fosforilagdo, essas proteinas ligam-se a outras moléculas de sinalizacdo por meio de
seus dominios SH2, resultando na ativagdo de vias de sinalizac¢ao intracelular como a via da PI 3-
quinase, a cascata da MAPK e a ativacao do TC10 via CAP/Cbl. Essas vias regulam o transporte
de glicose, a sintese de glicogénio, lipideos e proteinas, coordenando e integrando o metabolismo
intermediario.
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Fonte: Carvalheira et al. (2002)

O transportador de glicose insulino-sensivel, GLUT4, ¢ um dos 14 membros da
familia de GLUTs. Cada um destes transportadores apresenta uma afinidade distinta e
especificidade para hexoses particulares, assim como a distribui¢do do tecido original,
localizagdo subcelular e funcao fisioldgica (LETO; SALTIEL, 2012).

O GLUT4 ¢ predominantemente expresso em células musculares e adipdcitos e tem
como fungdo propiciar a captagdo de glicose insulino-mediada (LEHNEN et al., 2010;
MACHADO; SCHAAN; SERAPHIM, 2006). Ratos transgénicos que carecem ou
superexpressam o GLUT4, respectivamente, diminuem ou aumentam a sensibilidade a
insulina (BERGLUND et al., 2012; CARVALHO et al., 2005; KATZ et al., 1996;). Assim
sendo, este transportador ¢ de fundamental importancia para a manutengao da homeostase da

glicose (CARVALHO et al., 2005; LEGUISAMO et al., 2012).
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Outra forma de ativar a transloca¢do de GLUT4 ¢ por meio do exercicio fisico via
AMPK, sendo este, um mecanismo independente de insulina (HAYASHI et al., 1998). A
AMPK ¢ uma proteina heterotrimérica formada por uma subunidade catalitica (o) e duas
subunidades regulatérias (f e y) (HARDIE; CARLING, 1997; HARDIE et al., 2003). A
contracdo muscular promove a hidrolise de ATP necessario para produgdo de energia,
resultando na diminui¢cdo de ATP e um aumento de AMP. Este aumento de AMP ativa a
AMPK por promover a fosforilagdo da sua subunidade o em residuo de treonina 172
(HARDIE; CARLING, 1997). Esta fosforilacdo causa a ativagao do substrato da PKB a AS-
160, promovendo a translocacdo de GLUT4 para a membrana plasmatica, o que possibilita o
transporte de glicose para o musculo (MCGEE et al., 2003).

A resisténcia insulinica pode estar presente em outra patologia como obesidade, uma
vez que os adipocitos, além de promover o armazenamento de gordura, também secretam
varios fatores denominados adipocinas. Estas adipocinas, em sua grande maioria, estdo
relacionadas, direta ou indiretamente, com o0 DM2 (TORRES-LEAL et al., 2010). Dentre elas,
destacam-se a adiponectina, o TNF-a, a IL-6 ¢ a resistina. A adiponectina, ao contrario das
demais adipocinas, age como fator protetor para doengas cardiovasculares e aumenta a
sensibilidade a insulina (HERMSDORFF; MONTEIRO, 2004). Por outro lado, o TNF-a, a
IL-6 e a resistina, promovem resisténcia insulinica.

O tratamento com TNF-o causa diminui¢cdo tanto na fosforilagdo em tirosina do
receptor de insulina e no IRS-1 in vivo (FEINSTEIN ef al., 1993) como na captacdo de
glicose em cultura celular de adipocitos (HOTAMISLIGIL et al., 1994). Esta reducdo da
fosforilacdo em tirosina do IRS-1 pode ser devido a uma maior taxa de fosforilagdo em serina
deste substrato. Sabe-se que esta fosforilagdo em serina do IRS-1 diminui o sinal insulinico
(KANETY et al., 1995).

A exposi¢do cronica ao IL-6 acarreta deficiéncia da translocagdo de GLUT-4 para a
membrana plasmatica e defeitos na sinalizagdo do substrato receptor de insulina. Portanto, o
tratamento cronico com essa citocina prejudica completamente a fosforilagdo em tirosina de
IRS-1 e IRS-2 e a fosforilagdo em serina do Akt, sem alterar a quantidade total desta proteina.
(NIETO-VAZQUEZ et al., 2008) Além disso, IL-6 produz fosforilacdo do IRS-1 em residuos
Ser307 de uma maneira JNK dependente. Convém salientar, que nem sempre a IL-6 possui
efeitos pro-inflamatérios. Durante o exercicio fisico, a contragdo muscular promove a
producdo de IL-6 por fibras musculares, por meio de uma via independente de TNF-a, que

estimula o aparecimento de citocinas anti-inflamatorias, tais como, IL-10 e IL-1ra
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(antagonista do receptor de IL-1), e inibe a produgdo TNF-a (PEDERSEN; FISCHER, 2007;
PETERSEN; PEDERSEN, 2005). A duragdo do exercicio ¢ o fator mais importante que
determina a amplitude da producdo da IL-6 pelos musculos esqueléticos (PETERSEN;
PEDERSEN, 2005).

Por meio da técnica de citometria de fluxo, Xie et al. (2010) avaliaram que
concentragodes significativas de citocinas inflamatorias, tais como TNF-a, IL-1p e IL-6, em
células 3T3-L1 (pré-adipocitos) reduzem a expressao de GLUT4. Estas citocinas
inflamatorias tém um papel importante na regulagdo do metabolismo da glicose. E a ativagao
excessiva das vias inflamatorias pode representar uma etapa fundamental no desenvolvimento
da resisténcia a insulina (WELLEN; HOTAMISLIGIL, 2005).

Estudos anteriores de Shirakashi (2012), do nosso laboratorio, demonstraram em ratos
que a doenga periodontal materna pode promover programagdo fetal, pois se observou na
prole adulta de ratas com DP aumentos tanto no grau de fosforilagdo em serina do IRS-1 no
tecido adiposo (que ocasiona a diminui¢ao do sinal insulinico, conforme citado acima) como
nas concentracdes plasmaticas de TNF-a, IL-6 e resistina (TORRES-LEAL et al., 2010).

Sabendo que TNF-a pode diminuir a expressdo e translocagdo de GLUT4 em tecido
muscular tornam-se necessarios estudos complementares para analise do conteido da proteina
transportadora de glicose GLUT4 e da fosforilagdo em serina da Akt, sendo que esta
fosforilagdo tem um papel fundamental para a translocacdo de GLUT4, em tecido muscular

esquelético gastrocnémio.
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2 OBJETIVOS

Avaliar em ratos adultos, proles de ratas com doenca periodontal: 1) o peso ao
nascimento e durante os 75 dias de idade; 2) o conteudo da proteina transportadora de glicose
GLUT4 e seu indice de translocacdo em tecido muscular esquelético gastrocnémio (MG); 3) o

grau de fosforilagcao em serina da Akt em MG; 4) glicemia e insulinemia.



28

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

O trabalho esta de acordo com os Principios Eticos em Uso de Animais e foi aprovado
pela Comissio de Etica no Uso de Animais (Protocolo FOA-00863-2013).

Foram utilizadas 8 ratas (2 meses de idade com 200g) e 3 ratos Wistar (3 meses de
idade com 350g), mantidos em ambiente de 12/12 horas de claro e escuro (periodo claro
iniciado as 7:00 horas) e temperatura de 23 + 2° C. As ratas foram distribuidas em dois
grupos: 1) com doenga periodontal (DP), nas quais esta doenga foi induzida por meio de
ligadura com fio de seda ao redor do 1° molar inferior; 2) ratas controle (CN). Apds a
colocacdo da ligadura foram avaliados, trés vezes por semana, a ingestdo de racdo e o peso
corporal das ratas de ambos os grupos. Apds 7 dias da colocagdo da ligadura, as ratas de
ambos os grupos foram colocadas para acasalamento; verificou-se diariamente, por esfregaco
vaginal, o dia da copulagdo.

As ratas prenhas foram separadas em caixas individuais, apos o nascimento, a ninhada
foi distribuida em proles de ratas com doenga periodontal (PDP) e proles de ratas-controle
(PCN), e o numero de filhotes foi pareado (para as maes ficarem com a mesma quantidade de
filhotes). Desde o dia do nascimento até o final do experimento foi avaliado o peso corporal
(uma vez por semana) dos filhotes machos de ambos os grupos. A ingestdo alimentar destes
grupos foi aferida a partir do desmame (trés vezes por semana) até a realizacdo dos
experimentos. Quando os filhotes machos DP e CN destas ratas completaram 75 dias, os
experimentos foram realizados.

Os ratos proles controle (PCN) e proles DP (PDP) foram submetidos a jejum de 14
horas antes dos procedimentos experimentais. Estes animais foram anestesiados com tiopental
sodico (Thiopentax® - Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, Itapira, Brasil, 3%,
5mg/ 100g p.c., i.p.), e, sob anestesia, foi realizada laparotomia mediana, coletou-se sangue
pela veia cava inferior. As amostras de sangue foram transferidas para tubos de plastico
heparinizados e mantidas a 4°C até a centrifugacao a 800g (4°C, 15 minutos). O plasma obtido
foi armazenado a -70°C até o dia da quantificacdo das concentragdes plasmaticas de glicose e
insulina (n=10). Coletaram-se os tecidos adiposo branco periepididimal (n = 10) e MG (n =
10) e aferiram-se os seus pesos absolutos (g) e seus pesos relativos (por 100 g de peso
corporal). O MG esquerdo foi utilizado para quantificagdo do contetido de proteina GLUT4
(n=5).



29

Outro grupo de animais (n=8) foi utilizado para quantificar o grau de fosforilagdo em
serina da Akt, apos estimulo insulinico. Nestes experimentos, os animais foram anestesiados
conforme descrito acima, realizando-se em seguida: laparotomia mediana, com retirada de
amostras do tecido MG antes e apds 90s a injecdo de 1,5 U de insulina regular (i.v. veia
porta). Apds os experimentos, todos os animais foram eutanasiados por dose excessiva de

anestésico (Tiopentax® 3% - Cristalia, Itapira/ SP — 150 mg/Kg p.c., i.p).

3.2 Analise radiografica da perda dssea alveolar e suporte dsseo periodontal

Apbs o desmame, aproximadamente 57 dias apds a instalacdo da ligadura, as ratas
maes de ambos os grupos foram eutanasiadas. As hemi-mandibulas direita e esquerda foram
dissecadas e fixadas por 24h em formaldeido 4%. Para obtencdo das imagens radiograficas foi
utilizado o aparelho de raios-X GE-100 (General Eletric, Milwaukee, EUA), operando com 70
kvp, 10 mA e tempo de exposi¢ao de 0,10 segundos. A imagem digital foi obtida diretamente
com placa optica digital (Digora, Soredex, Orion Corporation, Helsinki, Finland). As leituras
das placas opticas foram realizadas em equipamentos de laser scanner sensibilizados, ¢ as
imagens foram analisadas usando um software (Windows Digora 1.51, Soredex, Orion
Corporation, Helsinki, Finland). Anélises radiograficas foram realizadas para detectar a perda
Ossea alveolar de acordo com o descrito por Holzhausen et al., (2002). A distancia entre a
jungdo cemento-esmalte (CEJ) e a altura do osso alveolar foi determinada na superficie da
raiz mesial do primeiro molar inferior esquerdo e direito, com o auxilio de um software
(Windows Digora 1.51, Soredex, Orion Corporation, Helsinki, Finland). O suporte 0sseo
periodontal foi analisado como descrito por Pontes Andersen et al., (2006). As medidas foram
realizadas eletronicamente na mesial e distal do primeiro molar inferior direito e esquerdo.
Uma linha foi desenhada conectando as ctspides (C) do primeiro molar ao apice (A) da raiz
correspondente. Uma segunda linha foi tragada a partir do apice (A) ao nivel do osso
correspondente ao defeito Osseo interproximal mais profundo (B). As distdncias foram
medidas em milimetros, e o suporte dsseo periodontal (SOP) foi calculado segundo a férmula

SOP = (AB / AC) x 100%.

3.3 Analise histologica da perda ossea alveolar
As hemimandibulas direita e esquerda coletadas das ratas maes de ambos os grupos
foram embebidas em formaldeido 4% por 24h. A descalcificagao foi realizada em EDTA 10%

(pH 7,4) por aproximadamente 3 meses. Foram feitos cortes sequenciais com 5 pm de
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espessura ao longo do eixo dos dentes no sentido mesio-distal, e os cortes foram corados com

hematoxilina e eosina. Estudos morfologicos foram realizados na gengiva e osso alveolar.

3.4 Determinacio da glicemia (método de glicose-oxidase)

Esse ¢ um método enzimatico, especifico para quantificagdo de glicose (Analisa
Diagnéstica, Sao Paulo, Brasil). No método de glicose-oxidase a glicose ¢ oxidada
enzimaticamente pela glicose oxidase (GOD) gerando acido gluconico e dgua oxigenada. A
H202 , em presencga de peroxidase (POD), produz a ligagdo oxidativa do fenol com a 4-amino
fenazona (4-AF), dando origem a um cromoégeno com maximo de absor¢cdo em 505nm de
comprimento de onda. Devem ser consideradas as seguintes reacdes resumidas:

glicose + O2 + H20 - acido gluconico + H202

2 H202 + 4-AF + fenol = 4 (p-benzoquinona monoimino) fenazona + 4 H20.

3.5 Determinacio de insulinemia

A insulinemia foi quantificada pelo método radioimunologico —RIE (Sensitive Rat
Insulin, SRI-13K, Millipore, St Charles, MO, EUA). Em resumo, trata-se de uma reagdo de
competicdo entre antigenos (insulina fria e insulina marcada) para ligagdo a um anticorpo
especifico. Essa reacdo obedece a lei da acdo de massas. Portanto, quanto mais insulina fria
estiver presente, mais serd formado complexo insulina fria-anticorpo, acarretando queda na

quantidade de complexo insulina marcada-anticorpo.

3.6 Analise do HOMA-IR

A resisténcia a insulina foi avaliada por meio do indice HOMA-IR (Homeostasis
Model Assessment - Insulin Resistance / Modelo de Avaliacao da Homeostase - Resisténcia a
Insulina), calculado a partir da féormula, como segue: HOMA - IR = glicemia de jejum

(mmol/L) x insulinemia de jejum (nlU/ml) / 22,5 (BONORA et al., 2000).

3.7 Avaliacio do grau de fosforilacio da Akt (Ser473) em musculo esquelético:
3.7.1 Preparacao das amostras

Imediatamente apds a extragdo, os tecidos foram homogeneizados em Polytron (24000
rpm durante 10 segundos) em 2 mL de tampao de extra¢do (Tris100 mM pH 7,5; EDTA 10
mM; SDS 1%; NaF 100 mM; Pirofosfato de Na 10 mM; Ortovanadato de Na 10 mM;

0,1mg/mL Aprotinina) e mantidos em banho-maria (100°C) durante 10 minutos, transferidos
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para gelo e, entdo, centrifugados a 16000g durante 40 minutos (2 4°C). Do sobrenadante
foram retiradas aliquotas para determinacdo da concentragdo protéica pelo método de Lowry
et al., (1951) modificado e para estoque em tampao desenvolvido por Laemmli (azul de

bromofenol 0,1%; SDS 10 %; fosfato de sodio 1M pH 7,0; glicerol 50%; DTT 15%).

3.7.2 “Western blotting”

o “SDS-PAGE” - (“Sodium Dodecil Sulfate - Polyacrylamide Gel Electrophoresis™):

A primeira etapa do “Western blotting” consistiu na submissao das amostras (185 pg
de proteina em cada pogo) a uma corrida eletroforética em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE). Através deste método, foi possivel separar proteinas de acordo com seu peso
molecular, sem que as unidades protéicas fossem perdidas, permitindo estudos posteriores
nessas fragdes protéicas. Foi utilizado o método desenvolvido por Laemmli ¢ modificado por
Garfin (1990), o qual envolve um sistema descontinuo de dois géis continuos, mas diferentes
em sua composic¢do: o gel de “stacking” (3,39% T, 2,7% C - acrilamida 3,3%; bisacrilamida
0,09%; Tris 25 mM, pH 8,9; EDTA 2,0 mM; SDS 0,1%; TEMED 0,111%; Persulfato de
amonio 0,27%) e o gel de resolucdo (6,16% T, 2,7% C - acrilamida 6%; bisacrilamida 0,16%;
Tris 388 mM, pH=6,7; EDTA 2,1 mM; SDS 0,1%; TEMED 0.115%; Persulfato de amdnio
0,17%; glicerol 10%). Na montagem, o gel de resolugdo ficou sob o gel de “stacking”, com
orientagdo vertical, num sistema de camaras que manteve as por¢des superiores € inferiores
do gel em contato com um tampao de corrida (Tris 50 mM; glicina 375 mM; SDS 0,1%;
EDTA 1,8 mM).

No gel de “stacking” foram aplicadas as amostras solubilizadas em tampao de
Laemmli. Imediatamente antes da aplicagdo, as amostras foram fervidas por 4 minutos. A
eletroforese foi realizada em equipamento para minigel da Bio Rad (Mini- Protean, Bio Rad
Laboratories, Richmond, CA. EUA), e comecou com a corrida no gel de “stacking” sob
voltagem constante em 30 mV até que ocorresse o empacotamento da amostra, o que pode ser
observado na transi¢do dos géis. Posteriormente foi aplicada voltagem constante de 100 V
para a corrida no gel de resolucdo, durante aproximadamente 2 horas. Juntamente com as
amostras, sempre foi colocado um padrdo de proteinas de conhecidos pesos moleculares
(marcadores).

eTransferéncia eletroforética

Apés a separacdo das fragdes protéicas no gel de poliacrilamida, foi feita a

transferéncia eletroforética dessas fragdes para uma membrana de nitrocelulose Hybond-C
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Super (GE Healthcare Buckinghamshire, Germany). A transferéncia foi realizada sob
voltagem constante de 100 V, durante 2 horas, a 4°C, utilizando-se o tampao de transferéncia
(Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20%, SDS 0,02%).

e “Immunoblotting”

Apods a transferéncia eletroforética, foi iniciado o processo de imunodetecgcdo de
proteinas especificas, desenvolvido por Kruger e Hammond (1988). A membrana de
nitrocelulose foi, primeiramente, incubada na presenga de solugao bloqueadora (solucao basal
- SB - NaCl 150 mM; Tris 10 mM; "Tween" 20 0,02%; pH 7,2 - acrescida de 5% de leite
desnatado em po6 - 0% de gordura) durante 2 horas a temperatura ambiente, e entdo, lavada
com solu¢do basal por trés sessoes de 10 minutos cada. Em seguida, a membrana foi incubada
em solugdo (SB + 3% de leite desnatado em p6 - 0% de gordura) contendo o anticorpo de
coelho p-Akt 1/2/3 (Serd73) (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz, USA), na dilui¢ao
de 1:1000, ou anticorpo de camundongo anti-f-actina (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Santa
Cruz, USA), utilizado como controle endogeno, na diluigdo de 1:1000 por 4 horas em
temperatura ambiente. Posteriormente, foram realizadas trés lavagens com solugdo basal, e as
membranas foram incubadas em solucao (SB + 1% de leite desnatado em pé - 0% de gordura)
com segundo anticorpo contendo peroxidase de “horseradish” (“kit’ de quimioluminescencia
— ECL — GE Healthcare Buckinghamshire, Alemanha), durante 1 hora em temperatura
ambiente. Novamente, foram realizadas 3 lavagens das membranas de nitrocelulose com
solucdo basal, com duracdo de 10 minutos cada lavagem. Apos estes procedimentos, as
membranas foram levadas até uma camara escura, onde foi adicionado 1 ml de cada solucao
de deteccdo 1 e 2 (do kit de ECL - GE Healthcare Buckinghamshire, Alemanha), e incubou-se
por 1 minuto. Por fim, foi drenado o excesso de reagente € a membrana de nitrocelulose foi
exposta a filme de RX (Hyperfilm ECL— GE Healthcare Buckinghamshire, Alemanha) dentro
de um cassete para autorradiografia (GE Healthcare Buckinghamshire, Alemanha) a prova de
luz, durante 10 minutos, em temperatura ambiente. O filme foi processado com solucgdo
reveladora e reforcadora GBX (Kodak Brasileira, Sdo Paulo, Brasil) ¢ solu¢do fixadora e
reforgadora GBX (Kodak Brasileira, Sdo Paulo, Brasil). A intensidade dos "blots” foi avaliada
por densitometria Optica, utilizando-se o programa Scion Image (Scion Image-Release Beta

3b, NIH, Frederick, MD, EUA).

3.8 Quantificacido do conteudo de proteina GLUT4
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As amostras do tecido MG foram homogeneizados em tampao de sacarose de pH 7,4
(10 mmol/L de Tris-HCI, 1 mmol/L de EDTA e 250 mmol/L de sacarose) e submetidas a
centrifugacdo diferencial para se obter as fragdes: membrana plasmatica (PM) e
microssomais-enriquecidas (M) do tecido muscular esquelético (MITSUMOTO; KLIP, 1992).
Quantidades iguais de proteina de membrana ou microssomais-enriquecidas foram aplicadas
num gel de SDS a 10%. Os “blots” foram quantificados por densitometria (ImageQuant TL,
Amersham Biosciences UK Limited).

Para avaliar o indice de translocagdo de GLUT4 para membrana plasmadtica foi
realizado o seguinte calculo:

Indice de translocagdo de GLUT4 = (PM GLUT4 x 100/(PM GLUT4 + M GLUT4))
(DOLNIKOFF et al., 2001).

3.9 Analise estatistica

Todos os valores foram apresentados como média =EPM.

1) Para analise do grau de fosforilacdo em serina da Akt, ingestdo alimentar e da
massa corporea dos ratos durante os 75 dias de vida: a normalidade do conjunto de dados
analisados foi verificada. As andlises estatisticas foram realizadas por analise de variancia
(ANOVA), seguida pelo teste de Tukey. As diferengas entre os grupos foram consideradas
significantes quando p<0,05.

2) Para a andlise da massa corpdreo ao nascimento, peso dos tecidos, glicemia em
jejum, insulinemia, HOMA-IR, contetido e indice de transloca¢do de GLUT4: a normalidade
do conjunto de dados analisados também foi verificada. As andlises estatisticas foram
analisadas pelo teste t de Student. As andlises estatisticas foram realizadas com o programa
estatistico Graph Pad Prism (version 5.0). As diferengas entre os grupos foram consideradas

significantes quando p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise radiografica e histolégica da inflamacao e reabsorcao éssea

Na analise radiografica e histologica das ratas maes CN observou-se tecidos dentarios
e periodontais normais (Figura 2A, 2B e 2C). Entretanto, na analise radiografica de ratas maes
com DP, observa-se diminui¢do da radiopacidade do osso alveolar na regido do primeiro
molar (Figura 2D). Na anélise histolégica, houve comprometimento acentuado da integridade
e da estrutura do epitélio juncional e sulcular, um intenso infiltrado inflamatorio composto
predominantemente de células polimorfonucleares e mononucleares, esteve presente no tecido
conjuntivo da regido interproximal e da bifurcagdo. Todas as amostras de ratas maes com DP
apresentaram perda d0ssea acentuada. O osso do septo interdental e interradicular apresentou
contorno muito irregular, com lacunas de reabsor¢cdo e osteoclastos em plena atividade.
Algumas éreas de reabsor¢do radicular externa foram observadas na maioria dos espécimes

(Figura 2E e 2F).



Figura 2 - Analises radiografias e histoldgicas dos primeiros molares
inferiores no grupo CN (Figura 2A, 2B e 2C) e no grupo DP (Figura
2D, 2E e 2F). Observa-se que os aspectos radiograficos (2A) e
histologicos (Figura 2B e 2C) sd@o compativeis com um padrao normal
no grupo CN, e o que grupo DP apresenta perda dssea alveolar (Figura
2D e 2E) e uma grave resposta inflamatoria local (Figura 2E e 2F).
Abreviagdes e simbolos: oa, osso alveolar; tc, tecido conjuntivo; pd,
polpa dentaria; lp, ligamento periodontal.

& Al

Fonte: do autor
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4.2 Analise radiografica do osso alveolar
As ratas maes com doenca periodontal apresentaram maior perda Ossea e menor

suporte 6sseo que o grupo de ratas controle.

Tabela 1 - Perda 6ssea alveolar e suporte 0sseo das ratas maes controle (CN) e ratas maes
com doenga periodontal (DP).

CN DP
Perda dssea (mm) 0,8500 £ 0,05976 1,517+ 0,1621*
Suporte 6sseo (%) 59,25+ 1,228 50,14 +£2,691*

Valores expressos como média + EPM, n=4. *p < 0.05

Fonte: do autor

4.3 Avaliacao da massa corpodrea (g)

Os resultados da massa corporea dos grupos proles de ratas controle (PCN) e proles de
ratas com doenga periodontal (PDP) foram avaliados semanalmente, desde o nascimento até
75 dias de idade. Houve diferenca estatistica na massa corporea ao nascimento (Figura 3),

porém nao houve diferenca nestes parametros entre os grupos até os 75 dias (Figura 4).

Figura 3 — Massa corporea ao nascimento de ratos, proles de ratas
controle (PCN) e proles de ratas com doenga periodontal (PDP). Os
valores sdo expressos como média + EPM, n = 18. * p<0,05 PDP vs.
PCN

7.91

5.0

Massa (g)

2.5

0.0

PCN PDP

Fonte: do autor
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Figura 4 - Massa corpérea semanal de ratos, proles de ratas
controle (PCN) e proles de ratas com doenga periodontal (PDP)
desde o nascimento até¢ 75 dias de idade. Os valores sdo
expressos como média + EPM, n = 18.
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Fonte: do autor

4.4 Ingestao alimentar

A Figura 5 mostra a ingestdo alimentar de PCN e PDP do desmame até o final do
experimento. Nao houve diferenca significativa entre os grupos na ingestao alimentar durante

este periodo.

Figura 5 - Ingestdo alimentar (média) de ratos, proles de ratas
controle (PCN) e proles de ratas com doencga periodontal (PDP)
do desmame até o final do experimento. Valores expressos
como média £ EPM, n=18.
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Fonte: do autor
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4.5 Peso dos tecidos

Na Tabela 2, observa-se um aumento do tecido adiposo branco periepididimal (TAB)
tanto no peso absoluto (g) como no peso relativo (por 100 g de peso corporal) no grupo PDP
em relacdo ao grupo PCN. Por outro lado, houve uma diminui¢do tanto no peso absoluto (g)
como no peso relativo (por 100 g de peso corporal) no tecido muscular gastrocnémio (MG) no

grupo PDP quando comparado com o grupo PCN.

Tabela 2 - Peso absoluto (g) e relativo (por 100g de peso corpdreo) do tecido adiposo branco

periepididimal (TAB) e musculo gastrocnémio (MQG)

Tecidos PCN PDP

TAB g 3,084 £0,1616 3,794 +0,2383*
TAB g/100g p.c 0,8490 + 0,04441 1,057 £0,07542*
MG g 2,266 + 0,05452 2,053 £0,04657*
MG g/100g p.c 0,6159 +0,01788 0,5715 + 0,008890*

Valores expressos como média £ EPM, n=10. * p<0,05 comparado ao controle

Fonte: do autor

4.6 Glicemia, Insulinemia e HOMA-IR

A Tabela 3 mostra as concentragdes plasmaticas de glicose, insulinemia e os valores
de HOMA-IR dos grupos PCN e PDP. Nao houve diferenca significativa entre os grupos nas
concentragdes plasmaticas de glicose, porém houve entre as concentragcdes de insulinemia e

dos valores de HOMA-IR entre os grupos.

Tabela 3 — Glicemia (mmol/L), insulinemia (uWUI/mL) e HOMA-IR

Parametros PCN PDP

Glicemia (mg/dL) 5,865 +0,1319 5,813 +£0,2600
Insulinemia (uUI/mL) 12,24 + 2,021 21,00 + 3,174*
HOMA-IR 3,204 + 0,4800 6,092 + 1,181*

Os valores sao expressos como média = EPM, n =10. *p<0,05

Fonte: do autor
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4.7 Avaliacao da fosforilacio em serina da Akt

A Figura 6A mostra autorradiografia tipica referente ao grau de fosforilagdo em serina
da Akt, antes e apos o estimulo insulinico, em tecido muscular de ratos adultos, proles de
ratas com doenga periodontal. A Figura 6B mostra os resultados, expressos em unidades
arbitrarias por pg de proteina amostrada.

Nas avaliagdes intragrupos, verificou-se que apo6s o estimulo insulinico houve
diferenca no grau de fosforilagdo em serina da Akt com relagdo ao estado basal em ambos os
grupos. Na avaliacdo intergrupos observou-se uma diminui¢do significativa (p<0,05) no grau
de fosforilagao da Akt no grupo prole de ratas com doenca periodontal (PDP) em relagdo ao

grupo PCN, apos estimulo insulinico, em tecido muscular.

Figura 6 - Avaliacdo do grau de fosforilacdo em serina da Akt antes (-) e apds (+) o estimulo
insulinico em tecido muscular gastrocnémio de ratos adultos proles de ratas controle (PCN) e
de ratas com doenca periodontal (PDP). Em A autorradiografia tipica: quantidades iguais de
proteina foram submetidas a SDS-PAGE (185 pg). B actina foi utilizada como controle. Em
B, valores do grau de fosforilacdo em serina da Akt, expressos em unidades arbitrarias, sdo
apresentados como média + EPM, n=8. * p <0.05 insulina (-) vs. insulina (+); # p <0.05 PCN
(+) vs. PDP (+).
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4.8 Expressao de GLUT4

A Figura 7 mostra a expressao de GLUT4 na membrana plasmatica (PM), no
microssoma-enriquecido (M) e o indice de translocagdao. Nao houve diferenca entre os grupos
em M; no entanto, o grupo PDP apresentou valores menores (p<0,05) em PM e no indice de

translocagdo em relagdo ao grupo PCN.
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Figura 7 — Contetido de GLUT4 na membrana plasmatica (PM), no microssoma-enriquecido
(M) e o indice de translocacdo, dos grupos proles de ratas controle (PCN) e proles de ratas
com doenga periodontal (PDP). Os resultados foram apresentados como média + EPM, n=5.
A significancia foi considerada quando p<0,05. * p<0,05 PCN vs PDP

A)

GLUT4 (PM)

PCN PDP

-
ih
L=}

o
o

arbitrarias{Lg

de proteina amostrada

o
(=}

Unidades

(=]

PCN PDP

=]
S

GLUT4 (M)

PCN PDP

) i
D - - s
PCN PDP

C) Indice de translocacio

,_.
th
L=

o
{=

arbitrarias/jLg

de proteina amostrada

Unidades

th =
(=] o
1 r

(PM GLUIT4 * 100 (PM
GLUT4 + M GLUT4)

L=]

PCN PDP

Fonte: do autor



42

5 DISCUSSAO

A doenga periodontal materna promoveu em sua prole baixo peso ao nascimento € na
sua vida adulta: resisténcia insulinica, diminui¢do no grau de fosforilagdo da Akt em serina,
no conteudo de GLUT4 na membrana plasmatica e no seu indice de translocagdo em tecido
muscular esquelético.

Os resultados demonstram que ha uma associacao entre doenca periodontal materna e
BPN (Figura 3). Isto corrobora alguns estudos que evidenciaram que doenga periodontal
maternal promove BPN (GUIMARAES et al., 2012; HAERIAN-ARDAKANI et al., 2013;
MANNEM; CHAVA, 2011). Por outro lado, outros autores ndo encontraram diferengas no
peso ao nascimento em proles de maes com DP (DAVENPORT et al., 2002). Porém, ao
avaliarmos semanalmente o peso durante os 75 dias de idade, ndo houve alteragdo entre os
grupos (Figura 4). Este achado estd de acordo com os estudos de Jensen et al. (2008) que
verificaram que humanos nascidos com baixo peso nao apresentaram diferenca no peso na
idade adulta. Por outro lado, observamos diferengas nos pesos do tecido muscular esquelético
gastrocnémio e do tecido adiposo branco periepididimal (gordura visceral), aos 75 dias de
idade, no qual constatamos uma diminui¢ao no peso absoluto e relativo do tecido muscular no
grupo PDP em relagdo ao PCN e um aumento no tecido adiposo no peso relativo e absoluto
(Tabela 2). Apesar de ter evidenciado diferengas no peso destes tecidos, ndo foram observadas
alteragdes no peso corpdreo, como também na ingestdo alimentar entre os grupos avaliados
(Figura 5). Resultado semelhante foi evidenciado no estudo de Shirakashi et al. (2013) no
qual relata que o aumento do tecido adiposo pode ter compensado a diminui¢do do peso do
tecido muscular e por isso ndo se observou variagdo no peso corpéreo dos ratos adultos,
proles de ratas com DP.

Este aumento de adiposidade representa um fator importante, pois estudos conduzidos
em adipocitos de roedores e humanos demonstraram que a obesidade promove maior
producdo de citocinas pro-inflamatoérias, como o TNF-a, associado ao aumento da presenca de
macrofagos neste tecido (HOTAMISLIGIL; SHARGILL; SPIEGELMAN, 1993;
HOTAMISLIGIL et al., 1995; WEISBERG et al., 2003).

O actimulo de macrdéfagos no tecido adiposo (MTA) ¢ dependente de localizagdo
anatomica, ou seja, ha maior infiltracdo de macréfagos no tecido visceral (CANCELLO et al.,
2006), sendo identificados como a fonte primaria de produgao de citocinas inflamatorias e um

componente essencial na progressdao da resisténcia a insulina na obesidade (Lumeng et al.,
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2008). Tem sido sugerido que os MTA influenciam em uma variedade de processos no tecido
adiposo, incluindo adipogénese, a angiogénese, ¢ a resposta a hipoxia. A polarizagdo de
macrofagos depende dos fenotipos de ativagdo (MANTOVANI et al.,, 2004), como por
exemplo, estimulagdo do LPS e IFN-y, que leva os macréfagos a assumirem um perfil de
ativacdo cléssica pro-inflamatéria também conhecida como M1 (MARTINEZ et al., 2014).
No entanto, sob a influéncia de outros fenotipos de ativagdo, como citocinas do linfocito Ty2
(IL-4 ou IL-13), os macrofagos assumem um estado de ativacao alternativa (M2) e produzem
fatores imunossupressores, tais como a IL-10 (MARTINEZ et al., 2008; MURRAY et al.,
2014). Em ratos ndo obesos os MTA estdo polarizados principalmente em M2, enquanto em
ratos obesos 0s MTA tém um perfil predominante de M1 (LUMENG; BODZIN; SALTIEL,
2007).

Como comentado acima, o grupo PDP apresentou diminui¢do no peso do tecido
muscular, ¢ este resultado estd de acordo com diversos autores que demonstraram que
individuos com BPN tém menor massa muscular na idade adulta (GALE et al, 2001;
KENSARA et al., 2005; YLIHARSILA et al., 2007). O prejuizo no crescimento muscular ¢
relevante no contexto de um risco tardio para a resisténcia a insulina, uma vez que o musculo
esquelético ¢ um dos principais determinantes da sensibilidade a insulina, responsavel por
90% da captacdo de glicose estimulada por este hormoénio (HALES; BARKER, 2001). Nos
seres humanos, hd dados que indicam que associacdo de baixo peso e diminuicdo da massa
muscular pode promover um quadro futuro de resisténcia a insulina (SRIKANTHAN;
KARLAMANGLA, 2011).

Dessa forma a DP materna promovendo BPN também pode ocasionar diminui¢do do
tecido muscular na vida adulta da prole. Isto pode ser explicado pelo mecanismo de
programacao fetal (BARKER, 1995).

A presenca da DP representa uma oportunidade Unica para os patdgenos orais € seus
produtos para ganhar acesso a circulacdo sistémica. As toxinas bacterianas sdo conhecidas por
provocarem respostas imunitdrias que podem perturbar a homeostase do sistema e, em alguns
casos, resultar em desfechos fatais para o individuo (SOUTHERLAND; TAYLOR;
OFFENBACHER, 2005).

Segundo Rovin, Costich e Gordon (1966), o melhor modelo para indu¢do da doenga
periodontal ¢ a unido de dois fatores: a colonizagdo bacteriana e a colocagdo da ligadura.
Entretanto, no presente estudo a doenca periodontal materna foi induzida apenas pela

colocagao de ligadura e a comprovacao da efetividade da indugao desta doenga foi confirmada
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pelas andlises radiograficas, histologicas (Figura 2) e avaliagdo de perda odssea alveolar
(Tabela 1).

Conforme descrito anteriormente, a DP ¢ ocasionada por bactérias gram-negativas que
agem na circulacdo sanguinea levando a producdo de PGE2, TNF-a e a IL-1p que atravessam
a barreira corioaminidnica atingindo o fluido amnidtico (OFFENBACHER et al., 1996).

Em uma analise soroldgica a P. gingivalis (bactéria gram-negativa) ¢ a bactéria mais
abundante em babuinos fémeas prenhas com periodontite induzida por ligadura (CAPPELLI
et al., 2009). Ratos infectados por via subcutdnea com P. gingivalis em estagios diferentes de
gestagdo apresentaram niveis elevados de IL-6 e TNF-a no soro e na placenta, menor ganho
de peso materno e baixo peso fetal quando comparados aos controles ndo infectados. O
processo infeccioso foi mais intenso e generalizado em ratos infectados, antes ou no meio da
gravidez quando comparado com os grupos infectados no inicio da gravidez (MICHELIN et
al.,2012).

Ha indicios de que a periodontite durante a gravidez pode aumentar as bactérias ou
mediadores inflamatorios (IL-6 ¢ TNF-a) que penetram na corrente circulatoria € causam uma
ruptura prematura da membrana e nascimento pré-termo, e como consequéncia, BPN
(GALVAO; ROSING; FERREIRA, 2003).

Estudos epidemioldgicos relatam uma relagdo entre BPN e alta predisposi¢do a
hipertensdo arterial, dislipidemia e diabetes na idade adulta. Conforme comentado
anteriormente, acredita-se que a resisténcia insulinica seja um evento desencadeante no
desenvolvimento do DM2 por ser a primeira anormalidade detectavel desta doenca
(GABBAY; CESARINI; DIB, 2003.) Esta doenca pode apresentar hiperinsulinemia para
compensar a resisténcia insulinica (IRLES ez al., 2015).

No presente estudo observamos aumento de insulinemia, nenhuma alteracdo na
glicemia e reducao na sensibilidade insulinica, avaliada pelo indice de HOMA-IR, no grupo
PDP em relagdo ao grupo PCN (Tabela 3). Estes resultados estdo de acordo com a teoria
“fetal salvage”, no qual o feto desnutrido desenvolve resisténcia a insulina periférica, por
meio de uma redistribuicao de nutrientes, tais como a glicose, a favor de 6rgaos essenciais,
como o cérebro, levando a redu¢do permanente da fun¢do ou do numero de transportador de
glicose do musculo esquelético. Em consequéncia desta diminuicdo da sensibilidade periférica
a insulina ha um estimulo nas células § para produzir quantidades maiores de insulina para
atingir a glicemia normal o que levaria a eventual esgotamento de células B (HOFMAN et al.,

1997; CIANFARANI; GERMANI; BRANCA, 1999).



45

A capacidade de manter niveis normais de glicose no sangue envolve uma interacao
complexa entre a secrecdo de insulina pelas células B do pancreas e capacidade de resposta a
insulina metabolica no musculo esquelético, figado e tecido adiposo (WEI et al., 2008). O
musculo esquelético € particularmente importante, uma vez que compreende cerca de 40-50%
da massa corporal e ¢ responsavel por aproximadamente 20-30% do consumo de oxigénio em
repouso ¢ medeia mais de 75% de toda a glicose mediada pela insulina disponivel em
condigdes fisioldgicas normais (STUMP et al., 2006). Ademais, a contragdo muscular pode
promover captagdo de glicose via AMPK, conforme descrito acima.

Revendo o que ja foi descrito anteriormente, em tecidos sensiveis a insulina, este
hormdnio liga-se ao seu receptor e aumenta a atividade do receptor da insulina de tirosina-
quinase, promovendo a fosforilacdo de substratos de receptores da insulina (IRS-1, IRS-2). A
fosforilagao da tirosina do IRS-1 resulta na interagdo da subunidade p85 reguladora da PI3K e
ativa a subunidade p110 catalitica. Isto conduz a ativa¢do proteina quinase B (PKB/Akt) e
fosforilagao do seu substrato, AS160, facilitando a translocagao de GLUT4 para sarcolema e
possibilitando a entrada de glicose. Portanto, a manutencdo das respostas adequadas da via
IRS-PI3K-Akt ¢ crucial para o normal metabolismo de glicose mediada pela insulina em
tecidos sensiveis a mesma (WEI et al., 2008).

A fosforilagdo da Akt é importante para o metabolismo de glicose no musculo, por
isso o presente estudo avaliou esta etapa da cascata insulinica e verificou que o grupo PDP
com BPN apresentou uma diminui¢do no grau de fosforilacio da Akt em serina, apds
estimulo insulinico, em tecido muscular esquelético gastrocnémio (Figura 6). Estes resultados
estdo de acordo com Jensen et al. (2008) que observaram que humanos com BPN exibem uma
diminui¢do na fosforilagdo de proteinas como Akt, apdés o estimulo insulinico em tecido
muscular.

Outro fator que contribui com a resisténcia insulinica € a proteina tirosina fosfatase 1B
(PTP1B), pois esta proteina pode promover desfosforilagdo em tirosina do IRS-1, diminuindo
assim o sinal insulinico (ZABOLOTNY et al., 2008). A PTP1B ¢ importante na regulacio da
acdo da insulina e da leptina e tem sua expressao aumentada em tecidos alvos da insulina em
modelos de animais com resisténcia insulinica, obesidade e diabetes (ZABOLOTNY et al.,
2008). O TNF-a age como um regulador positivo na expressao da PTP1B (ZABOLOTNY et
al., 2008). Além disso, ratos deficientes em PTPIB apresentam aumento da sensibilidade

insulinica (ELCHEBLY et al., 1999).
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No DM2, distarbios na translocagdo de GLUT4 no musculo foram associadas a
resisténcia a insulina (MAIANU; KELLER; GARVEY, 2001; THAMOTHARAN et al.,
2005). Ao avaliarmos conteido da proteina transportadora de glicose GLUT4 em tecido
muscular esquelético gastrocnémio, observamos diminui¢do de GLUT4 no grupo prole de
ratas com doenga periodontal na fragdo PM e no indice de translocacdo, entretanto nao houve
diferenca significativa na fracdo M (Figura 7). Esta diminui¢do no indice de translocacao
pode ser explicada pela diminui¢do da fosforilagdo em serina da Akt, uma vez que esta
fosforilagao € necessaria para a translocacao de GLUT4.

Ozanne et al. (2005) avaliaram que em humanos adultos, com baixo peso ao
nascimento, apresentaram diminuicdo na expressao de proteinas que compdem a via de
sinalizacdo insulinica, como a proteina quinase C atipica (PKC(), a p85a, a p110p e 0 GLUT4
em tecido muscular.

Citocinas pro-inflamatoérias, tais como TNF-a e IL-1P ativam vias intracelulares da c-
Jun amino-terminal kinase (JNK) e do IkB kinase B/fator nuclear kB (IKKB/NF-kB) por meio
de mecanismos mediados por receptores classicos da membrana plasmatica. Estes incluem o
TLR e o receptor para produtos finais de glicacdo avangada (RAGE). Os receptores siao
ativados por produtos microbianos, dieta rica em gordura e pela obesidade (SHOELSON;
LEE; GOLDFINE, 2006). A ativacdo da JNK promove a fosforilagdo do IRS-1 em locais de
serina (SHOELSON; LEE; GOLDFINE, 2006) e prejudica a atividade da Akt promovendo
resisténcia insulinica (KANETO et al., 2005).

O subgrupo JNK das proteinas quinases ativadas por mitdégenos ¢ codificada por trés
genes: JNK1, JNK2 e JNK3 (TUNCMAN et al., 2006). Nos estados de resisténcia insulinica e
obesidade, as atividades JNK e IKKf estdo aumentadas por ativarem fatores de transcri¢ao
pro-inflamatorios. Isto leva a fosforilacdo de serina do substrato do receptor de insulina que
interfere com a acao insulinica. Verificou-se que os ratos deficientes em JNK1, mas ndo em
JNK2 tém adiposidade reduzida e melhoram sensibilidade a insulina (TUNCMAN et al.,
2006).

De acordo com Plomgaard et al. (2005), a infusdo de TNF-a em humanos aumenta a
fosforilagdo de p70 S6 quinase (S6K), quinases reguladas por sinais extracelulares (ERK:
ERK1 e ERK2), INK, e a fosforilagdo em serina do IRS-1, comprometendo a captagdao de
glicose, devido a diminuicdo do AS160, responsdvel pela regulacdo da translocagdo de

GLUTA4.
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Lumeng, Deyoung e Saltiel, (2007) constataram que o aumento de macrofagos
promoveu a reducdo da expressao e da translocacao de GLUT4 em adipocitos “in vitro”. E
que o tratamento destes adipocitos com anticorpos anti- TNF-a aumentou a expressao ¢ a
translocagdo de GLUT4. E também verificou que a interagdo entre macrofagos e adipdcitos
pode modificar a capacidade de resposta a insulina e metabolismo da glicose nesta célula.

Outros modelos de “programming” como alteracdes nutricionais, podem levar a
resisténcia insulinica na prole. Segundo Westermeier et al. (2014) a obesidade pré-gestacional
materna esta relacionada a um aumento no risco de obesidade, de resisténcia insulinica e a
presenca de marcadores precoces de doengas cardiovasculares na prole. Uma das explicagdes
¢ que a obesidade materna, em consequéncia de efeitos estressores causados por excesso de
nutrientes, leva ao estresse do reticulo endoplasmatico (ERE) em células endoteliais da veia
umbilical humana, envolvendo ativacao de proteinas de ERE, como a PERK e ATF6. A
ATF®6 ¢ libertada a partir de membranas do reticulo endoplasmatico e, em seguida, processada
no complexo de Golgi por clivagem proteolitica, promovendo a sua transloca¢do nuclear. Por
sua vez, a PERK autofosforilada ¢ capaz de fosforilar elF2a, levando a translocacao para o
nucleo de ATF4. Além disso, elF2a também pode ser fosforilada pela PKR, que também ¢
uma proteina dependente do ERE. Estudos sugerem que as translocag¢des nucleares de ATF6 e
ATF4 podem ser capazes de alterar a sinalizacdo da insulina e levar a resisténcia insulinica
em células endoteliais da veia umbilical humana por meio de reducdo da fosforilacdo da AKT.
Em paralelo, a ativagdo da PKR pode causar atenuacdo da sinaliza¢do insulinica pela
fosforilagdo inibitéria do IRS-1 (WESTERMEIER et al., 2014).

Outro estudo, que também evidenciou a existéncia do “programming”, demonstrou
que a dieta materna (durante a prenhes) com baixo teor de sédio promove em sua prole
(macho e fémea) BPN e, apenas a prole fémea, aumento da adiposidade na vida adulta
(LOPES et al., 2008). Estes resultados também refor¢am a influéncia do ambiente intrauterino
no desenvolvimento de distirbios na prole.

Outras alteragdes que causam o “programming” sdo as modificagdes epigenéticas
conforme descritas anteriormente. O duodenopancreatico homeobox 1 (PDXI1), também
denominado fator promotor da insulina 1 (IPF-1), ¢ um fator de transcricdo que regula o
desenvolvimento do pancreas e diferenciagdo de células B (LING; GROOP, 2009;
VAXILLAIRE; FROGUEL, 2008). Mutacdes no gene deste fator podem causar uma forma
de diabetes monogénica (LING; GROOP, 2009; VAXILLAIRE; FROGUEL, 2008). A RCIU,

devido a insuficiéncia utero-placentaria, foi associada com o silenciamento epigenético
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progressivo de PDX1 (PARK et al., 2008). Na vida pds-natal precoce, antes do inicio da
diabetes, o estado de RCIU induz desacetilagao das histonas H3 e H4, o que ¢ facilitado pelo
recrutamento de histona-desacetilase 1 (HDAC1) e Sin3A para o promotor proximal de PDX1
(PARK et al., 2008). A desacetilacdo destas histonas ¢ acompanhada pela perda de ligagcdo do
fator de transcricdo chave, como o “upstream stimulatory factor 1” (USF-1), ao gene da
PDX1 (PARK et al., 2008). Apds o aparecimento da diabetes no individuo adulto que
apresentou RCIU foi observada a metilagdo da ilha de CpG no promotor proximal, o que
resulta no silenciamento completo e permanente do locus PDX1 (PARK et al., 2008).

Estas modificacdes epigenéticas podem também ocorrer na vida poés-natal precoce.
Conforme descrito por Liu et al. (2013) ratos fémeas hipernutridas (em decorréncia da
diminui¢do proposital do nimero filhotes), durante o periodo de amamentagao, apresentaram
ganho de peso, aumento dos niveis de insulina, glicose e leptina. Além disso, esta
hipernutrigdo resultou na hipermetilacio especifica do dinucleotideo CpG (dinucleotideo 5°-
CpG-3’) na regido proximal dos genes promotores do IRS1 e GLUT4 e, consequentemente,
uma reducdo nos niveis de RNAm de GLUT4 e do IRS1 no tecido muscular esquelético na
prole adulta.

Varios estudos sobre o “programming” reforcam a relevancia de se manter uma dieta
materna adequada durante o periodo pré-gestacional, gestacional e pds-gestacional para a
manuten¢do da satde geral de sua prole na vida adulta (LOPES et al., 2008; LIU et al., 2013;
PARK et al., 2008; WESTERMEIER et al., 2014).

O presente estudo demonstrou que nao s6 a dieta, mas também uma doencga bucal,
como a DP materna, pode promover resisténcia insulinica na vida adulta de sua prole,
demonstrando a importancia da prevencdo desta doenga bucal, principalmente durante o

periodo gestacional.



6 RESUMO DOS PRINCIPAIS RESULTADOS

A doenga periodontal materna em sua prole adulta:
e promoveu baixo peso ao nascimento;
e ndo alterou a massa corpérea do nascimento até 75 dias de idade;
e ndo alterou a ingestao alimentar;
e ndo alterou as concentragdes plasmaticas de glicose;
e promoveu um aumento das concentracdes plasmaticas de insulina;
e ocasionou resisténcia insulinica;
e ndo alterou a expressdo de GLUT4 em M;
¢ diminuiu a expressdo de GLUT4 em PM;
e reduziu o indice de translocagao;

e diminuiu o grau de fosforilagdo em serina da Akt.
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7 CONCLUSAO

Doenga periodontal materna promove baixo peso ao nascimento e alteracdes na fase
final da sinalizagdo da insulina no musculo esquelético em ratos proles adultos. Estes
resultados demonstram o impacto que a doenga periodontal tem em curto prazo sobre a vida
intrauterina, € em longo prazo na predisposi¢ao a certas doengas na fase adulta da prole, o que
refor¢a a importancia que a manutengao da satide bucal materna tem sobre a satde geral dessa

prole.
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Maternal periodontal disease decreases Akt phosphorylation and plasma membrane

GLUT4 content in skeletal muscle of adult offspring

Running title: Maternal periodontal disease decreases GLUT4 in offspring

One-sentence summary describing the key finding(s) from the study: Maternal periodontal
disease in rats induced low birth weight, insulin resistance, decreased plasma membrane
GLUT4 content and translocation index, and reduced Akt phosphorylation in the skeletal

muscle of the adult offspring.

3001 words, four figures and two tables
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ABSTRACT

Background: The fetal programming hypothesis suggests that intrauterine stimuli can
induce metabolic changes in offspring, increasing the disease risk in adulthood. Periodontal
disease may enhance serum cytokine levels. Cytokines such as TNF-a have been associated
with reduced GLUT4 expression, decreased Akt phosphorylation, and insulin resistance. This
study evaluated the glucose transporter protein GLUT4 and Akt serine phosphorylation status
in the gastrocnemius skeletal muscle (GSM), glycemia, insulinemia, and the change in body
weight in offspring of rats with periodontal disease.

Methods: Female Wistar rats were distributed into a control group (CN, n = 4) and a
experimental periodontal disease group (PD, n = 4), in which a ligature was placed around the
mandibular first molars. Seven days after ligature placement, both groups were mated with
normal male rats. The ligatures remained throughout pregnancy until weaning, after which the
male offspring were distributed into groups: CN-o, control rat offspring (n = 18); and PD-o,
periodontal disease rat offspring (n = 18). The body weight from 0—75 days of age was
measured. At 75 days, the glycemia, insulinemia, and GLUT4 content and Akt serine
phosphorylation in the GSM were measured in the offspring.

Results: The PD-o group showed a low birth weight (LBW), unchanged glycemia,
increased insulinemia, insulin resistance, decreased GLUT4 content in the plasma membrane
and translocation index, and reduced Akt serine phosphorylation status after insulin
stimulation.

Conclusions: Maternal periodontal disease causes LBW, insulin resistance, and

alterations in the final stage of insulin signaling in the skeletal muscle of adult offspring.

KEY WORDS: periodontal disease, diabetes mellitus, glucose transporter type 4, low birth

weight, inflammation
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INTRODUCTION

Periodontal disease is a local inflammatory process characterized by the release of
toxic products, such as lipopolysaccharides, by pathogens and the host immune response
comprising neutrophil, macrophage, and lymphocyte infiltration, and the release of cytokines
such as tumor necrosis factor-alpha (TNF-q).

During pregnancy, periodontal pathogens in the oral cavity can reach the amniotic
cavity and cause adverse outcomes such as low birth weight (LBW).? There is a correlation
between LBW and an increased predisposition to hypertension, coronary heart disease, and
diabetes in adulthood.’” This is explained by the fetal programming mechanism, in which
environmental stimuli within the uterus affect fetal growth and health, not only during
gestation, but also during adult life.* *’

Pregnant women with periodontitis showed increased serum TNF-o and interleukin
(IL)-6 concentrations.® Excessive TNF-o concentration causes insulin resistance by modifying
the insulin signal transduction.” This hormonal pathway occurs through binding between
insulin and the a-subunit of its receptor, which triggers autophosphorylation of the B-subunit
followed by stimulation of tyrosine kinase activity, tyrosine phosphorylation of the insulin
receptor substrate (IRS), and recruitment of phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K). Ultimately,
this pathway triggers activation of several serine/threonine kinases, most notably Akt, which
enables glucose uptake into the cells by translocating the glucose transporter (GLUT4) from
the intracellular compartment to the plasma membrane.'® !

Shirakashi et al.'* showed that maternal periodontal disease altered the initial steps of
the insulin-signaling pathway, as indicated by a reduction in pp185 tyrosine phosphorylation
in the gastrocnemius skeletal muscle (GSM) and white adipose tissue.

Therefore, this study evaluated the relationship between maternal periodontal disease,
LBW, and alterations in the final stage of insulin signaling in the GSM of their offspring, as
abnormal insulin activity in muscle represents an early marker for an increased risk of

diabetes.

MATERIALS AND METHODS
Animals
This study followed the Ethical Principles and Guidelines for Animal

Experimentation, and was approved by the local ethics committee (protocol number 00863-
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2013). The Wistar rats were housed with a 12-hour light/dark cycle (lights on at 07:00),

ambient temperature of 23 + 2°C, and food and water available ad libitum.

Experimental design

Eight Wistar female rats (approximately 200 g each) were randomly divided into two
groups: CN, control group (n = 4); and PD, experimental periodontal disease group (n =4). In
the PD group, periodontal disease was induced by installing a ligature (4-0 silk’ thread) onto
the cervical region of the mandibular first molars bilaterally, as described by Rodini et al.'?
Seven days later, the rats in both groups were mated with normal male rats. Vaginal smears
were taken daily to verify the presence of sperm. After confirming pregnancy, the female rats
were housed individual. The ligature was maintained throughout pregnancy until weaning the
offspring.

After birth, the numbers of offspring in the CN and PD groups were matched so that
each mother had the same number of offspring. After weaning, the adult female rats were
euthanized (thiopental” overdose, 150 mg/kg), and the male offspring were studied to avoid
any effect from hormonal oscillation during the estrous cycle in the juvenile female rats. The
male offspring were distributed into two groups: CN-o, which were the offspring of the
control rats (n = 18); and PD-o, which were the offspring of the rats with experimental
periodontal disease (n = 18). The body weights of the offspring were measured once weekly
from birth until 75 days of age, and experiments were performed once the offspring were 75
days-old.

Animals were fasted for 14 hours prior to experiments and anesthetized with sodium
thiopental” (3%, 50 mg/kg, intraperitoneal). Experiments were performed 10—15 min later.

A median laparotomy was performed in rats from the CN-o (n = 10) and PD-o (n = 10)
groups, and blood samples (4 mL) were taken from the inferior vena cava. The blood samples
were then transferred into tubes containing heparin.” Plasma was prepared by centrifuging
the blood at 3000 x g for 15 min at 4°C, and stored in aliquots at -70°C until glucose and
insulin quantification.

The periepididymal white adipose tissue and left GSM were collected, and the
absolute weight (g) and relative weight (per 100 g of body weight) of these tissues (n = 10)
were measured. The left GSM (n = 5) was used to measure the GLUT4 protein content. After

this procedure, the animals were euthanized. Finally, the remaining animals from the CN-o (n
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= 8) and PD-o0 (n = 8) groups were used to evaluate the Akt serine phosphorylation status in

the GSM following insulin'" administration (1.5 U, intravenously).

Radiographic and histological analysis of maternal periodontal tissues
The periodontal health (CN group) or effectiveness of periodontal disease induction
(PD group) was confirmed using radiographic and histological analysis of the maternal jaws.
The adult female rats were euthanized after weaning the offspring, and the right and
left hemi-mandibles were dissected and fixed for 24 h in 4% formaldehyde. The mandibles
were radiographed at a 70 kvp, 10 mA, and 0.10 s exposure. The source-to-film distance was
always set at 40 cm. The digital image was obtained directly with an optical digital plate*,

and the optical plates were read in sensitized laser scanner equipment.®®

The images were
analyzed to verify the presence of alveolar bone loss in the first molars.

After obtaining the radiographic images, the hemi-mandibles were demineralized in
10% EDTA" (pH 7.4) for 3 months. The specimens were processed conventionally and
embedded in paraffin. Semi-serial sections (5 um) were obtained in the distal-mesial direction
and stained with hematoxylin and eosin (H&E). Histological analysis was performed as
described by Garcia et al.'* A certified histologist (EE) evaluated to the following parameters:
nature and degree of inflammation; extent of the inflammatory process; presence and extent of
tissue necrosis; presence, extent, and nature of bone, cementum, and dentin resorption; state

of the vasculature; extracellular matrix structure of the periodontal tissues; and cellularity

pattern of the periodontal tissues.

Plasma glycemia, insulinemia, HOMA-IR index, and TNF-a concentrations in offspring

Using the 10 plasma samples in each group (CN-o and PD-o0), the glucose
concentrations were measured by the glucose oxidase method™, and insulinemia was
measured by radioimmunoassay.## Insulin resistance was evaluated by the HOMA-IR index
(homeostasis model assessment of insulin resistance), which was calculated according to the
following formula: HOMA-IR = fasting glycemia (mmol/L) X fasting insulinemia

(uIU/mL)/22.5.

Evaluation of Akt serine phosphorylation status in skeletal muscle of offspring
The GSM was collected from eight animals in each group (CN-o and PD-o) before and

90 seconds after administering 1.5U of regular insulin (intravenously through the portal vein).
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The tissue samples were prepared as described by Carvalho et al.'® and the Akt serine
phosphorylation status following insulin stimulus was quantified using Western blotting and
antiphosphoserine  AKTSer473 antibody.*** B-actin*** served as the loading control.
Immunoreactive bands were detected by autoradiography using a chemiluminescent substrate

"1 according to the manufacturer’s instructions. The blots were quantitatively

I

system,

analyzed using software.

GLUT4 protein analysis in offspring

Tissue samples were homogenized in sucrose buffer pH 7.4 (10 mmol/l Tris-HCI, 1
mmol/l EDTA, and 250 mmol/l sucrose) and subjected to differential centrifugations to obtain
the plasma membrane (PM) and microsomal-enriched (M) fractions of the GSM."” Equal
amounts of the membrane and microsomal-enriched protein fractions were resolved on a 10%
SDS gel. The blots were quantified by densitometry.’®® In the GLUT4 protein analysis, the
ponceau stained membrane was used as a loading control. The translocation index was

calculated as follows: Translocation index of GLUT4 = PM x 100/(PM + M)'®

Statistical analysis

The body weight at 75 days and the Akt serine phosphorylation status were assessed
by analysis of variance, followed by the Tukey post-hoc test when the analysis of variance
suggested a significant difference between the groups (p < 0.05).

The birth weight, periepididymal white adipose tissue and GSM weights, glycemia,
insulinemia, HOMA-IR, and the GLUT4 content in the M and PM fractions and its
translocation index were analyzed using the Student t test. A P-value of <0.05 was considered
statistically significant.

The normality of the dataset was verified for all analyzes. Data were expressed as the

mean + standard error (SEM), and data analysis was performed with a statistical program.”‘IH

RESULTS
Radiographic and histological examination of maternal periodontal tissues

On radiographic and histological examination, the CN group exhibited characteristics
consistent with a normal condition of the dental and periodontal tissues (Fig. 1A, 1B, and 1C).
Radiographic examination of the PD group showed alveolar bone loss and decreased alveolar

bone radiopacity in the first molar region (Fig. 1D). Histologic examination showed severe
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impairment in the integrity and structure of the junctional and sulcular epithelium. Significant
inflammatory infiltrate, predominantly comprising composed of mononuclear cells and
polymorphonuclear cells, was present in the connective tissue of the interproximal and
furcation region. All specimens showed marked bone loss. The bone of the interdental and
interradicular septa had a very irregular outline, numerous resorption lacunae, and fully active
osteoclasts. Areas of external root resorption were observed in most of the specimens (Fig. 1E

and 1F).

Assessment of body weight and tissue weight in offspring

The PD-o group had a significantly lower birth weight (p < 0.0001) compared to the
CN-o group (Fig. 2A). There was no difference in the mean body weight, evaluated weekly
from birth until 75 days of age, between the CN-o0 and PD-o groups (Fig. 2B). There was a
significant increase in the absolute and relative weights of the periepididymal white adipose
tissue in the PD-o group compared to the tissue weights in the CN-o group (p < 0.05).
However, the absolute and relative weights of the GSM was significantly decreased (p < 0.05)
in the PD-o group compared to the GSM weights in the CN-o group (Table 1).

Glycemia, insulinemia, and HOMA-IR index of offspring

There was no statistical difference in fasting glycemia between the groups. However,
the insulinemia values were increased in the PD-o group compared to the concentrations in
the CN-o group. Furthermore, the HOMA-IR index, calculated from these parameters, was
significantly higher (p < 0.05) in the PD-o group than the index in the CN-o group (Table 2).

Akt serine phosphorylation status of offspring

The magnitude of Akt serine phosphorylation after insulin stimulation increased
significantly from baseline in both groups in the GSM (p < 0.05). The Akt serine
phosphorylation after insulin stimulation was significantly lower (p < 0.01) in the PD-o group

than the phosphorylation level in the CN-o group (Fig. 3).

GLUT4 content in skeletal muscle of offspring
Figures 4A, 4B, and 4C show the GLUT4 content analysis in the PM and M, and the

GLUT4 translocation index, respectively. There was no difference between the groups in M;
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however, the PD-o group showed a significantly lower PM (p < 0.01) and translocation index

(p <0.001) than those in the CN-o group.

DISCUSSION

Several studies have correlated maternal periodontal disease, LBW, and premature
birth."”?' Thus, our goal was to establish a relationship between maternal periodontal disease,
LBW, and changes in the final stage of the insulin signaling in the muscle tissue of their
offspring. The results of this study demonstrate that maternal periodontal disease causes
LBW, insulin resistance, decreased in Akt serine phosphorylation, and changes in the
translocation index and GLUT4 content in GSM.

LBW was observed in the experimental group. This result is consistent with those of

22-24 :
There was no difference

several studies where maternal periodontal disease caused LBW.
in the mean weight during the 75 days-old of follow-up between the groups; similarly, Jensen
et al.” found no difference in the weight in adulthood in humans with LBW. However, when
evaluating the GSM weight at the time of euthanasia at 75 days of age, we observed a
decreased GSM weight in the PD-o group. Although this change in GSM weight did not
affect the overall body weight, according to Shirakashi et al.'?, increased in adipose tissue
may have offset the decreased muscle tissue weight. Increased adipose tissue promotes
increases in free fatty acids and inflammatory cytokines®®, and decreased muscle tissue is a
risk for insulin resistance.”’

In the present study, we observed an increased fasting insulinemia and decreased
insulin sensitivity in the PD-o group using the HOMA-IR index, and found no difference in
the fasting glycemia between the groups. These results are consistent with the fetal salvage
hypothesis. Children who experience intrauterine growth restriction (IUGR) develop
peripheral insulin resistance through a redistribution of nutrients such as glucose favoring the
essential organs, which permanently reduces the number or function of glucose transporters in
skeletal muscle. As a result of this decreased peripheral insulin sensitivity, pancreatic B-cells
are stimulated to produce larger amounts of insulin to achieve normal glycemia, which leads
to their eventual depletion.”™ * Additionally, studies by Amarilyo et al.** showed that the
umbilical cord blood of children with [UGR contained high concentrations of IL-6, TNF-a, C-
reactive protein, and thrombopoietin.

Defects in glucose regulation defines type-2 diabetes’', and inflammatory cytokines,

such as TNF-q, are elevated in the adult offspring of rats with PD.'> Excessive TNF-a levels
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cause insulin resistance by modifying the insulin signal transduction.” The present study
found a LBW and decreased in Akt phosphorylation status after insulin stimulation in the
GSM of the PD-o group. These results are consistent with those of Jensen et al.”, who
observed that adult humans with LBW had decreased phosphorylation of proteins such as Akt
at Ser 473 after insulin stimulation of muscle tissue.

According to Plomgaard et al.”, TNF-q infusion in humans increases phosphorylation
of p70 S6 kinase (S6K), extracellular signal-regulated protein (ERK: ERK1 and ERK2), and
c-Jun amino-terminal kinase (JNK), and simultaneously increases the serine phosphorylation
of IRS-1. This impairs glucose uptake by decreasing the Akt substrate 160 (AS160), which is
responsible for the cascade regulating GLUT4 translocation.

Insulin-mediated glucose uptake in cardiac and skeletal muscle, and adipose tissue is
performed by the insulin-sensitive glucose transporter, GLUT4.** This uptake requires
translocation of GLUT4 from the M fraction to the PM fraction, and the Akt protein is
essential in mediating this process.”> Transgenic mice lacking or overexpressing GLUT4
exhibit a decrease or increase insulin sensitivity, respectively3 1, 34,3 5; thus, this transporter is
critical in maintaining glucose homeostasis.® In the evaluation of the GLUT4 content of the
in GSM, we observed a decrease in the PM fraction and translocation index of the PD-o
group, but there was no significant difference in the M fraction. This can be explained by the
decreased Akt serine phosphorylation within the same tissue, as this protein activation is
required for GLUT4 translocation.

Using flow cytometry, Xie et al.>’ found that significantly elevated concentrations of
inflammatory cytokines such as TNF-a, IL-1B, and IL-6 in 3T3-L1 cells (pre-adipocytes)
reduced the GLUT4 expression. These cytokines play an important role in the regulation of
glucose metabolism, and excessive activation of these inflammatory pathways may represent
a critical step in the development of insulin resistance.’® Ozanne et al.*® verified that the
muscle tissue of adult humans with LBW showed decreased expression of proteins within the
insulin signaling pathway, including protein kinase C (PKC) ¢, p85a, p110f, and GLUT4. In
another model of fetal programming, a low sodium maternal diet resulted in LBW in the
offspring and increased adiposity in the adult female offspring. This finding reinforces the
results of the present study in demonstrating the influence of intra-uterine disturbances on the
adult offspring.*® The results of this study emphasizes the importance of addressing maternal

periodontal disease in order to prevent adverse outcomes in adult offspring.
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CONCLUSIONS

Maternal periodontal disease causes low birth weight and alterations in the final stage
of insulin signaling in skeletal muscle of adult offspring. These findings demonstrate the
impact that periodontal disease has on the intrauterine environment in the short-term, and on
the long-term predisposition to certain diseases in adulthood of the offspring. This reinforces
the importance of maintaining maternal oral health in ensuring the overall health of the

offspring.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 Radiographs and photomicrographs of the mandibular first molars in the control
(CN) (A-C) and periodontal disease (PD) (D-F) groups. The radiographic (A) and histological
(B-C) characteristics are consistent with a normal pattern in the CN group and alveolar bone
loss (D-E) and severe local inflammation (E-F) in the PD group. Abbreviations and symbols:
ab, alveolar bone; ct, connective tissue; dp, dental pulp; pdl, periodontal ligament. H&E

staining. Scale bars: A and D, 1000 mm; B and E, 500 pym; C and F, 250 pm.
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Figure 2 Body weight of offspring in the control (CN-0) and periodontal disease (PD-0)
groups at birth (A) and weekly until 75 days of age (B). Values are presented the as mean +

standard error (n = 18 per group). *** p <0.0001
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Figure 3 Evaluation of Akt serine phosphorylation status before (-) and after (+) insulin
stimulation in the gastrocnemius muscle of rats in the control (CN-o0) and periodontal disease
(PD-0) groups. (A) Typical autoradiography: equal amounts of protein were analyzed by
SDS-PAGE (185 mg). B-actin was used as the loading control. (B) Akt serine phosphorylation
status (expressed in arbitrary units) are presented as the mean + standard error (n = 8 per

group). * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001
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Figure 4 GLUT4 content in the plasma membrane (PM) (A) and microsomal-enriched (M)
(B) fractions of the gastrocnemius muscle. (C) GLUT4 translocation index in the offspring of
the control (CN-0) and experimental periodontal disease (PD-o0) groups. The results are

presented as mean =+ standard error (n = 5 per group). ** p <0.01, ***p < 0.001
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TABLES

Table 1 Absolute and relative weights of the periepididymal white adipose tissue and

gastrocnemius skeletal muscle.

Tissue CN-o PD-o

WAT g 3.084 £0.1616 3.794 £ 0.2383*
WAT g/100g of body weight  0.8490 + 0.04441 1.057 £0.07542*
GSM g 2.266 £ 0.05452 2.053 £0.04657*
GSM g/100g of body weight  0.6159 = 0.01788 0.5715 + 0.008890*

* p < 0.05 compared with the control group. Values are presented as the mean + standard
error (n = 10). CN-o, control group offspring; PD-o, periodontal disease offspring; WAT,

periepididymal white adipose tissue; GSM, gastrocnemius skeletal muscle.

Table 2 Glycemia, insulinemia, and HOMA-IR Index in offspring of control rats and

offspring of rats with experimental periodontal disease

Parameters CN-o PD-o

Glycemia 5.865+0.1319 5.813 +£0.2600
Insulinemia 12.34 +2.021 22.82 +£3.661*
HOMA-IR 3.204 + 0.4800 6.092 + 1.181*

* p < 0.05 compared with the control group. Values are presented as the mean + standard
error (n = 10 per group). Plasma glucose measured in mmol/L and insulin in pIlU/mL. CN-o,
control group offspring; PD-o, periodontal disease offspring; HOMA-IR, homeostasis model

assessment of insulin resistance.



