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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. A metilagdo do DNA é um dos mecanismos
epigenéticos envolvida nesta programacdo e regula a expressao génica. Estudos
anteriores verificaram que a periodontite apical (AP) materna em ratas promove em
sua prole adulta: resisténcia insulinica (RI), alteracdo na etapa inicial do sinal
insulinico (SI) no musculo gastrocnémio (MG) e aumento na concentracao
plasmatica de fator de necrose tumoral-a (TNF-a). O TNF-a pode ativar o fator de
transcricdo nuclear kappa B (NF-kB) que diminui a expressdo génica do
transportador de glicose GLUT4. Nesse contexto, mais estudos sdo necessarios
para investigar se as alteragdes no Sl observadas em ratos adultos, proles de ratas
com AP também estdo presentes na continuidade da cascata insulinica. Ademais,
sabendo-se que o estresse oxidativo tem sido implicado como fator contribuinte
tanto para o inicio quanto para a progressdo do diabetes, torna-se fundamental
verificar o grau de estresse oxidativo tecidual nesta prole adulta. Em vista disso, 0s
objetivos deste estudo foram avaliar a RI, estresse oxidativo, etapa final do Sl e via
inflamatoria no MG de ratos adultos, proles de ratas com AP. Para tanto, as 21 ratas
Wistar (2 meses de idade) foram distribuidas em 3 grupos: 1) ratas controle; 2) ratas
com 1 AP induzida em 1° molar superior direito; 3) ratas com 4 APs induzidas em 1°S
e 2° molares superiores e inferiores do lado direito. A AP foi induzida empregando-
se broca em aco carbono dotada de esfera de 0,1 mm na extremidade. Apés 30 dias
da exposicdo pulpar, as ratas de todos os grupos foram colocadas para
acasalamento. Quando os filhotes machos de todas as ratas completaram 75 dias
de idade, foram realizadas as seguintes analises plasmaticas: 1) glicemia; 2)
insulinemia; 3) RI. Ademais, foram realizados 0s seguintes experimentos no MG: 1)

grau de fosforilagdo em serina/treonina da Akt, apds o estimulo insulinico; 2)



conteudo proteico de GLUT4; 3) grau de metilacdo do DNA na regido promotora do
gene do GLUT4; 4) expressao génica do GLUT4 e TNF-a; 5) conteudo proteico de
TNF-a e PGC-1q; 6) grau de fosforilagdo de NF-kB p50 e NF-kB p65; 7) estresse
oxidativo (superoxido dismutase — SOD e espécies reativas ao tiobarbitdrico —
TBARS). A analise estatistica foi realizada pela analise de variancia, seguida do
teste de Tukey. O nivel de significancia adotado foi de 5%. Os resultados mostraram
que AP materna (tanto 1 foco de infeccdo como 4 focos de infeccbes) promoveu
hiperinsulinemia, Rl e diminuicdo na atividade antioxidante da SOD e na
concentracdo de TBARS no MG de sua prole adulta. Entretanto, somente a AP
materna em quatro dentes promoveu aumento na massa corpérea, na ingestao
alimentar e no grau de fosforilacdo das subunidades p50 e p65 do NF-kB no MG de
proles adultas. Ademais, houve diminuigcdo no grau de fosforilagdo em serina e
treonina da Akt (apés estimulo insulinico) e na expresséo génica e conteudo proteico
de GLUT4 no MG em proles adultas de ratas com 4APs. A AP materna nao
promoveu alteracdo na glicemia de jejum, conteudo de PGC-1a, grau de metilacdo
do DNA na regido promotora do gene do GLUT4 e expressdo génica e conteludo
proteico de TNF-a no MG de proles adultas. Esses resultados revelam o impacto
gue a AP materna tem em longo prazo na predisposicdo as alteracdes metabdlicas
na fase adulta da prole. Isso reforca a importancia que a manutencdo da saude

bucal materna tem sobre a saude geral da prole.

Palavras-chave: Periodontite periapical. Desenvolvimento fetal. Resisténcia a

insulina. Inflamacao.
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ABSTRACT

Fetal programming suggests that adverse stimuli when applied during early fetal
development may alter metabolism of offspring, increasing the risk of disease in
adulthood. DNA methylation is one of the epigenetic mechanisms involved in this
programming and regulates gene expression. Previous studies have shown that
maternal apical periodontitis (AP) in rats promotes in their adult offspring: insulin
resistance (IR), alteration in the initial steps of the insulin signaling (IS) in the
gastrocnemius muscle (GM) and increase in plasma concentration of tumor necrosis
factor-a (TNF-a). TNF-a can activate nuclear transcription factor kappa B (NF-kB)
thus decreasing gene expression of the GLUT4 glucose transporter. In this context,
more studies are needed to investigate whether changes in IS observed in adult rats,
offspring of rats with AP are also present in the continuity of the insulin cascade. In
addition, since oxidative stress has been implicated as a contributing factor for both
the onset and progression of diabetes, it is essential to verify the degree of tissue
oxidative stress in this adult offspring. Therefore, the aims of this study were to
evaluate IR, oxidative stress, final steps of IS and inflammatory pathway in the GM of
adult rats, offspring of rats with AP. For this purpose, 21 female Wistar rats (2 months
of age) were distributed into three groups: 1) control rats (CN); 2) group with one AP
induced in the upper right first molar (1AP); 3) group with four APs induced in the first
and second upper and lower right molars (4AP). AP was induced using a surgical
round bur measuring 0.1 mm in diameter. After 30 days of pulp exposure, female rats
of all groups were placed for mating. Pregnant rats were separated into individual
cages. When the male offspring of all rats reached 75 days of age, the following
plasma analyzes were performed: 1) glycemia; 2) insulinemia; 3) IR. Furthermore,
the following analyzes were performed in the GM: 1) Akt serine/threonine
phosphorylation status, after insulin stimulation; 2) GLUT4 content; 3) degree of DNA

methylation in the proximal promoter region of the GLUT4 gene; 4) GLUT4 and TNF-



a gene expression; 5) TNF-a and PGC-1a content; 6) p50 and p65 subunits of NF-kB
phosphorylation status; 7) oxidative stress (superoxide dismutase — SOD and
thiobarbiturate reactive species — TBARS). Statistical analyzes were performed by
analysis of variance, followed by the Tukey test. The level of significance adopted
was 5%. Results showed that maternal AP (both 1 infection focus and 4 infection
focus) promoted hyperinsulinemia, IR and decrease in SOD antioxidant activity and
TBARS concentration in the GM of their adult offspring. However, only maternal AP
in four teeth promoted an increase in body weight, food intake and p50 and p65
subunits of NF-kB phosphorylation status in the GM of adult offspring. Furthermore,
there was a decrease in Akt serine and threonine phosphorylation status (after insulin
stimulation) and in gene expression and protein content of GLUT4 in the GM in adult
offspring of rats with 4APs. Maternal AP did not change fasting glycemia, PGC-1a
content, degree of DNA methylation in the proximal promoter region of GLUT4, gene
expression and protein content of TNF-a in the GM of adult offspring. These results
demonstrate that maternal AP is associated with IR and promotes important
alterations in IS and inflammation pathways in adult offspring. This reinforces the

importance of maternal oral health on the overall health of offspring.

Keywords: Periapical periodontitis. Fetal development. Insulin resistance.

Inflammation.
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periapicais das hemimaxilas e hemimandibulas do lado
direito de ratas dos grupos CN (D e G), AP1 (E e H) e AP4
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AP4; ***p<0,001 P-CN vs. P-AP4; %p<0,05 P-AP1 vs. P-
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apresentados como média + EPM de 45 animais por
grupo. *p<0,05 P-CN vs. P-AP4; **p<0,01 P-CN vs. P-AP4;
***p<0,001 P-CN vs. P-AP4; %p<0,05 P-AP1 vs. P-AP4;
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***p<0,001 P-CN (-) vs. P-CN(+) e P-AP1 (-) vs. P-AP1 (+);
#p<0,01 P-CN (+) vs. P-AP4 (+); 4p<0,05 P-CN (+) vs. P-
AP4 (+)

Avaliacdo do conteudo do transportador de glicose tipo 4
(GLUT4) no musculo gastrocnémio de proles de ratas
controle (P-CN), proles de ratas com uma periodontite
apical (P-AP1) e proles de ratas com quatro periodontites
apicais (P-AP4). Os resultados sdo apresentados como
meédia + EPM de 6 animais por grupo. * p<0,05 P-CN vs.
P-AP4

Avaliagdo da metilagdo do DNA na regidao promotora do
gene Slc2a4 no musculo gastrocnémio de proles de ratas
controle (P-CN), proles de ratas com uma periodontite
apical (P-AP1) e proles de ratas com quatro periodontites
apicais (P-AP4). Foram utilizados dois locais de restricdo

de enzimas sensiveis a metilagdo (Hhal e Hpall) e uma
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enzima dependente de metilagcdo (McrBC), (A, B e C) trés
regides separadas dentro do promotor proximal,
denominado prom 1, prom 2 e prom 3 , do gene Slc2a4
foram analisados. Os resultados sé&o apresentados como
meédia + EPM de 4 animais por grupo.

Avaliacado da expressdo génica do transportador de glicose
tipo 4 (GLUT4) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a) no
musculo gastrocnémio de proles de ratas controle (P-CN),
proles de ratas com uma periodontite apical (P-AP1) e
proles de ratas com quatro periodontites apicais (P-AP4).
Os resultados sao apresentados como média + EPM de 4
animais por grupo. * p<0,05 P-CN vs. P-AP4

Avaliacdo do conteudo de fator de necrose tumoral-a
(TNF-a) no musculo gastrocnémio de proles de ratas
controle (P-CN), proles de ratas com uma periodontite
apical (P-AP1) e proles de ratas com quatro periodontites
apicais (P-AP4). Em A, autorradiografia tipica: quantidades
iguais de proteina foram submetidas a SDS-PAGE (185
Mg). B-actina foi utilizada como controle. Em B, o valor do
conteudo de TNF-a, expressos em unidades arbitrarias, &
apresentado como média + EPM de 6 animais por grupo.
Avaliacdo do grau de fosforilagdo de NF-kB p50 e NF-kB
p65 no gastrocnémio de proles de ratas controle (P-CN),
proles de ratas com uma periodontite apical (P-AP1) e
proles de ratas com quatro periodontites apicais (P-AP4).
Em A, autorradiografia tipica: quantidades iguais de
proteina foram submetidas a SDS-PAGE (185 pg). Os
conteudos de NF-kB p50 e NF-kB p65 foram utilizados
como controle. Em B e C, os valores do grau de
fosforilacdo de NF-kB p50 e NF-kB p65, respectivamente
(expressos em unidades arbitrarias) sdo apresentados
como média = EPM de 6 animais por grupo. * p<0,05 P-CN
vs. P-AP4

Avaliacdo do conteudo de PGC-1a no gastrocnémio de

53

54

54



Figura 13

proles de ratas controle (P-CN), proles de ratas com uma
periodontite apical (P-AP1) e proles de ratas com quatro
periodontites apicais (P-AP4). Em A, autorradiografia
tipica: quantidades iguais de proteina foram submetidas a
SDS-PAGE (185 pg). B-actina foi utilizada como controle.
Em B, os valores do conteudo de PGC-1a (expressos em
unidades arbitrarias) sdo apresentados como média *
EPM de 6 animais por grupo.

Avaliacdo da atividade da superoxido dismutase — SOD
(A) e concentracdo das substancias reativas ao acido
tiobarbitarico — TBARS (B), normalizados pela proteina
total no musculo gastrocnémio de proles de ratas controle
(P-CN), proles de ratas com uma periodontite apical (P-
AP1) e proles de ratas com quatro periodontites apicais (P-
AP4). Os valores sao apresentados como a média + EPM
(n = 10 animais por grupo). # p<0,05 P-CN vs. P-AP1 e P-
AP4; ** p<0,01 P-CN vs. P-AP1 e P-AP4; *** p<0,001 P-
CNvs. P-AP1
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1 INTRODUCAO

A gravidez constitui um periodo em que a mulher sofre uma série de
alteracdes fisioldgicas que atuam sobre todo o organismo, inclusive na cavidade oral
(DE OLIVEIRA et al., 2014; HEMALATHA et al., 2013). Durante a gestacao, as
mulheres tornam-se mais susceptiveis as doencas bucais, tais como carie dentéria,
gengivite e doenca periodontal (DP) (KANDAN; MENAGA; KUMAR, 2011), devido as
mudancas na dieta (introducdo de mais carboidratos e/ou maior frequéncia
alimentar), hiperacidez do meio bucal devido a vomitos, alteracbes hormonais, que
associadas a desatencdo na manutengdo da higiene bucal, favorecem a instalacédo
das doencas bucais (MELO et al., 2007). Em decorréncia disso, as gestantes sao
consideradas pacientes de risco temporario de adversidades odontoldgicas
(VASCONCELOS et al.,, 2012). Contudo, ha certa resisténcia por parte das
gestantes ao tratamento odontolégico, por acreditarem que a intervencgao trara riscos
para o desenvolvimento e vida do bebé (SEBASTIANI et al., 2010).

O segundo trimestre da gestacao constitui periodo ideal e mais seguro
para realizar tratamento odontolégico (KANDAN; MENAGA; KUMAR, 2011). Mesmo
assim, o receio e o0 despreparo constituem principais motivos que levam os
cirurgibes-dentistas a se recusarem a prestar assisténcia odontoldgica as gestantes
(MOIMAZ et al.,, 2007; GARBIN et al., 2011). A postergacdo do atendimento
odontoldgico para o periodo puerpério tardio, ao invés de sanar o problema logo ao
ser diagnosticado, pode ocasionar um dano maior em funcdo do desenvolvimento
das doencas bucais (SEBASTIANI et al., 2010).

A saude bucal durante o periodo gestacional tem intima relacdo com a
saude geral da gestante e pode influenciar no bem-estar do bebé (GARBIN et al.,
2011). Nesse aspecto, diversos estudos tém evidenciado a associacdao entre DP
materna e resultados gestacionais adversos, tais como baixo peso ao nascimento
(MATTERA et al., 2016), parto pré-termo e restricdo do crescimento intrauterino
(SIQUEIRA et al., 2007; VIDHALE; PURI; BHONGADE, 2020). Contudo, a literatura
mostra-se escassa em relacdo a estudos que investigaram os efeitos da periodontite

apical (AP) materna sobre a saude da prole.
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Processo inflamatorio

A AP trata-se de uma inflamacdo no apice da raiz dental ocasionada
geralmente a partir de infeccao 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, ROQAS, 2007; GRAUNAITE; LODIENE; MACIULSKIENE, 2012;
RICHERT et al., 2022). Contudo, a carie dentéria compreende o principal meio pelo
qgual os microrganismos adentram o canal pulpar (STASHENKO et al., 1994).

No estudo caso-controle de Khalighinejad et al. (2017) foi relatado que
pelo menos 1 dente com AP foi observado em 27 maes que tiveram pré-eclampsia
(total de 50 mé&es no grupo experimental) e em 16 mées do grupo controle (total de
50 maes no grupo controle). Os autores concluiram que a AP materna pode ser um
forte preditor independente da pré-eclampsia. Ademais, no estudo de Leal et al.
(2015) foi verificado que puérperes com AP crbnica apresentaram maiores chances
de terem bebés com baixo peso ao nascimento quando comparadas as puérperes
sem a lesdo endodontica.

Na AP, ocorre inicialmente uma contaminacdo predominantemente por
microrganismos aerébios facultativos e, posteriormente, devido as alteracdes no
ambiente pulpar, tais como comprometimento do suprimento sanguineo, baixa
tensdo de oxigénio e disponibilidade de nutrientes, prevalece os microrganismos
anaerobios gram-negativos (SUNDQVIST, 1992; BARTHEL et al., 1997; LUCISANO
et al., 2014). A parede celular dos microrganismos gram-negativos possui
endotoxina denominada lipopolissacarideo (LPS) (PALSSON-MCDERMOTT;
O’NEILL, 2004; LU et al., 2008), que pode ser reconhecida por receptores do tipo toll
(TLR), especialmente o receptor do tipo toll 4 (TLR4) presente em células do sistema
imune inato e induzir resposta inflamatoria (MEDZHITOV, 2001; TAKEUCHI et al.,
2002; KIM; SEARS, 2010). O LPS liga-se inicialmente a proteina soluvel sintetizada
pelos hepatécitos chamada proteina ligante de LPS (LBP) (DING; JIN, 2013). Esta
ligacdo facilita a associacdo posterior ao correceptor cluster de diferenciagcao 14
(CD14) encontrado na superficie dos macréfagos. 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 transducdo da cascata de

sinalizacao, levando a ativacéo de fatores de transcricdo, como fator nuclear kappa
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B (NF-kB) e proteina ativadora-1 (AP-1), e inducdo da expressao de citocinas pro-
inflamatorias, quimiocinas, eicosanoides e espécies reativas de oxigénio (KIM;
SEARS, 2010).

O NF-kB € uma familia de fatores de transcrigao, incluindo p105/p50 (NF-
kB1), p100/p52 (NF-kB2), p65 (RelA), RelB e c-Rel, que se associam entre si para
formar complexos homo e heterodiméricos e modular a transcricdo de genes
envolvidos em processos inflamatérios e imunoldgicos (NAPETSCHNIG; WU, 2013).
Uma variedade de ligantes imunologicamente relevantes e seus receptores podem
ativar a via do NF-kB. Estes incluem o receptor de fator de necrose tumoral (TNF),
TLR, receptor de interleucina-1 (IL-1) e familias de receptores de antigeno
(HAYDEN; GHOSH, 2014). No estado latente, NF-kB encontra-se inativo no
citoplasma, associado a proteina inibitéria kappa B (IkB) (NAPETSCHNIG; WU,
2013). A ativacdo da via do NF-kB ¢ iniciada por estimulos extracelulares, que sao
reconhecidos por receptores e transmitidos para a célula, onde as proteinas
ancouradoras iniciam uma cascata de sinalizacdo que resultam na ativacdo da
quinase do inibidor kappa B (IKK) (NAPETSCHNIG; WU, 2013). O IKK € composto
por duas subunidades cataliticas IKKa e IKKB, além do modulador essencial NF-kB
(NEMO) ou IKKYy (LI et al., 2002). O IKK ativado fosforila o IkB em serina, levando a
adicao de ubiquitina pela acdo da ubiquitina ligase e degradacéo pelo proteossoma
(FRANCO, 2010). Assim, o complexo NF-kB / IkB é desfeito, permitindo a
translocacdo do NF-kB para o nucleo com subsequente ligagdo em elementos de
resposta especificos do DNA para regular inimeros genes (GUPTA et al., 2005),
dentre eles, genes que modulam processos pré-inflamatérios, tais como fator de
necrose tumoral-a (TNF-a), interleucinas (IL)-6 e IL-18 (CHEN et al., 2015).

Além de ativar a via IKKa/B / NF-kB, os TLRs e as citocinas pro-
inflamatorias (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
quinases denominado JNK (JNK1, 2 e 3) pertence ao membro das proteinas da
familia das quinases ativadas por mitogenos (MAPKS), responsaveis pela regulacéo
de diversas funcdes celulares. A JNK ativada induz a expressdo de genes pro-
inflamatorios pelo acionamento do fator de transcrigdo AP-1 (CHEN et al., 2015).

Sabe-se que citocinas pro-inflamatoérias podem prejudicar a transducéo do
sinal insulinico (SI) e contribuir com o desenvolvimento da resisténcia insulinica (RI)
(HOTAMISLIGIL et al., 1996; JAGER et al., 2007; COLOMBO et al., 2012). A RI é
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definida como a incapacidade dos tecidos periféricos responsivos a insulina
responderem adequadamente as concentracdes circulantes deste hormonio,
resultando em diminuicdo da acg&o biologica da insulina nesses tecidos. Como
consequéncia, as células [ do pancreas secretam mais insulina a fim de evitar a
hiperglicemia. A sobrecarga da funcao secretoria destas células induz a sua faléncia,
ocasionando a diminuicdo da secrecdo de insulina. Este processo esta relacionado
com o desenvolvimento do diabetes mellitus tipo 2 (DM2), o qual é resultado da
combinagdo desses dois fatores: RI e prejuizo das células B em secretar insulina
(PETERSEN, SHULMAN, 2002; KAHN; HULL; UTZCHNEIDER., 2006).

Em condi¢cdes normais, a insulina exerce seu efeito por meio da ligacéo a
um receptor membrandrio especifico. O receptor de insulina € uma glicoproteina
heterotetramérica formada por duas subunidades a e duas subunidades (3, ligadas
por pontes dissulfeto. A subunidade a é totalmente extracelular e contém o sitio de
ligacdo da insulina. A subunidade B é uma proteina transmembranica responsavel
pela transducdo do SI (KAHN; WHITE, 1988). Além disso, quando estimulada pela
insulina, esta subunidade confere atividade quinase, capaz de se autofosforilar e de
fosforilar outros substratos em aminodcidos tirosina (KAHN, 1985; KAHN; WHITE,
1988).

A ativacdo do receptor de insulina leva a fosforilacdo de varios substratos
intracitoplasméaticos, como por exemplo, a fosforilacdo em tirosina da pp185 (IRS-1/
IRS-2). Entretanto, conforme mencionado anteriormente, as citocinas pro-
inflamatorias podem prejudicar a transducdo do Sl. Sabe-se que o TNF-a pode
diminuir a fosforilacdo em tirosina do substrato 1 do receptor insulinico (IRS-1)
(HOTAMISLIGIL et al., 1996). Ademais, o TNF-a pode estimular serinas quinases,
incluindo IKK e JNK, as quais promovem a fosforilagdo do IRS-1 em residuos de
serina, resultando em atenuacao do SI (OSBORN 2012).

Quando o IRS-1 e o0 IRS-2 estédo fosforilados em tirosina, criam sitios de
reconhecimento para moléculas contendo dominios com homologia a Src 2 (SH2),
como a enzima fosfatidilinositol 3-quinase (PI3-k). A PI3-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 de Akt.

A Akt se apresenta sob trés isoformas (Aktl, 2 e 3), as quais sao

semelhantes em estrutura, porém distintas na funcdo (YU; LITTLEWOOD;
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BENNETT, 2015). Todas as isoformas sdo ativadas pela fosforilacdo em serina e
treonina (KOHN et al. 1996; BELLACOSA et al. 1998). Todas as isoformas sao
ativadas pela fosforilagdo em serina pelo complexo 2 da proteina alvo da rapamicina
em mamiferos (IMTORC2) (SARBASSOV et al., 2005) e em treonina pela proteina
quinase dependente de fosfoinositideo-1 (PDK-1) (ALESSI et al., 1997), conferindo
atividade maxima a Akt. A Akt apresenta papel fundamental no processo de
captacdo de glicose por meio da estimulagdo da translocacdo das vesiculas de
transportador de glicose tipo 4 (GLUT4) do citoplasma para a membrana plasmética
(WHITEMAN et al.,, 2002). O comprometimento da translocacdo de GLUT4
estimulada por insulina reduz a captacao de glicose e RI periférica em DM2 (WU et
al., 2016).

O GLUT4 é um importante transportador de glicose expresso em
adipécitos e células musculares esqueléticas e cardiacas (WU et al., 2016). A
expressdo de GLUT4 é regulada por uma variedade de estimulos. Sabe-se que o
coativador-1 alfa do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama (PGC-
1a), um membro da familia de coativadores de transcricdo envolvido na regulacao
do metabolismo energético da célula (LIANG; WARD, 2006), promove aumento na
expressdo génica de GLUT4 e captacdo de glicose em células musculares,
destacando a importancia do PGC-1a na regulagdo da expressdo de GLUT4
(MICHAEL et al., 2001). Por outro lado, Furuya et al. (2013) forneceram as primeiras
evidéncias de que o NF-kB pode se ligar ao promotor do gene Slc2a4 (codificador da
proteina GLUT4) e inibir a sua transcricdo, demonstrando a existéncia da ligacao

entre inflamacéo e desordem metabdlica como a RI.

Estresse Oxidativo

Além da inflamacao, o estresse oxidativo tem sido implicado como fator
contribuinte tanto para o inicio quanto para a progressao do diabetes (MARITIM et
al.,, 2003; RAINS; JAIN, 2011). Entre as consequéncias de um ambiente oxidativo,
destacam-se o desenvolvimento de RI, disfuncdo das células beta pancreética e
intolerancia a glicose (RAINS; JAIN, 2011). As espécies reativas de oxigénio (EROS)
sdo produzidas a partir da molécula de oxigénio como resultado do metabolismo
celular normal e podem ser divididas em dois grupos: radicais livres e nao radicais.
Radicais livres sdo moléculas reativas contendo um ou mais elétrons nao pareados.

Quando 2 radicais livres compartilham seus elétrons desemparelhados, formas néo
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radicais sdo criadas. As trés principais EROs sao o anion superoxido (O2’), o radical
hidroxila (*OH) e o peroxido de hidrogénio (H202). O radical hidroxila € o mais reativo
das EROs e pode danificar macromoléculas, como proteinas, lipidios, carboidratos e
DNA (BIRDEN et al., 2012; NITA; GRZYBOWSKI, 2016). Além disso, este radical
livre € responsavel por iniciar a peroxidacao lipidica (BIRDEN et al., 2012). O
peréxido de hidrogénio, radical superoxido, glutationa oxidada, malondialdeido,
iIsoprostanos, carbonilas e nitrotirosina sédo considerados biomarcadores de oxidagéo
(BIRDEN et al., 2012).

Em condices fisioldgicas, ha um equilibrio entre a geracédo e depuracao
de EROs, ja que as células eucaridticas possuem mecanismos de defesa
antioxidante (NITA; GRZYBOWSKI, 2016), os quais incluem moléculas enzimaticas
(superoxido dismutase — SOD, catalase — CAT, glutationa peroxidase — GPx e
glutationa redutase — GR) e ndo enzimaticas (glutationa e vitaminas A, C e E)
(MARITIM; SANDERS; WATKINS, 2003; VALKO et al., 2007). Contudo, quando ha
um desequilibrio entre a geracdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e a
capacidade das células de neutraliza-las pela defesa antioxidante, ocorre o estresse
oxidativo (PERSSON et al., 2014). As EROs podem ativar vias celulares sensiveis
ao estresse, tais como JNK, p38 MAPK, IKK e quinases reguladas por sinal
extracelular 1/2 (ERK 1/2) que podem interferir negativamente nas vias de
sinalizacgdo celular (BLOCH-DAMTI; BASHAN, 2005). Diante desse contexto, tornou-
se fundamental analisar o grau de estresse oxidativo tecidual (musculo
gastrocnémio) de ratos adultos, proles de ratas com AP, a fim de verificar a

existéncia de uma relacéo entre este parametro e a RI.

Metilacdo do DNA e programacao fetal

Estudos anteriores do nosso laboratério demonstraram que a AP materna
em ratas promove Rl em sua prole adulta, mesmo que estes animais ndo tenham
sido expostos diretamente a um processo inflamatério (TSOSURA et al., 2019). Tais
achados evidenciam que estimulos maternos adversos podem induzir alteracdes no
desenvolvimento da prole, aumentando o risco de doengas na sua vida adulta
(LANGREY-EVANS; McMULLEN, 2010; CALKINS; DEVASKAR, 2011). Este
fendbmeno denomina-se programacéao fetal (BARKER, 1995). Estudos sugerem que
0S mecanismos epigenéticos desempenham papel fundamental nas respostas

adaptativas aos fatores nutricionais e ambientais durante a vida fetal e neonatal
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(GICQUEL; EL-OSTA; BOUC, 2008). A epigenética refere-se a padrdes estaveis
(JAENISCH; BIRD, 2003) e hereditarios de expressdo génica, independentes de
alteracdes na sequéncia de DNA (EGGER et al., 2004; BAYLIN, 2005). A metilagao
do DNA é um dos mecanismos epigenéticos que desempenha papel importante na
regulacdo da expressdo génica (LIM; MAHER, 2010) e consiste na adicdo de um
grupo metil (CH3) a base da citosina que geralmente precede uma base guanina
(dinucleotideo CpG) (HE et al., 2018) pela acdo de uma familia de enzimas
denominadas DNA metiltransferases (DNMTs) (BAYLIN, 2005; HE et al., 2018). Os
dinucleotideos CpG aparecem esparsos pelos genomas eucariotos ou agrupados
em regides definidas como ilhas CpG. A maioria dos dinucleotideos CpG esparsos
esta metilada, ao contrario das ilhas CpG que tendem a ser hipometiladas. Essas
ilhas séao frequentes em regibes promotoras de certos genes (OLIVEIRA et al.,
2010). Em linhas gerais, a existéncia do grupo metil impede a interacdo dos fatores
de transcricdo e/ou do complexo de iniciacdo da polimerase ao promotor do gene,
resultando no silenciamento génico (LIM; MAHER, 2010).

Liu et al. (2013) verificaram que prole de ratas hipernutridas durante o
periodo de amamentacdo (em decorréncia da diminuicdo proposital do numero
filhotes por rata mae) apresentaram aumento na massa corpérea e nas
concentracfes séricas de insulina, glicose e leptina na vida adulta. Além disso, esta
hipernutricdo resultou na hipermetilagdo do dinucleotideo 5-CpG-3’ na regiao
proximal do promotor de gene do GLUT4, que correlacionou com diminuicdo na
expressdo de RNAm de GLUT4 no musculo esquelético na prole adulta. Os autores
deste estudo sugeriram que a modificacdo epigenética dos principais genes
envolvidos na via de sinaliza¢do insulinica no musculo esquelético poderia resultar
no desenvolvimento de Rl em proles adultas.

Nossos estudos anteriores mostraram que a AP materna em um Unico
dente ou em 4 dentes promove importantes alteracdes metabodlicas em sua prole
adulta, tais como RI, aumento na concentracdo plasmatica de TNF-a e prejuizo na
transducdo da etapa inicial do SI no musculo gastrocnémio (MG), incluindo a
diminuicdo no grau de fosforilagdo em tirosina da ppl85. No entanto, apenas AP
materna em 4 dentes ocasiona aumento no grau de fosforilagao de IKKa/f no MG
nesta prole. Interessantemente, ndo houve alteracdo, tanto no grau de fosforilagdo
em serina do IRS-1 (via inibitoria do Sl), quanto no grau de fosforilacdo de JNK no

MG entre os grupos (TSOSURA et al., 2019). Com intuito de compreender melhor os
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mecanismos envolvidos na Rl em ratos adultos, proles de ratas com AP, verificamos
no trabalho a seqguir se as alteracfes observadas no S| também estdo presentes na
continuidade da cascata insulinica (etapa final do SI) no MG desta prole adulta. Em
decorréncia disso, investigamos os componentes da via inflamatéria (TNF-a e NF-
kB), conteudo de PGC-1a, estresse oxidativo e alteragdo na metilacdo do DNA do
GLUT4 no MG.

Dados epidemiologicos indicam aumento na prevaléncia de AP em
adultos (JAKOVLJEVIC et al., 2021). Salientamos que no presente projeto foram
utilizados grupos de animais com um (exposi¢cdo pulpar do 1° molar superior) e
quatro focos de AP (1° e 2° molares superiores e inferiores do lado direito). Isto
possibilitou um modelo de estudo similar ao observado na populagéo, permitindo a
obtencdo de dados mais representativos, pois estudos epidemioldgicos demonstram
que a populacdo brasileira apresentou uma média de 2,7 APs presentes por
individuo (MAROTTA et al., 2012), denotando ser comum a presenca de mais de um

foco de infecgdo em um mesmo paciente.

2 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da AP materna em ratas sobre a resisténcia a insulina,
etapa final do sinal insulinico, metilacdo do DNA da regido promotora proximal do
gene do GLUT4, via inflamatoria e estresse oxidativo no MG de sua prole adulta.
Ademais, verificar se 0o aumento no numero de foco de infeccdo endodéntica

materna ocasiona piora nesses parametros na prole adulta.

2.1 Objetivos especificos

Verificar em ratos adultos, proles de ratas com 1 ou 4 APs:
- glicemia e insulinemia de jejum;
- resisténcia a insulina (HOMA-IR);
- grau de fosforilacdo em serina (Ser*’®) e treonina (Thr3%8) de Akt no musculo
gastrocnémio (MG);
- conteudo de GLUT4 no MG;
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- grau de metilacdo do DNA da regido promotora proximal do gene do GLUT4 no
MG;

- expressao génica de GLUT4 e TNF-a no MG;

- grau de fosforilacdo de NF-kB p50 (Ser33") e p65 (Ser?’®) no MG;

- conteudo de TNF-a e PGC-1a no MG;

- grau de estresse oxidativo (SOD e TBARS) no MG.

3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho esta de acordo com os Principios Eticos em Uso de
Animais e foi aprovado pela Comissédo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba — FOA/UNESP (PROCESSO CEUA N° 00383-2019).

3.1 Animais

No presente estudo foram utilizados 21 ratas (2 meses de idade com
200g) e 9 ratos Wistar (3 meses de idade com 350g), mantidos em ambiente sob
condi¢cbes padronizadas de temperatura (23 + 2°C), ciclo claro/escuro (12/12 horas
diarias, com periodo claro iniciado as 7:00 horas), umidade (55 + 10%), temperatura
de 23 + 2°C. Todos os animais foram alimentados durante todo o periodo
experimental com racdo padrao para ratos (Presence, Paulinia, Sdo Paulo, SP,
Brasil) e &gua ad libitum.

As ratas foram distribuidas em 3 grupos (n=7/grupo): a) ratas controle
(CN); b) ratas com AP induzida em primeiro molar superior direito (apenas uma
lesdo) (AP1); c) ratas com AP induzida em primeiros e s molares superiores e
inferiores do lado direito (total de quatro lesbes) (AP4).

As APs foram induzidas sob anestesia com cloridrato de quetamina
(Dopalen, Sespo Industria e Comércio Ltda, Paulinia/Sdo Paulo, Brasil; 80 mg/Kg
peso corporeo, via intramuscular) e xilazina (Anasedan, Sespo Industria e Comeércio
Ltda, Paulinia/Sado Paulo, Brasil; 10 mg/Kg peso corpoéreo, via intramuscular). As
polpas dos molares foram expostas por meio de uma broca de acgo carbono (Broca
Ln Long Neck- Maillefer, Dentsply, Petropolis, RJ, Brasil) dotada de uma esfera na

extremidade com 0,1 mm de diametro (Figura 1).
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Figura 1 - Inducado da lesdo periapical em rata com o auxilio de uma broca (LN Long
Neck, Dentisply Maillefer, Ballaigues- Suica), em baixa rotacao.

Fonte: do autor

Decorridos 30 dias de exposicdo pulpar, as ratas de todos os grupos
foram colocadas para acasalamento. A confirmacéo da copulacéo foi realizada pela
colpocitologia, observando a presenca de espermatozoides no esfregaco vaginal.

As ratas prenhes foram separadas em caixas individuais e apés o
nascimento, a ninhada foi distribuida em trés grupos: a) proles de ratas controle (P-
CN); b) proles de ratas com apenas uma AP (P-AP1); c) proles de ratas com quatro
APs (P-AP4). O numero de filhotes foi ajustado para 8 por mée lactante, a fim de
evitar o efeito do tamanho da ninhada. Quando a ninhada ndo apresentava 8 ratos
machos, na mesma foram acrescentadas ratas fémeas para manutencdo desse
namero de filhotes por rata mée.

Os filhotes foram mantidos com a mae até o desmame (21 dias apos o
nascimento). Apés o desmame, apenas os filhotes machos foram mantidos para a
posterior analise.

Desde o dia do nascimento até a realizagdo 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 apds o0 nascimento) até a realizacdo dos experimentos. Quando
os filhotes machos P-CN, P-AP1 e P-AP4 completaram 75 dias de idade, iniciaram-

se 0s experimentos.

3.2 Analises radiogréafica e histologica da regido periapical das
ratas maes

Apds o desmame, aproximadamente 75 dias apds a inducdo da AP, as
ratas maes de todos os grupos foram eutanasiadas por dose excessiva de
anestésico. As hemimaxilas e hemimandibulas direitas foram retiradas e embebidas
em formaldeido 4% por 24h. Para obtencdo das imagens radiograficas foi utilizado o
aparelho de raios-X GE-100 (General Eletric, Milwaukee, EUA), operando com 70
kvp, 10 mA e tempo de exposicao de 0,10s. A imagem digital foi obtida diretamente
com placa optica digital (Digora, Soredex, Orion Corporation, Helsinki, Finland). As
leituras das placas Opticas foram realizadas em equipamentos de laser scanner
sensibilizados, e as imagens foram analisadas usando um software (Windows
Digora 1.51, Soredex, Orion Corporation, Helsinki, Finland). As analises
radiogréficas foram realizadas para detectar areas radiollcidas na regido periapical
nos grupos AP1 e AP4, indicando formacao de AP. ApdGs a andlise radiogréfica, as
pecas foram lavadas em &gua corrente por 12h. Ap6s a fixacdo, foram
desmineralizadas em solucdo de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a 10%
por aproximadamente 3 meses. Posteriormente, as pecas foram lavadas em agua
corrente por 24h, desidratadas em alcool, diafanizadas em xilol e incluidas em
parafina. As pecas foram cortadas com cortes semi-seriados, com 4 um de
espessura dos aspectos mesial-distal de todos os primeiros molares superiores do
lado direito, realizados em micrébmetro (RM2155, Leica Microsystems, BD, Wetzlar,
Alemanha). Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina e estudos

morfolégicos foram realizados na area periapical.

3.3 Coleta de sangue e tecidos
Os ratos P-CN, P-AP1 e P-AP4 foram submetidos a jejum de 12 horas
antes dos procedimentos experimentais. Estes animais foram anestesiados com

tiopental sddico (Thiopentax, Cristdlia, Itapira, SP, Brasil; 3%, 5mg/100g peso
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corpoOreo, via intraperitoneal) e os experimentos foram realizados 10-15 minutos
apos a anestesia.

Um grupo de ratos P-CN, P-AP1 e P-AP4 (n=10) foi submetido a
laparotomia mediana para a coleta de sangue (4 mL) pela veia cava inferior. As
amostras de sangue foram transferidas para tubos de plastico heparinizados (BV
Vacutainer, Flanklin Lakes, NJ, EUA) e centrifigadas a 3.000G por 15 min a 4°C. Os
plasmas obtidos foram aliquotados e armazenados a -80°C até o dia da
quantificacdo das concentracdes plasmaticas de glicose e insulina. Ademais, destes
mesmos animais foi coletado o MG para avaliar o grau de metilacdo do DNA do
GLUT4 (n=4) e a expressao génica de GLUT4 e TNF-a (n=5). Em outro grupo de
ratos P-CN, P-AP1 e P-AP4 (n=10) foi coletado o MG para avaliagédo do grau de
estresse oxidativo (SOD e TBARS) e contetudo de GLUT4. Apds este procedimento,
0s animais foram eutanasiados por dose excessiva do anestésico tiopental sodico
(Thiopentax, Cristalia, Itapira, SP, Brasil; 3%, 5mg/100g peso corpéreo, via
intraperitoneal).

Em outro grupo de ratos P-CN, P-AP1 e P-AP4 (n=6) foi utilizado para
analisar as proteinas envolvidas nas vias insulinica e inflamatéria pelos métodos de
Western blotting e Immuno blotting. Para tanto, os animais previamente
anestesiados foram submetidos a laparotomia mediana, com retirada de amostras
de MG antes e ap6s 90s da administracdo intravenosa pela veia porta de 1,5 Ul de
insulina regular (Humulin, Eli Lilly and Company, Indianapolis, IN, EUA), seguindo
protocolo de acordo com Saad et al. (1993) para avaliar o grau de fosforilagdo em
serina (Ser*’®) e treonina (Thr3%®) da Akt, apés a estimulacdo insulinica, nestes
tecidos. Salienta-se que para avaliar o grau de fosforilacdo de NF-kB p50 (Ser®¥’) e
p65 (Ser?’®), contetido de TNF-a e PGC-1a no MG foram utilizados amostras de
tecidos sem o estimulo insulinico. Posteriormente, os animais foram eutanasiados
por dose anestésica excessiva utilizando tiopental sodico (Thiopentax, Cristalia,
Itapira, SP, Brasil; 3%, 5mg/100g peso corporeo, via intraperitoneal). Os
experimentos foram realizados de acordo com o fluxograma representado na figura
2.
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Figura 2 - Esquema representativo da metodologia utilizada no presente trabalho.

| 21 ratas wistar (2 meses de idade) |

Controle (CN) 1 periodontite apical (AP1) 4 periodontites apicais (AP4)
n=7 n=7 n=7

[ Apos 30 dias |
I

| Acasalamento I

Proles de ratas controle (P-CN) Proles de ratas AP1 (P-AP1) Proles de ratas AP4 (P-AP4)
n=22 n=22 n=22
[ |
Analise radiografica e histoldgica da Avaliacdo da massa corporea e da
regido periapical das ratas mées dos ingestdo alimentar dos grupos P-CN, P-
grupos CN, AP1 e AP4 AP1e P-AP4
Ap6s 75 dias

« Grau de fosforilagio em serina (S473) e
treonina (T308) da Akt, apés o estimulo

» Concentragdes plasmaticas de glicose e
insulina (n =10)

» Grau de metilagcdo do DNA do GLUT4 (n = 4)
« Expresséo génica de GLUT4 e TNF-a (n = 5)

» Grau do estresse oxidativo (SOD e TBARS)
*Conteido de GLUT4 e seu indice de
translocagdo para membrana plasmatica

(n = 6 para cada grupo)

insulinico, no musculo gastrocnémio
» Grau de fosforilagcdo de NF-kB p50 (S337) e
p65 (S276) no musculo gastrocnémio
+ Contelido de TNF-a e PGC-1a no musculo

gastrocnémio
(n = 6 para cada grupo)

Fonte: do autor

3.4 Determinacao da glicemia e insulinemia de jejum

A glicemia foi determinada pelo método de glicose-oxidase com a
utilizacdo do reagente enzimatico comercial especifico (Katal Biotecnoldgica Ind.
Com. Ltda., Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil), seguindo as instru¢cdes do
fabricante. A insulinemia foi avaliada pelo método de ensaio de imunoabsorcéo
enzimatica (ELISA) com a utilizagcdo do kit comercial especifico (Sensitive Rat
Insulin, SRI-13K, Millipore, St Charles, MO, EUA), seguindo as instru¢cdes do

fabricante.

3.5 Avaliacéo da resisténcia insulinica

Foi avaliada pelo indice HOMA-IR (Modelo de Avaliacdo da Homeostase -
Resisténcia a Insulina), calculado a partir da féormula, como segue: HOMA - IR =
glicemia de jejum (mmol/L) X insulinemia de jejum (nUI/mL) / 22,5) (BONORA et al.,
2000).
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3.6 Avaliacao das proteinas das vias insulinica e inflamatoria

o Preparacdo das amostras: imediatamente apés a extracdo do MG foram
homogeneizados em Polytron (24.000 RPM durante 10s) em 2 mL de tampéo 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°C)
durante 10 min. Decorrido o tempo, foram transferidos para gelo e entao
centrifugados (4°C, 16.000G, 40 min). Do sobrenadante foram retiradas aliquotas
para determinacdo da concentracdo proteica pelo método de Lowry (Bio-Rad Protein
Assay - Bio-Rad Laboratories, Hercules, EUA) (LOWRY et al., 1951) e para estoque
em tampédo de Laemmli (azul de bromofenol 0,1%; SDS 10 %; fosfato de sodio 1M
pH 7,0; glicerol 50%; DTT15%).

o “Western blotting”

“SDS-PAGE” - (“Sodium Dodecil Sulfate - Polyacrylamide Gel
Electrophoresis”): a primeira etapa do Western blotting consistiu na submisséo das
amostras a uma corrida eletroforética em gel de poliacrilamida. Por meio deste
método foi possivel separar proteinas de acordo com seu peso molecular, sem que
as unidades proteicas sejam perdidas, permitindo estudos posteriores nessas
fracbes proteicas. Foi 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 amoénio 0,27%) e o gel de resolucdo (6,16% T, 2,7% C -
acrilamida 6%; bisacrilamida 0,16%; Tris 388 mM, pH=6,7; EDTA 2,1 mM,; SDS
0,1%; TEMED 0.115%; Persulfato de aménio 0,17%; glicerol 10%). Na montagem, o
gel de resolucao ficou sob o gel de “stacking”, com orientagao vertical, num sistema
de camaras que manteve as porcdes 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 tampéo de Laemmli.
Imediatamente antes da aplicacdo, as amostras foram fervidas por 4 min. A
eletroforese foi realizada em equipamento para minigel da Bio Rad (Mini-Protean,
Bio Rad Laboratories, Richmond, CA), e foi comecado com a corrida no gel de
“stacking” sob voltagem constante em 30 mV até que ocorreu 0 empacotamento da

amostra, o que podde ser observado na transicdo dos geis. Posteriormente foi
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aplicada voltagem constante de 100 V para a corrida no gel de resolucédo, durante
2h. Juntamente com as amostras, sempre foi colocado um padrdo de proteinas de
conhecidos pesos moleculares (marcadores).

o “Electrophoretic transfer”: Ap0s a separacdo das fracdes proteicas no gel
de poliacrilamida, foi feita a transferéncia eletroforética dessas fracdes para uma
membrana de nitrocelulose Hybond-C Super (Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, England). A transferéncia foi realizada sob voltagem constante de
100 V, durante 2h, a 4°C, utilizando-se o tampao de transferéncia (Tris 25 mM,
glicina 192 mM, metanol 20%, SDS 0,02%).

o “Immunoblotting”: Apos a transferéncia eletroforética, foi iniciado o processo
de imunodeteccdo de proteinas especificas (KRUGER; HAMMOND, 1988). A
membrana de nitrocelulose foi primeiramente incubada na presenca de solucéo
bloqueadora (solu¢éo 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 sessdes de 10
min. Em seguida, a membrana foi incubada em solucdo (SB + 3% de leite
desnatado) contendo o anticorpos antifosfo-Akt (Ser*’3), antifosfo-Akt (Thr3%8),
antifosfo-NF-kB p50 (Ser®?’), antifosfo-NF-kB p65 (Ser?’®), anti-TNF-a, anti-PGC-1a
e anti-B-actina, todas da marca Santa Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz, EUA, por
4h em temperatura ambiente. Posteriormente foram realizadas trés lavagens com
solucdo basal e a membrana foi incubada durante 1h 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 solucdo basal, com
duracdo de 10 min cada lavagem. Adicionou 1 mL de cada solucéo de detec¢éo 1 e
2 (do kit de ECL) e foi incubada por 1 min. Por fim, foi drenado o excesso de
reagente e a membrana de nitrocelulose foi exposta a filme radiografico (Hyperfilm
ECL — Amersham Biosciences, Buckinghamshire, England), durante 10 min a
temperatura ambiente. O filme foi processado com solucao reveladora e reforcadora
GBX (Kodak Brasileira, Sdo Paulo, Brasil) e solucéo fixadora e reforcadora GBX
(Kodak Brasileira, Sdo Paulo, Brasil). A intensidade dos "blots” foi avaliada por
densitometria Optica, utilizando-se o programa Scion Image (Scion Image-Release
Beta 3b, NIH, Frederick, MD, EUA).
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3.7 Quantificacdo do conteudo de proteina GLUT4

As amostras do tecido MG foram homogeneizados em tampdo de
sacarose de pH 7,4 (10 mmol/L de Tris-HCI, 1 mmol/L de EDTA e 250 mmol/L de
sacarose). Quantidades iguais de proteina foram aplicadas num gel de SDS a 10%.
Os “blots” foram quantificados por densitometria (ImageQuant TL, Amersham

Biosciences UK Limited).

3.8 Avaliacéo da metilacao do DNA do GLUT4

o Restriction Digestion and Real-Time PCR (gAMP): a partir dessa analise foi
possivel realizar uma avaliagdo quantitativa do estado de metilacdo dos sitios CpG
de forma rapida e econdmica, sem a necessidade de da modificacdo do DNA por
bissulfito de sodio (OAKES et al., 2009). Em resumo, sdo utilizadas enzimas de
restricdo sensiveis a metilacdo (MSREsS) e uma endonuclease de restricdo
dependente da metilacdo (MDRE), essas enzimas identificam sitios de restricdo na
sequéncia de DNA de interesse e os primers sao concebidos para flanquear esses
sitios de restricdo. O conjunto de “templates” de PCR criado para cada amostra de
DNA é composto por tubos separados de DNA de igual concentracdo que foram
digeridos com uma Unica enzima de restricdo. Os grupos de digestdo dos sitios sao
compostos por enzimas de restricdo e sao divididos em trés categorias: 1) grupo
Sham - uma digestado simulada sem enzima; 2) o grupo de digestdo MSRE - o DNA
é clivado se o sitio de restricdo nao estiver metilado; e 3) o grupo de digestdo MDRE
- 0 DNA é clivado apenas se metilado. Amplificacdo por PCR em tempo real de cada
modelo é executado, produzindo valores de limiar de ciclo (Ct) que sdo utilizados
para calcular a percentagem de metilacdo do DNA em determinado local de restricao
(OAKES et al., 2009). Ao gerar dados em um unico dia, a metodologia de gAMP é
substancialmente mais rapida e mais econdmica do que a modificagdo do DNA por
bissulfito de sodio, embora sejam avaliados menos dinucleotideos CpG (OAKES et
al., 2009). A estratégia simplificada de desenho de primer e o aumento da
estabilidade da matriz sdo vantagens adicionais. Em geral, o gAMP é um método
rapido, alternativo & modificagdo do DNA por bissulfito de sodio para efeitos de
rastreio dos niveis especificos de regidao e de metilacdo do DNA. Resultados obtidos
a partir de gAMP demonstraram ser comparaveis com aqueles determinados
utilizando modificacdo do DNA por bissulfito de sodio (OAKES et al., 2009).
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o Desenho do oligos iniciadores (primers): a sequéncia do gene de interesse
foi localizada no banco de dados genome.ucsc.edu, utilizando o genoma da espérie.
Os sitios de restricdo das enzimas sensiveis a metilagdo (Hhall, Hpall) e uma
dependente de metilacdo (McrBC) foram localizados na regido promotora proximal
do gene. Com os sitios de restricdo das enzimas identificados no DNA de interesse,
os iniciadores foram concebidos para flanquear estes locais de restricdo. O software
utilizado para desenhar os primers foi o Primer3 (v. 0.4.0).

Tabela 1 — Sequéncia de primers usados para qAMP de Slc2a4 e posicdo dos
amplicons em referéncia ao c6don de inicio.

Nome do Forward 5°-3' Reverse 5'-3’ Posicao
oligo

Prom 1 GGCACTAGAAGCCTTGCACT CACAGTCTACTGGCCCATCC -897 a
-1141

Prom 2 CCCTTTAAGGCTCCATCTCC GAAACAATGCCCCGAAGTAA -653 a
-743

Prom 3 CTTCAGCTCTCCGCATCTTT TGAACCAGATTCCCCAATTC +23 a —-227

o Extracdo do DNA e PCR template preparation: a extracdo do DNA
gendmico no MG foi realizada utilizando coluna de silica e métodos disponibilizados
pelo DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha). Para isolar o gDNA do
tecido muscular foi utilizado 25 mg, conforme as instru¢des do fabricante. O gDNA
isolado foi quantificado pela densidade Optica de absorbancia a 260 nm no
espectrofotometro NanoDrop (Thermo Scientific, Wilmington, EUA). Para melhores
resultados utilizou-se 0,5-1,0 ug de DNA por reagédo de digestdo. Por conseguinte,
para um conjunto de cinco modelos, foram necessarios 2,5-5,0 ug de DNA.

Etapas: Aumentou-se o volume da amostra de DNA para 250 uL,
adicionando-se agua. Este foi o volume final necessario para um conjunto de cinco
modelos; foram utilizados 40 pyL desta amostra de DNA por reagdo de digestao.
Homogeneizou-se o0 DNA passando repetidamente a amostra por meio de uma
agulha de calibre 27g 1/2 presa a uma seringa de 1 mL. Isto reduziu o tamanho
médio do fragmento de DNA para ~ 4-5 kb. Distribuiu-se 40 uyL de amostra de DNA
para cinco amostras individuais em tubos de 1,5 mL. Digeriu-se os “templates”
individuais com a enzima apropriada durante ~4h num volume total de 50 pL. Usou-
se 25 unidades de cada enzima, Notl, Hpall, Hhal e McrBC, para digerir os

diferentes “templates” as condicbes sugeridas pelos fabricantes. Para McrBC, usou-
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se o0 dobro da concentragdo recomendada de GTP. O “template” Sham foi incubado
na presenca de tampédo de reacdo 1x (tampdo NEB 2). Todas as reacdes foram
realizadas na presencga de BSA 1x.

o PCR quantitativo e analise de dados: preparou-se uma mistura principal
para o numero desejado de reacdes (o0 procedimento descrito aqui foi otimizado para
0 uso do QuantiNova SYBR Green PCR Kit). O volume total para cada reacdo de
PCR foi de 20 uL; cada reacéao tinha 10 yL de 2x SYBR Green PCR Master Mix, 1,0
ML cada um dos primers forward e reverse, 0,1 yL QN ROX Reference Dye, 5,9 uL
de agua e 2 pyL de DNA (adicionado separadamente). Usando o conjunto de
“templates” criado transferiu-se 17,5 yL da mistura principal para cada pogo e
adicionou-se 2,5 ul do “template” apropriado para reagao com volume final de 20 pL.
Realizou-se a seguinte reacdo de amplificacdo no aparelho Stratagene Mx3005P: a)
inicio da ativacdo da PCR: 95°C durante 1 min; b) desnaturacdo: 95°C por 5s;
recozimento/extensdo 60°C por 10s. Namero de ciclos: 40. SYBR Green € utilizado
para monitorizar a formacdo da amplificacdo de PCR. A amplificacdo ndo especifica
€ monitorada por uma andlise da curva de fusdo realizada ap0s o estagio de
amplificacdo. A metilacdo foi mostrada como uma porcentagem de DNA digerido

sobre néo digerido, com base na mudanca de Ct obtida para cada par de primers.

3.9 Andlise da expressado génica de GLUT4 e TNF-a por meio da
técnica de PCR em tempo real

o Extracdo e quantificagdo do RNA total e transcrigdo reversa: A extracao
de RNA total no MG foi realizada por meio da adicdo do reagente Trizol LS
(Invitrogen, USA), seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. Para isso,
apos remocao do tecido, estas amostras permaneceram armazenadas a -80°C até o
inicio dos experimentos. No momento do experimento, nestas amostras foram
adicionados 1000 pL do reagente Trizol LS (Invitrogen) e homogeneizou-se e,
posteriormente, foram adicionados 200 uL de cloroférmio (Merck, Germany) em
cada amostra. Os tubos foram vigorosamente agitados por 30s, e logo apés,
mantidos em repouso a temperatura ambiente, por 5 min. Posteriormente, as
amostras foram centrifugadas a 4°C e 13.000G por 15 min. Novos tubos foram
nomeados de acordo com as amostras, e ao fim da centrifugacéo coletou-se cerca

de 300 uL da fase aquosa e colocou-se no novo tubo. Em seguida, adicionou-se
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nestes novos tubos 500 uL de alcool isopropilico (Merck), agitou-se novamente e
armazenou-se a -20°C. No dia seguinte, descongelou-se estas amostras e
centrifugou-se a 4°C e 13.000G por 15 min, depois retirarou-se o alcool isopropilico,
acrescentou-se entdo 500 pyL de etanol 75% (Merck), agitou-se e centrifugou-se a
4°C e 10.000G por 10 min. Em seguida, desprezou-se o sobrenadante e colocou-se
0os tubos com a borda virada para baixo em uma superficie coberta com papel
absorvente, quando os tubos estiveram secos desvirarou-se e acrescentou-se 20 uL
de agua DEPC para ressuspender o pellet. Por fim as amostras foram armazenadas
a -80°C para posterior quantificacdo. A concentracdo de RNA total nas amostras foi
determinada por leitura em espectrofotbmetro aplicando-se 1 pL de cada amostra
num dispositivo Nanodrop® (ThermoScientific, Wilmington, EUA). Foram
consideradas as leituras nos comprimentos de onda de 280 e 260nm. A
concentracdo das amostras foi fornecida pelo equipamento em ng/uL. A transcri¢ao
reversa das amostras de RNA em cDNA foi realizada por meio do kit comercial
(SuperScript® Il First-Strand Synthesis Super Mix for gRT-PCR, Invitrogen) e oligodT
como iniciador, seguindo as instru¢des do fabricante. A quantidade de RNA total de
partida foi definida com base no volume maximo de amostra recomendado pelo
fabricante (12 uL) multiplicado pela concentracdo da amostra que obtiver menor
rendimento.

o PCR quantitativo: A expressdo quantitativa do RNAm para os diferentes
alvos foi realizada por meio de reacdes de PCR em tempo real, utilizando-se o
sistema Tagman® (AppliedBiosystems, Life Technologies, EUA) em um aparelho
Step One™ Real-Time PCR System (AppliedBiosystems, Life Technologies, United
Kingdon). Para esta reacdo foram utilizadas sondas inventoriadas marcadas com
fluoréforo FAM disponibilizados pela mesma empresa: GLUT4 (Slc2a4 (GLUT4) -
Rn01752377_m1) e TNF-a (Rn01525859 g1). Paralelamente, também foi realizada
a amplificagdo do gene constitutivo com sonda inventoriada, marcada com o
fluoréforo  VIC disponibilizada pela mesma empresa: [(-actina (Actb-
Rn00667869_m1). Aliquotas de 0,5 yL do DNA complementar sintetizado a partir do
RNAm foram utilizadas juntamente com reagentes Tagman® Gene Expression
Mastermix (AppliedBiosystems, Life Technologies, EUA), e as sondas inventoriadas
como determinado pelo fabricante, num volume final de reacdo de 10 yL. A reacao
de amplificagdo compreendeu de 2 min a 50°C, 10 min a 95°C, e quarenta ciclo de

15s a 95°C a 1 min e 60°C, conforme recomendado pela empresa. Os resultados
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foram analisados com base no valor de Ct (ciclethreshold — ou ciclo limiar), sendo
este o ponto correspondente ao numero de ciclo a partir do qual a amplificacéo
atinge um dado limiar que permite a andlise quantitativa da expressdo do fator
avaliado. As médias dos valores de Ct de medidas em duplicatas foram utilizadas
para calcular a expressdo do gene alvo, com normalizacdo em relacdo ao controle
interno (B-actina), e entdo comparadas com um controle alvo interno de uma
amostra do grupo de células ndo estimuladas obtendo-se assim o célculo do
aumento da expressdao, utilizando a férmula 2-AACt. Uma amostra negativa (agua),

também foi submetida a reacao.

3.10 Analise do grau de estresse oxidativo (SOD e TBARYS)

o Preparo dos homogenatos: o MG foi homogeneizado manualmente com
pistilo de porcelana por cerca de 3 min em solucdo salina/tampéao fosfato (pH 7,2),
sempre mantidos no gelo. Apés este processo, 0os homogenatos foram centrifugados
a 10.000G, durante 15 min, a 4°C. O sobrenadante foi utilizado para a mensuracao
da atividade da enzima antioxidante SOD. Para a determinacdo da concentragao
tecidual de TBARS, os homogenatos foram centrifugados a 5.000G, durante 5 min, a
temparatura ambiente. As proteinas no MG foram quantificadas pelo método de
Lowry.

o Determinacgdo da concentragéo tecidual de SOD: o ensaio foi realizado de
acordo com Dieterich et al. (2007). Nas aliquotas do homogenato foi adicionado 1mL
de tampéo fosfato de sédio (50 mM, pH 7,8) contendo 1mM de DTPA (acido
dietilenotriaminopentacético) e a reacao foi iniciada com a adicao de pirogalol (0,2
mM). A leitura foi realizada durante 3 min a 37°C no espectrofotobmetro a 420 nm. A
determinacdo da atividade da enzima dada em U.mg proteina, foi determinada a
partir da capacidade da SOD em inibir a autoxidac&o do pirogalilol, onde 1U = 50%
de inibicdo da autoxidacéo do pirogalol.

o Determinagdo da concentracdao tecidual de TBARS: em 125 pyL de
homogenato tecidual foram adicionados 375 pL de acido tricloroacetico 10%, para
promover a precipitacdo das proteinas. Apos 5s de agitacdo no vortex, os tubos
permaneceram em banho de gelo por 30 min e foram centrifugados a 3.000 RPM,
por 10 min, sob temperatura inferior a 10 °C. Em tubos de vidro, foram colocados
250 pL de sobrenadante e 250 uL de acido tiobarbiturico 0,67% (Sigma, St. Louis,
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MO, USA), de acordo com Neves et al. (1997). A solucao foi agitada no vortex por 5s
e, a seguir, aquecida em banho-maria a 100°C por 15 min. Apos resfriamento em
banho de gelo, acrescentou-se 750 pL de alcool n-butilico em cada tubo,
promovendo a extracdo do produto corado (MDA+TBA) da solugdo aquosa. Apos
agitacdo (por 40s) no vértex e centrifugacdo a 2.000 RPM, por 5 min, o
sobrenadante corado foi colocado em cubetas para a leitura em espectrofotometro a
535nm (BUEGE; AUST, 1978).

3.11 Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando-se técnicas de estatistica descritiva
e os resultados, expressos por meio da média aritmética + erro padrdo da média
(EPM), foram apresentados sob a forma de tabela e graficos.

A normalidade dos dados foi verificada por meio do teste de Shapiro-Wilk.
A andlise estatistica foi realizada por meio da analise de variancia (ANOVA), seguida
pelo teste de Tukey para mdltiplas comparagfes. As andlises foram realizadas
utilizando o programa estatistico Graph Pad Prism Versdo 7.0, adotando-se o nivel
de significancia de 5%.

O tamanho da amostra foi calculado com base em dados obtidos a partir
de um estudo piloto. O estudo foi composto por 3 grupos e considerando a diferenca
minima a ser detectada, estimativa do desvio padréo, nivel de significancia de 5% e
um poder estatistico do teste de 80%, o tamanho amostral minimo determinado foi
de 9 animais por grupo para analise da resisténcia insulinica e estresse oxidativo; 6
animais por grupo para analise das vias insulinica e inflamatéria; 5 animais por
grupo para avaliacdo da expressdo génica TNF-a e GLUT4; e 4 animais por grupo

para analise do grau de metilacado de GLUTA4.

4 RESULTADOS

4.1 Analises histologica e radiografica da regido periapical das

ratas maes

No grupo CN, o ligamento periodontal, o canal radicular e o forame apical

(Figura 3A) apresentaram caracteristicas compativeis com aspecto normal. As
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imagens radiogréaficas (Figuras 3D e 3G) mostraram auséncia de areas radiollicidas
ao redor do apice dentario.

Em ambos os grupos de ratas com AP (grupos APl e AP4), as polpas
dentarias apresentaram necrose e as APs foram estabelecidas. As infiltracdes de
células inflamatdrias na area ao redor do apice dentario podem ser observadas nos
grupos AP1 e AP4 (Figuras 3B e 3C). Com relacédo as imagens radiograficas, foram
observadas areas radiollcidas na regido periapical nos primeiros molares maxilares
no grupo AP1 (Figuras 3E e 3H) e nos primeiros e segundos molares maxilares e
mandibulares no grupo AP4 (Figuras 3F e 3l).

Figura 3. A-C: Representacdo histoldgica (coloracdo hematoxilina e eosina) da regido
periapical do grupo controle (CN), do grupo com 1 periodontite apical (AP1) e do
grupo com 4 periodontites apicais (AP4). A imagem A representa o grupo CN. As
regides apical e periapical estdo livres de infiltrado inflamatério. As imagens B e C
representam os grupos de ratas com periodontites apicais. Observa-se a presenca de
infiltrado inflamat6rio em torno do apice dentario (ampliacdo original x100). D-
I: Radiografias periapicais das hemimaxilas e hemimandibulas do lado direito de ratas

dos grupos CN (D e G), AP1 (E e H) e AP4 (F e I). As pontas das setas indicam as
areas radiollcidas, sugerindo as periodontites apicais.
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Fonte: do autor

4.2 Massa corporea

A massa corpérea dos grupos proles de ratas controle (P-CN), proles de
ratas com uma periodontite apical (P-AP1) e proles de ratas com quatro
periodontites apicais (P-AP4) foram avaliadas semanalmente, desde o nascimento
até 75 dias de idade. Nao houve diferenca na massa corporea, ao nascimento, entre
0S grupos. Entretanto, o grupo P-AP4 apresentou aumento na massa corporea, a
partir da 72 até a 102 semana, comparado ao grupo P-CN, e na 8% e 102 semana,
com relacdo ao grupo P-AP1. Por outro lado, ndo houve diferenca estatistica entre

os grupos P-CN e P-AP1 nesse mesmo periodo (Figura 4).
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Figura 4 — Massa corpdrea semanal de ratos, proles de ratas controle (P-CN), proles
de ratas com uma periodontite apical (P-AP1l) e proles de ratas com quatro
periodontites apicais (P-AP4), desde o nascimento até 75 dias de idade. Os valores
sdo expressos como média £ EPM de 45 animais por grupo. *p<0,05 P-CN vs. P-AP4;
**p<0,01 P-CN vs. P-AP4; **p<0,001 P-CN vs. P-AP4; 5p<0,05 P-AP1 vs. P-AP4; #p<0,01
P-AP1 vs. P-AP4
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Fonte: do autor

4.3 Ingestao alimentar

A figura 5 mostra a ingestao alimentar dos grupos proles de ratas controle
(P-CN), proles de ratas com uma periodontite apical (P-AP1) e proles de ratas com
quatro periodontites apicais (P-AP4), avaliada semanalmente, a partir do desmame
até o final do experimento. Nao houve diferenca estatistica neste parametro entre os
grupos P-CN e P-APl1l. No entanto, o grupo P-AP4 apresentou maior consumo
alimentar na 82, 92 e 102 semana em relagdo ao grupo P-CN, e na 92 e 102 semana
comparado ao grupo P-AP1.

Figura 5 — Ingestdo alimentar de ratos, proles de ratas controle (P-CN), proles de ratas
com uma periodontite apical (P-AP1) e proles de ratas com quatro periodontites
apicais (P-AP4), avaliada semanalmente desde o desmame (terceira semana) até o
final do experimento. Os valores sédo apresentados como média + EPM de 45 animais
por grupo. *p<0,05 P-CN vs. P-AP4; **p<0,01 P-CN vs. P-AP4; ***p<0,001 P-CN vs. P-
AP4; 8p<0,05 P-AP1 vs. P-AP4; 4p<0,001 P-AP1 vs. P-AP4
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4.4 Glicemia, insulinemia e HOMA-IR

N&o houve diferenca na glicemia de jejum entre os grupos. Entretanto,
houve aumento tanto na insulinemia de jejum como no valor de HOMA-IR nos
grupos P-AP1 e P-AP4 em relacdo ao grupo P-CN. Comparando-se os grupos P-
AP1 e P-AP4, observou-se aumento nestes dois parametros no grupo P-AP4 em
relacdo ao grupo P-AP1.

Tabela 2 - Glicemia (mmol/L), insulinemia (pUlI/mL) e Modelo de Avaliagao da
Homeostase da Resisténcia a Insulina (HOMA-IR) dos grupos proles de ratas controle
(P-CN), proles de ratas com uma periodontite apical (P-AP1) e proles de ratas com
quatro periodontites apicais (P-AP4).

Parametros P-CN P-AP1 P-AP4
Glicemia (mmol/L) 10,29+ 0,34 10,23 £ 0,40 10,34 £ 0,37
Insulinemia (pUI/mL) 4415+ 2,41 87,35 +552* 128,40 + 18,02 *** #
HOMA-IR 20,74 + 2,06 40,98 £ 3,93 * 60,50 + 8,15 *** #

Valores expressos como média = EPM de 10 animais por grupo. *p<0,05 P-AP1 vs. P-CN; ***p<0,001
P-AP4 vs. P-CN; #p<0,05 P-AP4 vs. P-AP1

4.5 Avaliacdo do grau de fosforilacdo em serina (Ser*’®) e treonina
(Thr3%8) da Akt no MG
Na andlise intragrupos, observou-se aumento no grau de fosforilagdo em

serina e treonina da Akt, apos o estimulo insulinico, com relacéo ao estado basal em
todos os grupos.

Na analise intergrupos, apés estimulo insulinico, o grau de fosforilagdo

em serina e treonina da Akt foi reduzido no grupo P-AP4 em relacdo ao grupo PCN
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(Figuras 6B e 6C). Entretanto, ndo houve diferenca neste parametro tanto entre os

grupos P-CN e P-AP1 como entre os grupos P-AP1 e P-APA4.

Figura 6 — Avaliacdo do grau de fosforilacdo em serina (Ser*’®) e treonina (Thr3%) da
Akt, antes (-) e ap0s (+) o estimulo insulinico, no musculo gastrocnémio de proles de
ratas controle (P-CN), proles de ratas com uma periodontite apical (P-AP1) e proles de
ratas com quatro periodontites apicais (P-AP4). Em A, autorradiografia tipica:
quantidades iguais de proteina foram submetidas a SDS PAGE (185 pg). B-actina foi
utilizada como controle. Em B e C, os valores do grau de fosforilacdo em (Ser*”) e
treonina (Thr3%) da Akt, respectivamente (expressos em unidades arbitrarias) séo
apresentados como média + EPM de 6 animais por grupo. *p<0,05 P-AP4 (-) vs. P-AP4
(+); ** p<0,01 P-AP1 (-) vs. P-AP1 (+) e P-AP4 (-) vs. P-AP4 (+); ***p<0,001 P-CN (-) vs. P-
CN(+) e P-AP1 (-) vs. P-AP1 (+); #p<0,01 P-CN (+) vs. P-AP4 (+); 4p<0,05 P-CN (+) vs. P-
AP4 (+)
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4.6 Avaliacao do conteudo de GLUT4

Houve diminuigdo na quantidade de proteina GLUT4 no grupo P-AP4 em
comparacdo ao grupo P-CN. Entretanto ndo houve diferengca estatistica neste
parametro tanto entre os grupos P-CN e P-AP1 como entre os grupos P-AP1 e P-
AP4 (Figura 7).
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Figura 7 — Avaliacdo do contetdo do transportador de glicose tipo 4 (GLUT4) no
musculo gastrocnémio de proles de ratas controle (P-CN), proles de ratas com uma
periodontite apical (P-AP1) e proles de ratas com quatro periodontites apicais (P-AP4).
Os resultados sdo apresentados como média + EPM de 6 animais por grupo. * p<0,05

P-AP4 vs. P-CN
@ GLUT4

Ponceau

P-CN P-AP1 P-AP4
©
- 1501
- ©
£ 7
T £ —
X © 1004
2
o C
53
(@]
E £ 504
'
C
o
.
0

P-CN P-AP1 P-AP4

Fonte: do autor

4.7 Avaliacao do grau de metilacdo do DNA na regidao promotora do
gene do GLUT4

N&o houve diferenca no grau de metilacdo do DNA na regido analisada,
localizada no promotor proximal do gene do GLUT4 entre os grupos no tecido

analisado (Figura 8).

Figura 8 — Avaliacdo da metilacdo do DNA na regido promotora do gene Slc2a4 no
musculo gastrocnémio de proles de ratas controle (P-CN), proles de ratas com uma
periodontite apical (P-AP1) e proles de ratas com quatro periodontites apicais (P-AP4).
Foram utilizados dois locais de restricdo de enzimas sensiveis a metilacdo (Hhal e
Hpall) e uma enzima dependente de metilacdo (McrBC), (A, B e C) trés regibes
separadas dentro do promotor proximal, denominado prom 1, prom 2 e prom 3, do
gene Slc2a4 foram analisados. Os resultados sao apresentados como média + EPM de
4 animais por grupo.
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4.8 Avaliacao da expressao génicade GLUT4 e TNF-a no MG

Houve diminuicdo na expressao génica de GLUT4 no grupo P-AP4
comparado ao grupo P-CN. Entretanto ndo houve diferenca estatistica neste
parametro tanto entre os grupos P-CN e P-AP1 como entre os grupos P-AP1 e P-
AP4 (Figura 9A). Ademais, ndo houve diferenca na expressdo génica de TNF-a
entre os grupos (Figura 9B).
Figura 9 — Avaliacédo da expresséo génica do transportador de glicose tipo 4 (GLUT4)
e fator de necrose tumoral-a (TNF-a) no musculo gastrochémio de proles de ratas
controle (P-CN), proles de ratas com uma periodontite apical (P-AP1) e proles de ratas

com quatro periodontites apicais (P-AP4). Os resultados sdo apresentados como
média + EPM de 5 animais por grupo. * p<0,05 P-AP4 vs. P-CN

GLUT4 TNF-a

®

2 15- 2 154
S &
© % @ ‘8
2 c 2 5
- —|— = e
%.:j % 1.0 %2“ % 1.0 I
O aop O wp
!%2 1§_O
Q @ o @
= O = o
S o 05 = o 054
c T c T
S8 S8
g g
S 00 S 00
£ P-CN P-AP1 P-AP4 £ P-CN P-AP1 P-AP4

Fonte: do autor

4.9 Avaliacao do conteudo de TNF-a no MG

N&o houve diferengca no conteudo proteico de TNF-a entre os grupos no

tecido analisado (Figura 10).
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Figura 10 — Avaliacdo do conteudo de fator de necrose tumoral-a (TNF-a) no masculo
gastrocnémio de proles de ratas controle (P-CN), proles de ratas com uma
periodontite apical (P-AP1) e proles de ratas com quatro periodontites apicais (P-AP4).
Em A, autorradiografia tipica: quantidades iguais de proteina foram submetidas a
SDS-PAGE (185 ug). B-actina foi utilizada como controle. Em B, o valor do conteudo
de TNF-a, expressos em unidades arbitrarias, é apresentado como média * EPM de 6
animais por grupo.
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Fonte: do autor

4.10 Grau de fosforilacao de NF-kB p50 e NF-kB p65
Houve aumento no grau de fosforilagdo de NF-kB p50 e NF-kB p65 no

MG no grupo P-AP4 em comparacdo com o grupo P-CN. Entretanto, ndo houve
diferenca nesses parametros entre os grupos P-CN e P-AP1, e entre os grupos P-
AP1 e P-AP4 (Figuras 11B e 11C).

Figura 11 - Avaliagdo do grau de fosforilagdo de NF-kB p50 e NF-kB p65 no
gastrocnémio de proles de ratas controle (P-CN), proles de ratas com uma
periodontite apical (P-AP1) e proles de ratas com quatro periodontites apicais (P-AP4).
Em A, autorradiografia tipica: quantidades iguais de proteina foram submetidas a
SDS-PAGE (185 ug). Os conteudos de NF-kB p50 e NF-kB p65 foram utilizados como
controle. Em B e C, os valores do grau de fosforilacdo de NF-kB p50 e NF-kB p65,
respectivamente (expressos em unidades arbitrarias) sdo apresentados como média *
EPM de 6 animais por grupo. * p<0,05 P-AP4 vs. P-CN
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4.11 Conteudo de PGC-1a
N&o houve diferenca estatistica no conteido de PGC-1a no MG entre os

grupos (Figura 12B).

Figura 12 — Avaliagdo do conteddo de PGC-1a no gastrocnémio de proles de ratas
controle (P-CN), proles de ratas com uma periodontite apical (P-AP1) e proles de ratas
com quatro periodontites apicais (P-AP4). Em A, autorradiografia tipica: quantidades
iguais de proteina foram submetidas a SDS-PAGE (185 ug). B-actina foi utilizada como
controle. Em B, os valores do conteido de PGC-1a (expressos em unidades
arbitrarias) sdo apresentados como média + EPM de 6 animais por grupo.
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4.12 Grau de estresse oxidativo (SOD e TBARS) no MG

Houve diminuicdo na atividade de SOD nos grupos P-AP1 e P-AP4 em
comparacao com o grupo P-CN. No entanto, ndo houve diferengca neste parametro
entre os grupos P-AP1 e P-AP4 (Figura 13A). Ademais, houve diminuicdo na
concentracdo de TBARS nos grupos P-AP1 e P-AP4 em comparacdo com O grupo
P-CN. Entretanto, ndo houve diferenca neste parametro entre os grupos de proles
de ratas com AP (Figura 13B).

Figura 13 — Avaliacéo da atividade da superoxido dismutase — SOD (A) e concentracéo
das substancias reativas ao &cido tiobarbitarico — TBARS (B), normalizados pela
proteina total no masculo gastrocnémio de proles de ratas controle (P-CN), proles de
ratas com uma periodontite apical (P-AP1) e proles de ratas com quatro periodontites
apicais (P-AP4). Os valores séo apresentados como a média £+ EPM (n = 10 animais
por grupo). # p<0,05 P-CN vs. P-AP1 e P-AP4; ** p<0,01 P-CN vs. P-AP1 e P-AP4; ***
p<0,001 P-AP1 vs. P-CN
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, mostramos que a inflamagéo oral materna, tal como
a AP, esta associada as alteracdes na saude sistémica da prole adulta. A AP
materna (tanto 1 foco de infeccdo como 4 focos de infecgbes) promoveu
hiperinsulinemia, Rl e diminuicdo na atividade antioxidante da SOD e na
concentracdo de TBARS no MG de sua prole adulta. Ademais, em relacdo a
insulinemia e RI houve incremento nestes parametros na prole adulta em
decorréncia do aumento do numero de foco de infeccdo endodéntica materna. Os

resultados mostraram que somente a AP materna em quatro dentes promoveu



57

aumento na massa corporea, na ingestdo alimentar e no grau de fosforilacdo das
subunidades p50 e p65 do NF-kB no MG de proles adultos. Ademais, houve
diminuicdo no grau de fosforilagio em serina e treonina da Akt (ap0s estimulo
insulinico) e na expressao génica e no conteldo proteico de GLUT4 no MG em
proles adultos de ratas com 4APs. Entretanto, em relacdo aos grupos P-CN e P-AP1
nao houve diferenca nestes ultimos parametros. A AP materna nao promoveu
alteracdo na glicemia de jejum, conteudo de PGC-1a, grau de metilacdo do DNA na
regido promotora do gene do GLUT4 e expressdo génica e conteudo proteico de
TNF-a no MG de proles adultos.

As imagens histologica e radiografica das regides periapicais das ratas
maes comprovaram a instalacdo das APs, as quais foram induzidas por meio da
abertura coronaria com auxilio de uma broca cirirgica e subsequente exposicdo da
polpa dentaria a cavidade oral. Stashenko et al. (1994) revelaram que as lesbes
expandem-se rapidamente nos primeiros 7 a 20 dias apds a exposicao pulpar (fase
aguda) e desacelera a partir deste periodo (fase crénica). No presente estudo, apos
75 dias de exposicao pulpar foi observada a presenca de necrose da polpa dentaria
e infiltracdo de células inflamatoérias na area ao redor do apice dentario (Figuras 3B e
2C) em ambos os grupos de ratas maes com AP (AP1 e AP4). Ademais, as imagens
radiograficas mostraram extensas areas radiollcidas na regido periapical dos
primeiros molares maxilares no grupo AP1 (Figuras 3E e 3H) e dos primeiros e
segundos molares maxilares e mandibulares no grupo AP4 (Figuras 3F e 3l). Estes
achados estdo de acordo com os estudos de Teixeira et al. (2011) e Botelho et al.
(2023), os quais também confirmaram que apenas a abertura coronal e o contato da
polpa com a cavidade oral eram suficientes para induzir a AP.

Evidéncias cientificas relataram que a AP materna est4 associada as
complicacBes gestacionais adversas, tais como pré-eclampsia (KHALIGHINEJAD et
al., 2017) e nascimento de bebés prematuros com baixo peso (LEAL et al., 2015;
HARJUNMA et al., 2015). Entretanto, no presente estudo néo foi verificada diferenca
na massa corporea ao nascimento entre os grupos (Figura 3).

Ao analisarmos semanalmente a evolu¢cdo da massa corporal, o grupo P-
AP1 ndo demonstrou diferenca estatistica neste parametro, desde o nascimento até
o final do experimento, quando comparado ao grupo P-CN (Figura 4). Entretanto, o
grupo P-AP4 apresentou aumento na massa corpérea, a partir da 72 até a 102

semana, comparado ao grupo P-CN, e na 82 e 102 semana, com relacao ao grupo P-
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AP1 (Figura 4). Sugere-se que 0 aumento na ingestao alimentar verificado no grupo
P-AP4 (Figura 5) pode ter contribuindo para o aumento da massa corpérea neste
grupo de animais.

Com relacdo aos parametros metabdlicos, os resultados mostraram que
0s grupos P-AP1 e P-AP4 apresentaram aumento na insulinemia de jejum e nos
valores do indice de HOMA-IR, indicando RI nestes grupos de animais em relacéao
ao grupo P-CN. Ademais, o numero de focos de infeccdo endodbntica materna
promoveu uma piora nestes parametros avaliados, ou seja, o grupo P-AP4
apresentou maior RI e insulinemia de jejum em relacdo ao grupo P-AP1. Por outro
lado, ndo houve diferenca na glicemia de jejum entre todos os grupos avaliados
(Tabela 1), que pode ser resultante do aumento compensatério na secrecado de
insulina pelas células B do pancreas para manter a normoglicemia nos grupos P-AP1
e P-AP4. Resultados similares foram observados nos estudos de Shirakashi et al.
(2013), Mattera et al. (2016) e Mattera et al. (2019), os quais relataram que ratos
adultos, proles de ratas com DP (outra inflamacéo oral) apresentaram RI. Sabe-se
que a continua RI pode provocar esgotamento das células B pancreatica,
ocasionando uma grande diminuicdo na secrecdo de insulina, promovendo
hiperglicemia e desenvolvimento de DM2 (KUMAR et al., 2013).

A RI e a hiperinsulinemia crénica podem prejudicar a regulacdo do
consumo energético (HAN et al. 2008). No estudo coorte, Han et al. (2008)
observaram que criangas com sobrepeso, RI e hiperinsulinemia apresentavam maior
consumo energético, apos jejum noturno. Ademais, estes autores constataram que a
cada reducdo de 10% na sensibilidade a insulina promovia aumento de 27 kcal no
consumo energético nestas criancas. Estes dados sdo compativeis com a ideia de
que a resisténcia periférica a insulina pode significar resisténcia central ao hormonio
e perda da regulacao do apetite.

O hipotadlamo é uma regido do cérebro envolvido no controle central do
apetite. Em particular, o nucleo arqueado (ARC) hipotalamico esta localizado
adjacente a eminéncia mediana, um oOrgdo circunventricular rico em capilares
fenestrados. Essa caracteristica anatbmica facilita o acesso de hormdnios e
nutrientes circulantes ao ARC. Em vista disso, o ARC é considerado uma importante
area do hipotalamo que detecta sinais metabdlicos periféricos (YU; KIM, 2012).

No ARC, ha duas populagcbes neuronais funcionalmente antagobnicas: 1)

neurbnios que expressam neuropeptideos orexigenos (neuropeptideo Y — NPY e
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peptideo relacionado ao gene agouti — AgRP); 2) neurbnios que expressam
neuropeptideos anorexigenos (proopiomelanocortina — POMC e transcrito regulado
pela cocaina e anfetamina — CART) (YU; KIM, 2012). A ligacao da insulina ao seu
receptor em neurdnios do ARC estimula a via IRS/PI3K/Akt. A fosforilagdo da Akt
promove inativacdo do fator de transcricdo Forkhead box O1 (FoxOl), levando a
diminuicdo na expressao de AgRP e aumento na expressdo de POMC, resultando
em acdo anorexigena (KHANH et al., 2014). Esse mecanismo molecular mostra o
papel importante da insulina no controle central do apetite. Diante deste contexto, é
possivel sugerir que a RI e hiperinsulinemia observadas no grupo P-AP4 possam
estar associadas a maior ingestéo alimentar nestes animais.

Diante da situacdo de RI, estudos demonstram que h& diminuicdo da
atividade de Akt. Como descrito anteriormente, a Akt desempenha um papel
fundamental no processo de captacdo de glicose mediada pelo estimulo insulinico,
promovendo a translocacdo das vesiculas de GLUT4 do citoplasma para a
membrana plasmatica (WHITEMAN et al., 2002). Nossos resultados revelaram que
houve uma diminuicdo no grau de fosforilagdo da serina e treonina da Akt, apos
estimulo insulinico, somente no grupo P-AP4 em comparacdo ao grupo P-CN
(Figura 6). Estes resultados estdo de acordo com estudo conduzidos com outras
condicBes adversas maternas, nos quais verificaram que a dieta com baixo teor de
proteina (XING et al., 2019) ou doenca periodontal (MATTERA et al., 2016)
promoveram diminuicdo no grau de fosforilagdo de Akt em serina no musculo
esquelético de sua prole adulta com RI.

Sabendo-se que Akt é uma importante proteina envolvida na translocacéo
de GLUT4, esta proteina também constituiu alvo de nosso estudo. O musculo
esquelético constitui principal tecido de captacdo de glicose mediada pela insulina
no estado pos-prandial (DeFRONZO, 2003). Nossos resultados mostraram que
houve diminuicdo tanto na expressdo génica como no contetdo proteico de GLUT4
em musculo esquelético somente no grupo P-AP4 em comparagdo com o grupo P-
CN (Figuras 7 e 9). Estudos mostram que a transducédo prejudicada do Sl esta
associada a diminuicdo de GLUT4 (XU, SONG, ZHANG 2015). Portanto, com base
nos resultados obtidos no presente estudo, podemos sugerir que a alteracdo na
expressao proteica de GLUT4 esta associada a Rl em ratos adultos, proles de ratas
com 4AP.

Observamos anteriormente um aumento na concentracdo plasmatica de
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TNF-a nos grupos P-AP1 e P-AP4 em comparacao com o grupo P-CN (Tsosura et
al., 2019). No entanto, no presente estudo ndo houve diferenca, tanto na expressao
génica como no conteudo proteico de TNF-a no MG entre os grupos (Figuras 9 e
10). Isso sugere que proles de ratas com AP mostra apenas uma alteracao
plasmatica na concentracéo desta citocina inflamatoéria, promovendo a RI.

A sensibilidade prejudicada a insulina no musculo esquelético € um dos
fatores que contribuem para a disfuncdo metabdlica e isso foi observado em proles
expostos a um ambiente intrauterino adverso (LAKER et al. 2013). Evidéncias
cientificas apoiam um papel para a regulacdo epigenética alterada no feto em
resposta a mudancas no ambiente intrauterino (LAKER et al. 2013). A metilacdo do
DNA é um dos mecanismos epigenéticos mais conhecidos e associados ao
silenciamento génico (LIM, MAHER 2010; HE et al. 2018). Foi relatado que ratos
adultos, proles de ratas submetidas a exposicdo oral ao di(2-etilhexil ftalato)
apresentam RI associada ao aumento da metilacdo e diminuicdo da expressao
génica de GLUT4 no musculo esquelético (RAJESH, BALASUBRAMANIAN 2014).
Além disso, no estudo de Liu et al. (2013) foi verificado que a supernutricdo durante
o periodo de amamentacdo promove hipermetilacdo de dinucleotideos CpG
especificos na regido promotora proximal do gene GLUT4, no qual foi correlacionada
a reducdo da expressdo de mRNA de GLUT4 no musculo esquelético de proles
adultos. Ademais, Liu et al. (2013) sugeriram que a modificacdo epigenética dos
principais genes envolvidos na sinalizacdo da insulina no muasculo esquelético pode
resultar no desenvolvimento de Rl em proles na vida adulta. Portanto, foi
hipotetizado que a Rl em ratos adultos, prole de ratas com AP é mediada em parte
pela metilacio alterada do DNA do GLUT4. No entanto, nosso estudo ndo encontrou
nenhuma alteragdo na metilacdo do DNA nas regides promotoras estudadas de
Slc2a4 no MG (Figura 8). Diante deste resultado, sugere-se a analise em outras do
promotor para verificar se ha associagédo entre metilacdo do DNA e diminuigdo na
expressao génica de GLUT4. Esse achado esta de acordo com o estudo de Mattera
et al. (2019) no qual relatou que a DP materna promove RI na prole adulta,
independente de alteragdo na metilagdo do DNA na regido promotora proximal do
Slc2a4 no muasculo esquelético. Além disso, outros estudos também néo
encontraram associacdo entre Rl e mudancas na metilagcdo do DNA na prole adulta
(RAYCHAUDHURI et al. 2008; ZENG et al. 2013; DUAN et al. 2016).
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Conforme mencionado anteriormente, nossos resultados revelaram que
houve diminuicdo na expressao do gene GLUT4 no MG do grupo P-AP4 em relacao
ao grupo P-CN, independentemente das alteracoes na metilacdo do DNA, sugerindo
gue outros mecanismos moleculares estdo envolvidos nesta alteracdo na expresséo
génica e proteica de GLUT4. Furuya et al. (2013) monstraram que as subunidades
p50 e p65 do NF-kB podem se ligar ao promotor do gene Slc2a4 e inibir a sua
transcricdo, demonstrando que este fator de transcri¢cdo inflamatério tem um efeito
repressor direto sobre o gene Slc2a4, fornecendo uma importante ligagédo entre Rl e
inflamacé&o. O NF-kB é um regulador mestre da inflamagao, sendo necessario para a
expressado de citocinas pro-inflamatorias, como o TNF-a (CHEN et al. 2015). Nesse
contexto, ha estudos demonstrando que a obesidade promove ativacdo de vias pré-
inflamatoérias nas células-alvo da insulina, levando a RI (SCHENK et al. 2008). No
entanto, a sensibilidade sistémica a insulina é aumentada pela inativacdo de NF-kB
por meio da delecdo do gene p65 no figado de camundongos alimentados com uma
dieta rica em gordura (KE et al. 2015). Nossos resultados revelaram que houve
aumento no grau de fosforilagdo das subunidades p50 e p65 do NF-kB no grupo P-
AP4 em comparacdo ao grupo P-CN (Figura 11). Sugere-se que a diminuicdo na
expressdo do gene GLUT4 observada no grupo P-AP4 estd associada a um
aumento na atividade do NF-kB no MG. Nossos achados estdo de acordo com o
estudo de Guo et al. (2016), no qual mostrou que proles adultos submetidos a
exposicdo pré-natal a lipopolissacarideo apresentam aumento no grau de
fosforilacdo de NF-kB p65 no tecido renal.

Os resultados referentes as analises de ativacdo de Akt, expressdo de
GLUT4 e ativacado de NF-kB demonstraram houve alteracdes somente no grupo P-
AP4 em relagédo ao grupo controle, demonstrando que a AP materna com 4 lesdes
promove maiores adversidades em relacdo a uma leséo.

Estudos monstraram que PGC-1a desempenha um papel no metabolismo
da glicose (MICHAEL et al. 2001; WU et al. 2016). Em um estudo in vitro, PGC-1a
aumentou a expressédo de GLUT4, em grande parte pela ligacdo e coativacado do
fator de transcricdo seletivo de musculo MEF2C (MICHAEL et al. 2001). Em
conjunto, as evidéncias apresentadas suportam um papel para PGC-1a na
prevencdo de RI e diabetes mellitus tipo 2 (WU et al. 2016). Portanto, para
esclarecer os mecanismos envolvidos na Rl em proles de ratas com AP, foi

analisado o conteudo de PGC-1a no MG. Os resultados ndo mostraram alteragao
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neste parametro entre os grupos (Figura 12). Isso sugere que, no presente estudo, o
PGC-1a nao foi associado a alteragbes na expressdao do gene GLUT4 no MG de
proles de ratas com AP.

O estresse oxidativo tem sido reconhecido como um mecanismo chave da
Rl (HURRLE; HSU, 2017). Estudos tém demonstrado que a exposi¢cdo dos miocitos
ao estresse oxidativo de baixo grau induz o comprometimento da sinalizacdo da
insulina (DOKKEN et al., 2008) e reduz o transporte de glicose estimulado pela
insulina (DOKKEN et al., 2008; MADDUX et al., 2001).

Sabe-se que 0 excesso de espécies reativas de oxigénio (EROs) pode
causar danos as macromoléculas celulares (NITA, 2016). Salienta-se que as EROs
desempenham um papel importante na sinalizacdo insulinica em condi¢cbes
fisiolégicas, possivelmente devido a uma diminuicdo na atividade da proteina tirosina
fosfatase mediada por EROs. Assim, o grau de geracdo de EROs determina
aumento ou supressao de sinal insulinico, ou seja, embora as EROs produzidas por
estimulos fisioldégicos possam ser benéficas, a geracdo de EROs em excesso esta
associada a Rl (LOH et al., 2009).

A peroxidacao lipidica € um produto da oxidacdo considerado um
biomarcador do estresse oxidativo que pode estar associado a Rl (ZEB; ULLAH,
2016). No estudo de Padmavathi et al. (2011) foi relatado que a restricdo materna a
micronutrientes promove Rl e aumenta a peroxidacédo lipidica no figado de proles
adultos. Além disso, Al-amin et al. (2016) observaram aumento na peroxidacao
lipidica no tecido cerebral de proles expostos ao lipopolissacarideo durante o
periodo pré-natal em comparacao ao controle.

Nossos resultados mostraram que houve diminuigdo significativa na
concentracéo de TBARS no MG nos grupos P-AP1 e P-AP4 em comparagédo com o
grupo P-CN (Figura 13). Este resultado parece paradoxal, pois seria esperado um
aumento desse marcador de dano lipidico. Essa redugdo pode ser explicada pela
grande utilizacdo da SOD, que é um antioxidante, comprovado pelos nossos
resultados nos quais observou-se a reducéo da SOD nos grupos P-AP1 e P-AP4.

A reducdo da SOD pode ser um indicativo que a reserva endogena foi
consumida amplamente, uma vez este antioxidante enzimatico constitui um
componente do sistema de defesa de primeira linha contra EROs (IGHODARO;
AKINLOYE, 2018). Podemos inferir que o AP modula o sistema de defesa

antioxidante no MG de sua prole adulta, atenuando a peroxidagéo lipidica nesse
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tecido. Isso reflete parte de uma resposta adaptativa da prole ao estimulo do
processo inflamatoério oral crénico materno, no qual o organismo atua diminuindo o
dano tecidual oxidativo na fase pds-natal. Nossos resultados estdo de acordo com o
estudo de Al-Amin et al. (2016), no qual os autores verificaram uma reducdo na
atividade da SOD no tecido cerebral de proles expostos ao lipopolissacarideo
durante o periodo pré-natal em comparacdo com o controle. Além disso, em um
estudo de Ouardi et al. (28), uma diminuicao na atividade da SOD no tecido cerebral
foi observada em proles expostos ao malation (pesticida organofosforado) durante

0s periodos de gestacéo e lactacao.

6 RESUMO DOS PRINCIPAIS RESULTADOS

A AP materna (tanto em um Unico dente ou em quatro dentes) promoveu

em sua prole adulta:
- aumento nas concentracdes plasmaticas de insulina;
- resisténcia insulinica;
- nenhuma alteragdo na glicemia de jejum;
- diminuicdo na atividade antioxidante da SOD no MG;
- diminui¢do na concentracdo de TBARS no MG;
- nenhuma alteracao no contetdo de PGC-1a no MG;
- nenhuma alteracéo no grau de metilacdo do DNA na regidao promotora proximal do
gene do GLUT4 no MG;
- nenhuma alteracao na expressao génica e conteudo proteico de TNF-a no MG.

Ademais, em relacdo a insulinemia, RI, atividade antioxidante da SOD e
concentragéo tecidual de TBARS, tivemos incremento nestas alteragdes na prole
adulta em decorréncia do aumento do ndmero de foco de infeccdo endoddntica
materna. No entanto, apenas AP materna em quatro dentes ocasionou em sua prole
adulta:
- aumento na massa corpoérea e ingestao alimentar;
- aumento no grau de fosforilacdo das subunidades p50 e p65 do NF-kB no MG;
- diminuicdo no grau de fosforilagdo em serina e treonina da Akt (apos estimulo
insulinico);

- diminuicdo na expressao génica e no conteudo proteico de GLUT4 no MG.
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7 CONCLUSAO

A inflamacao oral materna, tal como a AP, esta relacionada as alteragcfes
sistémicas na prole adulta, incluindo RI, aumento no estresse oxidativo, prejuizo na
transducdo da etapa final do sinal insulinico e ativagcdo da via inflamatéria
relacionada a atenuacdo do sinal insulinico. Algumas alteracbes, tais como a
insulinemia e RI, foram mais pronunciadas quando houve aumento no namero de
focos de infeccdo endodbntica materna. Ademais, os resultados referentes as
analises de ativacdo de Akt, expressdo de GLUT4 e ativacdo de NF-kB
demonstraram que houve alteracdes somente no grupo P-AP4 em relagdo ao grupo
controle, concluindo que a AP materna com 4 lesbes promove maiores adversidades
em relacdo a uma leséo.

Esses resultados revelam o impacto que a AP materna tem em longo
prazo na predisposicdo as alteracdes metabdlicas na fase adulta da prole. Isso
refor¢a a importancia que a manutencédo da saude bucal materna tem sobre a saude

geral da prole.
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BASIC RESEARCH - BIOLOGY

Maternal Apical Periodontitis
Increases Insulin Resistance
and Modulates the Antioxidant
Defense System in the
Gastrocnemius Muscle of
Adult Offspring

ABSTRACT

Introduction: Maternal apical periodontitis (AP) is associated with insulin resistance (IR) in
adult offspring. Oxidative stress has been linked toIR. This study investigated insulin sensitivity
(IS) and oxidative stress in the gastrocnemius muscle (GM) of adult offspring of rats with AP.
Methods: Fifteen female Wistar rats were distributed into a control group, a group with 1
tooth with AP, and a group with 4 teeth with AP. Thirty days after AP induction, female rats
were mated with healthy male rats. When male offspring reached 75 days of age, glycemia,
insulinemia, and IS were determined. In the GM, the oxidative damage products (thiobarbituric
acid reactive substances and carbonyl protein) and activities of enzymatic (superoxide
dismutase, catalase, and glutathione peroxidase) and nonenzymatic (glutathione and total
antioxidant capacity) antioxidants were quantified. Analysis of variance was performed
followed by the Tukey post hoc test (P < .05). Results: Maternal AP was associated with
decreased IS and changes in antioxidant activities (reduced superoxide dismutase and
increased catalase, glutathione peroxidase, and glutathione) and decreased thiobarbituric
acid reactive substance concentration in the GM of their adult offspring. However, maternal
AP does not appear to affect glycemia, carbonyl protein concentration, and the nonenzymatic
total antioxidant capacity in the GM of this offspring. Conclusions: Maternal AP modulates
the antioxidant defense system in the GM of their adult offspring, attenuating lipid peroxidation
inthis tissue. This reflects part of an adaptive response of the offspring to the stimulation of the
maternal chronic oral inflammatory process in which the organism acts by decreasing
oxidative tissue damage in the postnatal stage. The present study improves knowledge about
the impact of maternal oral inflammation on healthy offspring. (J Endod 2021, R:1-6.)

KEY WORDS

Apical periodontitis; fetal development; insulin resistance; oxidative stress

Reactive oxygen species (ROS) are produced from molecular oxygen as a result of normal cellular
metabolism. Low levels of ROS are important for cell proliferation, host defense, signal transduction, and
gene expression'. However, when there is animbalance between ROS generation and the abiltty of cells
to neutralize them by the antioxidant defense system, it results in oxidative stress'~.

Oxidative stress has been recognized as a key mechanism of insulin resistance (IR)". Studies have
shown that the exposure of myocytes to low-grade oxidative stress induces the impairment of insulin
signaling” and reduces insulin-stimulated glucose transport’”. On the other hand, the administration of
antioxidants in animal models of diabetes demonstrates an improvement in insulin sensitivity (IS)".

Tsosura et al” showed that adult rats, originally the offspring of rats with apical periodontitis (AP),
exhibit IR, impaired insulin signaling, and activation of the inflammatory pathway in the gastrocnemius
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muscle (GM). However, more studies are
necessary to understand the mechanisms
involved in this IR. To this end, we determined
the glycemia, insulinemia, and IS as well as the
oxidative damage products and activities of
enzymatic and nonenzymatic antioxidants in
the GM of adult offspring of rats with AP in a
single tooth or 4 teeth.

MATERIALS AND METHODS

Animals

The institutional ethics committee [Ethics
Committee on the Use of Animals (CEUA)
2019-00383] approved the experimental
protocol. The entire study was conducted
according to the guidelines. Albino Wistar rats
were kept in a room under standardized
conditions of temperature (23°C + 2°C), a 12-
hour light/dark cycle (lights on at 07:00), and
relative humidity (55% = 10%). Food
(Presence, Paulinia, Sao Paulo, Brazil) and
water were available ad libitum.

Experimental Design

Two-month-old female Wistar rats were
distributed into 3 groups of 5 animals each: the
control group (CN), the group with 1 tooth with
AP (1AP), and the group with 4 teeth with AP
(4AP). AP was induced in the 1AP and 4AP
groups according to the previous study 7.
Thirty days later, female rats from all groups
were mated with healthy male rats. On the day
of delivery, the litter size was adjusted to
ensure equal access to nutrients for all
puppies. After weaning, only male pups were
kept for further analysis.

Male pups were distributed into 3
groups of 10 animals each: offspring of CN rats
(CN-0), offspring of 1AP rats (1AP-0), and
offspring of 4AP rats (4AP-0). All experiments
were performed once the offspring reached 756
days of age.

The animals were fasted for 12 hours
before experimentation and anesthetized with
sodium thiopental (50 mg/kg intraperitoneally;
Thiopentax, Cristdlia, Itapira, Brazi). A median
laparotomy was performed in 10 animals from
each group, and blood samples were taken via
inferior vena cava punctures and centrifuged to
obtain plasma for the quantification of glucose
and insulin. In addition, the GMs were
immediately removed, weighed, frozen in liquid
nitrogen, and stored at —80°C for further analysis
of oxidative stress. After this, the animals were
euthanized by sodium thiopental overdose.

Glycemia, Insulinemia, and
Homeostasis Model Assessment of
Insulin Resistance

Glycemia was measured using the glucose
oxidase method (Enzymatic Glucose;

2 Tsosuraetal.

ANALISA Diagndstica, Belo Horizonte, Brazil).
Insulinemia was quantified by enzyme-linked
immunosorbent assay using a specific
commercial kit (Sensitive Rat Insulin; Millipore,
St Charles, MO). IS was evaluated by
homeostasis model assessment of insulin
resistance (HOMA-IR), which was calculated
according to the following formula: HOMA-IR
= fasting glycemia (mmol/L) X fasting
insulinemia (WlU/mL)/22.5".

Analysis of Oxidative Damage
Products and the Antioxidant
Defense System in GM Preparation
of Homogenates

The tissues were homogenized in 50 mmol/L
potassium phosphate buffer (pH = 7.4, 0.2%
Triton X-100 and 2 mmoV/L
phenylmethylsulfonyl fluoride) for the

analysis of superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT), and glutathione peroxidase
(GPx) activities; total antioxidant capacity
(TAC); total protein; concentrations of carbonyl
protein (CP); and thiobarbituric acid reactive
substances (TBARSS). For the analysis of
glutathione (GSH) activity, the tissues were
homogenized in a solution containing 5%
trichloroacetic acid and 2 mmol/L EDTA. The
homogenates were centrifuged at 10,000 rpm
for 10 minutes at 4°C, and the supematant
was collected, aliquoted, and stored at —80°C
for further analysis. The total protein in
samples was determined by the Lowry
method"”.

Oxidative Damage Products
Lipid peroxidation was evaluated by measuring
TBARSs'”. Briefly, 0.1 mL supematant was
vortex mixed with 0.5 mL TBARS reagent
(0.67% thiobarbituric acid, 15% trichloroacetic
acid, and 0.25 mol/L hydrochloric acid) and
incubated in a water bath at 100°C for 1 hour.
The absorbance was measured against a
reference blank at a wavelength of 532 nm.
CP was quantified using the simplified
alkaline method''. Briefly, 10 uL
supernatant was added to 50 mmol/L
potassium phosphate buffer and 10 mmol/L
2 4-dinitrophenylhydrazine in 0.5 mol/L
phosphoric acid in a 96-well plate and
incubated at room temperature for 10
minutes. Then, 6 mol/L sodium hydroxide
was added. Absorbance was read at 450 nm
after 10 minutes of incubation.

Enzymatic Antioxidant

SOD activity was determined according to
pyrogallol autoxidation'”. The reaction
was composed of buffer (pH = 8.2, 50
mmol/L TRIS-HCI and 1 mmol/L
diethylenetriaminepentaacetic), CAT, and

pyrogallol added to the supernatant in a
crystal cuvette. Absorbance was
determined at 420 nm.

To quantify CAT activity, 10 uL
supernatant was mixed with 50 mmol/L
potassium phosphate buffer and 30%
hydrogen peroxide solution in a crystal cuvette.
Absorbance was determined at 240 nm'”.

GPx activity was measured using 50 uL
supernatantin 143 mmol/L sodium phosphate
buffer (pH = 7.5, 1 mmol/L EDTA), 10 mmol/L
dihydronicotinamide-adenine dinucleotide
phosphate, 0.4 mmol/L sodium azide, 0.1 U/
mL glutathione reductase, 1 mmol/L GSH, and
10 mmol/L tert-butyl hydroperoxide.
Absorbance was determined at 340 nm.

Nonenzymatic Antioxidant

To assess GSH activity, supernatants were
added to a solution containing 100 mmol/L
potassium phosphate buffer (pH = 7.4, 2
mmol/L EDTA), 2 mmol/L
dihydronicotinamide-adenine dinucleotide
phosphate, 1.2 mmol/L 5,5-dithiobis (2-
nitrobenzoic acid), and 5 U/mL glutathione
reductase. Absorbance was determined at
412 nm'".

TAC was determined by the ferric-
reducing antioxidant potential (FRAP) assay' .
Briefly, FRAP reagent (0.3 mol/L sodium
acetate buffer [pH = 3.6], 10 mmol/L 2,4,6-
tripyridyl-s-triazine, and 20 mmol/L FeCI3) and
deionized water were added to the samples.
The reaction was incubated in a dark
environment at 37°C for 30 minutes.
Absorbance was determined at 593 nm.

Statistical Analyses

Normality of the data set was verified for all
analyses. Analysis of variance was performed
followed by the Tukey post hoc test. P values
<.05 were considered statistically significant.
Data were expressed as the mean + standard
error of the mean, and data analysis was
performed with the Graph Pad Prism, version
7.0, statistical program (GraphPad Software
Inc, San Diego, CA).

RESULTS

Glycemia, Insulinemia, and
HOMA-IR Index

There was no difference in fasting glycemia
among the groups. However, there was a
significant increase in fasting insulinemia and
HOMA-IR values in the 1AP-o (P < .05) and
4AP-o0 (P < .001) groups compared with the
CN-o group. Furthermore, there was a
significant difference (P < .05) in these
parameters between the 1AP-o and 4AP-o
groups (Table 1).
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TABLE 1 - Glycemia, Insulinemia, and the Homeostasis Model Assessment of Insulin Resistance (HOMA-IR) Index

Parameters CN-o

Glycemia (mmol/L) 10.29 = 0.34
Insulinemia (uUI/mL) 4415 £ 241
HOMA-IR 20.74 = 2.06

1AP-o 4AP-o
10.23 + 0.40 10.34 = 0.37
87.35 = 552 128.40 = 18.02"*
40.98 = 3.93" 60.50 = 8.15"*

1AP-0, 1 apical periodontitis offspring; 4AP-o, 4 apical periodontitis offspring; CN-o, control group offspring.
Values are presented as the mean *+ standard error of the mean (n = 10 animals per group).

‘P < .05 CN-o versus 1AP-o.
P < .05 1AP-0 versus 4AP-o.
P < .001 CN-0 versus 4AP-o.

Oxidative Damage Products in GM
There was a significant decrease in the TBARS
concentration in the GM in the 1AP-o (P < .01)
and 4AP-o (P < .001) groups compared with
the CN-o group (Fig. 1A). However, there was
no difference in this parameter between the
groups of offspring of rats with AP. Regarding
CP concentration, there was no difference
among the groups (Fig. 18).

Enzymatic Antioxidant Defense in
GM
There was a decrease (P < .05) in SOD activity
in the GM in the 1AP-0 and 4AP-o groups
compared with the CN-o group. However,
there was no difference in this parameter
between the 1AP-0 and 4AP-o groups (Fig. 2A).
Regarding CAT activity, there was a
significant increase (P < .001) of this antioxidant
enzyme in the GM in the 1AP-o group
compared with the CN-o group. There was no
difference in this parameter between the CN-o
and 4AP-o groups or between the 1AP-o and
4AP-o0 groups (Fig. 2B). In addition, there was
anincrease in GPx activity (P < .05) in the tissue
analyzed in the 1AP-o and 4AP-o groups in
relation to the CN-o group. However, there was
no difference in this parameter between the
1AP-0 and 4AP-o groups (Fig. 2C).
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Nonenzymatic Antioxidant Defense
in GM

There was an increase in GSH activity (P < .01)in
the 1AP-0 and4AP-ogroups compared with the
CN-o group. However, there was no difference
in this parameter between the 1AP-0 and 4AP-o
groups (Fig. 3A). Regarding TAC, there was no
difference among the groups (Fig. 3B).

DISCUSSION

The present study revealed that maternal AP is
associated with decreased IS and changes in
antioxidant activities (reduced SOD and
increased CAT, GPx, and GSH) and reduced
TBARS concentration in the GM of their adult
offspring. However, maternal AP does not
appear to affect glycemia, CP concentration,
or TAC in the GM of these offspring.

Adverse stimuli during early fetal
development can result in physiological and
metabolic changes in offspring, thereby
increasing the risk of diseases in
adulthood'®. IR is characterized by the
attenuated response of tissues to the action
of insulin (ie, the decrease in 1IS)™'". In the
present study, there was an increase in
fasting insulinemia and the HOMA-IR index
in the 1AP-0 and 4AP-o groups compared

vy}

20

Hekk
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CP (pmol/g of total protein)

with the CN-o group, indicating decreased
IS in the offspring of rats with AP. However,
there was no difference in fasting glycemia
among the groups, which may be the result
of a compensatory increase in insulin
secretion by pancreatic beta cells to
maintain normoglycemia in the 1AP-o and
4AP-0 groups. Similar results were found in
studies that showed a reduction in IS in
adult offspring of rats with periodontal
disease'” . Thus, we can suggest that
maternal oral inflammation may program the
development of IR in their offspring that
manifests in adulthood.

It is known that excess ROS can cause
damage to cellular macromolecules'. It should
be noted that ROS plays an important role in
normal IS, possibly due to a ROS-mediated
decrease in protein tyrosine phosphatase
activity. However, the degree of ROS
generation determines an increase or
suppression of IS (ie, although ROS produced
by physiological stimuli can be beneficial, the
sustained ROS generationis associated with
IR)”". Lipid peroxidation and protein
carbonylation are oxidation products
considered biomarkers of oxidative stress that
may be associated with IR***, Padmavathi
etal” found that maternal micronutrient
restriction promotes IR and increases lipid
peroxidation in the liver of adult offspring. In
addition, Al-Amin et a°” observed anincrease
inlipid peroxidation in the brain tissue of
offspring exposed to lipopolysaccharide during
the prenatal period compared with the control.
Interestingly, our results revealed that there was
asignificant decrease in TBARS concentration
inthe GM in the 1AP-0 and 4AP-o0 groups
compared with the CN-o group. However,
there was no differencein the CP concentration
inGM among the groups. In order to investigate
the mechanisms involved in the attenuation of
TBARSS in the GM of offspring of rats with AP,

4AP-0 CN-o

1AP-0 4AP-0

FIGURE 1 - The assessment of oxidative damage products, including (4) TBARS and (B) CP, normalized by total protein inthe GM of the CN-0, 1AP-0, and 4AP-o groups. Values are
presented as the mean = standard error of the mean (n = 10 animals per group). **P << .01 CN-o versus 1AP-0. ***P < .001 CN-0 vs 4AP-0.
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FIGURE 2 - The assessment of enzymatic antioxidants activities, including (4) SOD, (B) CAT, and (C) GPx, normalized by total protein in the GM of the CN-0, 1AP-0, and 4AP-0 groups.
Values are presented as the mean = standard eror of the mean (7 = 10 animals per group). #P << .05 CN-o versus 1AP-0 and 4AP-0. *P << .05 CN-0 versus 1AP-0 and 4AP-o.
**P < .01 CN-o0 versus 1AP-0 and 4AP-o. ***P < .001 CN-0 versus 1AP-0.

the enzymatic and nonenzymatic antioxidant
defense systems of these animals were
determined.

Aerobic organisms have integrated
antioxidant systems, which include enzymatic
and nonenzymatic antioxidants that are usually
effective in blocking the harmful effects of
ROS™. Our results showed a decrease in SOD
activity in the GM of adult offspring of rats with
AP compared with the CN-o group. However,
there was an increase in CAT activity in the
1AP-o0 group as well as in GPx activity in the
1AP-0 and 4AP-o groups compared with the
CN-o group in this tissue. The decrease in
SOD activity may be an indication that the
endogenous reserves of this enzyme
antioxidant have been depleted becauseit is a
component of the first-ine defense system
against ROS™. On the other hand, anincrease
in CAT and GPx activities is favorable because
these antioxidants neutralize ROS, thereby
preventing oxidative damage in skeletal
muscle. Taken together, we can suggest that
the increase in CAT and GPx activities led to a
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decrease in TBARS concentration in the GM of
offspring of rats with AP. Our resuts are in
accordance with studies that showed a
reduction in SOD activity and an increase in
CAT*” and GPx"" activities in the brain tissue
of offspring exposed to lipopolysaccharide
during the prenatal period compared with the
control. Furthermore, in a study by Ouardi

et a”?, a decrease in SOD activity in brain
tissue was observed in offspring exposed to
malathion (organophosphate pesticide) during
the gestation and lactation periods.

This study also analyzed the activities of
nonenzymatic antioxidants. GSH is highly
abundant in all cell compartments andis the
major soluble antioxidant”. The activity of GPx
depends on the presence of GSHas a hydrogen
donor™”. The GSH/GPx system plays an
important role in eliminating ROS™. Rook et al”’
observed an increase in the concentration of
GSH in the first days after birth in premature
infants who received amino acid. TAC was
evaluated by the FRAP assay that quantifies
scavenging antioxidants (second-line

204

*x
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antioxidant defense system), including uric acid,
ascorbic acid, bilirubin, and a-tocopherol™. In
our study, we provided evidence that there was
no difference in the TAC in GM among the
groups. These results suggest that maternal AP
does not affect the concentrations of these
nonenzymatic antioxidants, possibly because
there was a predominant action of enzymatic
antioxidants (SOD, CAT, and GPx) because
these are the first-line antioxidant defense
system that acts to suppress or prevent the
formation of free radicals or reactive species in
cells®”. However, there was an increase in GSH
activity in this tissue in the 1AP-o0 and 4AP-o
groups compared with the CN-o group. It is
suggested that the increase in GSH activity has
also contributed to attenuating the TBARS
concentration in the muscle tissue of the
offspring of rats with AP.

In summary, we can conclude that
maternal AP decreases IS and modulates the
antioxidant defense system in the GM of their
adult offspring, attenuating lipid peroxidation
in this tissue. This reflects part of an adaptive

TAC (umol Fe*?/g of total protein) 00

4AP-o CN-o

1AP-0 4AP-0

FIGURE 3 - The evaluation of the (A) GSH activity and (B) TAC normalized by the total protein in the GM of the CN-o0, 1AP-0, and 4AP-o0 groups. Values are presented as the mean =
standard error of the mean (n = 10 animals per group). “P < .05 CN-0 versus 4AP-0.
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response of the offspring to the stimulation of
the matemal chronic oral inflammatory
process in which the organism acts by
decreasing oxidative tissue damage in the
postnatal stage. The present study overall
improves the knowledge surrounding the
impact of maternal oral inflammations on the
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Abstract

Aim: To evaluate the final step of insulin signalling, inflammatory pathway (related
to the inhibition of insulin signalling), peroxisome proliferator-activated receptor-
gamma coactivator 1o (PGC-1a) protein content and DNA methylation in the Slc2a4
gene promoter region in the skeletal muscle of adult male offspring of rats with api-
cal periodontitis (AP) in a single tooth or in four teeth.

Methodology: Female Wistar rats were distributed into three groups: a control
group, a group with one tooth with AP and a group with four teeth with AP. Thirty
days after induction of AP, female rats from all groups were mated with healthy male
rats. When male offspring reached 75 days of age, the following analyses were per-
formed in the gastrocnemius muscle (GM): insulin-stimulated Akt serine and threo-
nine phosphorylation status; NF-xB p50 and p65 subunits phosphorylation status;
GLUT4, TNF-o and PGC-1a protein content by Western blotting; GLUT4 and TNF-ot
gene expression by real-time polymerase chain reaction (PCR); and DNA methyla-
tion in the Slc2a4 gene promoter region by restriction digestion and real-time PCR.
Analysis of variance was performed, followed by Tukey's post hoc test. p values <.05
were considered to be statistically significant.

Results: Maternal AP in four teeth decreased insulin-stimulated Akt serine and
threonine phosphorylation status, reduced GLUT4 gene expression and its protein
content, and increased NF-xB p50 and p65 subunits phosphorylation status in the
GM of adult offspring. There were no alterations in the parameters analysed in the
GM of adult offspring of rats with AP in a single tooth. In addition, maternal AP
did not affect TNF-ot gene expression and its protein content, PGC-1a protein con-
tent and DNA methylation in the Slc2a4 gene promoter region in the GM of adult
offspring.

Conclusions: Maternal AP in four teeth was associated with impairment in the

final step of insulin signalling in the GM of adult male offspring in rats. An increase

© 2021 International Endodontic Journal. Published by John Wiley & Sons Ltd
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adult offspring in rats.

KEYWORDS

INTRODUCTION

Foetal programming proposes that adverse insults during
intrauterine life can induce changes in the metabolism of
offspring, leading to an increased risk of disease in adult-
hood (Chen & Zhang, 2011). Epigenetic modifications are
associated with this programming (Chen & Zhang, 2011;
Zhu et al., 2019). DNA methylation is an epigenetic mech-
anism involved in the regulation of gene expression (Zhu
et al., 2019). Modifications in DNA methylation patterns
in skeletal muscles have been linked to insulin resistance
(IR) (Zhou et al., 2018).

IR is a reduced biological response of target tissues to
insulin stimulation, impairing glucose disposal (Czech,
2017). Under normal conditions, the action of insulin
is initiated by binding to its receptor, activation of the
receptor's intrinsic tyrosine kinase protein and phos-
phorylation of intracellular substrates, including IRS1
and IRS2. Tyrosine-phosphorylated IRS1/2 stimulates
phosphatidylinositol-3-kinase, which in turn activates
protein kinase B (PKB/Akt) (Frjdo et al., 2009). Akt stim-
ulates glucose transporter type 4 (GLUT4), which plays a
key role in cellular glucose uptake processes (Whiteman
et al., 2002). Thus, impairment of insulin-stimulated

o_0O
Glucose Oo O

in NF-xB activity may be involved in this decrease in insulin signalling. This study
demonstrates the impact of maternal AP on the health of offspring, demonstrating
the importance of maintaining adequate maternal oral health to prevent diseases in

apical periodontitis, foetal development, glucose transporter type 4, inflammation

GLUT4 leads to peripheral IR in patients with type 2 dia-
betes mellitus (Wu et al., 2016) (Figure 1).

GLUT4 is an insulin-regulated glucose transporter
expressed in adipocytes and skeletal and cardiac muscle
cells (Wu et al., 2016). GLUT4 gene expression is reg-
ulated by various stimuli (Im et al., 2007). Peroxisome
proliferator-activated receptor-gamma coactivator lot
(PGC-1a) increases GLUT4 gene expression (Michael
et al., 2001). PGC-1a is a member of a family of tran-
scription coactivators associated with the regulation of
cellular energy metabolism (Liang & Ward, 2006). In
contrast, nuclear factor-kappa B (NF-xB) can bind to the
promoter of the Slc2a4 gene, which encodes the GLUT4
protein and inhibits its transcription, providing an im-
portant link between IR and inflammation (Furuya
et al., 2013). NF-xB represents a family of structurally
related transcription factors, including RelA (p65), RelB,
c-Rel, p105/p50 (NF-xB1) and p100/52 (NF-xB2), which
combine to form complexes homo and heterodimeric.
The heterodimeric p50/p65 form is the most common
(Oeckinghaus & Ghosh, 2009). NF-xB mediates the tran-
scription of genes involved in inflammatory processes,
such as tumour necrosis factor-a (TNF-a) (Chen et al.,
2015).

Insulin receptor

-
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FIGURE 1 Molecular mechanism of insulin signalling pathway regulation. Activated insulin receptor phosphorylates insulin receptor
substrates 1 and 2 (IRS1/2), which stimulates phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K). Phosphorylated protein kinase B (PKB/AKT) promotes
glucose transporter type 4 (GLUT4) translocation to the plasma membrane, which leads to cellular glucose uptake. Nuclear factor-kappa

B (NF-kB) inhibits the transcription of the GLUT4 gene and stimulates the transcription of the tumour necrosis factor-oc (TNF-t) gene.
Peroxisome proliferator-activated receptor-gamma coactivator 1 (PGC-1) mediates the increase in GLUT4 gene expression by binding to and

coactivating the myocyte enhancer factor 2C (MEF2C).
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Tsosura et al. (2019) reported that maternal apical peri-
odontitis (AP) was associated with IR, increased TNF-a
plasma concentration, impairment in the initial step of
insulin signalling and activation of the inflammatory
pathway (IKKct/@) in the gastrocnemius muscle (GM) of
adult offspring of rats. However, the mechanisms involved
in this IR are not fully understood. Therefore, this study
aimed to verify whether maternal AP impairs the continu-
ity of the insulin signalling cascade in the GM. For that,
the final step of insulin signalling, inflammatory pathway
(related to the inhibition of insulin signalling), PGC-1«
protein content and DNA methylation in the Slc2a4 gene
promoter region in the GM of adult offspring of rats with
AP in a single tooth or in four teeth was analysed.

MATERIALS AND METHODS

The manuscript of this animal study has been written
according to the Preferred Reporting Items for Animal
studies in Endodontology (PRIASE) 2021 guidelines
(Nagendrababu et al., 2021) describes the main stages of
the study (Figure 2).

Animals

The experimental protocol was approved by the Institutional
Ethics Committee (protocol number: 2019-00383) of the
Sao Paulo State University (UNESP), School of Dentistry,
Aracatuba, Brazil, and was conducted in accordance with
relevant guidelines. Albino Wistar rats were kept in a room
under standardized conditions: temperature (23 + 2°C),
12-h light/dark cycle (lights on at 07:00) and relative hu-
midity (55 + 10%). Food (Presence, Paulinia, Sdo Paulo, SP,
Brazil) and water were available ad libitum.

Experimental design

Two-month-old female Wistar rats were distributed into
three groups of five animals each: the control group (CN),
the group with one tooth with AP (1AP) and the group
with four teeth with AP (4AP). Animals in the 1AP and
4AP groups were anaesthetized with an intramuscular
injection of ketamine (80 mg/kg; Dopalen; Sespo Ind e
Com Ltda) and xylazine (10 mg/kg; Anasedan; Sespo Ind
e Com Ltda). To induce AP, the pulps of the first right
maxillary molar (1AP), the first and second right maxil-
lary, and the mandibular molars (4AP) were exposed to
the oral environment through the occlusal surface using a
surgical round bur measuring 0.1 mm in diameter (Broca
LN Long Neck; Dentsply Ind e Com Ltda). The pulp tissue
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was exposed to the oral cavity for 30 days, and then, the
female rats from all groups were mated with healthy male
rats. After confirming pregnancy, female rats were housed
individually. On the day of delivery, the litter size was re-
duced to eight pups to ensure equal nutrient access for all
offspring. After weaning, only male pups were used for
further analysis.

Male pups were distributed into three groups of 16
animals each: offspring of CN rats (CN-o), offspring of
1AP rats (1AP-o) and offspring of 4AP rats (4AP-o). All
experiments were performed once the offspring reached
75 days of age. Animals were fasted for 12 h prior to ex-
perimentation and anaesthetized with sodium thiopental
(50 mg/kg, intraperitoneal; Thiopentax; Cristalia). The
GM was collected from four animals in each group to as-
sess DNA methylation in the Slc2a4 gene promoter region
and GLUT4 and TNF-o gene expression. To evaluate the
GLUT4 protein content in the GM by western blotting, six
animals from each group were used. The remaining ani-
mals (six animals in each group) were used to evaluate the
final step of insulin signalling and inflammatory pathway
in the GM by Western blotting. Subsequently, the animals
were euthanized by sodium thiopental overdose.

Radiographic and histological
analysis of the periapical region in
mother rats

After weaning, the mother rats were euthanized by so-
dium thiopental overdose, and the maxillary and man-
dibular molars of the rats were immediately dissected and
post-fixed in neutral-buffered formalin for 24 h. The pieces
were radiographed at 70 kVp, 10 mA and 0.10 s exposure.
The source-to-film distance was always set at 40 cm. The
digital images were obtained directly using an optical dig-
ital plate (Digora, Soredex; Orion Corporation), and the
optical plates were read using a sensitized laser scanner
(Windows Digora 1.51, Soredex; Orion Corporation). After
radiographic analysis, the pieces were washed in water for
12 h and decalcified in 10% buffered ethylenediamine-
tetraacetic acid (EDTA) (Sigma-Aldrich) and histo-
logically processed, and the first molar was sectioned
semiserially (thickness: 4 pm) along its longitudinal axis.
The slices were stained with haematoxylin and eosin.

Western blot analysis in offspring

Six animals from each group were anaesthetized before
median laparotomy to remove the GM before and 90 s
after intravenous (portal vein) administration of 1.5 U
regular insulin (Humulin; Eli Lilly and Company). Tissue
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AIM/HYPOTHESIS
To evaluate the final step of insulin signaling, inflammatory pathway, PGC- La protein
content, and DNAmethylation in the Slc2a4 gene promoter region in the skeletal muscle of
offspring ofadult rats with AP in a single tooth or in four teeth

ETHICALAPPROVAL AND COMPLIANCE WITH ANIMAL WELFARE STANDARDS

Institutional Ethics Ci (protocol ber: 2019-00383) of the Sido Paulo State
University (UNESP), School of Dentistry, Aragatuba, Brazil

AGE, GENDER, TYPE OF ANIMAL
Mother rat: 8-week-old, female, Wistar rats
Offspring: 75 days old, male, Wistar rats

SAMPLES
Maxillary and mandibularmolars of mother rats with one or four AP.
Gastrocnemius muscle ofoffspniofadull ratswith one or four AP

INTERVENTION / CONTROL GROUPS
Mother rat: N = 15: Group 1 - Control (n =5), Group 2 - 1AP (n =5), Group 3 - 4AP (n =5)

Offspring: N = 48: Group 1 - offspring of control rats (n = 16), Group 2 - offspring of rats
with 1AP (n = 16), Group 3 - offspring of rats with 4AP (n = 16)

OUTCOMES ASSESSED

Confirmation of AP induction in mother rats. Finalstep of the insulin signal, inflammatory
pathway, PGC- la protein content, DNAmethylation in the Slc2a4 gene promoter region in
the skeletalmuscle of offspring of adult rats

( D
METHODS AND WHO ASSESSES OUTCOMES
Confirmation of AP induction by histology and radiography. Insulin-stinulated Aktserine
and threonine phosphorylation status; NF-kB p50 and p65 subunits phosphorylation
status; GLUT4, TNF-«, and PGC- 1« protein contentby western blotting; GLUT4 and TNF-«
gene expression by real-time polymerase chain reaction (PCR); and DNA methylation in

the Slc2a4 gene promoter region by restriction digestion and real-time PCR
J

( RESULTS WITH STATISTICAL ANALYSES )

Inflammatory cellinfiltration and translucentareas were verified in the root apex of
mother rats with one or four AP. There was a significant decrease (P < 0.05) in Akt serine
and threonine phosphorylation, GLUT4 gene expression and its protein content and there
was a significant increase (P < 0.05) in NF-xB p50 and NF-xB p65 phosphorylation in the
gastrocnemius muscle of offspring of adult rats with 4AP in relation to offspring of control
rats. There was no significant difference in TNF-« gene expression and its protein content,

PGC-1a protein content, and DNA methylation in the S/c2a4 gene promoter region in the

\_ gastrocnemius muscle among the groups )
ADVERSE EVENTS
No adverse events occurred during this study

CONCLUSION(S)

Maternal apical periodontitis in four teeth was associated with impairment in the final step
of insulin signaling in the gastrocnemius muscle of adult offspring in rats. An increase in
NF-kB activity may be involved in this decrease in insulin signaling

FUNDING DETAILS

This work was supported by the Sio Paulo Research Foundation (FAPESP) [grant
#2019/04182-2; #2020 /08706-3] and the National Council for Scientific and Technological
Development (CNPq) [process 155540,/2020-3]

CONFLICTS OF INTERSET
The authors haveno conflict interest to disclose

FIGURE 2 PRIASE 2021 flowchart
illustrating the steps involved in
conducting the present study.

samples were prepared according to methods described
by Carvalho et al. (1996) and were subjected to Western
blotting for the quantification of the following: (a) Akt
serine and threonine phosphorylation status and their
protein content using anti-phosphoserine Akt Ser*”, anti-

phosphothreonine Akt Thr’® and anti-Akt antibodies

respectively (Santa Cruz Biotechnology); (b) NF- kB p50
and NF-kB p65 phosphorylation status and their protein
content using anti-phosphoserine NF-kB p50 Ser®®” and
NF-kB p65 Ser” and anti-NF-xB p50 and NF-kB p65
antibodies respectively (Santa Cruz Biotechnology); (c)
TNF-a content using anti-TNF-o antibody (Santa Cruz
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TABLE 1 Sequence of primers used for qAMP of Sic2a4 in offspring and position of amplicons I in reference to the start codon

Oligo name Forward 5’3’ Reverse 5'—3' Position
Prom 1 GGCACTAGAAGCCTTGCACT CACAGTCTACTGGCCCATCC —897 to —1141
Prom 2 CCCTTTAAGGCTCCATCTCC GAAACAATGCCCCGAAGTAA —653 to —743
Prom 3 CTTCAGCTCTCCGCATCTTT TGAACCAGATTCCCCAATTC +23 to —227

Biotechnology); (d) PGC-1a content using anti-PGC-1la
antibody (Thermo Fisher Scientific). 8-Actin served as the
loading control.

Immunoreactive bands were detected by autoradiog-
raphy using an enhanced chemiluminescence detection
system (ECL Kit, Amersham; GE Healthcare) according
to the manufacturer's instructions. Quantitative analysis
of the blots was performed using Scion Image software
(Scion Image — Release Beta 3b; National Institutes of
Health, Frederick, MD, USA).

GLUT4 protein content analysis
in offspring

Muscles were homogenized in cell lysis buffer (20 mM
Tris-HCI [pH 7.5], 150 mM NaCl, 1 mM Na,EDTA,
1 mM EGTA, 1% Triton, 2.5 mM sodium pyrophos-
phate, 1 mM beta-glycerophosphate and 1 mM Na3VOy,
1 ug/ml leupeptin [Cell Signaling, Danvers]). The protein
extracts were resolved on a sodium dodecyl sulphate-
polyacrylamide gel electrophoresis and electrotransferred
onto a nitrocellulose membrane (GE Healthcare). The
membranes were probed with the primary anti-GLUT4
antibody (NG1869806; Millipore), which was diluted
1:1000 in 1X PBS-T with 5% bovine serum albumin (Fisher
Bioreagents). Immunoreactive bands were detected by au-
toradiography using a chemiluminescent substrate system
(GE Healthcare), according to the manufacturer's instruc-
tions. The blots were analysed quantitatively using Scion
Image-Release Beta 3b (National Institututes of Health).
For GLUT4 protein analysis, the Ponceau-stained mem-
brane was used as a loading control.

GLUT4 and TNF-« gene expression
in offspring by real-time reverse
transcription-polymerase chain reaction

Total RNA was extracted from muscle tissue using TRIzol
LS (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) according to the
manufacturer's instructions. Samples were treated with an
endonuclease (DNAse I; Sigma-Aldrich), and total RNA
was quantified by spectrophotometry. Total RNA from
each sample was reverse transcribed to complementary

DNA using a reverse transcriptase (SuperScript  II
Reverse Transcriptase; Invitrogen) according to the man-
ufacturer's instructions.

Gene expression analysis of Slc2a4 (GLUT4) and
TNF-a was performed by real-time reverse transcription
(RT)-polymerase chain reaction (PCR) using a real-time
PCR instrument (StepOne-PlusTM Real-Time PCR Systems;
Applied Biosystems) and a kit (Slc2a4: Rn01752377_
ml and TNF-a: Rn01525859_gl, FAM fluorophore re-
porter/non-fluorescent quencher MGB; TagMan" Gene
Expression Assay; Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific). The relative amount of transcripts was de-
termined using the 2-(“*Ct) method, with target ex-
pression normalized to Actb (Rn00667869_m1; Applied
Biosystems), and the control group used as the calibrator.

DNA methylation in the Slc2a4 gene
promoter region in offspring by restriction
digestion and real-time PCR (qAMP)

Genomic DNA (gDNA) extraction from the GM was per-
formed using silica columns and reagents provided in the
DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen). A total of 25 mg of
the GM was used to isolate gDNA, according to the manu-
facturer's instructions. Isolated gDNA was quantified by
measuring the optical density at 260 nm using a spec-
trophotometer (NanoDrop Spectrophotometer; Thermo
Fisher Scientific). Quantitative analysis of DNA methyla-
tion using QAMP involves the use of methylation-sensitive
restriction enzymes and a methylation-dependent restric-
tion endonuclease, which identify restriction sites in a
DNA sequence of interest, and PCR primers designed to
flank these restriction sites (Oakes et al., 2009). The se-
quence of the Slc2a4 gene was present in the genomic
database (Genome Browser database of the University
of California, Santa Cruz, CA, USA), and restriction sites
for methylation-sensitive enzymes Hhal (New England
Biolabs) and Hpall (Carlsbad, California, USA) and a
methylation-dependent enzyme McrBC (New England
Biolabs) were located in the gene. After the restriction
sites of the enzymes were identified in the DNA of in-
terest, primers were designed to flank these sites (Table
1) using Primer3 (v. 0.4.0), avoiding repeat regions and
regions similar to other non-specific genomic regions.
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Gene-specific regions containing the recognition sites for
all three enzymes were chosen. Digested and undigested
DNA were used for real-time PCR reactions using the
QuantiNova SYBR Green PCR Kit (Qiagen), following the
manufacturer's recommendations. Methylation is shown
as the percentage of digested over undigested DNA, based
on the shift in the Ct obtained for each enzyme and each
primer pair.

Statistical analyses

Normality of the data set was verified for all analyses.
Analysis of variance was performed, followed by Tukey's
post hoc test. p values <.05 were considered to be statisti-
cally significant. Data were expressed as the mean =+ stand-
ard error of mean, and data analysis was performed using
GraphPad Prism (version 3.0; GraphPad Software Inc.).

RESULTS

Confirmation of AP induction in mother
rats

In the CN group, the periodontal ligament, root canal
and apical foramen (Figure 3a) revealed characteristics
consistent with a normal architecture. In addition, radio-
graphic images (Figure 3d,g) revealed the absence of ra-
diolucent areas around the root apex.

In AP1 and AP4 groups, dental pulps had necrosis, and
AP was established. Inflammatory cell infiltration in the
area around the root apex was observed in these groups
(Figure 3b,c). On radiographic images, radiolucent areas
were observed in the periapical region of the first maxil-
lary molars in the AP1 group (Figure 3e) and in the max-
illary and mandibular first and second molars in the AP4
group (Figure 3f,i).

Akt serine and threonine phosphorylation
status in the GM of offspring

After insulin stimulation, there was a significant increase
(p < .05) in Akt serine and threonine phosphorylation in
all groups.

There was a significant decrease (p < .05) in Akt serine
and threonine phosphorylation after insulin stimulation
in the 4AP-o group compared with thatin the CN-o group.
However, no differences in Akt serine and threonine phos-
phorylation were observed between the CN-o and 1AP-o
groups and between the 1AP-o and 4AP-o groups (Figure
4b,c).

GLUT4, TNF-a and PGC-1« protein content,
GLUT4 and TNF-« gene expression and
NF-kB p50 and NF-kB p65 phosphorylation
status in the GM of offspring

There was a significant decrease (p < .05) in GLUT4 pro-
tein content and its gene expression in the 4AP-o group
compared with that in the CN-o group. However, no dif-
ferences in GLUT4 protein content and its gene expres-
sion were verified between the CN-o and 1AP-o groups
and between the 1AP-o and 4AP-o groups (Figure 5b,c).

There was no significant difference in TNF-o¢ pro-
tein content and its gene expression amongst the groups
(Figure 5e.f). Furthermore, there was no significant dif-
ference in PGC-la protein content amongst the groups
(Figure 5g).

Significantly greater (p < .05) NF-xB p50 and NF-xB
p65 phosphorylation was observed in the 4AP-o group
than in the CN-o group. However, no significant differ-
ences in NF-xB p50 and NF-xB p65 phosphorylation were
verified between the CN-o and 1AP-o groups and between
the 1AP-o and 4AP-o groups (Figure 5h,i).

DNA methylation in the Slc2a4 gene
promoter region in the GM of offspring

There was no significant difference in DNA methylation
in the Slc2a4 gene promoter region amongst the groups
(Figure 6a-c).

DISCUSSION

The present study revealed that maternal AP in four teeth
decreased the insulin-stimulated Akt serine and threonine
phosphorylation status, reduced GLUT4 gene expression
and its protein content, and increased NF-xB p50 and p65
subunits phosphorylation status in the GM of adult male
offspring in rats. There were no changes in the parameters
analysed in the GM of adult offspring of rats with AP in
a single tooth compared with those analysed in the GM
of adult offspring of control rats and rats with AP in four
teeth. In addition, maternal AP did not alter TNF-a gene
expression, TNF-a and PGC-1a protein content, and DNA
methylation in the Slc2a4 gene promoter region in the GM
of adult offspring.

The skeletal muscle is the predominant site of insulin-
mediated glucose uptake in the postprandial state. The
majority (approximately 80%-85%) of glucose uptake by
peripheral tissues occurs in this tissue (DeFronzo, 2004).
GLUT4 is the main isoform of the glucose transport
protein family that mediates glucose removal from the

90



TSOSURA ET AL.

| INTERNATIONAL

7
| ENDODONTIC JOURNAL I‘Wl LEYJ—

AP4

FIGURE 3 (a-c): Histological images of the periapical region of the control (CN) group, group with apical periodontitis in one tooth
(AP1) and group with apical periodontitis in four teeth (AP4) stained with haematoxylin and eosin (original magnification: 100x). Image
a represents the CN group. The apical and periapical regions are free of inflammatory infiltrate. Images b and c represent AP1 and AP4
groups. An inflammatory infiltrate is observed around the dental apex (original magnification: 400x). (d-i): Radiographic images of

the maxilla and mandibles on the right side of the CN (D and G), AP1 (e and h) and AP4 (f and i) groups. The arrowheads indicate the

radiolucent areas, suggesting apical periodontitis.

circulation and is a key regulator of whole-body glucose
homeostasis (Huang and Czech 2007). In this study, there
was a decrease in GLUT4 protein content in the skeletal
muscle in the 4AP-o group compared with that in the
CN-o group. This result is in agreement with the stud-
ies by Thamotharan et al. (2005) and Xing et al. (2019),
which revealed a decrease in GLUT4 protein content in
the muscle tissue of rats with intrauterine growth restric-
tion caused by maternal caloric restriction. Additionally,
GLUT4 protein content was reduced in male mice exposed
to a low-selenium diet during early development (Hofstee
etal., 2020).

Akt is involved in the process of insulin-mediated
glucose uptake by transporting GLUT4 to the plasma
membrane (Whiteman et al., 2002). The results of the
present study revealed that there was a decrease in insulin-
stimulated Akt serine and threonine phosphorylation sta-
tus in the 4AP-o group compared with the CN-o group.
This may be the reason for the decrease in GLUT4 protein
content in the 4AP-o group. In other studies, adverse ma-
ternal conditions, such as a low protein diet (Xing et al.,
2019) or periodontal disease (Mattera et al., 2016), have
been reported to promote a decrease in the Akt phosphor-
ylation status in the skeletal muscle of adult offspring
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FIGURE 4 Evaluation of protein kinase B (Akt) serine

(Ser*”) and threonine (Thr**®) phosphorylation status before (-)
and after (+) insulin stimulation in the gastrocnemius muscle

of offspring of rats from the control (CN-o0) group, group with
apical periodontitis in one tooth (1AP-0) and group with apical
periodontitis in four teeth (4AP-o0). (a) Typical autoradiography:
equal amounts of protein (185 pg) were subjected to sodium
dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis. 8-Actin was
used as the control. (b and c) Values of Akt serine (Ser*”*) and
threonine (Thr**®) phosphorylation (expressed in arbitrary units)
are presented as mean + standard error of mean, n = 6 animals per
group. **p < .001 insulin (-) vs. insulin (+); **p < .01 insulin (-) vs.
insulin (+); *p < .05 insulin (-) vs. insulin (+); “p < .01 CN-o (+) vs.
4AP-0 (+); “p < .05 CN-0 (+) vs. 4AP-0 (+).

with IR. Taken together, it can be suggested that changes
in the final step of insulin signalling in the GM are asso-
ciated with IR in adult rats, offspring of rats with AP in
four teeth.

Impaired insulin sensitivity in the skeletal muscle is
one of the factors that contribute to whole-body metabolic
dysfunction, and this has been observed in offspring ex-
posed to an abnormal intrauterine environment (Laker
et al., 2013). Scientific evidence supports a role for altered
epigenetic regulation in the foetus in response to changes
in the intrauterine environment (Laker et al., 2013).
DNA methylation is one of the most well-known epi-
genetic mechanisms associated with gene silencing (He
et al.,, 2017; Lim & Maher, 2010). It has been reported that
adult offspring of rats subjected to oral di-(2-ethylhexyl)
phthalate exposure showed IR associated with increased
methylation and decreased GLUT4 gene expression at
the MYOD-binding site in the skeletal muscle (Rajesh &
Balasubramanian, 2014). In addition, in the study by Liu
et al. (2013), overnourishment during the suckling period
resulted in hypermethylation of specific CpG dinucleo-
tides in the proximal promoter region of the GLUT4 gene,
which correlated with the reduction in GLUT4 mRNA
levels in the skeletal muscle of adult offspring. Further,
Liu et al. (2013) have suggested that epigenetic modifica-
tion of the main genes involved in insulin signalling in
the skeletal muscle can result in the development of IR
in adulthood. Therefore, it can be hypothesized that IR in
adult rats, offspring of rats with AP is mediated in part by
altered DNA methylation. However, the present study did
not find any changes in DNA methylation in the Slc2a4
promoter region in the GM. This finding is in agreement
with that reported by Mattera et al. (2019) revealing that
maternal periodontal disease promotes IR in adult off-
spring, independent of changes in DNA methylation in
the Slc2a4 promoter region in the skeletal muscle. In ad-
dition, other studies have reported no association between
IR and changes in DNA methylation in adult offspring
(Duan et al., 2016; Raychaudhuri et al., 2008; Zeng et al.,
2013).

The results of the present study revealed that there
was a decrease in GLUT4 gene expression in the GM of
4AP-o group compared with the CN-o group, regardless
of changes in DNA methylation, suggesting that other
molecular mechanisms are involved in this genetic al-
teration. Furuya et al. (2013) reported that the p50 and
p65 subunits of NF-xB can bind to the Slc2a4 promoter
gene and inhibit its transcription, demonstrating that this
inflammatory transcription factor has a direct repressor
effect on the Slc2a4 gene, providing an important link
between IR and inflammation. NF-xB is a master regu-
lator of inflammation. It is required for the expression of
pro-inflammatory cytokines, such as TNF-a (Chen et al.,
2015). Consistent with this, studies have reported that
chronic activation of pro-inflammatory pathways in insu-
lin target cells can lead to obesity-related IR (Schenk et al.,
2008). However, systemic insulin sensitivity is increased
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FIGURE 5 (a,b,d, eand g-i) Evaluation of glucose transporter type 4 (GLUT4), tumour necrosis factor-o (TNF-ct) and peroxisome

proliferator-activated receptor-gamma coactivator 1o (PGC-1ct) protein content and nuclear factor-kappa B (NF-kB) p50 (Ser**”) and NF-
kB p65 (Ser™*) phosphorylation status in the gastrocnemius muscle of offspring of control rats (CN-o), group with apical periodontitis in
one tooth (1AP-0) and group with apical periodontitis in four teeth (4AP-o). (a and d) Typical autoradiography: equal amounts of protein
(185 pg) were subjected to sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis. The Ponceau-stained membrane, NF-kB p50 and

NF-kB p65 total content and f8-Actin were used as loading controls. (b, e and g-i) The values of GLUT4, TNF-a and PGC-1a protein content
and NF-kB p50 (Ser**”) and NF-kB p65 (Ser**®) phosphorylation status were expressed in arbitrary units (n = 6 animals per group). (c and f)
Assessment of GLUT4 and TNF-a gene expression in the gastrocnemius muscle of CN-o, 1AP-0 and 4AP-o groups (n = 4 per group). Results

are presented as mean +standard error of mean. *p < .05 CN-o0 vs. 4AP-0.
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FIGURE 6 Evaluation of DNA methylation in the Slc2a4 gene promoter region in the gastrocnemius muscle of offspring of rats from
the control (CN-o0) group, group with apical periodontitis in one tooth (1AP-0) and group with apical periodontitis in four teeth (4AP-o0).
Employing two restriction sites of methylation-sensitive enzymes (Hhal and HpalI) and one methylation-dependent (McrBC) enzyme, (a, b,
and c) three separate regions within the proximal promoter, termed prom 1, prom 2 and prom 3, of the Slc2a4 gene, were analysed. Results

are presented as mean + standard error of mean, n = 4 per group.

by inactivation of NF-xB through deletion of the p65 gene
in the liver of mice fed a high-fat diet (Ke et al., 2015).
The results of the present study revealed that there was
an increase in the NF-xB p50 and p65 subunits phosphor-
ylation status in the GM of 4AP-o group compared with
the CN-o group. It can be suggested that the decrease in
GLUT4 gene expression observed in the 4AP-o group is
associated with an increase in NF-xB activity in the GM.
These findings are in agreement with the study by Guo
etal. (2016), who reported that offspring subjected to pre-
natal lipopolysaccharide exposure showed an increase in

NF-xB p65 phosphorylation status in the renal tissue in
adulthood.

In a previous study, there was an increase in the TNF-«
plasma concentration in the 1AP-o and 4AP-o groups
compared with the CN-o group (Tsosura et al., 2019).
However, in the present study, there was no difference in
TNF-a gene expression and its protein content in the GM
amongst the groups, indicating that the GM is not a source
of this inflammatory cytokine, and other tissues, such as
the adipose tissue, may contribute to the increase in the
TNF-a plasma concentration.
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Studies have reported that PGC-1« plays a role in glu-
cose metabolism (Michael et al., 2001; Wu et al., 2016). In
a laboratory study, PGC-1a increased GLUT4 expression,
in large part, by binding to and coactivating the muscle-
selective transcription factor MEF2C (Michael et al.,
2001). Taken together, the evidence presented supports a
role for PGC-1atin preventing IR and type 2 diabetes melli-
tus (Wu et al., 2016). Therefore, to clarify the mechanisms
involved in IR in offspring of rats with AP, the PGC-1a
content in the GM was analysed; the results showed no
change in this parameter in the GM amongst the groups.
This suggests that in the present study, PGC-la was not
associated with changes in GLUT4 gene expression in the
GM of offspring of rats with 4AP.

It has been reported that maternal periodontal disease
or obesity promotes IR, impairs insulin signalling (Fante
et al., 2016; Mattera et al., 2016; Shirakashi et al., 2013)
and the activation of inflammatory pathways (Fante et al.,
2016; Mattera et al., 2019) in adult offspring, suggesting
that maternal inflammatory processes are associated with
systemic metabolic changes in offspring.

In the present study, no alteration was observed in
the final step of insulin signalling in the GM of offspring
of rats with 1AP, suggesting that the maternal endodon-
tic lesion in a single tooth was not sufficient to promote
a significant change in this parameter. However, the in-
crease in the number of teeth with AP was associated with
a decrease in the insulin signal (statistical power of the
Akt serine and threonine phosphorylation status in the
4AP-o group was greater than 0.8 compared with the CN-o
group), reinforcing the findings of a previous study that
demonstrated that systemic changes in adult offspring, in-
cluding hyperinsumenia and IR, were more pronounced
when the mother rats had a greater number of teeth with
AP (Tsosura et al., 2019).

In summary, maternal AP in four teeth promoted
changes in the final step of insulin signalling in the GM of
adult offspring. Furthermore, these changes were partly
mediated through the activation of the inflammatory
pathway in the muscle tissue. In the present study, there
was no change in DNA methylation in the Slc2a4 gene
promoter region in the skeletal muscle of adult offspring
of rats with AP; therefore, the role of other epigenetic
mechanisms, including histone modifications and non-
coding RNAs, cannot be excluded.

CONCLUSION

Maternal apical periodontitis in four teeth was associated
with changes in the final step of insulin signalling in the
GM of adult male offspring in a rat experimental model. An
increase in NF-B activity may be involved in this decrease

in insulin signal and GLUT4 gene expression. This study
revealed that metabolic alterations, including a decrease in
serine and threonine Akt phosphorylation status, reduction
in GLUT4 gene and protein expression, and an increase in
NF-xB p50 and p65 phosphorylation in the skeletal muscle
of this offspring, can play an important role in the develop-
ment of IR, which is a characteristic associated with type
2 diabetes mellitus (Taylor, 2012), dyslipidaemia and car-
diovascular diseases (Ormazabal et al., 2018). Therefore, it
is important to maintain adequate maternal oral health to
avoid these comorbidities in offspring during adulthood.
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