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RESUMO

A programacao fetal sugere que estimulos adversos quando aplicados durante o inicio
do desenvolvimento fetal podem alterar o metabolismo da prole, aumentando o risco
de doencas na sua vida adulta. Estudos demonstraram que tanto a doenca periodontal
(DP) guanto a periodontite apical (PA) materna em ratas promovem resisténcia
insulinica (RI) em sua prole adulta. Entretanto, estudos que investigaram os efeitos da
lesédo endo-periodontal (LEP) materna sobre a salde da prole séo escassos e, nestes
casos, 0 impacto poderia ser ainda maior. Sabe-se que a polpa e o periodonto
possuem um vinculo estreito, e que estdo intimamente conectados por estruturas
anatdbmicas como o forame apical, canais acessorios e tubulos dentinarios, podendo
interferir na sadide um do outro. A LEP verdadeira é um processo infecto inflamatério
gue se estende para o tecido pulpar e periodontal simultaneamente, cada um com sua
origem. Além disto, estas patologias, avaliadas de formas isoladas, estdo associadas
com o aumento de fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) que pode estimular quinase
do inibidor kappa B (IKK) e c-Jun aminoterminal quinase (JNK), as quais promovem a
fosforilacdo do substrato do receptor de insulina 1 (IRS-1) em residuos de serina,
resultando na atenuacéo do sinal insulinico (Sl), contribuindo com a Rl na prole adulta.
Nesse contexto, tornou-se fundamental investigar se a LEP verdadeira, pode
promover RI de maior grau em sua prole adulta. Em vista disso, o objetivo deste
estudo foram avaliar em ratas maes com LEP: 1) marcadores ésseos como a fosfatase
acida resistente ao tartarato (TRAP) e osteocalcina (OCN) no local das lesdes
maternas. Ademais, os objetivos deste estudo foram avaliar em ratos adultos, proles
de ratas com LEP: 1) glicemia e insulinemia; 2) via insulinica; 3) vias inflamatorias no
musculo gastrocnémio (MG). Para tanto, as 28 ratas Wistar (2 meses de idade) foram
distribuidas em 4 grupos: 1) ratas controle; 2) ratas com uma PA induzida no primeiro
molar superior direito; 3) ratas com uma DP induzida no segundo molar superior

direito; 4) ratas com LEP, no qual a DP foi induzida no segundo molar superior direito,



e a PA no primeiro molar superior direito. A PA foi induzida por meio da exposi¢do do
tecido pulpar ao meio bucal, empregando-se broca em acgo carbono dotada de esfera
de 0,1 mm na extremidade. A DP foi induzida por meio de ligadura com fio de seda
estéril. Apds 30 dias da inducéo das inflamacdes bucais, as ratas de todos os grupos
foram colocadas para acasalamento com ratos saudaveis. Apds os desmame, as ratas
maes foram sacrificadas e foram coletadas as hemimaxilas (do lado direito) para
realizacdo do seguinte experimento:1) avaliacdo de TRAP e OCN no local das lesGes
maternas pela técnica de imunoistoquimica. As analises estatisticas foram feitas por
meio do teste de Mann-Whitney e teste t de student (p<0,05). Quando os filhotes
machos de todas as ratas completaram 75 dias de idade, realizou-se 0s seguintes
experimentos: 1) Avaliacdo da massa corporea e ingestao alimentar; 2) Avaliacdo da
glicemia e insulinemia de jejum e do indice de HOMA-IR; 3) conteudo total de TNF-a
no MG; 4) avaliagédo do grau de fosforilacdo de IKKa/p e JNK no MG; 5) Avaliagao do
grau de fosforilacdo da ppl85 (tirosina) e do IRS-1 (serina) no MG pelo método de
western blotting. A andlise estatistica foi feita por analise de variancia (One way para
0s experimentos dos itens 1, 2, 3 e 4; Two way para o item 5, acima descritos) seguida
pelo teste de Tukey (p<0,05). As andlises histoldgica e imunoistoquimicas do local das
lesGes maternas demonstraram que: 1) houve aumento do infiltrado inflamatério no
grupo LEP quando comparado ao grupo DP; 2) ndo houve diferenga neste parametro
entre os grupos de ratas mées com PA e LEP; 3) observou-se maior padréo de
imunomarcacédo para OCN no grupo LEP quando comparado ao grupo PA; 4) nédo
foram encontradas diferencas estatisticas neste parametro a partir da primeira
semana nos grupos PDP e P-LEP e durante os 75 dias de vida nos grupos PPA e
PCN; 5) Verificou-se maior imunomarcacgéo para TRAP no grupo LEP em comparacgao
aos grupos PA e DP. Ademais, as andlises realizadas nas proles mostraram que: 1)
a DP e a LEP materna promovem baixo peso ao nascimento (BPN) de sua prole; 2)
nao houve BPN no grupo PPA; 3) ndo foram observadas diferengas estatisticas na
massa corpoérea e ingestao alimentar a partir da primeira semana nos grupos PDP e
P-LEP e durante os 75 dias de vida nos grupos PPA e PCN; 4) os grupos PPA, PDP
e P-LEP apresentaram aumento na insulinemia e Rl em relagao ao grupo PCN; 5) a
comparacao entre os grupos com inflamacdes orais mostrou que o grupo P-LEP
apresentou uma maior insulinemia e Rl quando comparado aos demais grupos; 6)
inalteracdo na glicemia de jejum entre os grupos avaliados; 7) proles de ratas com DP

e LEP apresentaram aumento no grau de fosforilagdo de IKKa/B no MG em



comparacao a proles de ratas CN e com PA; 8) os grupos PDP e P-LEP apresentaram
aumento do contetdo de TNF-a no MG em relagdo aos grupos PCN e PPA; 9) os
grupos PPA, PDP e P-LEP apresentaram reducdo da fosforilacdo em tirosina da
ppl85 quando comparados ao grupo PCN. Ademais, neste mesmo parametro, o
grupo P-LEP apresentou reducdo mais acentuada em comparacdo aos demais
grupos; 10) ndo houve diferenca no grau de fosforilagdo em serina do IRS-1 entre os
grupos avaliados. Estes achados mostram que a associacdo da PA e DP materna
(LEP) promoveu alteragcdes mais exacerbadas na imunomarcacdo de TRAP em
relacdo as maes com PA ou DP, avaliadas separadamente. Paralelamente, na prole
adulta resultados semelhantes foram observados no grupo P-LEP que apresentou
alteracdo mais expressiva em RI, sinalizac&o insulinica e vias inflamatorias em relacao
aos grupos PPA e PDP. Os resultados do presente estudo demonstram que a
presenca conjunta da PA e DP na mée pode promover uma reabsor¢cdo mais
acentuada em relacéo as doencgas estudadas separadamente. Similarmente, as proles
adultas de ratas com LEP (P-LEP) apresentam alteracbes sistémicas mais
expressivas em relacdo a proles de ratas com PA ou DP. Estes dados reforcam que
a manutencdo de uma boa saude bucal materna é de suma importancia para prevenir
doencas locais como PA e DP que podem promover alteracdes sistémicas na prole

adulta, prejudicando sua saude geral.

BN
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ABSTRACT

Fetal programming suggests that adverse stimuli when applied during early fetal
development can alter offspring metabolism, increasing the risk of disease in
adulthood. Studies have shown that both maternal periodontal disease (PED) and
apical periodontitis (AP) in rats promote insulin resistance (IR) in their adult offspring.
However, studies investigated the effects of maternal endodontic-periodontal lesions
(EPL) on offspring health are scarce and, in these cases, the impact could be even
more. The pulp and periodontium are known to have a close bond, and are intimately
connected by anatomical structures such as the apical foramen, accessory canals, and
dentinal tubules, which may interfere with each other's health. True EPL is an
inflammatory process that extends to the pulp and periodontal tissue simultaneously,
each with its origin. In addition, these pathologies, evaluated in isolation, are
associated with increased tumor necrosis factor-alpha (TNF-alpha) that can stimulate
IkappaB kinase (IKK) and c-Jun N-terminal protein kinase (JNK), which promote
phosphorylation of insulin receptor substrate 1 (IRS-1) in serine residues, resulting in
attenuation of the insulin signal (IS), contributing to IR in adult offspring. In this context,
it has become essential to investigate if true EPL can promote more insulin resistance
in its adult offspring In view of this, the aim of this study will be to evaluate in female
rats with EPL: 1) bone markers such as tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP)
and osteocalcin (OCN) at the site of maternal injuries. Furthermore, the oaims of this
study were evaluated in adult rats, offspring of rats with EPL: 1) glycemia and
insulinemia; 2) insulin pathways; 3) inflammatory pathways in the gastrocnemius
muscle (MG). Therefore, the 28 Wistar rats (2 months old) were distributed in 4 groups:
1) control rats; 2) rats with a AP induced in the first right upper molar; 3) rats with an
induced PED in the right upper second molar; 4) rats with EPL, in which PED was
induced in the upper right second molar, and AP in the upper right first molar. The AP
was induced by exposing the pulp tissue to the oral environment, using a carbon steel
drill with a 0.1 mm sphere at the end. PED was induced by ligation with sterile silk
thread. After 30 days of inducing oral inflammation, rats from all groups were placed
for mating with healthy rats. After weaning, the mother rats was sacrificed and the
hemimaxyls (on the right side) will be collected to perform the following experiment: 10
1) Evaluation of TRAP and OCN at the site of maternal injuries by the
immunohistochemical technique. Statistical analysis was performed using the Mann—
Whitney test and Student's t test (p<0.05). When the male offspring of all rats
completed 75 days of age, the following experiments were performed: 1) Assessment
of body weight and food intake; 2) glycemia, insulinemia and the HOMA-IR index; 3)
total TNF-a content in MG; 4) IKKa/f and JNK phosphorylation status in MG; 5) pp185



(tyrosine) and IRS-1 (serine) phosphorylation status in MG by western blotting method.
Statistical analysis was performed using variance analysis (One way for analysis of
experiments in items 1, 2, 3 and 4; Two way for item 5, described above) followed by
Tukey's test (p<0.05. Histological and immunohistochemical analyzes of the site of
maternal lesions showed that: 1) there was an increase in the inflammatory infiltrate in
the EPL group when compared to the PED group; 2) there was no difference in this
parameter between the groups of mother rats with AP and EPL; 3) a higher pattern of
immunostaining for OCN was observed in the EPL group when compared to the AP
group; 4) no statistical differences were found in this parameter between the groups of
mother rats with EPL and PED; 5) There was greater immunostaining for TRAP in the
EPL group compared to the AP and PED groups. Furthermore, the analyzes performed
on the offsprings showed that: 1) maternal PED and EPL promote low birth weight
(LBW) in the offspring; 2) there was no LBW in the AP-o group; 3) there were no
statistical differences in body mass and food intake among the groups evaluated during
the 75-day period; 4) the AP-o, PED-0 and EPL-o groups showed an increase in
insulinemia and IR in relation to the CN-o group; 5) the comparison among the groups
with oral inflammation showed that the EPL-o group had higher insulinemia and IR
when compared to the other groups; 6) unaltered fasting glucose among the evaluated
groups; 7) the offspring of rats with PED and EPL showed an increase of |IKKa/
phosphorilation status in MG in relation to the offspring of CN and AP rats; 8) the PED
and EPL groups showed an increase in TNF-a content in the MG in relation to the CN-
o and AP-o groups; 9) the AP-0, PED-0 and EPL-0 groups showed reduced tyrosine
phosphorylation of pp185 when compared to the CN-o group. Furthermore, in this
same parameter, the EPL-o0 group showed a more accentuated reduction in relation to
the other groups; 10) there was no significant difference in IRS-1 serine
phosphorylation status among the evaluated groups. The results of the present study
demonstrate that the association of AP and PED promotes more pronounced changes
both locally and systemically in the adult offspring. Maintaining good maternal oral
health is very important to prevent local diseases such as AP and PED that can
promote systemic changes in adult offspring, impairing their general health.

Keywords: Periodontal Diseases; Insulin Resistance; Apical Periodontitis; Inflammation.



Figura 1

Figura 2

Figura 3

LISTA DE FIGURAS

Indugéo da PA, DP e LEP. As PAs foram induzidas em ratas
com o auxilio de uma broca (LN Long Neck, Dentisply Maillefer,
Ballaigues- Suica), em baixa rotacdo. As DPs foram induzidas
com e fio de seda estéril 4-0 (Seda-Silk, Johnson & Johnson,

Sao José dos Campos, Brasil).

Esquema representativo da metodologia utilizada no presente

trabalho.

Imagens representativas das analises histologica e
imunoistoquimicas das regifes periodontal e periapical 79 dias
apos a inducdo das lesdes maternas. A coloracdo H.E
(Hematoxilina-eosina) nos grupos CN, PA e DP (a, al; c, cl)
mostra as regifes periapical e periodontal livres de infiltrado
inflamatdrio (ampliagédo de 100x e 400x, respectivamente); setas
indicam infiltrado de células inflamatérias. O grupo PA denota
infiltrado inflamatorio intenso ao redor do apice (b, bl) e o grupo
DP apresenta infiltrado inflamatério moderado no tecido
gengival (d, dl1). Ambos os grupos denotando ruptura do
ligamento periodontal e area de reabsorcdo 6ssea (ampliacdo
de 100x e 400x). O grupo LEP (e, el) demonstrou intenso
infiltrado inflamatério, além de extensa area de reabsorcéo
Ossea alveolar (aumento de 100x e 400x). (a2—e3). Imagens de
imunohistoquimica dos grupos PA controle, PA, DP controle, DP
e LEP. Expressao in situ de OCN e TRAP em ratas maes dos
grupos (a2, a3) PA controle; (b2, b3) grupo PA; (c2, c3) Grupo
DP controle; (d2, d3) grupo DP e (e2, e3) grupo LEP,

respectivamente.
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Figura 4

Figura 5

A) Massa corpérea ao nascimento dos grupos proles de ratas
controle (PCN), proles de ratas com periodontite apical (PPA),
proles de ratas com doenca periodontal (PDP) e proles de ratas
com lesdo endo-periodontal verdadeira (P-LEP). B) Massa
corpérea dos grupos PCN, PPA, PDP e P-LEP, avaliada
semanalmente durante 75 dias. Os valores sdo expressos
como média + EPM, n = 18. * p < 0,05 PDP e P-LEP quando

comparados aos grupos PCN e PPA,

Ingestéo alimentar (média) dos grupos proles de ratas controle
(PCN), proles de ratas com periodontite apical (PPA), proles de
ratas com doenca periodontal (PDP) e proles de ratas com
les&o endo-periodontal verdadeira (P-LEP) avaliada a partir do

desmame até os 75 dias de vida.

Figura 6 Avaliagdo do contetdo de TNF-a e grau de fosforilagéo de JNK

e IKKa/B no musculo gastrocnémio de ratos adultos, proles de
ratas controle (PCN), proles de ratas com periodontite apical
(PPA), proles de ratas com doenca periodontal (PDP) e proles
de ratas com lesédo endo-periodontal verdadeira (P-LEP). (A)
Autoradiografias tipicas: quantidades iguais de proteina foram
submetidas a SDS-PAGE (185 pg). Utilizou-se como controle:
JNK, IKKa/B e B-actina (B, C, D). O conteudo de TNF-a e grau
de fosforilagdo de JNK e IKKa/B (expresso em unidades
arbitrarias) sao apresentados como a média + EPM, n = 8. *
p<0,05 PDP em comparacéao aos grupos PCN, PPA e P-LEP; #
p<0,05 P-LEP em comparacao aos grupos PCN, PPA e PDP.
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Figura 7

Avaliacdo do grau de fosforilagdo da ppl85 em tirosina (pTyr)
e serina (Ser), antes (-) e apos (+) estimulo insulinico, no
musculo gastrocnémio (B e D) de proles de ratas controle
(PCN), proles de ratas com PA (PPA), proles de ratas com DP
(PDP), e proles de ratas com LEP (P-LEP). Em A e C,
autorradiografias tipicas: quantidades iguais de proteina foram
analisadas (185 pg). B-actina foi usada como controle. Em B e
D, os valores do grau de fosforilagdo em tirosina da pp185 e em
serina do IRS-1 (expressos em unidades arbitrarias) séo
apresentados como média + erro padrdo, n = 8 animais por
grupo. * p <0,05 PPA e PDP em comparagdo com 0S grupos
PCN e P-LEP. # p <0,05 P-LEP em comparagao com 0s grupos
PCN, PPA e PDP.
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Tabela 2

Tabela 3

LISTA DE TABELAS

Analises histoldgica e imunoistoquimicas da PA e LEP. Os
escores observados para histologia em cada grupo
experimental sdo expressos na forma de medianas e intervalos
interquartis (Il). A tabela também apresenta o numero de
células OCN e TRAP-positivas por milimetro no perimetro da
lesdo. Para os valores histométricos os dados sédo expressos

em forma de média e desvio padrao.

Andlises histolégica e imunoistoquimicas da DP e LEP. Os
escores observados para histologia em cada grupo
experimental sdo expressos na forma de medianas e intervalos
interquartis (Il). A tabela também apresenta o numero de
células OCN e TRAP-positivas por milimetro no perimetro da
lesdo. Para os valores histométricos os dados sao expressos
em forma de média e desvio padréo.

Glicemia, insulinemia e indice HOMA-IR em proles de ratas CN
(PCN) e proles de ratas com inflamac@es orais (PPA, PDP e P-
LEP).
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1 INTRODUCAO

1.1 Formacao e reabsorcao 6ssea e doencas bucais (periodontite apical, doenca
periodontal e lesdo endo-periodontal)

A Osteocalcina (OCN) é uma proteina relacionada com o processo de
formacao 6ssea. Secretada por osteoblastos maduros, esta proteina € essencial para
diferenciacdo de osteoblastos e potencial marcador da formacao 6ssea (BULLON et
al., 2007; PATTI et al., 2013). A expressao de OCN ocorre sob o controle do fator de
transcricdo relacionado com Runt 2 (Runx2), que € o mais precoce e especifico
indicador de osteogénese (KIERSZENBAUM; TRES, 2012) induzindo também a
expressdo osteogénica de osterix e proteinas morfogenética déssea-2 (Bmp-2)
(MARIA; WITT-ENDERBY, 2014; PARK et al. 2011). Além disso, essa proteina parece
exercer efeitos regulatérios no metabolismo energético, agindo sobre os adipdcitos,
musculos, células B pancreaticas, e outros tecidos periféricos, aumentando a
utilizagdo da glicose, reduzindo a gordura visceral e diminuindo a quantidade de
triglicerideos (BARROS, 2011), o que compde uma complexa rede de sinalizacéo
entre 0 0sso e 0s 6rgdos associados com a regulacdo da homeostase energética,

como o pancreas e o tecido adiposo (DUCY, 2011).

Para a manutencdo da qualidade 6ssea ha necessidade de um equilibrio
entre formacao e reabsorcédo 6ssea. No estudo deste processo ha varios marcadores
de reabsorcdo 6ssea, destacando uma das enzimas secretadas pelos osteoclastos
que é a fosfatase &cida resistente ao tartarato (TRAP) refletindo o ndimero de
osteoclastos (BLUMSOHN; EASTELL, 1997; WHEATER et al., 2013). Outro marcador
de reabsorcao é o ligante do receptor ativador do fator nuclear-kappa B (RANKL) da
familia do fator de necrose tumoral. RANKL é uma proteina transmembréanica
expressa por osteoblastos, que se liga ao receptor ativador do fator nuclear-kB
(RANK) presente na superficie de precursores de osteoclastos e de osteoclastos
maduros (LACEY et al., 1998; HSU et al., 1999). Portanto, o processo de reabsor¢cao
O0ssea é desencadeado por mecanismos moleculares decorrentes das interacdes
existentes entre essas proteinas em células precursoras de osteoclastos, que
desencadeiam séries de cascatas de sinalizagBes intracelulares resultando na

ativacao de fator nuclear kappa B (NF-kB) (WADA et al., 2006), um fator de transcri¢cao
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pleiotrépico que promove a expressdo de VArios genes responsaveis pela
diferenciacdo de pré-osteoclastos em osteoclastos e, também, na ativacdo de
osteclastos maduros que, por sua vez, sintetizam varios mediadores, entre eles a
TRAP (SOYSA; ALLES, 2009).

A Periodontite apical (PA) trata-se de uma inflamag&o no apice da raiz
dental ocasionada geralmente a partir de infeccéo por bactérias advindas do sistema
de canal radicular (SEGURA-EGEA; MARTIN-GONZALEZ; CASTELLANOS-
COSANO, 2015; SASAKI et al., 2016). Esta patologia ocorre como consequéncia de
varios estimulos nocivos a polpa do dente, como traumas fisicos, quimicos ou
processos iatrogénicos (SIQUEIRA, ROCAS, 2007; GRAUNAITE; LODIENE;
MACIULSKIENE, 2012). Contudo, a carie dentaria compreende o principal meio pelo
gual os microrganismos adentram o canal pulpar (STASHENKO et al., 1994). O canal
radicular infectado € uma fonte persistente de patégenos bacterianos que estimulam
secundariamente a resposta inflamatéria na regido que circunda o apice radicular

denominada regido periapical (SASAKI et al., 2016).

Jéa a etiologia da doenca periodontal (DP) sugere que a infec¢do bacteriana
seja a causa primaria desta doenca, decorrente da interacdo entre patdégenos e
hospedeiros (USTUN et al., 2013). Os neutréfilos e os mondcitos/macréfagos sdo
células sanguineas recrutadas para os locais de infec¢do, um processo mediado pela
ligacdo a moléculas de adesdo epitelial induzidas pelas citocinas TNF-a e IL-1.
Quando estdo no local da infeccdo, os neutréfilos e macréfagos reconhecem o0s
patdgenos por varios receptores e os fagocitam para destruicdo intracelular, como
também secretam citocinas que participam tanto na eliminagdo de patégenos como
na reparacdo de tecidos infectados (ABBAS, p. 42, 2009). Entre estas citocinas,
destaca-se o TNF-a que pode ocasionar a ativagdo de osteoclastos, propiciando
reabsorgcéo 0ssea, bem como aumento de colagenase, favorecendo maior destruicéo
das fibras do ligamento do periodonto, promovendo assim, uma destruicdo do 0sso e
do tecido (IACOPINO, 1995; LALLA; LAMSTER; SCHMIDT, 1998; LALLA et al., 2000).

A DP pode envolver a inflamacéo 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 anaerobicas gram-negativas (por exemplo, Porphyromonas

gingivalis, Prevotella intermedia). Sem tratamento, a DP pode levar a perda
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progressiva do 0sso alveolar, resultando no afrouxamento e a subsequente perda de
dentes. Os efeitos patogénicos da DP sao causados pelos micro-organismos que
aderem as superficies do dente e pela resposta inflamatoria agressiva gerada pelo
organismo do hospedeiro contra esta infeccao (SRINIVAS e PARRY, 2012; LASSERE
et al., 2018).

Diversos estudos demonstram haver relacfes estabelecidas entre a PA e
a DP (MAZUR; MASSLER, 1964; CZARNECKI; SCHILDER, 1979; TORABINEJAD;
KIGER, 1985; BERGENHOLTZ, LINDHE, 1978). A relacdo entre a polpa e o
periodonto foi descoberta pela primeira vez por Simring e Goldberg em 1964
(SIMRING; GOLDBERG, 1964). Estes tecidos possuem uma inter-relacao
embrionaria, anatdémica e funcional. As células ectomesenquimais formam a papila e
o foliculo dentério, que séo os precursores do periodonto e da polpa, respectivamente.
Esse desenvolvimento embrionario gera conexdes anatbmicas permanentes entre
estes tecidos (SUNITHA et al., 2008).

As Lesdes endo-periodontais (LEPs) séo classificadas de acordo com sua
patogénese: 1) quando se inicia através de um processo de expansédo da destruicdo
periodontal, chama-se de lesdo periodontal primaria com envolvimento endodéntico
secundario; 2) quando se inicia a partir de uma lesdo endodbéntica, chamadas de
lesdo endoddntica primaria com envolvimento periodontal secundario; 3) quando se
desenvolve a partir de uma destruicdo periodontal combinada com uma leséo pulpar,
promovendo a troca de produtos infecciosos de um tecido para o outro, que interferem
diretamente no desenvolvimento destas patologias, chama-se lesdo endo-periodontal
(LEP) verdadeira ou combinada (GONCALVES et al., 2017; GAMBIN; LEAL, 2019).

Dentre as principais vias de comunicacdo entre a polpa e o periodonto,
estdo os tubulos dentinarios, canais laterais, e o forame apical (SUNITHA et al., 2008;
GONCALVES et al., 2017). Os fatores etiologicos envolvidos na evolucdo das LEPs
podem ser de uma natureza variada. No entanto, sabe-se que 0s agentes microbianos
séo a principal causa. A formacgéo de placa bacteriana em superficies radiculares apos
a doenca periodontal, tem o potencial de induzir alteracdes patolégicas na polpa
através de canais laterais ou acessorios. Foi evidenciado que o efeito das lesbes
periodontais na polpa pode resultar em alteracdes atréficas e degenerativas, como a
reducd@o do numero de células pulpares, mineralizacao distrofica, fibrose, formacéo de

dentina reparadora, inflamacao e reabsorcdo 6ssea. O processo inflamatério instalado
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promove a formacdo de tecido granulomatoso no periodonto. Quando a doenca
periodontal se estende do sulco gengival em direcdo ao apice, os produtos
inflamatorios atacam os elementos do ligamento periodontal e o osso alveolar
circundante (SUNITHA et al., 2008).

Um estudo constatou que pacientes com periodontite moderada tinham um
aumento acentuado na quantidade de fibras colageno na polpa dentéria, que pode ser
devido a estimulos periodontais, pois as células do sistema imunoldgico liberam uma
série de mediadores bioquimicos dentro do local do processo inflamatério, e desta
forma, estimulam a proliferacdo de fibroblastos pulpares. Ja em um processo de
periodontite grave foi identificado a presenca de uma extensa inflamacgéo cronica
dentro da polpa dental, demonstrando haveruma inter-relacdo bem estabelecida entre
estas duas patologias (PA e DP) (CARAIVAN et al., 2012).

Outros estudos evidenciaram quais 0S microorganismos envolvidos na
etiologia da LEP (PEREIRA et al., 2011; DIDILESCU et al., 2012; TOKUNAGA et al.,
2013;). De acordo com Pereira et al., (2011) pacientes diagnosticados com a doenca,
apresentam uma grande diversidade de bactérias anaerdbicas gram negativas como
Prevotella intermedia em bolsas periodontais, e Porphyromonas gingivalis dentro dos
canais radiculares. Além disso, observou-se entre a polpa e o periodonto uma
colonizacdo simultdnea das bactérias Tannerella forsythia e Porphyromonas

endodontalis.

1.2 Inflamacao, sinal insulinico e resisténcia insulinica

No inicio do processo infeccioso, a contaminacdo ocorre
predominantemente por microrganismos aerébios facultativos e, posteriormente,
devido as alteracBes no ambiente pulpar, tais como comprometimento do suprimento
sanguineo, baixa tensdo de oxigénio e disponibilidade de nutrientes, prevalecem o0s
microrganismos anaerébios gram-negativos (SUNDQVIST, 1992; BARTHEL et al.,
1997; LUCISANO et al., 2014). A parede celular dos microrganismos gram-negativos
possui endotoxinas denominadas lipopolissacarideos (LPS) (PALSSON-
MCDERMOTT; O’'NEILL, 2004), as quais podem ser reconhecidas por receptores do
tipo Toll (TLR), especialmente os receptores do tipo Toll 4 (TLR4), presentes em
células do sistema imune inato e induzir resposta inflamatoria (MEDZHITOV, 2001;
TAKEUCHI et al., 2002; KIM; SEARS, 2010).
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O LPS liga-se inicialmente a proteina soluvel sintetizada pelos hepatécitos
chamada proteina ligante de LPS (LBP) (DING; JIN, 2013). Esta ligacao facilita a
associacao posterior ao correceptor “cluster”’ de diferenciacdo 14 (CD14) encontrado
na superficie dos macrofagos. O CD14 facilita a transferéncia de LPS para o complexo
receptor TLR4/MD-2 e modula o reconhecimento de LPS (WRIGHT et al., 1990).
Dessa forma, inicia-se a transducao da cascata de sinalizacao levando a ativacéo de
fatores de transcricdo, como o fator nuclear kappa B (NF-kB) e a proteina ativadora-1
(AP-1), e inducdo da expressdo de citocinas pro-inflamatorias, quimiocinas,

eicosanoides e espécies reativas de oxigénio (KIM; SEARS, 2010).

O fator de transcricdo NF-kB € um importante regulador do processo
inflamatorio em resposta a lesdes e infeccées. No estado latente, NF-kB encontra-se
inativo no citoplasma, associado a proteina inibitéria IkB (NAPETSCHNIG; WU, 2013).
A ativacdo do NF-kB pode ocorrer, ndo somente por exposigédo das células ao LPS,
mas também por meio da acao de citocinas pré-inflamatdrias, como o TNF-a pela via
classica (ou via canbénica) (WAJANT; SCHEURICH, 2011). A ativacao da via classica
do NF-kB envolve a estimulacdo da atividade do quinase do inibidor kappa B (IKK).
Esse complexo é composto por duas subunidades cataliticas IKKa e IKK[, além do
modulador essencial NF-kB (NEMO) ou IKKy (LI et al., 2002). O IKK ativado fosforila
o IkB em serina, levando a adi¢cdo de ubiquitina pela agdo da ubiquitina ligase e
degradacéo pelo proteossoma (FRANCO, 2010). Dessa forma, o complexo NF-kB /
IkB é desfeito, permitindo a translocacdo do NF-kB para o nucleo com subsequente
ligacdo em sitios especificos do DNA para regular inameros genes (GUPTA et al.
2005), dentre eles, a codificacdo de mediadores pro-inflamatorios, tais como TNF-q,
IL-6 e interleucina 1B (IL-1 B) (CHEN et al., 2015).

Além de ativar a via IKKa/B / NF-kB, os TLRs e as citocinas pro-
inflamatoérias (como TNF-a e IL-1B) sdo capazes de ativar a via da c-Jun amino-
terminal quinase (JNK) (SHOELSON et al., 2006). O grupo de serina/treonina
qguinases denominado JNK (JNK1, 2 e 3) pertence a familia das quinases ativadas por
mitdogenos (MAPKS), responsaveis pela regulacdo de diversas funcdes celulares. A
JNK ativada induz a expresséo de genes pro-inflamatorios pelo acionamento da AP-1
(CHEN et al., 2015).

Sabe-se que citocinas pré-inflamatérias, como TNF-a, podem promover

alteracdes na transducdo do sinal insulinico, levando a resisténcia insulinica (RI)
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(HOTAMISLIGIL et al., 1996; COLOMBO et al., 2012). A Rl é definida como a
incapacidade dos tecidos periféricos responsivos a insulina responderem
adequadamente as concentracdes circulantes deste hormdnio, resultando em
diminuicdo da acdo bioldgica da insulina nesses tecidos. Como consequéncia, as
células beta pancreaticas secretam mais insulina de modo a evitar a hiperglicemia. A
sobrecarga da funcao secretéria das células beta do pancreas induz a faléncia dessas
células, ocasionando diminuicdo da secrecdo de insulina. Este processo esta
relacionado com o desenvolvimento do diabetes mellitus tipo 2 (DM2), o qual é
resultado da combinacdo desses dois fatores: Rl e prejuizo das células beta em
secretar insulina (PETERSEN, SHULMAN, 2002; KAHN; HULL; UTZCHNEIDER.,
2006).

O efeito bioldgico da insulina é exercido por meio de sua ligacdo ao seu
receptor especifico, localizado na membrana plasmatica. Este receptor € uma
glicoproteina heterotetramérica formada por duas subunidades a e duas subunidades
B, ligadas por pontes dissulfeto. A subunidade a é totalmente extracelular e contém o
sitio de ligagdo da insulina. Ja a subunidade B € uma proteina transmembranica
responsavel pela transducédo do SI (KAHN; WHITE, 1988). Além disso, apos a ligacédo
da insulina, esta subunidade adquire atividade quinase, tornando-se capaz de se
autofosforilar e de fosforilar outros substratos em aminoacidos tirosina (KAHN, 1985;
KAHN; WHITE, 1988). A ativac&o do receptor de insulina promove a fosforilacao de
varios substratos intracitoplasmaticos, como, por exemplo a ppl85 (IRS-1 / IRS-2).
Em 1991, um estudo realizou uma clonagem da pp185 e nomearam-na de substrato
1 do receptor de insulina (IRS-1) e, apos trés anos, observou-se que outra proteina

também migrava na altura da banda da pp185, denominada IRS-2 (SUN et al., 1991).

Evidencias cientificas demonstram que camundongos nocaute para IRS-1
apresentavam retardo no crescimento e RIl, no entanto, ndo eram hiperglicémicos em
virtude da hiperinsulinemia (ARAKI et al., 1994; TAMEMOTO et al., 1994). Por outro
lado, camundongos nocaute para o IRS-2 apresentavam hiperglicemia e faléncia da
atividade secretora das células beta pancreaticas devido a reducéo significativa da
massa destas células (WITHE, 1998). Estes achados demonstram que o IRS-1 e o
IRS-2 sdo fundamentais no processo de crescimento embrionario e pds-natal, com o
IRS-1 tendo o papel predominante. Embora tanto o IRS-1 quanto o IRS-2 estejam

envolvidos no metabolismo de carboidratos em tecidos periféricos, o IRS-2
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desempenha papel principal no desenvolvimento de células beta e na compensacgéo
para resisténcia periférica a insulina (KADOWAKI, 2000). Assim, sugere-se que as

proteinas IRS possuem funcfes complementares, ao invés de redundantes.

Quando ocorre a fosforilagdo do IRS-1 e do IRS-2, sdo formados sitios de
reconhecimento para moléculas contendo dominios com homologia a Src 2 (SH2),
como a enzima fosfatidilinositol 3—quinase (P13-k). A PI13-k é formada pela subunidade
catalitica (p110) e subunidade reguladora (p85) com dominios SH2 que interagem
com a tirosina fosforilada (SALTIEL; KAHN, 2001). Tal enzima possui como alvo, a
proteina quinase B (PKB) também denominada Akt. Esta proteina possui trés
diferentes isoformas - Aktl, Akt2 e Akt3, que estdo localizadas nos cromossomos
14932, 19913 e 1944, respectivamente. Sua ativacao ocorre por meio da fosforilagéo
em treonina e serina (BELLACOSA et al., 1998) e embora sejam codificadas por genes
diferentes e em cromossomos distintos, possuem 80% de homologia em suas
sequéncias e compartilham uma estrutura de dominio comum, o que contribui para a
variabilidade de funcbes desempenhadas pela Akt (MEDHA, CHINMOY, 2021).

A Akt que medeia as ag0es da insulina participando ativamente de sua via
de sinalizacao e que possui um papel de suma importancia no processo de captacao
de glicose por meio da estimulacao da translocacao do transportador de glicose tipo
4 (GLUT4) (WHITEMAN et al., 2002). Este transportador de glicose (GLUT4) é
predominantemente expresso em adipdcitos e células musculares cardiacas e
esqueléticas e tem como funcdo como funcdo promover a captacdo de glicose
insulino-mediada (MACHADO; SCHAAN; SERAPHIM, 2006; LEHNEN et al., 2010).

Estudos apontam que citocinas pr6 inflamatérias como TNF-a podem
comprometer o Sl por diminuir a fosforilacdo do IRS-1 em residuos de tirosina sendo
este evento essencial para que o efeito biolégico final esperado por essa via de
sinalizacdo seja alcancado (HOTAMISLIGIL et al., 1996) Ademais, o TNF-a pode
estimular serinas quinases, incluindo IKK e JNK, as quais promovem a fosforilacao do
IRS-1 em residuos de serina, resultando em atenuagéo do SI (OSBORN, 2012). Tem
sido estabelecido na literatura uma relagdo entre obesidade e inflamacédo crénica.
Estudos tem demonstrado que o TNF-a foi superexpresso no tecido adiposo de
camundongos obesos (HOTAMISLIGIL et al.,, 1993). Ademais, outros estudos

demonstram que esta citocina também tem sua expressdo aumentada nos tecidos
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adiposo e muscular de humanos obesos e que sua administracdo exdgena promove
Rl (KROGH-MADSEN et al., 2006).

1.3 Arelacéo entre: gravidez, doencas bucais, desenvolvimento fetal e doencas
na idade adulta

Esta bem estabelecido na literatura que a saude materna esta diretamente
relacionada a alteracfes nas vias de desenvolvimento durante o crescimento pré-
natal, levando a adaptacdes fetais que podem promover alteracdes no metabolismo
pdés-natal e contribuir para o desenvolvimento de doencas na vida adulta da prole.
Este fendmeno denomina-se programacéao fetal (BARKER 1995; GODFREY et al.,
2001; FERNANDEZ et al., 2020).

Durante a gestacédo, a mulher sofre uma série de alteracdes fisiologicas que
atuam sobre todo o organismo, inclusive na cavidade oral (DE OLIVEIRA et al., 2014,
HEMALATHA et al., 2013). Somado a isto, ocorre um aumento da susceptibilidade a
doencas bucais como cérie dentaria, gengivite e DP (KANDAN; MENAGA; KUMAR,
2011) fato que ocorre em decorréncia de varios fatores, tais como mudancas na dieta,
hiperacidez do meio bucal devido a vémitos, altera¢cdes hormonais, que associadas a
desatencdo na manutencdo da higiene bucal favorecem a instalacdo destas
patologias bucais (MELO et al., 2007). Apesar destas implicacbes, ha uma certa
resisténcia por parte das gestantes ao tratamento odontoldgico, por acreditarem que
a intervencao trara riscos para o desenvolvimento e vida do bebé (SEBASTIANI et al.,
2010).

O segundo trimestre da gestacdo € considerado o periodo ideal e mais
seguro para realizacao do tratamento odontolégico (POLETTO et al, 2008; KANDAN;
MENAGA; KUMAR, 2011). Ainda assim, observa-se um grande receio e despreparo
gue constituem um dos principais motivos que levam os cirurgides-dentistas a se
recusarem a prestar assisténcia odontologica as gestantes (MOIMAZ et al., 2007,
GARBIN et al., 2011). Estudos evidenciam que a postergacdo do atendimento
odontoldgico para o0 puerpério tardio pode ocasionar um dano maior, pois acaba
aumentando o risco de desenvolvimento de doengas bucais (SEBASTIANI et al.,
2010).
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Evidencias cientificas mostram que patdégenos periodontais, produtos
bacterianos e/ou mediadores inflamatérios oriundos de infec¢gfes orais podem atingir
a unidade feto-placentaria por meio da circulagdo sanguinea (SAINI, 2010;
GANDHIMADHI; MYTHILI, 2010). Ercan e colaboradores (2013) detectaram a
presenca de patdgenos que fazem parte da patogenia da DP, como Porphyromonas
gingivalis, Campylobacter reto, Tannerella forsythia e Fusobacterium nucleatum tanto
nas amostras da placa subgengival como no liquido amniético de mulheres com

periodontite generalizada que tiveram parto pré-termo.

Outros estudos tém constatado a associacdo entre DP materna e
resultados gestacionais adversos, incluindo baixo peso ao nascimento (MATTERA et
al., 2016), parto pré-termo e restricdo do crescimento intrauterino (SIQUEIRA et al.,
2007). Ademais, verificou-se que a DP pode resultar na ativagéo de vias intracelulares
capazes de afetar o curso e o desfecho da gravidez (STARZYNSKA et al., 2022).
Adicionalmente, Shirakashi et al. (2013) e Mattera et al. (2016) demonstraram que
ratos adultos, proles de ratas com DP apresentam diminuicdo na sensibilidade a
insulina e alteracdes na transducdo da via de sinalizagdo insulinica em tecidos
periféricos, contribuindo para o desenvolvimento de resisténcia insulinica (RI). Tais
achados evidenciam que estimulos maternos adversos podem induzir alteracées no
desenvolvimento da prole, aumentando o risco de doencas na sua vida adulta
(LANGLEY-EVANS; McMULLEN, 2010; CALKINS; DEVASKAR, 2011).

Sabe-se que durante o periodo de desenvolvimento, o embrido ou feto é
altamente sensivel a influéncia de perturbac6es no ambiente intrauterino (LANGLEY -
EVANS; MCMULLEN, 2010). Em resposta a um ambiente hostil, 0 organismo em
desenvolvimento estabelece uma série de respostas adaptativas para garantir a
sobrevivéncia imediata (LANGLEY-EVANS, 2006; LANGLEY-EVANS; MCMULLEN,
2010). Uma dessas respostas pode ser a desaceleragéo do crescimento que resultara
em menor peso ao nascimento. Outros aspectos dessas respostas adaptativas podem
ser localizados em o6rgéos e tecidos especificos, que servirdo para modificar a

fisiologia e o metabolismo e, portanto, as fun¢des dos tecidos.

Um dos primeiros achados epidemiologicos sobre a programacéo fetal
surgiu a partir do estudo de coorte historica da fome holandesa (1944-1945) em
Amsterda, no final da Segunda Guerra Mundial (RAVELLI et al., 1976). Neste estudo

ficou evidenciado que filhos de mulheres expostas a escassez alimentar durante o
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inicio do periodo gestacional (ocasionada pela diminuicAo de oferta calorica)
apresentaram maior incidéncia de obesidade aos dezenove anos. Adicionado a isto,
estudos posteriores relataram diminuicdo na tolerancia a glicose e hiperinsulinemia
em adultos, cujas méaes foram expostas a fome durante o periodo gestacional em
comparacdo com adultos nascidos no ano anterior ou posterior a fome holandesa
(RAVELLI et al., 1998).

As perturbacdes que ocorrem com a mulher durante a gestacéo, tais como
alteracdes na nutricdo, no fluxo sanguineo uteroplacentario e nas concentracdes
plasmaticas de citocinas e de cortisol, podem programar o feto para desenvolver
doencas na vida adulta (JANSSON; POWELL, 2007). Além destas perturbacoes,
conforme citado anteriormente, estudos tém demonstrado que a inflamacao bucal
materna, como a DP, também pode promover impactos negativos a saude da prole
(SHIRAKASHI et al., 2013; MATTERA et al., 2016). Entretanto, a literatura mostra-se
escassa em relacdo a estudos que investigaram os efeitos da PA materna sobre a
saude da prole. Hafez et al. (2017) realizaram um estudo no qual examinaram a saude
bucal de puérperas da regido rural do distrito de Mangochi, localizado no sudeste do
Malawi (Africa Oriental). Dentre 1.016 puérperas que participaram deste estudo, 240
(23,6%) apresentaram pelo menos uma infec¢do periapical. Ademais, 89,6% das
participantes que tiveram infeccfes periapicais também apresentaram carie dentaria,
denotando ser comum a presenca destas duas patologias bucais. A carie dentaria
constitui doenca bucal prevalente em gestantes (MOIMAZ et al., 2007), tendo em vista
gue estas apresentam 2,9 vezes maior risco de desenvolverem a carie dentaria do
que mulheres ndo gravidas (RAKCHANOK et al., 2010).

Recentemente, Tsosura et al., (2019) demonstraram que a inducao de PA
materna em ratas promoveu em sua prole adulta: 1) RI; 2) comprometimento das
etapas iniciais da sinalizacdo insulinica; 3) aumenta as concentragfes plasmaticas de
insulina e TNF- a; 4) aumenta o grau fosforilacdo de IKKa/f no MG e no TABp.
(TSOSURA et al.,, 2019). Outro estudo, evidenciou que a DP materna promove
resisténcia insulinica, aumento nas concentracdes plasmaticas de TNF-a, redugao do
contetdo de GLUT4, do seu indice de translocag¢édo para membrana plasmética e sua
expressdo no musculo gastrocnémio de sua prole adulta (MATTERA et al., 2016).
Ademais, a doenca periodontal materna foi capaz de ativar vias inflamatorias na prole

adulta, esta ativacdo foi comprovada pelo aumento da expressdo de TNF-a, NF-
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kKBp65, NF-kBp50, ERK1/2 e IKKa/ (MATTERA et al., 2019). Porém nao houve
nenhuma alteragédo na metilagdo de DNA do gene do GLUT4 e na expressao de JNK
na prole adulta (MATTERA et al., 2019).

Assim como a DP e a PA, o desenvolvimento e a patogénese da LEP
também podem ser afetados por doencgas sistémicas, ou o contrario. A partir disto, um
ensaio clinico foi realizado para verificar a interferéncia do Diabetes Mellitus tipo 2
(DM2) em pacientes com LEP, e evidenciaram que o DM2 contribui para um
prognaostico ruim no tratamento de pacientes com LEP. Evidéncias sugerem que isto
ocorre devido ao prejuizo causado pelo diabetes a circulacdo sanguinea e ao aumento
da susceptibilidade a infec¢cbes. (DHOUM et al., 2018).

Até o presente momento, ndo existe na literatura trabalhos que avaliaram
o efeito da LEP materna sobre o Sl na vida adulta da prole. Desse modo, tornou-se
fundamental investigar a sensibilidade a insulina e a transducédo do Sl em tecido
muscular de ratos adultos, proles de ratas com LEP, pois alteracfes nas etapas da
via de sinalizacao insulinica podem ocasionar RI, uma das principais caracteristicas
do DM2. Nossa hipétese é de que a presenca conjunta da PA e DP na mae possa
promover maiores alteracdes sistémicas e locais nas proles do que essas duas
doencas bucais avaliadas separadamente. Ademais, conforme mencionado
anteriormente, sabe-se que a ativacdo de vias inflamatérias pode contribui com o
desenvolvimento da RI, tornando de suma importancia investigar se LEP materna
promove resultados adversos ao nascimento e aumenta a atividade das proteinas
inflamatorias no musculo esquelético de sua prole adulta. Os resultados desse estudo
poderdo contribuir para um melhor entendimento de como inflamagdes bucais

maternas podem causar desordens sistémicas, prejudicando a saude geral da prole.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Primeiramente, avaliar a reabsorcdo 0ssea alveolar em ratas maes com
LEP e, em seguida, verificar os efeitos da LEP materna em ratas sobre sensibilidade

a insulina, expressdo de TNF-q, vias insulinica e inflamatdrias na sua prole adulta.

2.2 Objetivos especificos

Verificar em ratas maes com LEP:

e Marcadores 6sseos como a fosfatase &acida resistente ao tartarato (TRAP) e
Osteocalcina (OCN) no local das lesGes maternas.

Verificar em ratos adultos, proles de ratas com LEP:

¢ Glicemia e insulinemia de jejum;

e Sensibilidade a insulina (HOMA-IR);

e Grau de fosforilagdo em tirosina da ppl85 (IRS-1 / IRS-2), ap6s estimulo
insulinico, no musculo gastrocnémio (MG);

e Grau de fosforilacdo em serina do IRS-1, apds estimulo insulinico, no MG;

e Grau de fosforilacdo de JNK no MG;

e Grau de fosforilacdo de IKKa/p no MG;

e Conteudo total de TNF-a em MG.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Animais

No presente estudo foram utilizados 28 ratas (2 meses de idade) e 8 ratos
(3 meses de idade) da linhagem Wistar (Rattus norvegicus), provenientes do Biotério
Central da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — FOA/UNESP. Os animais foram
mantidos no biotério do Departamento de Ciéncias Basicas sob condicdes
padronizadas de temperatura (22 + 2° C), ciclo claro/escuro (12/12 horas diarias, com
periodo claro iniciado as 7:00 horas), umidade (55 + 10%), alimentados durante todo
o periodo experimental com racdo padréo para ratos (Presence, Paulinia, Sdo Paulo,
SP, Brasil) e agua ad libitum. As ratas foram distribuidas em quatro grupos (n = 7): 1)
ratas controle (grupo CN); 2) ratas com PA induzida no primeiro molar superior direito
(grupo PA); 3) ratas com DP induzida no segundo molar superior direito (grupo DP);
4) ratas com DP induzida no segundo molar superior direito, e PA induzida no primeiro

molar superior direito (grupo LEP).

As PAs foram induzidas sob anestesia com cloridrato de quetamina
(Dopalen, Sespo Industria e Comércio Ltda, Paulinia/Sdo Paulo, Brasil; 80 mg/Kg
peso corpoéreo, via intramuscular) e xilazina (Anasedan, Sespo Industria e Comércio
Ltda, Paulinia/S&o Paulo, Brasil; 10 mg/Kg peso corpéreo, via intramuscular). As
polpas dos molares foram expostas por meio de uma broca de a¢o carbono (Broca Ln
Long Neck- Maillefer, Dentsply, Petrépolis, RJ, Brasil) dotada de uma esfera na
extremidade com 0,1 mm de didmetro. Ressaltamos que a exposi¢ao pulpar realizada
por meio da abertura da cavidade pulpar com brocas geralmente ndo induz a dor. A
permanéncia da abertura é o método mais utilizado para o desenvolvimento de PAs.
Ademais, a DP foi induzida por meio de ligadura com fio de seda estéril 4-0 (Seda-
Silk, Johnson & Johnson, Sdo José dos Campos, Brasil) ao redor dos segundos

molares superiores direitos.
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Figura 1 - Inducdo da PA, DP e LEP. As PAs foram induzidas em ratas com o
auxilio de uma broca (LN Long Neck, Dentisply Maillefer, Ballaigues- Suica), em
baixa rotacdo. As DPs foram induzidas com e fio de seda estéril 4-0 (Seda-Silk,
Johnson & Johnson, Séo José dos Campos, Brasil).

Fonte: do autor

Apobs 30 dias de exposicao pulpar e da colocacdo da ligadura, as ratas de
todos os grupos foram colocadas para acasalamento com ratos saudaveis. A
confirmacéo da copulacao foi realizada pela colpocitologia, observando a presenca de
espermatozoides no esfregago vaginal.

As ratas prenhas foram separadas em caixas individuais e ap0s o
nascimento, a ninhada foi distribuida em quatro grupos: 1) proles de ratas controle
(PCN); 2) proles de ratas com PA (PPA); 3) proles de ratas com DP (PDP) e 4) proles
de ratas com LEP (P-LEP). O nimero de filhotes foi ajustado para 6 por mée lactante,
a fim de evitar o efeito do tamanho da ninhada. Quando a ninhada ndo apresentava 6
ratos machos, na mesma foram acrescentadas ratas fémeas para manutencao desse

namero de filhotes por rata méae.

Os filhotes foram mantidos com a mae até o desmame (21 dias apds o

nascimento).

Apds o desmame, apenas os filhotes machos foram mantidos para a
posterior analise. Desde o dia do nascimento até a realizacdo dos experimentos foi

avaliado, semanalmente, a massa corpoérea dos filhotes machos de todos os grupos.
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A ingestdo alimentar destes filhotes foi aferida, trés vezes por semana, a partir do
desmame (21 dias ap0s 0 nascimento) até a realizacdo dos experimentos. Quando 0s
filhotes machos de todas as ratas completarem 75 dias de idade, os experimentos
foram realizados.

Figura 2 — Esquema representativo da metodologia utilizada no presente
trabalho.

‘28 Ratas wistar (2 meses de idade) ‘

|

Controle
(CN)n=7

Periodontite apical
(PAyn=7

Doenga periodontal
(DP)n=7

(LEP)n=7

|

Les&o endo-periodontal

Apods 30 dias da indugao das doencgas
- Acasalamento

}7 Sacrificio das ratas

maes

Coleta das hemimaxilas (lado direito)
das ratas maes dos grupos CN, PA, DP,
e LEP para realizagdo das andlises
histoldgica e imunoistoquimicas.
(n=7)

| | | |

Proles de ratas CN Proles de ratas com Proles de ratas com Proles de ratas com LEP
(PCN)n =18 PA (PPA)n=18 DP (PDP)n =18 LEP (P-LEP)n =18

Apéds 21 dias - Desmame

Proles machos \

Avaliagdo da massa corpoérea e ingestdo alimentar dos grupos PCN, PPA,
PDP e P-LEP
(n=18)

Realizagao dos experimentos aos 75 dias de vida

Avaliagao do contetido de TNF- a e do grau de fosforilagao de
IKKa/B e JNK no MG pelo método de western blotting.
Avaliagao do grau de fosforilagdo da pp185 (tirosina) e do IRS-
1 (serina) no MG pelo método de western blotting.

(n=8)

+ Analise das concentragdbes plasmaticas de
Glicose e insulina
+ Caélculo do indice de HOMA-IR
(n=10)

Fonte: do autor
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3.2 Andlise histoldgica das regifes periapical e periodontal

Apds o desmame, as ratas maes de todos os grupos foram eutanasiadas
por dose excessiva do anestésico tiopental sédico (Thiopentax, Cristalia, Itapira, SP,
Brasil; 3%, 5mg/100g peso corpdéreo, via intraperitoneal), precedidos pela aplicacdo
de anestésico de bloqueio local (Lidocaina, 4 mg/kg peso corporeo, via intraperitoneal)
10 minutos antes da aplicagéo do barbitirico. As hemi-maxilas direitas foram retiradas
e colocadas em cassetes histologicos de 34 plasticos devidamente identificados. Em
seguida, foram imediatamente embebidas em formaldeido 4%, deixadas nesta
solucéo por 24 horas e depois lavadas em agua corrente por 12 horas. Apos a fixacao,
foram desmineralizadas em solu¢édo de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a
10% por aproximadamente 3 meses. Posteriormente, as pecas foram lavadas em
agua corrente por 24 horas, desidratadas em alcool, diafanizadas em xilol e incluidas

em parafina.

As pecgas foram cortadas com cortes semi-seriados, com 4 pum de
espessura dos aspectos mesial-distal de todos os primeiros molares superiores do
lado direito, realizados em micrétomo (RM2155, Leica Microsystems, BD, Wetzlar,
Alemanha). Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina e estudos

morfolégicos foram realizados na area periapical.

3.2.1 Andlise do infiltrado inflamatorio

A intensidade do infiltrado inflamatorio foi determinada da seguinte forma:
ausente (0 a poucas células inflamatorias: ESCORE 1), leve (<25 células inflamatérias
ESCORE 2), moderado (25-125 células inflamatérias: ESCORE 3) ou Intenso (>125
células inflamatorias: ESCORE 4).

3.2.2 Anélise Histométrica

Para as analises histométricas foram utilizadas as mesmas imagens da
analise histologica do infiltrado inflamatério. Para as PAs a area de perda Ossea
alveolar foi medida em cinco cortes seriados da regido da furca considerando a area
entre a crista 6ssea e a superficie do cemento. Ja para as DPs a analise histométrica
foi calculada a perda do osso alveolar (POA) e a perda de insercao epitelial (PIE) na
face distal do segundo molar. Utilizou-se um sistema de analise de imagem

(Axiovision 4.8.2; Carl Zeiss Microlmaging GmbH, 07740 Jena, Alemanha). Essas



36

areas foram medidas trés vezes em dias diferentes pelo mesmo examinador cego

para reduzir as variagcbes em nossas datas.

3.3 Anélise Imunoistoquimica

As Hemimaxilas maternas (do lado direito) foram removidas e fixadas em
Formalina tamponada 10% por 72 horas, lavadas em agua corrente por 12 horas e
colocadas em uma solugcédo de acido dietilaminotetracético (EDTA) tamponado 10%
(Sigma Chemical, St Louis, MO, EUA) até que estarem descalcificadas sendo
incluidas em parafina. Foram obtidos cortes longitudinais contendo 5 pm de
espessura, estendidas em laminas silanizadas (StarFrost® Polycat Knittel). Sete
cortes foram realizados na regido de furca para as analises imunoistoquimica. Para a
analise imunoistoquimica os cortes histologicos foram desparafinizados em xilol e
hidratados em série decrescente de etanol (100° - 100° - 100° - 90° - 70° GL). A
recuperacao antigénica foi realizada através da imersao das laminas histologicas em
tampéo citrato (Spring Bioscience, Pleasanton, CA, EUA), em camara pressurizada
(Decloaking chamber®, Biocare Medical, Concord, CA, EUA) a 95°C, por 20 minutos.
No final de cada etapa da reacdo imunoistoquimica, as laminas histologicas foram
lavadas em PBS 0,1 M, pH 7,4. Posteriormente, as laminas foram imersas em 3% de
perdxido de hidrogénio por 1 hora e 1% de soro albumina 13 bovino por 12 horas para
bloqueio da peroxidase endégena e bloqueio dos sitios inespecificos,
respectivamente. As laminas contendo amostras de cada grupo experimental foram
divididas em dois lotes, e cada lote foi incubado com um dos seguintes anticorpos
primarios: anti-OCN do rato gerado em cabra (SC-18319, Santa Cruz Biotechnology®)
e anti-TRAP do rato gerado em cabra (SC-30833, Santa Cruz Biotechnology®). Os
cortes foram incubados com anticorpo secundéario biotinilado por 2 horas e
subsequentemente tratados com estreptavidina conjugada com a peroxidase da raiz
forte - HRP por 1 hora (Universal Dako Labeled HRP StreptavidinBiotin Kit®, Dako
Laboratories, CA, EUA). A revelagéo foi realizada utilizando como cromégeno o 3,3’-
tetracloridrato de diaminobenzidina (DAB chromogen Kit®, Dako Laboratories, CA,
EUA). A contracoloragéo foi realizada com Hematoxilina de Harris, e em seguida a
desidratacédo em etanol, diafanizac&o em xilol e, recobrimento com meio de montagem
(Permount, Fisher Scientific, San Diego, CA, USA) e laminulas de vidro. Como
controle negativo, os espécimes foram submetidos aos procedimentos descritos

anteriormente suprimindo-se a utilizagdo do anticorpo primario. A analise
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imunoistoquimica foi realizada por um histologista certificado e cego aos tratamentos
realizados (EE). Para a DP, a regido de interesse foi o centro da area de furca e o
limite coronario desta area sera a crista 0ssea alveolar. Ja para a PA, a regido de
interesse foi o periapice dentario. Realizou-se uma anélise semi-quantitativa
utilizando-se de umas seccdes histolégicas de cada animal, no aumento original de
200x. Ao padrédo de imunomarcacéo foi atribuido um escore. O critério adotado para
0 estabelecimento dos escores foi baseado e modificados daqueles estabelecidos por
Faria et al. (2008), onde: ESCORE 0 = auséncia de imunomarcacao; ESCORE 1 =
baixo padrédo de imunomarcacao; ESCORE 2 = moderado padrdo de imunomarcagao;
ESCORE 3 = alto padrdo de imunomarcagdo. Ademais, realizou-se uma analise
guantitativa, na qual foi feita a contagem de células OCN e TRAP-positivas por

milimetro no perimetro da leséo.

3.4 Coleta de sangue e tecidos

Os ratos proles controle (PCN), proles PA (PPA), proles DP (PDP) e proles
LEP (P-LEP) foram submetidos a jejum de 14 horas antes dos procedimentos
experimentais. Estes animais foram anestesiados com tiopental sédico (Thiopentax®
- Cristélia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, Itapira, Brasil, 3%, 5mg/ 100g p.c.,
i.p.) precedidos pela aplicacdo de anestésico de bloqueio local (Lidocaina, 4 mg/kg
peso corporeo, via intraperitoneal) 10 minutos antes da aplicacdo do barbitirico e os
experimentos foram realizados 10-15 minutos apos a anestesia. Sob anestesia, foi
coletado sangue pela veia cava inferior. As amostras de sangue foram transferidas
para tubos de plastico heparinizados e mantidas a 4°C até a centrifugacdo a 800g
(4°C, 15 minutos). O plasma obtido foi armazenado a -80°C até o dia da quantificacéo

das concentracdes plasmaticas de glicose e insulina (n=10).

Outro grupo de ratos PCN, PPA, PDP e P-LEP (n = 8 animais por grupo)
foi utilizado para analisar as proteinas envolvidas nas vias insulinica e inflamatoria
pelo método de Western blotting. Para tanto, os animais previamente anestesiados
foram submetidos a laparotomia mediana, com retirada de amostras dos tecidos antes
e apOs a administracdo intravenosa pela veia porta de 1,5 Ul de insulina regular
(Humulin, Eli Lilly and Company, Indianapolis, IN, EUA) em tempos variaveis (90
segundos para o0 MG), seguindo protocolo de acordo com Saad et al. (1993) para
avaliar apos a estimulacéo insulinica, o grau de fosforilagéo em tirosina da pp185 (IRS-
1/IRS-2) e o grau de fosforilagdo em serina do IRS-1 no MG. Salientamos que para
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avaliar o grau de fosforilacdo de IKKa/B, JNK e conteudo total de TNF-a no MG foram
utilizadas amostras de tecidos sem estimulo insulinico. Posteriormente, os animais
foram eutanasiados por dose anestésica excessiva utilizando tiopental sédico
(Thiopentax, Cristalia, Itapira, SP, Brasil; 3%, 5mg/100g peso corpéreo, via
intraperitoneal), precedidos pela aplicacédo de anestésico de bloqueio local (Lidocaina,
4 mg/kg peso corporeo, via intraperitoneal) 10 minutos antes da aplicacdo do

barbiturico.

3.5 Determinagéo da glicemia e insulinemia de jejum

A glicemia foi determinada pelo método de glicose-oxidase com a utilizacao
do reagente enzimatico comercial especifico (Katal Biotecnolégica Ind. Com. Ltda.,
Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil), seguindo as instru¢cbes do fabricante. A
insulinemia foi avaliada pelo método de ensaio de imunoabsorcao enzimatica (ELISA)
com a utilizacao do kit comercial especifico (Sensitive Rat Insulin, SRI-13K, Millipore,

St Charles, MO, EUA), seguindo as instru¢des do fabricante.

3.6 Avaliacédo da resisténcia insulinica

Foi avaliada pelo indice HOMA-IR (Modelo de Avaliacdo da Homeostase -
Resisténcia a Insulina), calculado a partir da férmula, como segue: HOMA - IR =
glicemia de jejum (mmol/L) X insulinemia de jejum (pUI/mL) / 22,5) (BONORA et al.,
2000).

3.7 Avaliacdo das proteinas das vias insulinica e inflamatoria

3.7.1 Preparacgao das amostras

Imediatamente apds a extracdo, o tecido muscular foi homogeneizado em
Polytron (24.000 rpm durante 10 segundos) em 2 mL de tampdao de extracao (Tris 100
mM pH 7,5; EDTA 10 mM; SDS 1%; NaF 100 mM, Pirofosfato de Na 10 mM,
Ortovanadato de Na 10 mM) e mantidos em banho-maria (100 [JC) durante 10
minutos. Decorrido o tempo, foram transferidos para gelo e entao centrifugados (4 [1C,
16.000 g, 40 minutos). Do sobrenadante foram retiradas aliquotas para determinacao
da concentragéo proteica pelo método de Lowry (Bio-Rad Protein Assay - Bio-Rad
Laboratories, Hercules, EUA) (LOWRY et al., 1951) e para estoque em tampao de
Laemmli (azul de bromofenol 0,1%; SDS 10 %; fosfato de sodio 1M pH 7,0; glicerol
50%; DTT15%).
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3.7.2 “Western blotting”
*“SDS-PAGE” - (“Sodium Dodecil Sulfate - Polyacrylamide Gel Electrophoresis”)

A primeira etapa do Western blotting consiste na submissdo das amostras
a uma corrida eletroforética em gel de poliacrilamida. Por meio deste método, é
possivel separar proteinas de acordo com seu peso molecular, sem que as unidades
proteicas sejam perdidas, permitindo estudos posteriores nessas fragdes proteicas.
Sera utilizado o método desenvolvido por Laemmli (1970) e modificado por Garfin
(1990), o qual envolve um sistema descontinuo de dois géis contiguos, mas
diferentes: 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 resolucéo (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 aménio 0,17%; glicerol 10%). Na montagem, o gel de resolucéo fica sob o gel de
“stacking”, com orientagéo vertical, num sistema de camaras que mantem as por¢coes
superiores e 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 aplicacdo, 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), e foi iniciado com a corrida no gel de
“stacking” sob voltagem constante em 30 mV até que ocorresse 0 empacotamento da
amostra, o que pode ser observado na transi¢cao dos géis. Posteriormente foi aplicada
voltagem constante de 100 V para a corrida no gel de resolucdo, durante 2 horas.
Juntamente com as amostras, sempre foi colocado um padrdo de proteinas de

conhecidos pesos moleculares (marcadores).
*“Electrophoretic transfer”

ApOs a separacao das fracOes protéicas no gel de poliacrilamida, foi feita a
transferéncia eletroforética dessas fracbes para uma membrana de nitrocelulose
Hybond-C Super (Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, England). A
transferéncia foi realizada sob voltagem constante de 100 V, durante 2 horas, a4 [1C,
utilizando-se o tampéao de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20%,
SDS 0,02%).
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*“Immunoblotting”

Apos a transferéncia eletroforética, foi iniciado o processo de
imunodeteccéo de proteinas especificas (KRUGER; HAMMOND, 1988). A membrana
de nitrocelulose foi primeiramente incubada na presenca de solucdo blogueadora
(solucao basal - SB - NaCl 150 mM; Tris 10 mM; "Tween" 20 0,02%; pH 7,2 - acrescida
de 5% de leite desnatado - 0% de gordura) durante 2 horas a temperatura ambiente,
e entdo lavada com solucdo basal por trés sessfes de 10 min. Em seguida, a
membrana foi incubada em solucdo (SB + 3% de leite desnatado) contendo o0s
anticorpos anti JNK, anti p-JNK, anti IKK-a/B, anti p-IKK-a/p, anti-TNF-a e anti-B-
actina, todas da marca Santa Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz, EUA, por 4 horas
em temperatura ambiente. Posteriormente foram realizadas trés lavagens com
solucdo basal e a membrana foi incubada durante 1 hora com segundo anticorpo
contendo peroxidase de ‘“horseradish” (“kit” de quimioluminescéncia, ECL -
Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, England). Novamente, foram
realizadas 3 lavagens da membrana de nitrocelulose com solucao basal, com duracéo
de 10 min cada lavagem. Adicionou 1 mL de cada solugao de detecgéao 1 e 2 (do kit
de ECL) e foi incubada por 1 minuto. Por fim, foi drenado o excesso de reagente e a
membrana de nitrocelulose foi exposta a filme radiografico (Hyperfim ECL -
Amersham Biosciences, Buckinghamshire, England), durante 10 minutos a
temperatura ambiente. O filme foi processado com solucéo reveladora e reforcadora
GBX (Kodak Brasileira, Sdo Paulo, Brasil) e solucéo fixadora e reforcadora GBX
(Kodak Brasileira, Sao 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).

3.6 Andlise estatistica

Todos os valores foram apresentados como média + erro padrdo da média
(EPM). A analise estatistica foi feita por analise de variancia (ANOVA), seguida pelo
teste de Tukey. As analises histoldgicas e imunoistoquimicas foram feitas por meio do
teste t de student e pelo teste estatistico ndo paramétrico de Mann-Whitney. O
programa estatistico utilizado foi o Graph Pad Prism Versdo 7.0. O nivel de

significancia adotado foi de 5% (alfa=5%).
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4 RESULTADOS

4.1 Imagens representativas das andlises histolégica e imunoistoquimicas da
regido periodontal e periapical 79 dias ap6s a inducdo das lesGes maternas.

As imagens representativas das analises histolégicas mostram o0s apices
dentarios e os tecidos periodontais do grupo CN (a, al, ¢, cl) com caracteristicas
compativeis com a normalidade. No grupo PA (b, b1) observou-se infiltrado de células
inflamatdrias na area ao redor do 4pice e reabsor¢do dentaria. O grupo DP apresenta
grave comprometimento da integridade e estrutura do epitélio juncional e sulcular,
além de moderado infiltrado de células inflamatérias nos tecidos periodontais. Por
fim, o grupo LEP (e, el) demonstra intenso infiltrado de células inflamatérias ao redor
do apice, além de extensa area de reabsorcdo Ossea alveolar. Estes achados
comprovam que a inducao destas inflamacdes orais (PA, DP e LEP) foi efetiva e que

0s processos inflamatérios foram devidamente instalados.

As imagens representativas de imunoistoquimica mostram a expressao in situ
de OCN e TRAP em ratas maes com PA (OCN - c2; TRAP - c3) DP (OCN — d2; TRAP
—d3) e LEP (OCN — e2; TRAP — e3). A técnica imunoistoquimica empregada para a
deteccdo de OCN e TRAP mostrou alta especificidade na deteccao de tais proteinas,
a qual foi comprovada pela auséncia total de marcacdo no controle negativo da
reacdo. As células imunorreativas apresentaram uma coloracdo marrom escura
confinada exclusivamente ao citoplasma, no caso de TRAP, e confinada ao citoplasma

e em menor escala a matriz extracelular, no caso de OCN.
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Figura 3 - Imagens representativas das analises histolégica e
imunoistoquimicas das regifes periodontal e periapical 79 dias ap6s ainducao
das lesbes maternas. A coloracdo H.E (Hematoxilina-eosina) nos grupos
controle—CN, com periodontite apical-PA e com doenca periodontal-DP (a, al; c,
cl) mostra as regides periapical e periodontal livres de infiltrado inflamatoério
(ampliac&o de 100x e 400x, respectivamente); setas indicam infiltrado de células
inflamatérias. O grupo PA denota infiltrado inflamatorio intenso ao redor do
apice (b, bl) e o grupo DP apresenta infiltrado inflamatorio moderado no tecido
gengival (d, d1). Ambos os grupos denotando ruptura do ligamento periodontal
e area de reabsorcdo 6ssea (ampliacdo de 100x e 400x). O grupo LEP (e, el)
demonstrou intenso infiltrado inflamatorio, além de extensa area de reabsorcéo
O0ssea alveolar (aumento de 100x e 400x). (a2—e3). Imagens de imunoistoquimica
dos grupos PA controle, PA, DP controle, DP e LEP. Expresséo in situ de OCN e
TRAP em ratas maes dos grupos (a2, a3) PA controle; (b2, b3) grupo PA; (c2, c3)
Grupo DP controle; (d2, d3) grupo DP e (e2, e3) grupo LEP, respectivamente.
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4.1.1 Andlise histolégica e imunoistoquimicas da Periodontite Apical (PA),
Doenca Periodontal (DP) e Lesdo endo-periodontal verdadeira (LEP)

As tabelas a seguir mostram as analises histolégicas e imunoistoquimicas
do local das lesdes maternas. A analise do infiltrado inflamatério demonstrou que nao
houve diferenca neste parametro entre os grupos de ratas maes com PA e LEP
(Tabela 1). Entretanto, o grupo LEP apresentou aumento neste parametro quando
comparado ao grupo de ratas mdes com DP (Tabela 2). A andlise histométrica
mostrou maiores areas de reabsorcéao 6ssea no grupo LEP em comparacao ao grupo
de ratas com PA (Tabela 1) e DP (Tabela 2). De acordo com as analises
imunoistoquimicas, ndo houve diferenca estatistica nos padrdes de imunomarcacao
de OCN entre os grupos LEP e DP (Tabela 2). Entretanto, o grupo LEP apresentou
aumento neste parametro quando comparado ao grupo de ratas com PA (Tabela 1).
Ademais, houve maior imunomarcacao para TRAP no grupo LEP em comparacéo aos
grupos PA (Tabela 1) e DP (Tabela 2).

Tabela 1 - Andlises histolégica e imunoistoquimicas da PA e LEP. Os escores
observados para histologia em cada grupo experimental sdo expressos na forma de
medianas e intervalos interquartis (I). A tabela também apresenta o nimero de células
OCN e TRAP-positivas por milimetro no perimetro da lesdo. Para os valores
histométricos da reabsorcdo, os dados sdo expressos em forma de média e desvio
padréo.

Grupos experimentais Analises estatisticas
Critérios histologicos
CN PA LEP
. ] Teste Mann-Whitney
Infiltrado mflamatorio
1(1-1) 3(2-4) 4 (3-4) U
(mediana (IR))
P=.083
Imunomarcagdo
(média £ DSP) Teste ¢ student
OCN 2534 +£1.01 9.11 £2.09 1131+ 191* P=.045
TRAP 5.99 £0.86 1812 £2.12 31.74 £2.96* P<.001
Analise histométrica Teste 7 student
] 12.06 £8.18 82.07+12.61 172.36 £ 66.61*
(média £ DSP) P=.002

CN, controle; PA, periodontite apical; LEP, leséo endo-perio; OCN, osteocalcina; TRAP, fosfatase acida resistente ao
tartarato. * p <0,05 LEP comparado ao grupo PA.
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Tabela 2 Andlises histolégica e imunoistoquimicas da DP e LEP. Os escores
observados para histologia em cada grupo experimental sdo expressos na forma
de medianas e intervalos interquartis (ll). A tabela também apresenta o nimero de
células OCN e TRAP-positivas por milimetro no perimetro da lesdo. Para os valores
histométricos os dados sao expressos em forma de média e desvio padrao.

Critérios histologicos

Grupos experimentais

Analises estatisticas

CN DP LEP
Mann-Whitney
Infiltrado inflamatorio
] 1(1-1) 324 4 (3-4) U test
(mediana (IR))
P=.028
Imunomarcagao
(média + DSP) Student ¢ test
OCN 2534 £1.01 11.12 £1.78 1131 £1.91 P=.833
TRAP 599 +0.86 1928 +£3.12 31.75 £ 2.90* P<.001
Analise histométrica Student ¢ test
428 £9.7 13.58 £ 15.5 172.36 £ 66.61*

(média + DSP)

P<.001

CN, controle; DP, doenca periodontal; LEP, lesdo endo-perio; OCN, osteocalcina; TRAP, fosfatase acida
resistente ao tartarato. * p <0,05 LEP comparado ao grupo DP.
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4.2 avaliagcéo da glicemia, insulinemia e indice de HOMA-IR

N&o houve diferenca estatisticamente significativa na glicemia de jejum entre
0s grupos avaliados. No entanto, houve aumento nas concentracdes plasmaticas de
insulina e no indice de HOMA-IR nos grupos PPA, PDP e P-LEP em comparacéo ao
grupo PCN. Além disso, o grupo P-LEP apresentou aumento significativo na
insulinemia e no indice de HOMA-IR em comparacdo aos grupos PPA e PDP;
entretanto, ndo foram observadas diferencas estatisticas nestes parametros entre os

grupos os dois ultimos grupos (Tabela 3).

Tabela 3 - Glicemia, insulinemia e indice HOMA-IR em proles de ratas CN (PCN)
e proles de ratas com inflamagdes orais (PPA, PDP e P-LEP).

Parametros PCN PPA PDP P-LEP
Glicemia (mmol/L) 9,369 + 0,27 9,569 £ 0,24 9424 +£0,39 9,655 +£0,30
Insulinemia
8,519 = 0,68 1463 +138*% 1491150 * 26,41 +£140#
(nIU/mL)
HOMA-IR 3,114 =023 6,231 £061 * 6222065 * 13,49 140 #

Os valores sao apresentados como média + erro padrédo (n = 10 por grupo). * p <0,05 PPA e PDP comparados aos
grupos PCN e P-LEP. # p <0,05 P-LEP comparado aos grupos PCN, PPA e PDP.
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4.3 Avaliacdo da massa corpodrea (g)

Os resultados da massa corporea dos grupos proles de ratas controle
(PCN), proles de ratas com periodontite apical (PPA), proles de ratas com doenca
periodontal (PDP) e proles de ratas com lesdo endo-periodontal verdadeira (P-LEP)
foram avaliados semanalmente, desde 0 nascimento até 75 dias de idade. Os grupos
PDP e P-LEP apresentaram baixo peso ao nascimento em relagéo aos grupos PCN e
PPA. Entretanto, ndo houve diferenca estatistica nesse parametro entre 0s grupos
PCN e PPA (Figura 4A). Adicionalmente, ndo houve diferenca estatistica na massa

corpOrea entre os grupos até os 75 dias (Figura 4B).

Figura4 - A) Massa corpOrea ao nascimento dos grupos proles de ratas controle
(PCN), proles de ratas com periodontite apical (PPA), proles de ratas com
doenca periodontal (PDP) e proles de ratas com lesdo endo-periodontal
verdadeira (P-LEP). B) Massa corpérea dos grupos PCN, PPA, PDP e P-LEP,
avaliada semanalmente durante 75 dias. Os valores sdo expressos como média
+ EPM, n =18. * p < 0,05 PDP e P-LEP quando comparados aos grupos PCN e
PPA.
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4.4 Ingestéo alimentar

A Figura 5 mostra a ingestédo alimentar dos grupos PCN, PPA, PDP e P-
LEP avaliada a partir do desmame até o final do experimento. Os resultados
demonstraram que ndo houve diferenca significativa neste parametro a partir da
primeira semana nos grupos PDP e P-LEP e durante os 75 dias de vida nos grupos
PPA e PCN.
Figura5-Ingestdo alimentar (média) dos grupos proles de ratas controle (PCN),
proles de ratas com periodontite apical (PPA), proles de ratas com doenca

periodontal (PDP) e proles de ratas com leséo endo-periodontal verdadeira (P-
LEP) avaliada a partir do desmame
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4.5 Avaliacéo das vias inflamatoérias

A Figura 6A mostra autorradiografias tipicas referente ao contetdo de
TNF-a e grau de fosforilagdo de JNK e IKKa/B em tecido muscular dos grupos PCN,
PPA, PDP e P-LEP. As Figuras 6B, C e D mostram os resultados, expressos em
unidades arbitrarias por pug de proteina amostrada. O conteudo de TNF-a (Figura 6A
e D) e o grau de fosforilagdo de IKKa/3 (Figura 6A e C) no MG foram significativamente
maiores nos grupos PDP e P-LEP em comparacdo aos grupos PCN e PPA. Em
relacdo a estes dois ultimos grupos ndo houve diferenca significativa entre eles nesta
avaliacdo. Ademais, ndo foram observadas diferencas no grau de fosforilagdo da JNK

entre os grupos no MG (Figura 6A e B).

Figura 6 — Avaliacdo do conteudo de TNF-a e grau de fosforilagao de JNK e
IKKa/B no musculo gastrocnémio de ratos adultos, proles de ratas controle
(PCN), proles de ratas com periodontite apical (PPA), proles de ratas com
doenca periodontal (PDP) e proles de ratas com lesdo endo-periodontal
verdadeira (P-LEP). (A) Autoradiografias tipicas: quantidades iguais de proteina
foram submetidas a SDS-PAGE (185 pg). Utilizou-se como controle: JNK, IKKa/
e B-actina (B, C, D). O contetdo de TNF-a e grau de fosforilagdao de JNK e IKKa/f3
(expresso em unidades arbitrarias) sdo apresentados como a média £ EPM, n =
8. * p<0,05 PDP em comparacéao aos grupos PCN, PPA e P-LEP; # p<0,05 P-LEP
em comparacao aos grupos PCN, PPA e PDP.
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4.6 Grau de fosforilacdo da pp185 em tirosina e em serina do IRS-1 no MG

Apos estimulo insulinico, houve uma reducdo significativa no grau de
fosforilacdo da pp185 em tirosina nos grupos PPA, PDP e P-LEP quando comparados
ao grupo PCN (Figura 7B). Adicionalmente, verificou-se redugcao neste parametro no
grupo P-LEP quando comparado a todos os outros grupos. Entretanto, ndo foram
observadas diferencas estatisticas entre os grupos PPA e PDP (Figura 7D).
Adicionado a isto, ndo houve diferenca significativa no grau de fosforilacdo em serina

do IRS-1 entre os grupos avaliados.

Figura 7 — Avaliacao do grau de fosforilacdo da pp185 em tirosina (pTyr) e serina
(Ser), antes (-) e ap6s (+) estimulo insulinico, no musculo gastrocnémio (B e D)
de proles de ratas controle (PCN), proles de ratas com PA (PPA), proles de ratas
com DP (PDP), e proles de ratas com LEP (P-LEP). Em A e C, autorradiografias
tipicas: quantidades iguais de proteina foram analisadas (185 pg). B-actina foi
usada como controle. Em B e D, os valores do grau de fosforilagdo em tirosina
da ppl85 e em serina do IRS-1 (expressos em unidades arbitrarias) séo
apresentados como média  erro padréo, n = 8 animais por grupo. * p <0,05 PPA
e PDP em comparacdao com os grupos PCN e P-LEP. # p <0,05 P-LEP em
comparacdo com os grupos PCN, PPA e PDP.
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5 DISCUSSAO

Os resultados deste estudo nas mades demonstraram que: 1) houve maior
padrao de imunomarcacéao para OCN no grupo com LEP quando comparado ao grupo
com PA; 2) ndo foram encontradas diferencas estatisticas neste parametro entre os
grupos de ratas mées com LEP e DP; 3) verificou-se maior imunomarcagao para
TRAP no grupo LEP em comparacédo aos grupos PA e DP. Ademais, as analises
realizadas nas proles mostraram que: 1) apenas a DP e LEP materna estdo
associadas ao BPN; 2) inflamacdes orais maternas (PA, DP e LEP) promovem
aumento da insulinemia, Rl e prejudicam o Sl; 3) aumento no contetdo de TNF-a e
no grau de fosforilacdo de IKKa/f no MG somente nos grupos PDP e P-LEP. Além
disso, proles de ratas com LEP apresentaram alteracfes mais acentuadas (RI, Sl e

ativacao de vias inflamatorias) quando comparada a prole de ratas com PA ou DP.

A remodelacdo 6ssea é um processo complexo realizado por meio de
atividades coordenadas entre osteoblastos e osteoclastos. A interacdo entre estas
células garantem um equilibrio adequado entre ganho e perda 6ssea (LEMAIRE et al.,
2004). Sabe-se que este fendmeno é conhecido como o acoplamento, sendo mantido
em longo prazo por meio de um sistema de controle que inclui hormonios, fatores
fisicos e fatores humorais locais. Em condi¢des inflamatorias, o equilibrio entre a
reabsorcdo e a formacado se altera, resultando em perda 6ssea liquida (XIAO et al.,
2016). Estudos tem demonstrado que a DP n&o apenas estimula a osteoclastogénese,
mas também interfere no desacoplamento da formacéo e reabsorcdo 0ssea, sendo
este, um mecanismo patolégico desencadeado pela reacdo imuno-inflamatoria que
resultando em perda Ossea (GRAVES et al., 2011). No presente estudo, na
comparacao entre as maes com ou sem inflamagdes orais observamos que: houve
aumento na imunomarcacédo de OCN no grupo LEP em comparagao ao grupo PA.
Entretanto, ndo houve diferenga neste parametro entre os grupos com LEP e DP. O
aumento deste marcador de atividade osteoblastica (OCN) no grupo LEP em relagéo
ao grupo PA a principio € paradoxal, mas podemos sugerir que a exacerbacéo do
processo inflamatorio vista em LEP pode ter induzido um aumento da formagéo 6ssea

para tentar compensar a extensa reabsorgao resultante desta doencga inflamatoria.

Tanto as lesbes de origem endodontica quanto as doencas periodontais

envolvem uma resposta do hospedeiro a bactérias e, consequentemente, a formacao
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de lesbBes osteoliticas (GRAVES et al.,, 2011). As imagens histolégicas e
imunoistoquimicas (Figura 3) demonstraram que as inducdes das doencas
inflamatorias foram efetivas e conforme esperado a LEP apresentou maiores areas de
reabsorcdo O0ssea e maior imunomarcacado para TRAP em comparacdo com a PA
(Tabela 1) e a DP (Tabela 2). Existem modelos de inducéo de doenca periodontal nos
quais, além da realizacdo da ligadura, realiza-se a inoculacdo de Porphyromonas
gingivalis. Um estudo demonstrou que este modelo de indugdo com inoculagao
bacteriana também é efetivo, contudo, produz menor perda 6ssea se comparado ao
modelo no qual se insere apenas a ligadura (MEULMAN et al., 2011). Ja esta bem
estabelecido na literatura que na DP h& aumento de mediadores inflamatoérios, como
0 TNF-a (COLOMBO et al., 2012; PEREZ et al., 2011; KARA et al., 2013), que acentua
0 processo inflamatorio causando danos nos tecidos do periodonto. Ainda, destacam-
se outros estudos que observaram em animais com DP uma reabsorcdo 6ssea
alveolar acentuada em relacdo ao CN (ARABACI et al., 2015; COLOMBO et al., 2012;
MATTERA et al.,, 2016; RICOLDI et al., 2017). Ademais, diferentes modelos
experimentais de doencas orais inflamatérias tem apontado que citocinas como o
TNF-a causam osteoclastogénese. Mucci et al., (2012) verificaram em um estudo in
vitro, utilizando modelo quimico da doenca de Gaucher, que a infusdo de TNFa
promoveu osteoclastogénese. Outros estudos demonstram ainda, que os niveis de IL-
6 (Interleucina 6) estdo relacionados com uma maior reabsor¢cdo 0ssea junto aos
tecidos periapicais frente a infeccbes (AZUMA et al., 2014) e que, na sua auséncia,
outras citocinas pro-inflamatérias, como a IL-1 e o TNF-a também podem induzir a
reabsorcdo O6ssea nos tecidos periapicais (AZUMA et al., 2014; DELGADO et al.,
2011). De acordo com esses dados, podemos inferir que a LEP apresentou maior
padrdo de imunomarcacao para TRAP em comparacédo aos grupos PA e DP, devido
exacerbacdo da inflamacdo causada pela presenca destes dois processos
inflamatorios concomitantes (PA e DP).

Como descrito anteriormente, observou-se que a DP e a LEP materna
promoveram BPN de sua prole (Figura 4). Estes resultados estdo de acordo com
estudos que evidenciaram que DP materna promove BPN (GUIMARAES et al. 2012;
MANNEM & CHAVA, 2011; MATTERA et al. 2016; MATTERA, et al. 2019). Estudos
epidemiologicos relatam uma relacdo entre BPN e alta predisposi¢cdo a hipertenséo

arterial, dislipidemia e diabetes na idade adulta. Esta relacéo pode ser explicada pelo
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mecanismo conhecido como programacéo fetal no qual estimulos ambientais no Gtero
afetam o crescimento fetal e a salde ndo s6 durante a gestacdo, mas também durante
a vida adulta (BARKER, 1995).

Diversos estudos demonstram que o microbioma placentério se assemelha
e esta mais relacionado com o microbioma oral (AAGAARD et al., 2014; PRINCE et
al., 2014). Durante a infeccao periodontal, os titulos bacterianos orais aumentam
excessivamente, acompanhados de inflamacdo gengival e sangramento. Estas
condicbes aumentam a bacteremia e a possibilidade de transmissdo hematogénica
(FARDINI et al.,, 2010). De acordo com Aizawa et al.,, 2018, o mecanismo direto
responsavel por desfechos gestacionais adversos relacionados a periodontite é a
translocacdo de patégenos ou componentes de patdgenos periodontais por meio da
circulagéo sistémica até a unidade feto-placentaria. Outro mecanismo observado é a
producéo local ou disseminacéo sistémica de mediadores inflamatérios que atingem
a unidade feto-placentaria, gerando uma série de alteracdes prejudiciais ao ambiente
fetal (AIZAWA et al., 2018).

Segundo Southerland et al., 2005, a infec¢cdo por Campylobacter rectus
(uma bactéria presente na periodontite) em ratos induz uma reduc¢édo no tamanho do
labirinto placentario. E modificacbes na estrutura do labirinto placentario podem
promover um suprimento insuficiente para o feto e, consequentemente, um
crescimento prejudicado e BPN (MADIANOS et al., 2013). Como observado acima, os
grupos PDP e P-LEP apresentaram BPN, no entanto, a partir da primeira semana de
vida, ndo houve diferenca significativa no peso corporeo. Este resultado esta de
acordo com o fendmeno conhecido como “catch-up grown”. Este fendmeno sugere
que criancas submetidas a um periodo transiente de inibicdo de crescimento,
desenvolvem um mecanismo de aceleracdo do mesmo, atingindo peso e/ou altura
semelhante ao de criangas com peso e altura normais ao nascer (BOERSMA & WIT,
1997). Além disso, o “catch-up grown” em humanos, tem sido associado ao aumento
da suscetibilidade a obesidade e diabetes tipo 2 (CAMERON et al. 2002; JIMENEZ-
CHILLARON et al. 2006). Por fim, foi evidenciado que infec¢cdes subcutaneas
localizadas por Porphyromonas gingivalis (um patdogeno periodontal) em hamsters
podem reduzir o peso fetal em até 25% (COLLINS et al., 1994).

Evidéncias cientificas demonstram que patégenos periodontais como

Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia e Campylobacter rectus também
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estédo presentes na patogenia da LEP (DIDILESCU et al., 2012; PEERAN et al., 2013).
Os achados citados acima sobre a relacdo destas bactérias com desfechos
gestacionais adversos podem justificar porque a LEP verdadeira materna também foi
capaz de promover BPN na sua prole. Podemos inferir que 0os mecanismos
responsaveis por estas altera¢cdes podem ser os mesmos que estao sendo estudados
no caso da DP materna.

Estudos tém demonstrado que a PA materna esta associada a
complicacBes gestacionais como pré-eclampsia (KHALIGHINEJAD et al., 2017), parto
pré-termo e BPN (LEAL et al., 2015; HARJUNMA et al., 2015). Entretanto, no presente
estudo néo foi verificada diferenca na massa corpérea ao nascimento no grupo PPA
(Figura 4A). Estes dados estao de acordo com o estudo de Tsosura et al., 2019, no
qual também néo foi verificado diferenca estatistica na massa corpdrea ao nascimento

em proles de ratas com PA.

A avaliacdo da ativacdo de vias inflamatérias demonstrou que houve um
aumento do conteudo total de TNF-a (Figura 6D) no tecido muscular esquelético dos
grupos PDP e P-LEP verdadeira em relagéo aos grupos PCN e PPA, complementando
os estudos de Mattera et al. (2016 e 2019). Entretanto, ndo houve diferenca neste
parametro entre os grupos PCN e PPA. Estes resultados estdo de acordo com 0s
dados de Tsosura et al. (2021) que demonstraram que o grupo PPA nédo apresentou
aumento da expressao desta citocina no musculo esquelético em relacdo ao grupo
PCN.

Ao avaliarmos o grau de fosforilagéo da proteina IKKa/8, os grupos P-LEP
e PDP apresentaram aumento do grau de fosforilagdo da proteina IKKa/3 em relagao
aos grupos PCN e PPA. Ademais, o grupo P-LEP apresentou aumento significativo
no grau de fosforilacdo da proteina IKKa/B em comparagao aos demais grupos (PCN,
PPA e PDP). No entanto, ndo houve diferenca no grau de fosforilacdo da proteina JNK
entre os grupos (Figura 6A). O TNF-a é uma citocina capaz de ativar vias intracelulares
da JNK, ERK1/2 e do IkB kinase B/fator nuclear kB (IKKB/NF-kB) (PLOMGAARD et
al., 2005; SHOELSON; LEE; GOLDFINE, 2006; PABON et al., 2019). No musculo
esquelético, a ativagao do IKKB aumenta a atividade de NF-kB e este gene, por sua
vez, é capaz de inibir a expressédo de GLUT4 (RAYCHAUDHURI et al., 2008). O NF-
KB pode ser ativado por vias como: a via nao-canfnica e a via candnica. A via

alternativa ou ndo-canénica é ativada por meio da fosforilagdo da quinase NIK (NF-
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kBinducing kinase), que promove a ativagdo do complexo IKK e a translocacao dos
dimeros do NF-kB para o nucleo (SRIVASTAVA; RAMANA, 2009). Esta via é ativada
por um grupo mais restrito de citocinas. Na via classica ou candnica, a ligacdo do
ligante especifico ao receptor promove a ativacdo do complexo quinase IkB (IKK), que
contém a agao das subunidades cataliticas quinases (IKKa e IKKB) e a subunidade
reguladora (NEMO/IKKY) que conduz a fosforilagéo de IkB. Esta fosforilacdo promove
o desligamento desta molécula e NF-kB, promovendo a degradacdo do kB e a
translocacdo dos dimeros do NF-kB (p50 e p65) para o nucleo, ocasionando o
aumento da transcricdo de citocinas inflamatorias (SRIVASTAVA; RAMANA, 2009).
Proteinas como IKK e JNK inibem a acgdo da insulina por meio da fosforilagdo em
serina do IRS1 (SCHENK et al., 2008).

O NF-kB também tem um papel importante bloqueando a apoptose por
meio da sua regulacdo positiva de moléculas anti-apoptoticas, incluindo XIAP (X-
linked Inhibitor of Apoptosis Protein), cFLIP (FLICE-like inhibitory protein) e outras
(SCHWABE; BRENNER, 2006). Como mencionado anteriormente, ndo houve
diferenca no grau de fosforilagdo de JNK entre os grupos avaliados no MG. Diversos
estudos demonstram que o IKK modula negativamente a atividade de JNK. Estudos
tem demonstrado que isso ocorre por meio da inducdo de genes alvo de NF-kB que
codificam proteinas, como o inibidor 56 da apoptose ligado ao cromossomo X (XIAP),
que interfere com a ativacdo da JNK mediada pelo TNF-a. Esses achados
demonstram que as vias de sinalizacdo NF-kB e JNK estdo funcionalmente
interconectadas (TANG et al., 2001; SCHWABE, BRENNER, 2006) e estes dados
podem explicar a razdo pela qual ndo foi encontrada nenhuma diferenca no grau de
fosforilacdo da JNK, pois a via de sinalizacdo da IKK pode ter sobrepujada a via de
sinalizacao da JNK.

Recentemente, varios estudos destacaram o papel fundamental da via
IKK/NF-kB na indugéo e manutencgao do estado de inflamacéo subjacente as doencas
metabdlicas (ARKAN et al., 2005; BISHWOKARMA et al., 2019). A sinalizacdo IKK-
NF-kB tem sido descrita como um potencial mecanismo que pode modular respostas
inflamatorias e contribuir para o desenvolvimento de RI (RICARDO et al., 2021).

Sabe-se que a presenca constante de citocinas inflamatorias como o TNF-
a induzem uma inflamagao crénica de baixo grau que interfere na transducao do Sl

(MANCUSI et al., 2020). Em um estudo de caso-controle, os individuos com aumento
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nas concentragdes plasmaticas de IL-1B e IL-6 estavam associados ao risco elevado
de desenvolver DM2 do que os individuos com aumento isolado de IL-6 no plasma
(SPRANGER et al.,, 2006). Diversos estudos tém demonstrado potenciais
mecanismos que podem explicar os efeitos prejudiciais do TNF-a sobre a sinalizagao
insulinica: 1) supressdo da atividade do receptor de insulina-tirosina quinase; 2)
diminuicdo da fosforilacdo do IRS-1 em tirosina (HOTAMISLIGIL et al., 1994,
PERALDI; XU; SPIEGELMAN, 1997); 3) reducdo da fosforilacdo da Akt em
serina/treonina; 5) prejuizo na translocacéo de GLUT4 para a membrana plasmatica
(NIETOVAZQUEZ et al., 2007). Adicionado a isto, sabe-se que proteinas como IKK e
JNK podem inibir a acdo da insulina por meio da fosforilagdo em serina do IRS-1
(SCHENK et al.,, 2008; HAYDEN; GHOSH, 2014; SHOELSON; LEE; GOLDFINE,
2006).

Neste estudo, os grupos PPA, PDP e P-LEP apresentaram aumento na
insulinemia de jejum e nos valores do indice de HOMA-IR indicando RI nestes grupos
de animais em relacdo ao grupo PCN. Ademais, o grupo P-LEP apresentou aumento
significativo na insulinemia de jejum e nos valores do indice de HOMA-IR quando
comparado a todos os demais grupos. No entanto, ndo houve diferenga na glicemia
de jejum entre todos o0s grupos avaliados (Tabela 3). Estes resultados estao de acordo
com a teoria “fetal salvage”, a qual esta relacionada ao BPN e sugere que o feto
desnutrido desenvolve resisténcia a insulina periférica, por meio de uma redistribuicéo
de nutrientes, tais como a glicose, a favor de 6rgdos essenciais, como o cérebro,
levando a reducdo permanente da funcédo ou do niumero de transportador de glicose
do musculo esquelético (HOFMAN et al., 1997; CIANFARANI; GERMANI; BRANCA,
1999). Podemos inferir que este seja um dos mecanismos responsaveis pelo aumento
da insulinemia e do indice de HOMA-IR nos grupos PDP e P-LEP. Sabe-se que em
consequéncia da diminui¢cdo da sensibilidade periférica a insulina ha um estimulo nas
células B para produzir quantidades maiores de insulina para atingir a glicemia normal,
e se isso persistir por muito tempo pode levar a eventual esgotamento de células 3
(HOFMAN et al., 1997; CIANFARANI; GERMA\NI; BRANCA, 1999). A normoglicemia
observada nos grupos PPA, PDP e P-LEP pode ser resultante do aumento
compensatorio na secrecdo de insulina pelas células beta, o que pode manter este
parametro dentro da normalidade. Outro mecanismo que pode ser responsavel por

esse aumento da RI pode ser decorrente do aumento da ativacdo da via do IKK/NF-
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kB com consequente incremento na expressdo de TNF-a. Varios estudos
demonstraram uma relacdo positiva entre ativagcdo da via IKK/NF-kB, TNF-a e
resisténcia a insulina (SHOELSON; LEE; GOLDFINE, 2006; YE, 2009).

Estudos realizados anteriormente por Shirakashi et al. (2013) e Mattera et
al. (2016) relatam dados semelhantes, em que ratos adultos, proles de ratas com DP
apresentaram RI. Outro estudo realizado por Tsosura et al. (2019) demonstrou que
proles de ratas com PA apresentaram parametros bioquimicos semelhantes, e
consequentemente, Rl na vida adulta. Evidencias cientificas mostram que a RI de
forma continua pode provocar esgotamento das células beta pancreaticas,
ocasionando uma grande diminuicdo na secrecdo de insulina, promovendo
hiperglicemia e desenvolvimento de DM2 (KUMAR et al., 2013). A resisténcia a
insulina também desempenha um papel fundamental na patogénese e progressao de
danos a 6rgaos-alvo induzidos por hipertensédo, como hipertrofia ventricular esquerda,
aterosclerose e doenca renal crbnica. Juntas, essas anormalidades contribuem
significativamente para o aumento do risco de desenvolver diabetes tipo 2 (MANCUSI
et al., 2020).

A avaliacdo da etapa inicial da sinalizacéo insulinica no MG, demonstrou
gue houve uma reducéo no grau de fosforilacdo em tirosina da pp185 (ap6s estimulo
insulinico) nos grupos PPA, PDP e P-LEP quando comparados ao grupo PCN.
Ademais, o grupo P-LEP apresentou reducdo significativa neste parametro em
comparacao a todos os demais grupos (PCN, PPA e PDP). Entretanto, ndo houve
diferenca significativa no grau de fosforilacdo em serina do IRS-1 (ap6s estimulo
insulinico) entre os grupos avaliados. Shirakashi et al. (2013) e Mattera et al., (2016)
realizaram um estudo semelhante em modelo experimental de DP materna e verificou-
se que proles adultas destas ratas tiveram reducéo no grau de fosforilagdo em tirosina
da pp185 (apbs estimulo insulinico) no MG e TABp. Outro estudo, desta vez realizado
em modelo experimental de PA materna, demonstrou que a proles adultas destas
ratas tiveram redugé@o no grau de fosforilagdo em tirosina da pp185 (apds estimulo
insulinico) no MG e TABp. No entanto, ndo foi verificado diferenga significativa no grau
de fosforilagdo em serina do IRS-1 no MG (TSOSURA et al., 2019). Estes dados
corroboram os resultados do presente estudo e reforcam a associacdo entre
inflamagdes orais maternas e prejuizos a sinalizagao insulinica na vida adulta da prole.

Tem sido estabelecido na literatura uma associagdo entre aumento de citocinas
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inflamatorias e o desenvolvimento de RI (BLASCO-BAQUE et al., 2017; HUANG et
al., 2016; WU et al., 2020). Essa diminuicédo do sinal insulinico pode ser decorrente do
aumento da ativacdo da via IKK/NF-kB e expressdo de TNF-a devido ao processo

inflamatério como descrito acima.

Conforme citado anteriormente, ndo houve diferenca significativa no grau
de fosforilacdo em serina do IRS-1 (apds estimulo insulinico) entre 0s grupos
avaliados, demonstrando que a diminuicdo no Sl observada nos grupos PPA, PDP e
P-LEP no MG ndo esté relacionada com este parametro. Dessa forma, sugere-se que
outras proteinas estejam envolvidas na diminuicdo do SI no MG, tais como
supressores da sinalizagéo de citocinas 1 e 3 (SOCS1 e SOCS3) (UEKI et al., 2004),
glicoproteina-1 de membrana plasmatica celular (PC-1) (MADDUX; GOLDFINE,
2000), proteinas ligadas a receptor de fator de crescimento 10 e 14 (Grb10 e Grb14)
(BOUCHER et al., 2014) e proteina tirosina fosfatase 1 B (PTP1B), as quais diminuem
a atividade tirosina quinase do receptor insulinico, resultando no bloqueio de sua
interagcdo com proteinas IRSs (EGAWA et al., 2001). Nossos achados estéo de acordo
com estudos que evidenciaram que proles adultas de ratas com PA ou DP
apresentaram reducdo no grau de fosforilagdo em tirosina da ppl85 e nenhuma
alteracdo no grau de fosforilagdo em serina do IRS-1 no MG (TSOSURA et al., 2019;
SHIRAKASHI et al., 2013).

Os mecanismos pelos quais a associa¢ao da PA e DP (LEP) podem causar
alteracdes sistémicas na prole ainda ndo foram completamente elucidados.
Entretanto, com base em nossos achados, é possivel afirmar que a ativacéo de vias
inflamatérias e aumento da expressdao de TNF-a no tecido muscular possam estar
envolvidos na RI em ratos adultos, proles de ratas com LEP verdadeira. Ademais, os
resultados do presente estudo reforcam que a associacdo entre inflamacdes orais
maternas (PA e DP) promove altera¢gBes sistémicas mais pronunciadas na idade

adulta de suas proles.
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6 RESUMO DOS PRINCIPAIS RESULTADOS

A associacao entre a PA e a DP (LEP) em ratas promoveu:

e Aumento da imunomarcacdo para TRAP no local das lesbes maternas em

comparacgao a ratas com PA ou DP.
Ademais, a LEP materna promoveu em sua prole:

e Baixo peso ao nascimento;

e Inalteracdo na massa corpérea e ingestao alimentar ao longo dos 75 dias de
vida.

e Aumento nas concentracfes plasmaticas de insulina;

¢ Nenhuma alteracéo na glicemia de jejum;

e Diminuicao da sensibilidade a insulina;

e Aumento no grau de fosforilagao de IKKa/B no MG;

¢ Nenhuma alteragcéo no grau de fosforilagdo de JNK no MG;

e Diminuicdo no grau de fosforilagdo em tirosina da ppl85 (apds estimulo
insulinico) no MG;

¢ Nenhuma alteracdo no grau de fosforilacdo em serina do IRS-1 (apds estimulo

insulinico) no MG.
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7 CONCLUSAO

Os dados das andlises realizadas nas maes demonstram que a associagao
da PA e DP pode promover uma reabsor¢cdo mais acentuada em relacao as doencas
estudadas separadamente. Avaliando-se a prole, foi constatado que apenas a DP e
LEP materna promoveram BPN. Adicionalmente, a presenca conjunta da PA e DP
(LEP) na mae promove alteracbes mais exacerbadas na idade adulta de suas proles,
como maior grau de ativacdo de vias inflamatérias, Rl e diminuicdo da sinalizagao
insulinica em relacao aos resultados obtidos das proles de maes com PA ou DP. Estes
dados demonstram que manter uma saude bucal materna adequada € essencial para

prevenir doencgas e garantir uma boa salde geral da prole.
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