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TSOSURA, T. V. S. AVALIAQAO DAS VIAS INSULINICA E INFLAMATORIA EM
TECIDOS MUSCULAR ESQUELETICO E ADIPOSO DE RATOS ADULTOS,
PROLES DE RATAS COM LESAO PERIAPICAL. 2019. 84 f. Dissertacao
(Mestrado) — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba,
20109.

RESUMO

A programacdao fetal sugere que estimulos adversos quando aplicados durante o
inicio do desenvolvimento fetal podem alterar o metabolismo da prole, aumentando o
risco de doencas na sua vida adulta. Estudos demonstraram que a doenca
periodontal materna em ratas promove resisténcia insulinica (Rl) em sua prole
adulta. Entretanto, estudos que investigaram os efeitos da lesédo periapical (LP)
materna sobre a salde da prole sdo escassos. A LP é uma inflamacg&o no 4pice da
raiz dental ocasionada geralmente a partir de infeccdo por bactérias advindas do
sistema de canal radicular. Esta patologia esta associada com o aumento de fator de
necrose tumoral-alfa (TNF-a) que pode estimular quinase do inibidor kappa B (IKK) e
c-Jun amino-terminal quinase (JNK), as quais promovem a fosforilacdo do substrato
do receptor de insulina 1 (IRS-1) em residuos de serina, resultando na atenuacéo do
sinal insulinico (SI), contribuindo com a RI. Nesse contexto, tornou-se fundamental
investigar se a LP materna também promove Rl em sua prole adulta. Em vista disso,
0s objetivos deste estudo foram avaliar os efeitos da LP materna em ratas sobre as
concentracdes plasmaticas de glicose, insulina e TNF-a, sensibilidade a insulina e as
vias insulinica e inflamatdria no masculo gastrocnémio (MG) e tecido adiposo branco
periepididimal (TABp) de sua prole adulta. Para tanto, as 15 ratas Wistar (2 meses
de idade) foram distribuidas em 3 grupos: 1) ratas controle; 2) ratas com uma LP
induzida em primeiro molar superior direito; 3) ratas com quatro LPs induzidas em
primeiros e segundos molares superiores e inferiores do lado direito. A LP foi
induzida empregando-se broca em aco carbono dotada de esfera de 0,1 mm na
extremidade. Apos 30 dias de exposicao pulpar, as ratas de todos os grupos foram
colocadas para acasalamento com ratos saudaveis. Quando os filhotes machos de
todas as ratas completaram 75 dias de idade, realizaram-se 0s seguintes
experimentos: 1) dosagem de glicemia e insulinemia, seguido pelo calculo do

Modelo de Avaliagdo da Homeostase da Resisténcia a Insulina (HOMA-IR); 2)



andlise da concentracdo plasmética de TNF-a pelo método de ensaio de
imunoabsorcado enzimética e 3) avaliacdo do grau de fosforilagdo em tirosina da
ppl85, do grau de fosforilacdo em serina do IRS-1 e do grau de fosforilagdo de
IKKa/B e JNK no MG e TABp pelo método de Western blotting. A andlise estatistica
foi feita por analise de variancia, seguida pelo teste de Tukey (p<0,05). Os
resultados demonstraram que a LP materna promove em sua prole adulta: 1) RI; 2)
prejuizo na transducdo da etapa inicial do SI no MG e TABp; 3) aumento nas
concentraces plasmaticas de insulina e TNF-a; 4) maior grau de fosforilacdo de
IKKa/B no MG e TABp; 4) inalteracao na glicemia de jejum; 5) nenhuma mudanca no
grau de fosforilacdo de JNK no MG e TABp. Esses resultados demonstram que a LP
materna esta associada a Rl e promove importantes alteracfes nas vias de Sl e
inflamacé&o na vida adulta de sua prole. Isso refor¢a a importancia que a manutencgao

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

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

insulina. Inflamacao.



TSOSURA, T. V. S. Assessment of insulin signaling and inflammatory pathways
in skeletal muscle and adipose tissues of adult rats, offspring of the rats with
periapical lesion. 2019. 84 f. Dissertagao (Mestrado) — Faculdade de Odontologia,
Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2019.

ABSTRACT

Fetal programming suggests that adverse stimuli applied during early fetal
development can alter metabolism of the offspring, increasing the risk of disease in
adulthood. Studies have shown that maternal periodontal disease in rats promotes
insulin resistance (IR) in their adult offspring. However, there is a scarcity of research
that investigated the relationship between maternal periapical lesion (PL) and health
of offspring. PL is inflammatory process around the apex of a tooth root, caused by
bacterial infection of the pulp and root canal system. This pathology is associated
with increased tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) which may stimulate inhibitor of
kappa B kinase (IKK) and c-Jun amino-terminal kinase (JNK), which promote
phosphorylation of substrate insulin receptor 1 (IRS-1) on serine residues, resulting
in insulin signal (I1S) attenuation, contributing to IR. In this context, it has become
essential to investigate whether maternal PL also promotes IR in their offspring. This
study aimed to investigate the effects of maternal PL in rats on plasma
concentrations of glucose, insulin and TNF-qa, insulin sensivity and the insulin and
inflammatory signaling pathways in gastrocnemius muscle (GM) and periepididimal
white adipose tissue (pWAT) of their adult offspring. Fifteen female Wistar rats (2
months old) were distributed in 3 groups: 1) control rats; 2) rats with 1 PL, which was
induced in the right maxillary first molar; 3) rats with 4 PL, which were induced in the
right upper and lower first and second molars. PL was induced using a surgical round
bur 0.1 mm diameter. After 30 days of pulp exposure, female rats of all groups were
mated with normal male rats. When the male offspring of rats of all rats reached 75
days old, the experiments were performed: 1) measures of glycemia and insulinemia,
followed by Homeostatic Model Assessment of Insulin Resistance (HOMA-IR), 2)
analysis of plasma concentration of TNF-a by enzyme-linked immunosorbent assay
method, and 3) evaluation of the ppl85 tyrosine, IRS-1 serine, IKKa/B and JNK
phosphorylation status in GM and pWAT by western blot method. Statistical analysis

was performed by analysis of variance, followed by Tukey post hoc test (p<0.05).
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The results showed that maternal PL promotes in its adult offspring: 1) IR, 2)
impairment in the transduction of the initial steps of IS in the GM and pWAT, 3)
increased plasma concentrations of insulin and TNF-a, 4) greater IKKa/p
phosphorylation status in GM and pWAT, 4) unchanged fasting glycemia; 5) no
change in the JNK phosphorylation status in GM and pWAT. These results
demonstrate that maternal PL is associated with IR and promotes important
alterations in 1S and inflammation pathways in adult offspring. This reinforces the
importance that the maintenance of maternal oral health has on the general health of

offspring.

Keywords: Periapical periodontitis. Fetal development. Insulin resistance.

Inflammation.
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Inducdo da lesdo periapical com o auxilio de uma broca
(LN Long Neck, Dentisply Maillefer, Ballaigues- Suica), em
baixa rotacao

Esquema representativo da metodologia utilizada no
presente trabalho

Representacdo histoldégica (coloracdo hematoxilina e
eosina) da regido periapical do grupo controle (CN), do
grupo com 1 lesédo periapical (LP1) e do grupo com 4
lesGes periapicas (LP4) (aumento original x100). As
imagens A, B e C representa o grupo CN. As regifes
apical e periapical estdo livres de infiltrado inflamatério
(ampliagdo original x400). As imagens D, E e F representa
0 grupo LP1. Presenca de moderado infiltrado inflamatorio
em torno do apice dentario (ampliacdo original x400). As
imagens G, H e | representa o grupo LP4. Presenca de
intenso infiltrado inflamatério e areas de reabsorcao
dentinaria (ampliacdo original x400)

(A) Massa corpérea semanal ratos, proles de ratas
controle (PCN), proles de ratas com uma leséo periapical
(PLP1) e proles de ratas com quatro lesdes periapicais
(PLP4), avaliada desde o nascimento até 75 dias de idade.
(B) Ingestdo alimentar dos grupos PCN, PLP1 e PLP4,
avaliada semanalmente desde o desmame (terceira
semana) até o final do experimento. Os valores s&o
apresentados como média + EPM de 16 animais por
grupo. ** p<0,01 PLP4 vs. PCN e PLP1; *** p<0,001 PLP4
vs. PCN e PLP1;* p<0,001 PCN vs. PLP4

Avaliacdo do grau de fosforilagdo em tirosina da ppl85
(pTyr) antes (-) e apos (+) o estimulo insulinico no musculo
gastrocnémio (A e B) e no tecido adiposo branco

periepididimal (C e D) de proles de ratas controle (PCN),
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Figura 6

Figura 7

proles de ratas com uma lesao periapical (PLP1) e proles
de ratas com quatro lesdes periapicais (PLP4). Em A e C,
autorradiografia tipica: quantidades iguais de proteina
foram submetidas a SDS PAGE (185 ug). B-actina foi
utilizada como controle. Em B e D, os valores do grau de
fosforilacdo em tirosina da pp185 (expressos em unidades
arbitrarias) sdo apresentados como média £+ EPM de 6
animais por grupo. * p<0,05 insulina (-) vs. insulina (+); **
p<0,01 insulina (-) vs. insulina (+); *** p<0,001 insulina (-)
vs. insulina (+); # p<0,001 PCN (+) vs. PLP1 (+) e PLP4
(+);  p<0,05 PCN (+) vs. PLP1 (+) e PLP4 (+)

Avaliacdo do grau de fosforilacdo em serina do IRS-1
(Ser307) antes (-) e apdés (+) o estimulo insulinico no
musculo gastrocnémio (A e B) e no tecido adiposo branco
periepididimal (C e D) de proles de ratas controle (PCN),
proles de ratas com uma leséo periapical (PLP1) e proles
de ratas com quatro lesdes periapicais (PLP4). Em A e C,
autorradiografia tipica: quantidades iguais de proteina
foram submetidas a SDS PAGE (185 pug). IRS-1 foi
utilizada como controle. Em B e D, os valores do grau de
fosforilacdo em serina do IRS-1 (expressos em unidades
arbitrarias) sdo apresentados como média + EPM de 6
animais por grupo. *** p<0,001 insulina (-) vs. insulina (+);
# p<0,05 PCN (+) vs. PLP4 (+); & p<0,001 PLP1 (+) vs.
PLP4 (+)

Avaliagdo do grau de fosforilagdo de IKKa/B no musculo
gastrocnémio (A e B) e no tecido adiposo branco
periepididimal (C e D) de proles de ratas controle (PCN),
proles de ratas com uma leséo periapical (PLP1) e proles
de ratas com quatro lesdes periapicais (PLP4). Em A e C,
autorradiografia tipica: quantidades iguais de proteina
foram submetidas & SDS-PAGE (185 pg). IKKa/B foi
utilizada como controle. Em B e D, os valores do grau de

fosforilagao de IKKa/B (expressos em unidades arbitrarias)
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Figura 8

sdo apresentados como média + EPM de 6 animais por
grupo. * p<0,05 PCN vs. PLP4

Avaliacdo do grau de fosforilacdo de JNK no mdusculo
gastrocnémio (A e B) e no tecido adiposo branco
periepididimal (C e D) de proles de ratas controle (PCN),
proles de ratas com uma lesao periapical (PLP1) e proles
de ratas com quatro lesGes periapicais (PLP4). Em A e C,
autorradiografia tipica: quantidades iguais de proteina
foram submetidas a SDS-PAGE (185 ug). JNK foi utilizada
como controle. Em B e D, os valores do grau de
fosforilacdo do JNK (expressos em unidades arbitrarias)

sdo apresentados como média + EPM de 6 animais por

grupo
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Tabela 1
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LISTA DE TABELAS

Peso absoluto (g) e peso relativo (g/100g p.c) do musculo
gastrocnémio (MG) e dos tecidos adiposos brancos
periepididimal (TABp) e retroperitoneal (TABr) de ratos,
proles de ratas controle (PCN), proles de ratas com uma
lesdo periapical (PLP1) e proles de ratas com quatro
lesGes periapicais (PLP4) aos 75 dias de idade

Glicemia (mmol/L), insulinemia (pUl/mL), Modelo de
Avaliacdo da Homeostase da Resisténcia a Insulina
(HOMA-IR) e concentragdo plasmatica de TNF-a (pg/mL)
dos grupos proles de ratas controle (PCN), proles de
ratas com uma leséo periapical (PLP1) e proles de ratas

com quatro les@es periapicais (PLP4)
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RI: Resisténcia insulinica

RPM: Rotagdes por minuto

S6K1: Proteina ribossémica S6 quinase beta-1

SB: Solucgao basal

SDS: Dodecil sulfato de sédio

SDS-PAGE: Eletroforese em gel de poliacrilamida em dodecil sulfato de sédio

Ser: Serina



SH2: Dominios com homologia a Src 2

SlI: Sinal insulinico

SOCS1: Supressor da sinalizagao de citocinas 1
SOCS3: Supressores da sinalizacdo de citocinas 3
TABp: Tecido adiposo branco periepididimal

TABr: Tecido adiposo retroperitoneal

TEMED : Tetrametil etilenodiamina

TLR: Receptores do tipo toll

TLR4: Receptore do tipo toll 4

TNF-a: Fator de necrose tumoral alfa

TRIS: Tris(hidroximetil)aminometano

Tyr: Tirosina

Ul: Unidades Internacionais

V: Volt

XIAP: Inibidor da apoptose ligado ao cromossomo X
Ym1: Proteina 3 quitinase-3-like

Mg: Micrograma

pUI: Microunidades internacionais
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1 INTRODUCAO

A gravidez constitui um periodo em que a mulher sofre uma série de
alteragdes fisiologicas que atuam sobre todo 0 organismo, inclusive na cavidade oral
(DE OLIVEIRA et al.,, 2014; HEMALATHA et al., 2013). Durante a gestacdo, as
mulheres tornam-se mais susceptiveis as doencas bucais, tais como carie dentaria,
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 manutencdo da higiene bucal favorecem a instalacéo
das doencas bucais (MELO et al., 2007). Em decorréncia disso, as gestantes sao
consideradas pacientes de risco temporario odontolégico (VASCONCELOS et al.,
2012). Contudo, h&d uma certa resisténcia por parte das gestantes ao tratamento
odontoldgico, por acreditarem que a intervencgao trard riscos para o desenvolvimento
e vida do bebé (SEBASTIANI et al., 2010).

O segundo trimestre da gestacdo constitui periodo ideal e mais seguro
para realizar tratamento odontolégico (POLETTO et al, 2008; KANDAN; MENAGA;
KUMAR, 2011). Mesmo assim, o receio e o0 despreparo constituem principais
motivos que levam os cirurgides-dentistas a se recusarem a prestar assisténcia
odontologica as gestantes (MOIMAZ et al., 2007; GARBIN et al.,, 2011). A
postergacdo do atendimento odontolégico para o puerpério tardio, ao invés de sanar
o problema logo ao ser diagnosticado, pode ocasionar um dano maior em funcédo do
desenvolvimento das doengas bucais (SEBASTIANI et al., 2010).

A saulde 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). Acredita-se que patdégenos periodontais, produtos bacterianos e/ou
mediadores inflamatorios oriundos de infec¢des orais podem atingir a unidade feto-
placentaria por meio da circulagdo sanguinea (SAINI, 2010; GANDHIMADHI;
MYTHILI, 2010). Nesse sentido, Ercan e colaboradores (2013) detectaram a
presenca de patdogenos periodontais, como Porphyromonas gingivalis,
Campylobacter reto, Tannerella forsythia e Fusobacterium nucleatum tanto nas
amostras da placa subgengival como no liquido amniotico de mulheres com

periodontite generalizada que tiveram parto pré-termo.
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Evidéncias cientificas tém constatado a associacdo entre DP materna e
resultados gestacionais adversos, incluindo baixo peso ao nascimento (MATTERA et
al., 2016), parto pré-termo e restricdo do crescimento intrauterino (SIQUEIRA et al.,
2007). Ademais, os estudos de Shirakashi et al. (2013) e Mattera et al. (2016)
demonstraram que ratos adultos, proles de ratas com DP apresentam diminuicdo na
sensibilidade a insulina e altera¢des na transducdo da via de sinalizagdo insulinica
em tecidos periféricos, contribuindo para o desenvolvimento de resisténcia insulinica
(RI). Tais achados evidenciam que estimulos maternos adversos podem induzir
alteracdes no desenvolvimento da prole, aumentando o risco de doencas na sua
vida adulta (LANGREY-EVANS; McMULLEN, 2010; CALKINS; DEVASKAR, 2011).
Este fenbmeno denomina-se programacao fetal (BARKER, 1995).

Durante o periodo de desenvolvimento, o embrido ou feto € altamente
sensivel a influéncia de perturbagées no ambiente intrauterino (LANGLEY-EVANS;
MCMULLEN, 2010). Em resposta a um ambiente hostil, o organismo em
desenvolvimento estabelece respostas adaptativas para garantir a sobrevivéncia
imediata (LANGLEY-EVANS, 2006; LANGLEY-EVANS; MCMULLEN, 2010). Uma
dessas respostas pode ser a desaceleracdo do crescimento que resultara em menor
peso ao nascimento. Outros aspectos da resposta adaptativa podem ser localizados
em 6rgaos e tecidos especificos, que servirdo para modificar a fisiologia e o
metabolismo e, portanto, as fun¢des dos tecidos. No entanto, essas respostas
adaptativas podem aumentar o risco de doencas futuras (LANGLEY-EVANS;
MCMULLEN, 2010).

Um dos primeiros achados epidemiolégicos sobre a programacéo fetal
surgiu a partir do estudo de coorte histérica da Fome Holandesa (1944-1945) em
Amsterda, no final da Segunda Guerra Mundial (RAVELLI et al., 1976). Neste estudo
foi demonstrado que filhos de mulheres expostas & escassez alimentar durante o
inicio do periodo gestacional (ocasionada pela diminuicdo de oferta calorica)
apresentaram incidéncia mais alta de obesidade aos dezenove anos de idade.
Adicionalmente, estudos posteriores relataram diminuigcdo na tolerancia a glicose e
hiperinsulinemia em adultos, cujas mées foram expostas a fome durante o periodo
gestacional em comparacdo com adultos nascidos no ano anterior ou posterior a
Fome Holandesa (RAVELLI et al., 1998).

As perturbacdes que ocorrem com a mulher durante a gestacao, tais

como alteragbes na nutricdo, no fluxo sanguineo uteroplacentario e nas
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concentragfes plasmaticas de citocinas e de cortisol, podem programar o feto para
desenvolver doencas na vida adulta (JANSSON; POWELL, 2007). Além destas
perturbacdes, conforme comentado anteriormente, estudos tém demonstrado que a
inflamacéo oral materna, como a DP, também implica negativamente a saude da
prole (SHIRAKASHI et al., 2013; MATTERA et al.,, 2016). Contudo, a literatura
mostra-se escassa em relacdo a estudos que investigaram os efeitos da lesao
periapical (LP) materna sobre a saude da prole.

Hafez et al. (2017) realizaram um estudo no qual examinaram a saude
bucal de puérperas da regido rural do distrito de Mangochi, localizado no sudeste do
Malawi (Africa Oriental). Dentre 1.016 puérperas que participaram deste estudo, 240
(23,6%) apresentaram pelo menos uma infeccao periapical. Ademais, 89,6% das
participantes que tiveram infeccfes periapicais também apresentaram carie dentaria,
denotando ser comum a presenca destas duas patologias bucais.

A cérie dentéria constitui doenga bucal prevalente em gestantes (MOIMAZ
et al., 2007), tendo em vista que estas apresentam 2,9 vezes maior risco de
desenvolverem a carie dentaria do que mulheres ndo gravidas (RAKCHANOK et al.,
2010). A progresséo desta doenga resulta na formacdo de uma cavidade na coroa
ou na superficie radicular com exposicéo pulpar que se nao for tratada pode levar ao
desenvolvimento de LP (LUCAS, 2010).

A LP trata-se de uma inflamacdo no &pice da raiz dental ocasionada
geralmente a partir de infeccdo por bactérias advindas do sistema de canal radicular
(SEGURA-EGEA; MARTIN-GONZALEZ; CASTELLANOS-COSANO, 2015; SASAKI
et al., 2016). Esta patologia ocorre como consequéncia de varios estimulos nocivos
a polpa do dente, como traumas fisicos, quimicos ou processos iatrogénicos
(SIQUEIRA, ROCAS, 2007; GRAUNAITE; LODIENE; MACIULSKIENE, 2012).
Contudo, a cérie dentéria compreende o principal meio pelo qual os microrganismos
adentram o canal pulpar (STASHENKO et al., 1994). O canal radicular infectado é
uma fonte persistente de patdgenos bacterianos que estimulam secundariamente a
resposta inflamatéria na regido que circunda o apice radicular denominada regiao
periapical (SASAKI et al., 2016).

Inicialmente, ocorre contaminacgao predominantemente por
microrganismos aerébios facultativos e, posteriormente, devido as alteragbes no
ambiente pulpar, tais como comprometimento do suprimento sanguineo, baixa

tensdo de oxigénio e disponibilidade de nutrientes, prevalecem os microrganismos
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anaerobios gram-negativos (SUNDQVIST, 1992; BARTHEL et al., 1997; LUCISANO
et al., 2014). A parede celular dos microrganismos gram-negativos possui
endotoxinas denominadas lipopolissacarideos (LPS) (PALSSON-MCDERMOTT;
O’NEILL, 2004; LU et al., 2008), as quais podem ser reconhecidas por receptores do
tipo Toll (TLR), especialmente os receptores do tipo Toll 4 (TLR4), presentes em
células do sistema imune inato e induzir resposta inflamatéria (MEDZHITOV, 2001;
TAKEUCHI et al., 2002; KIM; SEARS, 2010).

O LPS liga-se inicialmente a proteina sollvel sintetizada pelos hepatocitos
chamada proteina ligante de LPS (LBP) (DING; JIN, 2013). Esta ligacao facilita a
associacao posterior ao correceptor cluster de diferenciacdo 14 (CD14) encontrado
na superficie dos 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 transducédo da cascata de sinalizagdo levando a
ativacdo de fatores de transcricdo, como o fator nuclear kappa B (NF-kB) e a
proteina ativadora-1 (AP-1), e inducdo da expressdo de citocinas pré-inflamatérias,
guimiocinas, eicosandides e espécies reativas de oxigénio (KIM; SEARS, 2010).

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

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

As citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a, podem promover alteracfes
na transducdo do sinal insulinico, levando a resisténcia insulinica (RI)
(HOTAMISLIGIL et al., 1996; COLOMBO et al.,, 2012). A RI é definida como a
incapacidade dos tecidos periféricos responsivos a insulina responderem
adequadamente as concentra¢des circulantes deste hormoénio, resultando em
diminuicdo da acgéo bioldgica da insulina nesses tecidos. Como consequéncia, as
células beta pancreaticas secretam mais insulina a fim de evitar a hiperglicemia. A
sobrecarga da funcéo secretoria das células beta do pancreas induz a faléncia
dessas células, o que ocasiona diminuicdo da secrecdo de insulina. Este processo
esta relacionado com o desenvolvimento do diabetes mellitus tipo 2 (DM2), o qual é
resultado da combinacdo desses dois fatores: Rl e prejuizo das células beta em
secretar insulina (PETERSEN, SHULMAN, 2002; KAHN; HULL; UTZCHNEIDER.,
2006).

Em condi¢cdes normais, a insulina exerce seu efeito por meio da ligacéao a
um receptor especifico localizado na membrana plasmética. O receptor de insulina é
uma glicoproteina heterotetramérica formada por duas subunidades a e duas
subunidades [, ligadas por pontes dissulfeto. A subunidade a €& totalmente
extracelular e contém o sitio de ligagdo da insulina. A subunidade B € uma proteina
transmembréanica responsavel pela transducédo do SI (KAHN; WHITE, 1988). Além
disso, quando estimulada pela insulina, esta subunidade confere atividade quinase,
capaz de autofosforilar-se e de fosforilar outros substratos em aminodacidos tirosina
(KAHN, 1985; KAHN; WHITE, 1988).

A ativacdo do receptor de insulina leva a fosforilagdo de varios substratos
intracitoplasmaticos, como por exemplo a pp185 (IRS-1 / IRS-2). Este foi o primeiro
substrato do receptor de insulina estudado, com peso molecular de
aproximadamente 185 kDa (WHITE; TAKAYAMA; KAHN, 1985). Em 1991, Sun et al.
clonaram a ppl85 e nomearam-na de substrato 1 do receptor de insulina (IRS-1) e,
apo0s trés anos, demonstrou-se que outra proteina também migrava na altura da

banda desta proteina, denominada IRS-2.
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Estudos constataram que camundongos nocaute para IRS-1 apresentavam
retardo no crescimento e RI, porém n&o eram hiperglicémicos em virtude da
hiperinsulinemia (ARAKI et al., 1994; TAMEMOTO et al., 1994). Por outro lado,
camundongos nocaute para o IRS-2 apresentavam hiperglicemia e faléncia da
atividade secretora das células beta pancreaticas devido a reducao significativa da
massa destas células (WITHE, 1998). Estes achados demonstram que o IRS-1 e 0
IRS-2 sdo fundamentais no processo de crescimento embrionario e pés-natal, com o
IRS-1 tendo o papel predominante. Embora tanto o IRS-1 quanto o IRS-2 estejam
envolvidos no metabolismo de carboidratos em tecidos periféricos, o IRS-2
desempenha papel principal no desenvolvimento de células beta e na compensacao
para resisténcia periférica a insulina (KADOWAKI, 2000). Assim, sugere-se que as
proteinas IRS possuem funcées complementares, ao invés de redundantes.

Quando o IRS-1 e o0 IRS-2 estdo fosforilados, 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;
BENNETT, 2015). Todas as isoformas sado ativadas pela fosforilacdo em serina e
treonina (KOHN et al. 1996; BELLACOSA et al. 1998) que medeiam as acfes da
insulina participando ativamente nas vias de sinalizag&o insulinica. A Akt apresenta
papel fundamental no processo de captacéo de glicose por meio da estimulacdo da
translocacdo do transportador de glicose tipo 4 (GLUT4) (WHITEMAN et al., 2002).
O transportador de glicose insulino-sensivel, GLUT4 € predominantemente expresso
em adipdcitos e células musculares cardiacas e esqueléticas e tem como funcéo
propiciar a captacdo de glicose insulino-mediada (MACHADO; SCHAAN,;
SERAPHIM, 2006; LEHNEN et al., 2010).

O TNF-a prejudica o Sl por diminuir a fosforilagdo do IRS-1 em residuos
de tirosina (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 atenuacdo do SI (OSBORN, 2012). Nesse
sentido, estudos do nosso laboratdrio (ASTOLPHI et al.,, 2013; ASTOLPHI et al.,
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2015; PEREIRA et al.,, 2016) observaram que ratos adultos com LP apresentam
aumento na concentracdo plasmatica de TNF-a e prejuizo na transducédo do Sl em
tecidos periféricos, verificado pela reducdo no grau de fosforilagdo em tirosina da
ppl85 (etapa inicial do Sl) no tecido adiposo branco e masculo gastrocnémio (MG),
aumento no grau de fosforilacdo em serina do IRS-1 (via inibitéria do SI) no MG,
reducdo no grau de fosforilacgdo em serina da Akt (etapa final do SI) no MG e
diminuicdo no conteudo de GLUT4 na membrana plasmatica no MG. Ademais, no
estudo de Pereira et al. (2017) foi demonstrado que a inducdo de LP em ratos
promove aumento no grau de fosforilagao de JNK e IKKa/B (via inflamatoria) no MG.
Estes achados evidenciam que a resposta inflamatoria decorrente da LP esta
associada com RI.

Até o presente momento, ndo existe na literatura trabalhos que avaliaram
o efeito da LP materna sobre o Sl na vida adulta da prole. Desse modo, tornou-se
fundamental investigar a sensibilidade a insulina e a transducdo do Sl em tecidos
periféricos de ratos adultos, proles de ratas com LP, pois alteracfes nas etapas da
via de sinalizacao insulinica podem ocasionar RI, uma das principais caracteristicas
do DM2. Ademais, conforme mencionado anteriormente, sabe-se que a ativacdo de
vias inflamatdrias contribui com a RI, tornando de extrema importancia averiguar se
a LP materna aumenta a atividade das proteinas inflamatérias no musculo
esquelético e tecido adiposo branco de sua prole adulta.

Salientamos que no presente projeto foram utilizados grupos de animais
com um (exposicdo pulpar do primeiro molar superior) e quatro (primeiros e
segundos molares superiores e inferiores do lado direito) focos de LP. Isto ira
possibilitar um modelo de estudo similar ao observado na populagédo, permitindo a
obtencédo de dados mais fidedignos, pois estudos epidemiolégicos demonstram que
a populacao brasileira apresentou uma média de 2,7 LPs presentes por individuo
(MAROTTA et al., 2012), denotando ser comum a presenc¢a de mais de um foco de
infeccdo em um mesmo paciente. Os resultados desse projeto poderdo contribuir
para um melhor entendimento de como inflamagGes orais maternas podem causar

desordens sistémicas na prole.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da LP materna em ratas sobre sensibilidade a insulina,
concentracdo plasméatica de citocina pro-inflamatoria e vias insulinica e inflamatoria
de sua prole adulta. Ademais, verificar se 0 aumento no nimero de foco de infeccao

endododntica materna ocasiona piora nesses parametros na prole adulta.

2.2 Objetivos especificos

Verificar em ratos adultos, proles de ratas com 1 ou 4 LPs:
- glicemia e insulinemia de jejum;
- sensibilidade a insulina (HOMA-IR);
- concentracao plasmatica de TNF-q;
- grau de fosforilacdo em tirosina da pp185 (IRS-1 / IRS-2), apds estimulo insulinico,
no musculo gastrocnémio (MG) e tecido adiposo branco periepididimal (TABp);
- grau de fosforilagdo em serina do IRS-1, apés estimulo insulinico, no MG e TABp;
- grau de fosforilacdo de JNK no MG e TABp;
- grau de fosforilacdo de IKKa/f no MG e TABp.
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3 MATERIAL E METODO

O trabalho esta de acordo com os Principios Eticos em Uso de Animais e
foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba — FOA/UNESP (Protocolo FOA-00157-2017) (Anexo A).

3.1 Animais

No presente estudo foram utilizados 15 ratas (2 meses de idade) e 8 ratos
(3 meses de idade) da linhagem Wistar (Rattus norvegicus), provenientes do Biotério
Central da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — FOA/UNESP. Os animais
foram mantidos no biotério do Departamento de Ciéncias Basicas sob condi¢des
padronizadas de temperatura (22 + 2° C), ciclo claro/escuro (12/12 horas diarias,
com periodo claro iniciado as 7:00 horas), umidade (55 + 10%), alimentados durante
todo o periodo experimental com racdo padrdo para ratos (Presence, Paulinia, S&o
Paulo, SP, Brasil) e agua ad libitum.

As ratas foram distribuidas em trés grupos (n = 5): A) ratas controle (CN);
B) ratas com LP induzida em primeiro molar superior direito (apenas uma leséo)
(LP1); C) ratas com LPs induzidas em primeiros e segundos molares superiores e
inferiores do lado direito (total de quatro lesbes) (LP4).

As LPs foram induzidas sob anestesia com cloridrato de quetamina
(Dopalen, Sespo Industria e Comércio Ltda, Paulinia/S&o Paulo, Brasil; 80 mg/Kg
peso corpoéreo, via intramuscular) e xilazina (Anasedan, Sespo Industria e Comércio
Ltda, Paulinia/S8o Paulo, Brasil; 10 mg/Kg peso corpéreo, via intramuscular). As
polpas dos molares foram expostas por meio de uma broca de aco carbono (Broca
Ln Long Neck- Maillefer, Dentsply, Petropolis, RJ, Brasil) dotada de uma esfera na
extremidade com 0,1 mm de diametro (Fig. 1). Ressaltamos que a exposi¢ao pulpar
realizada por meio da abertura da cavidade pulpar com brocas geralmente n&o induz
a dor. A permanéncia da abertura é o método mais utilizado para o desenvolvimento
de LPs.
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Figura 1 - Inducdo 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 confirmacao da copulagéo 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 tré grupos: 1) proles de ratas controle
(PCN); 2) proles de ratas com uma LP (PLP1) e 3) proles de ratas com quatro LPs
(PLP4). O numero de filhotes foi ajustado para 6 por méae lactante, a fim de evitar o
efeito do tamanho da ninhada. Quando a ninhada ndo apresentava 6 ratos machos,
na mesma foram acrescentadas ratas fémeas para manutengcdo desse numero de
filhotes por rata méae.

Os filhotes foram mantidos com a mae até o desmame (21 dias apds o
nascimento). Apos 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 corporea 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 o nascimento) até a realizacdo dos experimentos. Quando
os filhotes machos PCN, PLP1 e PLP4 completaram 75 dias de idade, iniciaram-se

0S experimentos.

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

| 15 ratas Wistar (2 meses de idade) |

[ |
Controle (CN) 1 lesao periapical (LP1) 4 lesdes periapicais (LP4)
n=5 n=5 n=5
[ ]
I Apos 30 dias - Acasalamento I

| Apods 21 dias - Desmame I

Proles de ratas controle (PCN) Proles de ratas LP1 (PLP1) Proles de ratas LP4 (PLP4)
n=16 n=16 n=16

Avaliacao da massa corporea e da

Analise histologica da regidao periapical ingestao alimentar dos grupos PCN,

das ratas maes dos grupos CN, LP1 e LP4

PLP1 e PLP4
| Apés 75 dias |
+Andlise das concentragdes plasmaticas de glicose, Avaliagao do grau de fosforilagao da pp185 (tirosina), do
insulina e TNF-a IRS-1 (serina), do IKKa/B e JNK no musculo gastrocnémio
+Anadlise dos pesos absoluto e relativo do musculo e tecido adiposo branco periepididimal pelo método de
gastrocnémio e tecido adiposo branco periepididimal Western blotting
(n=10 para cada grupo) (n = 6 para cada grupo)

Fonte: do autor

3.2 Andlise histoldgica da regido periapical

Apoés o desmame, as ratas mées de todos os grupos foram eutanasiadas
por dose excessiva do anestésico tiopental sddico (Thiopentax, Cristalia, Itapira, SP,
Brasil; 3%, 5mg/100g peso corpoéreo, via intraperitoneal), precedidos pela aplicagdo
de anestésico de bloqueio local (Lidocaina, 4 mg/kg peso corporeo, via
intraperitoneal) 10 minutos antes da aplicacdo do barbitirico. As hemimaxilas e

hemimandibulas direitas foram retiradas e colocadas em cassetes histolégicos de
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plasticos devidamente identificados. Em seguida, foram imediatamente embebidas
em formaldeido 4%, deixadas nesta solucéo por 24 horas e depois lavadas em agua
corrente por 12 horas. Apos a fixacdo, foram desmineralizadas em solucéo de &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a 10% por aproximadamente 3 meses.
Posteriormente, as pecas foram lavadas em &gua corrente por 24 horas,
desidratadas em é&lcool, 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 microtomo (RM2155, Leica Microsystems, BD, Wetzlar,
Alemanha). Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina e estudos

morfologicos foram realizados na area periapical.

3.3 Coleta de sangue e tecidos

Os ratos PCN, PLP1 e PLP4 foram submetidos a jejum de 12 horas antes
dos procedimentos experimentais. Estes animais foram anestesiados com tiopental
sédico (Thiopentax, Cristélia, Itapira, SP, Brasil; 3%, 5mg/100g peso corpdéreo, via
intraperitoneal), precedidos pela aplicacdo de anestésico de bloqueio local
(Lidocaina, 4 mg/kg peso corporeo, via intraperitoneal) 10 minutos antes da
aplicacao do barbitarico e os experimentos foram realizados 10-15 minutos apés a
anestesia.

Um grupo de ratos PCN, PLP1 e PLP4 (n = 10 animais por grupo) 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 3.000 g
por 15 minutos a 4 °C. Os plasmas obtidos foram aliquotados e armazenados a — 80
°C até o dia da quantificagdo das concentragbes plasmaticas de glicose, insulina e
TNF-a. Neste mesmo grupo de ratos PCN, PLP1 e PLP4 (n = 10 animais por grupo)
foram removidos o MG direito e os tecidos adiposos periepididimal (TABp) e
retroperitoneal para avaliacdo do peso absoluto (gramas) e peso relativo (por 100 g
de peso corporal) destes tecidos. ApOs este procedimento, os animais foram
eutanasiados por dose excessiva do anestésico tiopental sdédico (Thiopentax,

Cristalia, Itapira, SP, Brasil; 3%, 5mg/100g peso corporeo, via intraperitoneal),
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precedidos pela aplicagdo de anestésico de bloqueio local (Lidocaina, 4 mg/kg peso
corporeo, via intraperitoneal) 10 minutos antes da aplicacao do barbiturico.

Outro grupo de ratos PCN, PLP1 e PLP4 (n = 6 animais por grupo) foi
utilizado para analisar as proteinas envolvidas nas vias insulinica e inflamatoria pelo
meétodo de Western blotting. Para tanto, os animais previamente anestesiados foram
submetidos a laparotomia mediana, com retirada de amostras dos tecidos antes e
apos a administracdo intravenosa pela veia porta de 1,5 Ul de insulina regular
(Humulin, Eli Lilly and Company, Indianapolis, IN, EUA) em tempos variaveis (90
segundos para o0 MG e 120 segundos para o TABp), seguindo protocolo de acordo
com Saad et al. (1993) para avaliar apdés a estimulacdo insulinica, o grau de
fosforilacdo em tirosina da ppl85 (IRS-1/IRS-2) e o grau de fosforilacdo em serina
do IRS-1 no MG e TABp. Salienta-se que para avaliar o grau de fosforilacdo de
IKKa/B e JNK no MG e TABp foram utilizadas amostras de tecidos sem estimulo
insulinico. Posteriormente, os animais foram eutanasiados por dose anestésica
excessiva utilizando tiopental sédico (Thiopentax, Cristalia, Itapira, SP, Brasil; 3%,
5mg/100g peso corporeo, via intraperitoneal), precedidos pela aplicacdo de
anestésico de bloqueio local (Lidocaina, 4 mg/kg peso corpéreo, via intraperitoneal)
10 minutos antes da aplicacdo do barbiturico.

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 Biotecnologica 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 utilizacdo do kit comercial especifico (Sensitive Rat
Insulin, SRI-13K, Millipore, St Charles, MO, EUA), seguindo as instru¢cdes do

fabricante.

3.5 Avaliacéo daresisténcia insulinica

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

3.6 Determinacao da concentracao plasmatica de TNF-a

Foi realizada pelo método de ELISA com a utilizacdo de kit comercial
especifico (Invitrogen Corporation, Camarilio, CA, EUA), seguindo as instruces do

fabricante.

3.7 Avaliacéo das proteinas das vias insulinica e inflamatoria

3.7.1 Preparacéo das amostras

Imediatamente apOs a extracdo, os tecidos (MG e TAB periepididimal)
foram homogeneizados em Polytron (24.000 rpm durante 10 segundos) em 2 mL de
tampao de extragcédo (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 minutos. Decorrido o tempo, foram transferidos para gelo e
entdo centrifugados (4 °C, 16.000 g, 40 minutos). 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 tampao de Laemmli (azul de bromofenol 0,1%; SDS 10 %; fosfato
de sddio 1M pH 7,0; glicerol 50%; DTT15%).

3.7.2 “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
meétodo, € 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%;
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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 resolugao (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 resolugéo fica sob o gel de “stacking”, com orientagéo vertical, num sistema
de camaras que mantem as porgdes superiores e inferiores do gel em contato com
um tampéao de corrida (Tris 50 mM; glicina 375 mM; SDS 0,1%; EDTA 1,8 mM).

No gel de “stacking” foram aplicadas as amostras solubilizadas em
tampao de Laemmli. Imediatamente antes da aplicacdo, as amostras foram fervidas
por 4 minutos. A eletroforese foi realizada em equipamento para minigel da Bio Rad
(Mini-Protean, Bio Rad Laboratories, Richmond, CA), e foi iniciado com a corrida no
gel de “stacking” sob voltagem constante em 30 mV até que ocorresse o
empacotamento da amostra, 0 que pode ser observado na transicdo dos géis.
Posteriormente foi aplicada voltagem constante de 100 V para a corrida no gel de
resolucdo, durante 2 horas. Juntamente com as amostras, sempre foi colocado um
padrdo de proteinas de conhecidos pesos moleculares (marcadores).

o “Electrophoretic transfer”

Apoés a separacao das fracdes protéicas 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 2 horas, a 4 °C,
utilizando-se o tampdao de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20%,
SDS 0,02%).

o “Immunoblotting”

ApG6s 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 solugao
bloqueadora (solucéo 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 sessbes de 10
min. Em seguida, a membrana foi incubada em solucédo (SB + 3% de leite
desnatado) contendo o anticorpos antifosfotirosina, antifosfoserina-IRS-1(Ser307),
anti JNK, anti p-JNK, anti IKK-a/p, anti p-IKK-a/f e anti-B-actina, todas da marca

Santa Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz, EUA, por 4 horas em temperatura
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ambiente. Posteriormente foram realizadas trés lavagens com solugéo basal e a
membrana foi incubada durante 1 hora com segundo anticorpo contendo peroxidase
de “horseradish” (“kit” de quimioluminescéncia, ECL — Amersham Pharmacia
Biotech, Buckinghamshire, England). Novamente, foram realizadas 3 lavagens da
membrana de nitrocelulose com solucdo basal, com duracdo de 10 min cada
lavagem. Adicionou 1 mL de cada solucdo de deteccao 1 e 2 (do kit de ECL) e foi
incubada por 1 minuto. Por fim, foi drenado o excesso de reagente e a membrana de
nitrocelulose foi exposta a filme radiografico (Hyperfim ECL — Amersham
Biosciences, Buckinghamshire, England), durante 10 minutos a temperatura
ambiente. O filme foi processado com solucao reveladora e reforgcadora GBX (Kodak
Brasileira, S&o Paulo, Brasil) e solucdo fixadora e reforcadora GBX (Kodak
Brasileira, S&o Paulo, Brasil).

A intensidade dos "blots” foi avaliada por densitometria éptica, utilizando-
se o programa Scion Image (Scion Image-Release Beta 3b, NIH, Frederick, MD,
EUA).

3.8 Andlise estatistica

Todos os valores foram apresentados como média + erro padrdo da
média (EPM). A analise estatistica foi feita por analise de variancia (ANOVA),

seguida pelo teste de Tukey. O nivel de significAncia adotado foi de 5% (alfa = 5%).
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4 RESULTADOS

4.1 Analise histologica da regido periapical

No grupo CN, o forame apical (Fig. 3A), o ligamento periodontal (Fig. 3B)
e o canal radicular (Fig. 3C) apresentaram caracteristicas compativeis com aspecto
normal. No entanto, em ambos os grupos de ratas com LP (grupos LP1 e LP4), as
polpas dentarias apresentaram necrose e as LPs foram estabelecidas. As
infiltracBes de células inflamatdrias na area ao redor do apice dentario puderam ser
observadas nos grupos LP1 e LP4 (Fig. 3D, E e G). Extensas areas de reabsorcao
dentinéria foram observadas apenas no grupo LP4 (Fig. 3H e I).
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Figura 3 — Representacdo histologica (coloragcdo hematoxilina e eosina) da regido
periapical do grupo controle (CN), do grupo com 1 les&o periapical (LP1) e do grupo
com 4 lesbes periapicais (LP4) (aumento original x100). As imagens A, B e C
representam o grupo CN. As regibes apical e periapical estdo livres de infiltrado
inflamat6rio (ampliagéo original x400). As imagens D, E e F representam o grupo LP1.
Presenca de moderado infiltrado inflamatério em torno do apice dentario (ampliagdo
original x 400). As imagens G, H e | representam o grupo LP4. Presenca de intenso
infiltrado inflamatorio e areas de reabsorgao dentinaria (ampliagcéo original x 400).

Fonte: do autor
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4.2 Massa corpoOrea e ingestao alimentar

N&o houve diferenca na massa corpOrea, ao nascimento, entre 0Ss grupos.
Entretanto, o grupo PLP4 apresentou aumento na massa corporea, da 82 até a 102
semana, comparado aos grupos PCN e PLP1. Por outro lado, ndo houve diferenca
estatistica entre estes dois ultimos grupos nesse mesmo periodo (Fig. 4A).

N&o houve diferengca na ingestdo alimentar, desde o desmame (na 32
semana de vida) até o final do experimento, entre os grupos PCN e PLP1. No
entanto, o grupo PLP4 apresentou maior consumo alimentar na 82 semana em
relacdo aos grupos PCN e PLP1, bem como na 92 semana em relacdo ao grupo

PCN (Fig. 4B).

Figura 4 — (A) Massa corpérea semanal de ratos, proles de ratas controle (PCN),
proles de ratas com uma lesédo periapical (PLP1) e proles de ratas com quatro lesdes
periapicais (PLP4), avaliada desde o nascimento até 75 dias de idade. (B) Ingestéo
alimentar dos grupos PCN, PLP1 e PLP4, avaliada semanalmente desde o desmame
(terceira semana) até o final do experimento. Os valores sdo apresentados como
média £+ EPM de 16 animais por grupo. ** p<0,01 PLP4 vs. PCN e PLP1; *** p<0,001
PLP4 vs. PCN e PLP1; # p<0,001 PCN vs. PLP4
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Fonte: do autor
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4.3 Peso dos tecidos

O grupo PLP4 apresentou aumento tanto no peso absoluto como no peso
relativo de TABp e de TABr em relacdo ao grupo PCN. Entretanto, ndo houve
diferenca neste parametro entre os grupos PCN e PLP1 e entre os grupos PLP1 e
PLP4.

Com relagao ao MG, nao houve diferenga entre 0s grupos.

Tabela 1 — Peso absoluto (g) e peso relativo (g/100g p.c) do masculo gastrocnémio
(MG) e dos tecidos adiposos brancos periepididimal (TABp) e retroperitoneal (TABr)
de ratos, proles de ratas controle (PCN), proles de ratas com uma lesdo periapical
(PLP1) e proles de ratas com guatro les@es periapicais (PLP4) aos 75 dias de idade.

Tecidos PCN PLP1 PLP4
TABp g 3,81+0,31 4,93 + 0,33 533+0,39*
TABp g/100g p.c 0,98 + 0,07 1,22 + 0,06 1,32 + 0,09 *
TABrg 3,50 + 0,32 4,49 + 0,31 5,32 + 0,50 **
TABr g/100g p.c 0,90 + 0,08 1,17 + 0,08 1,32+0,12 *
MG g 1,91 £ 0,05 1,98 £ 0,04 2,06 £ 0,02
MG g/100g p.c 0,49+ 0,01 0,51+0,01 0,52+0,01

Valores expressos como média + EPM de 10 animais por grupo. * p<0,05 PCN vs. PLP4; **

p<0,01 PCN vs. PLP4
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4.4 Glicemia, insulinemia, HOMA-IR e concentracdo plasmatica de
TNF-a

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 PLP1 e PLP4 em relacdo ao grupo PCN. Comparando-se PLP1 e PLP4
observou-se aumento significativo nestes dois parametros, acima citados, no grupo
de ratos adultos, proles de ratas com 4 lesdes.

Houve aumento na concentracdo plasmatica de TNF-a nos grupos PLP1
e PLP4 em relacédo ao grupo PCN. Entretanto, ndo houve diferenca neste parametro

entre os grupos PLP1 e PLP4.

Tabela 2 - Glicemia (mmol/L), insulinemia (pUl/mL), Modelo de Avaliacdo da
Homeostase da Resisténcia a Insulina (HOMA-IR) e concentracao plasmatica de TNF-a
(pg/mL) dos grupos proles de ratas controle (PCN), proles de ratas com uma leséo
periapical (PLP1) e proles de ratas com quatro lesdes periapicais (PLP4).

Parametros PCN PLP1 PLP4
Glicemia (mmol/L) 7,37 £ 0,26 7,81 + 0,29 8,00 + 0,25
Insulinemia (uUI/mL) 15,95+ 2,54 32,05+2,18" 63,05 + 0,68 ***
HOMA-IR 5,24 +0,78 11,29 +0,95 * 22,40 £ 0,57 ***
TNF-a (pg/mL) 8,16 + 0,32 9,93 + 0,30* 10,58 + 0,61**

Valores expressos como média + EPM de 10 animais por grupo. * p<0,05 PCN vs. PLP1;
** n<0,01 PCN vs. PLP4; *** p<0,001 PLP4 vs. PCN e PLP1; * p<0,001 PCN vs. PLP1
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4.5 Avaliacao do grau de fosforilacao em tirosina da pp185 no MG e
TABp

Em analise intragrupos, observou-se aumento no grau de fosforilagdo em
tirosina da ppl85, apos o estimulo insulinico, com relacdo ao estado basal em todos
0S grupos e tecidos.

Em analise intergrupos, apos estimulo insulinico, o grau de fosforilagdo
em tirosina da ppl85 foi reduzido nos grupos PLP1 e PLP4 em relacdo ao grupo
PCN em ambos os tecidos (Fig. 5B e D). Entretanto, ndo houve diferenca nesse

parametro entre os grupos PLP1 e PLP4.

Figura 5 — Avaliacdo do grau de fosforilagdo em tirosina da ppl85 (pTyr) antes (-) e
apoés (+) o estimulo insulinico no musculo gastrocnémio (A e B) e no tecido adiposo
branco periepididimal (C e D) de proles de ratas controle (PCN), proles de ratas com
uma lesédo periapical (PLP1) e proles de ratas com quatro lesdes periapicais (PLP4).
Em A e C, autorradiografia tipica: quantidades iguais de proteina foram submetidas a
SDS PAGE (185 pg). B-actina foi utilizada como controle. Em B e D, os valores do grau
de fosforilagdo em tirosina da ppl85 (expressos em unidades arbitrarias) séo
apresentados como média + EPM de 6 animais por grupo. * p<0,05 insulina (-) vs.
insulina (+); ** p<0,01 insulina (-) vs. insulina (+); *** p<0,001 insulina (-) vs. insulina
(+); ¥ p<0,001 PCN (+) vs. PLP1 (+) e PLP4 (+);  p<0,05 PCN (+) vs. PLP1 (+) e PLP4 (+)
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4.6 Avaliacao do grau de fosforilagdo em serina do IRS-1 no MG e
TABp

Em analise intragrupos, observou-se aumento no grau de fosforilagdo em
serina do IRS-1, apds o estimulo insulinico, com relacédo ao estado basal, apenas no
grupo PLP4 no TABp.

Em analise intergrupos constatou-se aumento no grau de fosforilagdo em
serina do IRS-1 apds estimulacdo insulinica no grupo PLP4 quando comparado aos
grupos PCN e PLP1 no TABp. Entretanto, ndo houve diferenca neste parametro no
MG.

Figura 6 — Avaliacdo do grau de fosforilagdo em serina do IRS-1 (Ser307) antes (-) e
apoés (+) o estimulo insulinico no musculo gastrocnémio (A e B) e no tecido adiposo
branco periepididimal (C e D) de proles de ratas controle (PCN), proles de ratas com
uma lesdo periapical (PLP1) e proles de ratas com quatro lesdes periapicais (PLP4).
Em A e C, autorradiografia tipica: quantidades iguais de proteina foram submetidas a
SDS PAGE (185 ug). IRS-1 foi utilizada como controle. Em B e D, os valores do grau de
fosforilagdo em serina do IRS-1 (expressos em unidades arbitrarias) sdo apresentados
como média + EPM de 6 animais por grupo. *** p<0,001 insulina (-) vs. insulina (+); *
p<0,05 PCN (+) vs. PLP4 (+);  p<0,001 PLP1 (+) vs. PLP4 (+)
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4.7 Avaliacao do grau de fosforilagdo de IKKa/B no MG e TABp

Houve aumento no grau de fosforilacdo de IKKa/f no grupo PLP4 em
relacdo ao grupo PCN em ambos os tecidos analisados. Entretanto, ndo houve
diferenca neste parametro tanto entre os grupos PCN e PLP1 como entre 0s grupos
PLP1 e PLP4.

Figura 7 — Avaliagcédo do grau de fosforilacdo de IKKa/f no musculo gastrocnémio (A e
B) e no tecido adiposo branco periepididimal (C e D) de proles de ratas controle
(PCN), proles de ratas com uma les&o periapical (PLP1) e proles de ratas com quatro
lesdes periapicais (PLP4). Em A e C, autorradiografia tipica: quantidades iguais de
proteina foram submetidas a SDS-PAGE (185 ug). IKKa/ foi utilizada como controle.
Em B e D, os valores do grau de fosforilacdo de IKKa/B (expressos em unidades
arbitrarias) sdo apresentados como média + EPM de 6 animais por grupo. * p<0,05
PCN vs. PLP4
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4.8 Avaliacao do grau de fosforilacao de JNK no MG e TABp

N&o houve diferenca no grau de fosforilagdo de JNK entre os grupos, em

ambos os tecidos analisados.

Figura 8 — Avaliacdo do grau de fosforilagdo de JNK no musculo gastrocnémio (A e B)
e no tecido adiposo branco periepididimal (C e D) de proles de ratas controle (PCN),
proles de ratas com uma leséo periapical (PLP1) e proles de ratas com quatro lesdes
periapicais (PLP4). Em A e C, autorradiografia tipica: quantidades iguais de proteina
foram submetidas a SDS-PAGE (185 upg). JNK foi utilizada como controle. Em B e D, os
valores do grau de fosforilacdo do JNK (expressos em unidades arbitrarias) sao
apresentados como média + EPM de 6 animais por grupo.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo revelou que a LP materna em um Unico dente ou em
quatro dentes em ratas esta associada a RI, aumento nas concentracdes
plasmaticas de insulina e TNF-a e diminuicdo no grau de fosforilacdo em tirosina da
ppl85 (apds estimulo insulinico) no MG e TABp de proles adultas. No entanto,
somente a LP materna em quatro dentes promoveu aumento, tanto no grau de
fosforilacdo em serina do IRS-1 (apds estimulo insulinico) no TABp, quanto no grau
de fosforilagcdo de IKKa/f no MG e TABp de proles adultas. Ademais, tivemos
incremento na RI e insulinemia na prole adulta em decorréncia do aumento do
namero de foco de infeccdo endoddntica materna.

As imagens histologicas da regido periapical materna comprovaram a
instalacdo das LPs em ratas, as quais foram induzidas por meio da abertura
coronaria com auxilio de uma broca de aco esférica e subsequente exposicéo
pulpar. Stashenko et al. (1994) revelaram que as lesdes expandem-se rapidamente
nos primeiros 7 a 20 dias ap0s a exposicao pulpar (fase aguda) e desacelera a partir
deste periodo (fase cronica). No presente estudo, ao redor de 79 dias de exposicdo
pulpar, observou-se necrose da polpa dentaria (Fig. 3F e I) e presenca de infiltracéo
de células inflamatorias na area ao redor do &pice dentario (Fig. 3D, E e G) em
ambos os grupos de ratas mées com LP (LP1 e LP4). Entretanto, extensas areas de
reabsorcdo dentinaria foram verificadas apenas no grupo LP4 (Fig. 3H),
demonstrando que a destruicdo dos tecidos periapicais foi exacerbada com o
aumento do estimulo agressor (numero de focos de infeccdo endodontica). Estes
achados estdo de acordo com o estudo de Pereira et al., (2017), o qual também
constatou que a metodologia utilizada no presente estudo para a inducéo

experimental de LP em roedores foi efetiva na instalagéo desta inflamacéo oral.
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Evidéncias cientificas relataram que a LP materna esta associada as
complicacBes gestacionais como pré-eclampia (KHALIGHINEJAD et al., 2017) e
nascimento de bebés prematuros com baixo peso (LEAL et al., 2015; HARJUNMA et
al., 2015). Entretanto, no presente estudo né&o foi verificada diferenca na massa
corpOrea ao nascimento, entre os grupos (Fig. 4A).

Ao analisarmos semanalmente a evolucdo da massa corporal, o grupo
PLP1 ndo demonstrou diferenca estatistica neste parametro, desde o nascimento
até o final do experimento, quando comparado ao grupo PCN (Fig. 4A). Entretanto, o
grupo PLP4 apresentou aumento na massa corpOrea, a partir da 82 semana de
idade, comparado aos grupos PCN e PLP1 (Fig. 4A). Sugere-se que 0 aumento na
ingestdo alimentar verificado no grupo PLP4 (Fig. 4B) pode ter propiciado acumulo
de adiposidade visceral, indicado pelo aumento no peso dos tecidos adiposos
brancos periepididimal e retroperitoneal (Tabela 1), contribuindo para o aumento da
massa corporea neste grupo de animais.

Em estudos conduzidos com modelo experimental de injecéo
intraperitoneal de LPS (endotoxina bacteriana) em ratas durante o periodo
gestacional foram verificados que proles destas ratas apresentam aumento na
massa corpoérea, na adiposidade visceral e na ingestdo alimentar (NILSSON et al.,
2001; WEI et al., 2007), e diminuicdo na tolerancia a glicose na vida adulta
(NILSSON et al., 2001; GAO et al., 2014). Estes achados demonstram que o periodo
pré-natal pode ser importante para o desenvolvimento de obesidade e RI na vida
adulta (NILSSON et al., 2001).

Os resultados mostraram que os grupos PLP1 e PLP4 apresentaram
aumento na insulinemia de jejum e nos valores do indice de HOMA-IR, indicando RI

nestes grupos de animais em relacdo ao grupo PCN. Ademais, o numero de focos
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de infeccdo endodbntica materna promoveu uma piora nestes parametros avaliados,
ou seja, o grupo PLP4 apresentou maior RI e insulinemia de jejum em relacdo ao
grupo PLP1. Por outro lado, ndo houve diferenca na glicemia de jejum entre todos os
grupos avaliados (Tabela 2), que pode ser resultante do aumento compensatoério na
secrecdo de insulina pelas células beta pancreaticas para manter a normoglicemia
nos grupos PLP1 e PLP4. Resultados similares foram observados nos estudos de
Shirakashi et al. (2013) e Mattera et al. (2016), os quais relataram que ratos adultos,
proles de ratas com DP (outra inflamacdo oral) apresentaram RI. Sabe-se que a
continua Rl pode provocar esgotamento das células beta pancreaticas, ocasionando
uma grande diminuicdo na secrecdo de insulina, promovendo hiperglicemia e
desenvolvimento de DM2 (KUMAR et al., 2013).

A RI e a hiperinsulinemia cronica podem prejudicar a regulacdo do
consumo energético (HAN et al. 2008). No estudo coorte, Han et al. (2008)
observaram que criangcas com sobrepeso, RI e hiperinsulinemia apresentavam maior
consumo energético, apés jejum noturno. Ademais, estes autores constataram que a
cada reducao 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 horménio
e perda da regulacao do apetite.

O hipotalamo é uma regido do cérebro envolvida no controle central do
apetite. Em particular, o nucleo arqueado (ARC) do hipotalamo esta localizado
adjacente a eminéncia mediana, um 0&rgdo circunventricular rico em capilares
fenestrados. Essa caracteristica anatbmica facilita o acesso de hormonios e
nutrientes circulantes ao ARC. Em vista disso, 0 ARC é considerado uma importante

area do hipotalamo que detecta sinais metabdlicos periféricos (YU; KIM, 2012).



51

No ARC, ha duas populacdes neuronais funcionalmente antagbnicas: 1)
neurbnios que expressam neuropeptideos orexigenos (neuropeptideo Y — NPY e
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 ligacdo da insulina ao seu
receptor em neurdnios do ARC estimula a via IRS/PI3K/Akt. A fosforilacdo da Akt
promove inativacdo do fator de transcricdo Forkhead box Ol (FoxOl), levando a
diminuicdo na expressao de AgRP e aumento na expressdo de POMC, resultando
em acao anorexigena (KHANH et al., 2014). Esse mecanismo molecular mostra o
papel importante da insulina no controle central do apetite. Diante deste contexto, &
possivel sugerir que a RI e hiperinsulinemia observadas no grupo PLP4 possam
estar associadas a maior ingestédo alimentar nestes animais.

Com o intuito de investigar os mecanismos moleculares envolvidos na RI
em ratos adultos, proles de ratas com LP, realizou-se a analise da expressédo de
proteinas da etapa inicial do SI no MG e TABp. Os resultados indicaram diminuicao
no grau de fosforilacdo em tirosina da pp185 (apds estimulo insulinico) nos grupos
PLP1 e PLP4 quando comparados com o grupo PCN, resultando na atenuacéo do
S| em tecidos periféricos (Fig. 3). Resultados semelhantes foram observados por
Shirakashi et al. (2013), que realizaram um estudo em modelo experimental de DP
materna. Verificou-se que proles adultas destas ratas tiveram reducdo no grau de
fosforilacdo em tirosina da ppl85 (apds estimulo insulinico) no MG e TABp.
Shirakashi et al. (2013) relataram que a diminuicdo do Sl estava associada ao
aumento na concentracao plasmatica de TNF-a.

Conforme mencionado anteriormente, o excesso de TNF-a tem

implicacdo no desenvolvimento da RI (PLOMGAARD et al., 2005). De fato, estudos
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demonstraram que a infusdo sérica prolongada de TNF-a inibe a captagdo de
glicose mediada por insulina em tecidos periféricos (LANG et al., 1992,
PLOMGAARD et al., 2005). Por outro lado, a neutralizacdo do TNF-a pela proteina
IgG do receptor TNF-a (agente neutralizante do TNF-a) resultou em melhora da
sensibilidade a insulina em roedores obesos-diabéticos (HOTAMISLIGIL;
SPIEGELMAN, 1994).

No presente estudo foi verificado aumento na concentracéo plasmatica de
TNF-a nos grupos PLP1 e PLP4 em comparagao com o grupo PCN. Entretanto, nédo
houve diferenca estatistica neste parametro entre os grupos PLP1 e PLP4 (Tabela
2). Zhang et al. (2008) demonstraram que o TNF-a, por intermédio do IKKf, pode
ativar a proteina ribossémica S6 quinase beta-1 (S6K1/p70S6K) que promove a
fosforilacdo de IRS-1 em multiplos residuos de serina. Interessantemente, 0s
resultados do presente estudo mostraram aumento no grau de fosforilacdo de
IKKa/B no MG e TABp somente no grupo PLP4 em comparagao com o grupo PCN.

A fosforilacdo em serina do IRS-1 € um dos principais mecanismos
moleculares envolvidos na RI, pois prejudica a interacao entre o receptor insulinico e
o IRS, resultando na atenuacédo do Sl (AGUIRRE et al., 2002). Nesse contexto, no
intuito de averiguar que mecanismos promoveram a diminuicdo no grau fosforilagcao
em tirosina da pp185 no MG e TABp de ratos adultos, proles de ratas com LP, foi
realizada a andlise do grau de fosforilacdo em serina de IRS-1 nestes tecidos. Os
resultados revelaram aumento no grau de fosforilacdo em serina do IRS-1 (apos
estimulo insulinico) no TABp somente no grupo PLP4 em comparagcdo com 0S
grupos PCN e PLP1 (Fig. 6C e D). Isso pode ser uma consequéncia do aumento de
adiposidade visceral (retroperitoneal e periepididimal) no grupo PLP4. De fato,

Zhang et al. (2008) relataram aumento no grau de fosforilagdo em serina do IRS-1
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no tecido adiposo de camundongos obesos. As adipocinas e outras moléculas
secretadas pelo tecido adiposo visceral podem desempenhar um papel importante
no desenvolvimento da RI (PAPAETIS et al., 2015).

A expanséao dos adipdcitos na obesidade esta associada com o aumento
de infiltragcdo de macrofagos no tecido adiposo (GAO et al., 2014). O acumulo de
macrofagos no tecido adiposo é dependente de localizacdo anatbmica, ou seja, ha
maior infiltracdo de macréfagos no tecido adiposo visceral (CANCELLO et al., 2006).
Nos tecidos, os macrofagos sdo ativados em resposta a combinacdes de estimulos,
adquirindo fendtipos funcionais especializados (MARTINEZ; GORDON, 2014). Os
macrofagos sdo classificados em M1 (macréfagos classicamente ativados) e M2
(macréfagos alternativamente ativados), os quais apresentam diferentes ativadores,
marcadores e funcdes. Na presenca de LPS e interferon-y (IFN-y), os macréfagos
assumem perfil pré-inflamatorio (M1) e secretam citocinas como IL-1B, TNF-a e IL-6.
Por outro lado, na presenca de interleucina-4 (IL-4) e interleucina-13 (IL-13), os
macréfagos diferenciam-se em M2. Estas células secretam citocinas anti-
inflamatérias, como a interleucina-10 (IL-10) (LOCATI; MANTOVANI; SICA, 2013).
No estudo de Lumeng, Bodzin e Saltiel (2007) foi verificado que macréfagos do
tecido adiposo (MTA) de camundongos magros tiveram expressao aumentada de
proteina 3 quitinase-3-like (Ym1), arginase 1 e IL-10, que sao caracteristicos de
macréfagos M2. Por outro lado, MTA de camundongos obesos tiveram expressao
aumentada de genes caracteristicos de macrofagos M1, tais como TNF-a e oxido
nitrico sintase induzivel (iNOS). Devido a sua capacidade de produzir mediadores
inflamatorios, os MTA desses camundongos podem contribuir para a inflamacgéo
cronica de baixo grau (CANCELLO et al., 2006).

Os fatores derivados de macrofagos alteram a funcdo dos adipdcitos,
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induzindo respostas inflamatérias e diminuindo a sensibilidade a insulina (GAO et al.,
2014). A IL-1B é uma das principais citocinas proé-inflamatérias secretadas por
monaocitos e macrofagos (SIMS; SMITH, 2010). Estudos tém demonstrado que IL-13
também esta envolvida no desenvolvimento da RI associada a obesidade (BING,
2015). Em um estudo de caso-controle, os individuos com aumento nas
concentracfes plasmaticas de IL-1p e IL-6 estavam associados ao risco elevado de
desenvolver DM2 do que os individuos com aumento isolado de IL-6 no plasma
(SPRANGER et al., 2006). Adicionalmente, a expressao de IL-13 esta aumentada no
tecido adiposo visceral de individuos obesos (JUGE-AUBRY et al., 2004) e no tecido
adiposo epididimal de camundongos obesos resistentes a insulina (LAGATHU et al.,
2006). No estudo de Lagathu et al. (2006) foi demonstrado que a exposicao
prolongada de adipdcitos a IL-1B (dose de 0,1 e 20 ng/mL) ndo ocasionou alteracao
no contetdo de proteinas relacionadas a via de sinalizacdo insulinica, tais como Akt,
subunidade B do receptor insulinico (IRB) e IRS1. Contudo, promoveu diminuicdo no
grau de fosforilagdo em serina da Akt e no grau de fosforilacdo em tirosina de IRB e
IRS1 de maneira dose-dependente, prejudicando a transduc¢édo do Sl. Diante destes
achados, podemos sugerir que outras citocinas pré-inflamatérias, como IL-6 e IL-1p3,
podem estar envolvidas na RI verificada em proles de ratas com LP, uma vez que
houve diferenca estatistica na insulinemia de jejum e nos valores de HOMA-IR entre
os grupos PLP1 e PLP4, entretanto, ndo houve diferenca estatistica na
concentracdo plasmatica de TNF-a entre estes dois grupos. Portanto, 0 aumento
exacerbado na insulinemia de jejum e nos valores de HOMA-IR nédo foram
dependentes da concentracdo plasmatica de TNF-a. Assim, mais estudos sdo
necessarios para elucidar melhor a relacéo entre a inflamacao oral materna e Rl na

prole adulta.
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Neste estudo ndo houve diferenca no grau de fosforilacdo em serina do
IRS-1 no MG entre os grupos avaliados, demonstrando que a diminuicdo no Sl
observada nos grupos PLP1 e PLP4 no MG ndo esta relacionada com este
parametro (Fig. 6A e B). Dessa forma, sugere-se que outras proteinas estejam
envolvidas na diminuicdo do SI no MG, tais como supressores da sinalizacdo de
citocinas 1 e 3 (SOCSL1 e SOCS3) (UEKI et al., 2004), glicoproteina-1 de membrana
plasmatica celular (PC-1) (MADDUX; GOLDFINE, 2000), proteinas ligadas a
receptor de fator de crescimento 10 e 14 (Grb10 e Grb14) (BOUCHER et al., 2014) e
proteina tirosina fosfatase 1 B (PTP1B), as quais diminuem a atividade tirosina
quinase do receptor insulinico, resultando no bloqueio de sua interacdo com
proteinas IRSs (EGAWA et al., 2001).

Como mencionado anteriormente, o grupo PLP4 apresentou aumento no
grau de fosforilacdo de IKKa/ no MG e TABp quando comparado com o grupo PCN
(Fig. 7). Estudos demonstraram que o IKK (consistindo de duas subunidades
cataliticas IKKa / IKKB e uma subunidade reguladora IKK-y), uma vez ativado, pode
fosforilar o kB e levar a sua degradacdo pelo proteassoma. Isso permite a
translocacdo do NF-kB do citoplasma para o nucleo da célula (TAK; FIRESTEIN,
2001; ISRAEL, 2010), induzindo a expressio de genes que codificam citocinas pro-
inflamatérias, como TNF-a. (TAK; FIRESTEIN, 2001). Assim, é possivel sugerir que
0 aumento na concentracao plasmatica de TNF-a observado no grupo PLP4 pode
estar associado ao aumento no grau de fosforilagao de IKKa/(.

No presente estudo ndo houve diferenca no grau de fosforilagdo de JNK
entre 0os grupos avaliados em ambos os tecidos (Fig. 8). Tang et al. (2001)
mostraram que o IKK modula negativamente a atividade de JNK, provavelmente por

meio da inducédo de genes alvo de NF-kB que codificam proteinas, como o inibidor
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da apoptose ligado ao cromossomo X (XIAP), que interfere com a ativacdo da JNK
mediada pelo TNF-a. Esses achados revelam que as vias de sinalizagcdo NF-kB e
JNK estdo funcionalmente interconectadas (SCHWABE, BRENNER, 2006). Estes
dados podem ser a razdo pela qual ndo foi encontrada nenhuma diferenca no grau
de fosforilacdo da JNK, pois a via de sinalizacdo da IKK pode ter sobrepujada a via
de sinalizacao da JNK.

Com base nos resultados do presente estudo, sugere-se que a LP
materna estd associada a determinadas alteracdes no desenvolvimento da prole
adulta, tais como RI, incremento na insulinemia de jejum, maior grau de fosforilacédo
em serina do IRS-1 e aumento no grau de fosforilacdo de IKKa/. Ademais, algumas
alteracdes, como RI e fosforilagdo em serina do IRS-1 foram mais pronunciadas
guando houve um aumento no numero de dentes (maternos) com LP. Alteracdes
neste grupo (PLP4) podem ter sido agravadas pelo aumento do peso e acumulo de
adiposidade visceral. Portanto, é importante reforcar a prevencdo da LP materna

para manter a saude geral da prole.
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6 RESUMO DOS PRINCIPAIS RESULTADOS

A LP materna em um unico dente ou em quatro dentes promoveu em sua

prole adulta:

- aumento nas concentracdes plasmaticas de insulina e TNF-q;

- nenhuma alteracao na glicemia de jejum;

- diminuicédo na sensibilidade a insulina;

- diminuicdo no grau de fosforilagdo em tirosina da ppl185 (apo6s estimulo insulinico)
no MG e TABp;

- nenhuma alteracdo no grau de fosforilacdo em serina do IRS-1 (apds estimulo
insulinico) no MG;

- nenhuma alteracao no grau de fosforilacdo de JNK no MG e TABp.

Ademais, tivemos incremento na RI e insulinemia na prole adulta em
decorréncia do aumento do niumero de foco de infeccdo endoddntica materna. No
entanto, apenas LP materna em quatro dentes ocasionou em sua prole adulta:

- aumento na massa corporea, ingestao alimentar e adiposidade visceral;
- aumento no grau de fosforilagcdo em serina do IRS-1 (ap6s estimulo insulinico) no
TABp;

- aumento no grau de fosforilagado de IKKa/f no MG e TABp.
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7 CONCLUSAO

A LP materna esta associada a importantes alteracdes metabdlicas, como a
RI, na vida adulta de sua prole. Salienta-se que houve incremento na Rl e
insulinemia na prole adulta em decorréncia do aumento do numero de foco de
infeccdo endodbntica materna.

Os mecanismos moleculares pelos quais a inflamacao bucal materna pode
causar Rl na prole ainda ndo sao totalmente compreendidos. No entanto, com base
em nossos achados, é possivel afirmar que o aumento na concentracdo plasmatica
de TNF-a (PLP1 e PLP4) e ativacdo de via inflamatdria (somente para o grupo
PLP4) possam estar envolvidos na Rl em ratos adultos, proles de ratas com LP. Isso
reforca a importancia que a manutencéo da saude bucal materna tem sobre a saude

geral da prole.
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Abstract

Tsosura TVS, Chiba FY, Mattera MSLC, Pereira RF,
Cintra LTA, Conti LC, dos Santos RM, Mateus JHP,
Garbin CAS, Sumida DH. Mstemal apical paricdontits is
associsted  with insulin  resismnce  in adult  offspring

International Endodonte Journal

Aim To investigate the plasma concentrations of gla-
cose, nsulin and tumour necrosk factor-a (TRNF-4) of
rats with maternal apwal periodontitis (AP) and to
explore the effect of maternal inflammation on the
initial steps of insulin signalling and the intlammatory
pathway in the gastromemius musce (GM) and
prigpididy mal white adipose dssue (pWAT) of adult
ofspring.

Methodology Filteen female Wistar rats were dis-
tributed Into & contral group (CN), a group with 1
tonth with AP (1AP) and & group with 4 teeth with
AP (4AP). Thirty days following induction of AP,
female rats rom all groups were mated with healthy
male ras. When male ofspring reached 75 days of
age. plasma concenirations of glucose, insulin and
TNF-a2 were quaniilied. Insulin resistance was evalu-
ated by the hompenstasis model assessment of msulin
resistance (HOMA-IR) index. Phosphorylation status
of ppl85 tyrosine. insulin receptor substrate 1 (IRS-1)

seringe, IKB kinase o/ (TKK«'B) and o Jun N-terminal
kinase (INK) in the GM and pWAT were measured by
Western blot. Analysis of variance was performed. ol
lowed by the Tukey's post hae test. P values <0.05
were considerad to be statistically significant.
Results Maternal AP promoted msulin redstance.
impairad the inkial steps of insulin signalling . signifi-
cantly Increased plasma concentrations of nsulin
(P< 0001) and TNFa (P< 0.05. and enhanced
KK/} phosphorylation in the GM and pWAT
(P < 0M03) of aduk offspring. However, maternal AP
did not affoct fasting glycacmia and [NK phosphoryla-
tion in the GM and pWAT of adult offspring.
Conclusions Matornal AP was associated with
insulin resistance in adult ofEpring through aler-
atlons in insulin signalling and inflammation path-
ways The study provides information on the impac
of maternal AP on the development of metabolic
alterations such as insulin resistance in adult ofF
spring and ranforces the importance of preventing
maternal AP in order to maintain the goneral health
of offspring.

Keywords: apical pariodontitis. foetal deveopment.
inflammation, insulin resistance.
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Introduction

The lbetal programming phenomenon sugpgests that
adverse stimull applied during carly foctal develop-
mont can result in physiological and metabolic
changes in offspring, thereby mncreasing the risk of
discases in adulthood (Hocher 2014
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Moo mal inflamman on and oot programming  Taomura et al.

Oral inflammation due to bacwerial infaions is a
source of bacterla and inflammatory mediators that
can eventually spread systemically through the blood-
stream and reach the foetoplacental unit (Ren & Du
2017). Indeed, Ercan et al (2013) detected the pres-
ence of periodontal pathogens in the amniotic fluid and
subgingival plaque samples of pregnant women with
generalized periodontitis. Studies have shown the asso-
dation amongst maternal periodontal disease (PD) and
low birthwaght (Mattera et al 2016). preterm birth
and Intrautenine growth restriction (Skqueira et al.
2007). However, there is a shortage of studics that
investigate the relationship between maternal apical
periodontitis (AP) and health of offpring.

Bain et al (2013) demonstmted that rat pups born
from mothers with AP had signfficantly higher con-
centrations of tumour nearosis factor-a (TNF-a) in
brain tssues as compared with those born fom
healthy mothers. Ekvated TNF-1 concentmtion s
assoclated with insulin resistance (TR) (Plomgaard
et a. 2005). TNF-a can activate inflammatory path-
way proteins such as TkB kinase (IKK) and ¢Jun N-
terminal kinase (JNK). which promote insulin receptor
substrate 1 (IRS-1) serine phosphorylation (Johnson &
Olefky 2013), thus leading to insulin signalling (IS)
attenuation (Aguirre e al. 2002).

Insulin receptor substrates 1 and 2 (colkectively
known as ppl85 proteins) play a critical role n IS
transduction (Shaw 2011) and glicose uptake in
skelketal muscles and adiposxe tissues (Thirone er al.
2006). Shirakashi et al (2013) reported that adult
ofspring of rats with PI) demonstrate IR and impair-
ment in the initlal steps of IS in the gastromemuus
muscle (GM) and the periepididymal white adipose tis-
sue (pPWAT). This suggested that localized oral inflam-
mation during the gestational peoriod can  Induce
significant alterations in the IS pathway in adult of-
spring. Therefore, it was hypothesized that masternal
AP is able to promote IR i adult ofspring. To this
end, glucose, insulln and TNF-x plasma concentra-
tions were analysed. as well as IR, the initial steps of
IS. and the milammatory pathways rdated to mhibi-
tion of IS transduction in the GM and pWAT of adult
ofpring of rats with AP,

Materials and methods

Animals

This study followed the Ethical Prinaples and Guiddi-
nes for Animal Fxperimentation and was approved by

internatanal Endodon T Jo um &

the local ethics committee of Sao Paulo State Univer-
sty (INESP), School of Dentistry, Aracatuba. Brazi
(protocol number 2017-00157). Wistar albino mats
were kept on a 12-h lighvdark cyck (lights on at
07:00) at 23 = 2 °C: food (Presence, Paulinia. Sao
Paulo. SP. Brazil), and water was avallable ad fhxum.

Experimental design

Two-month-okd female Wistar rats were distributed
into three groups of five animals each: the control
group (CN). the group with a single AP (1AP) and
the group with 4 AP (4AP). Animak in the 1AP and
+AP groups were anacsthatmed by admmnistering an
intramuscular injpction containng ketamine (80 mg
kg=': Dopaken, Sespo Ind ¢ Com lLida, Sko Paulo, SP,
Brazil) and xylazine (10 mg kg™': Anasedan, Sespo
Ind ¢ Com Ltda). To Induce AP, the pulps of the first
right maxilary molar (1AP). the first and sccond
right maxllary, and the mandibular molars (4AP)
were exposed 1o the oral environment through the
occdusal surface using a surgical round bur measur-
ing 0.1 mm in diameter (Broca LN Long Neck. Donts-
ply Ind ¢ Com Lida, Petropolis, R]. Brazil). Thirty days
later, emak rats from all groups were mated with
healthy male rats. Afier confirming pregnancy. Emak
rats were housed individually.

A total of 63 (29 males). 59 (30 males) and 62
(27 malkes) rat pups were born from the five pregnant
rats of the CN, 1AP and 4AP groups, respeatively. On
the day of delivery. the number of pups fom ON,
1AP and 4AP groups was matchod so that each
mother had equivalent numbers. After weaning, only
the make pups were kept for funther analysis.

Mak pups were distributed into three groups of 16
animals cach: offspring of the CN rats (CN-0), off-
spring of 1AP rats (1AP-0) and offspring of 4AP mts
(4#AP-0), The body welghts of ofspring were measured
once weekly from birth until 75 days of age. Food
intake was evaluated weekly from weaning untd
75 days of age. All experiments were performed once
the offspring reached 75 days of age.

Animals were fasted for 12 h prior to experimenta-
tion and anaesthetized with sodium thiopental
(50 mg kg~'. intraperitoneal: Thiopentax, Cristaba,
Itapira, SP, Brazil).

A median laparotomy was perfarmed tn 10 animals
from each group. and blood samples were taken via
inferior vena cava punctures. Plasma was prepared
by centrifuging the blood at 3000 g for 15 min at
4°C and was stored In aliquots at —80 °C for
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glicose, msulin and TNF-a guantification. The left
GM., pWAT and retroperitoneal white adipose tissue
(rWAT) were removed from all animals to assess the
absolute and relative weight of these tissues. Follow-
ing this, animals were cuthanized by sodium thiopen-
tal overdose.

The remaining animals (n = 6/group) were used to
evaluate the initial steps of IS and the Inflammatory
pathway protans in GM and pWAT via Western blot,

Glycaemia. insulinemia, HOMA-R index and
plasma concentration of TNF- in offspring

Glycaomia was measured by the ghicose oxidase
method (Enzymatic glucose, ANALISA Diagndstica,
Belo Horlzonte, MG. Brazil), Plasma concentrations of
insuln and TNF-x were quantificd by enzyme-linkoed
immunosorbent assay using specific commercial kits
(Insulin: Sensitive Rat Insulin, Millipore. St Charles,
MO. USA: TNF-x: Invitrogen Corporation, Camarilio,
CA, USA); assays were performed as per manufac-
turer's reccommended protocols. R was evaluated by
the homocostasis model assessment of msulin rests-
tance {HOMA-IR) mdex, which was calculated accord-
ing to the followmng formula: HOMA-IR = faging
glycaemia (mmol L") x fasting insubinemia (ul7
mL™'1/22.5 (Bonora et al. 2000).

Western blot analysis in offspring

Six animals from ecach group were anacsthetizod
bofore median laparotomy was performed 10 remove
the GM and pWAT hdore and after ntravenous (por-
tal vemn) admmistration of 151U regular msulin
(Humulin, Fi Lilly and Company. Indianapolis, IN,
1ISA) at variable times (90 s for the GM and 120 s
for the pWAT). Tissuc samples were prepared accord-
ing to methods described by Carvalho et @l (1996)
and were subjected to Western blot for quantification
of (1) ppl85 tyresine phosphorylation using the
antiphosphotyresine antibody. (1) IRS-1 serine phos-
phorylation using the antiphosphoserine TRS-1 307
antibody, (1) IRS-1 content using ant+-IRS1 and (iv)
TKK2/p and INK phosphorylation and content using
antibodies against p-IKKo/fl. pJNK. IKK2/f} and INK,
respeativdy. acain served as the loading control. All
primary antbbodies were purchased from Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz. CA, USAL
Immunoreactive hands were detected by autoradio-
graphy using an enhanced chemiluminescence detec-
tion system (ECL Kit. Amersham; GE Healthcare,
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Chalfont St. Glles, UK) according to manufacturer’s
instructions, Quantitative analysk of the blots was
conducted using the Saon Image software (Scion
Image—Relkase Beta 3b: National Institutes of Health,
Frederick, MD, USA).

Histological analysis of the periapical region and
plasma concentration of TNF-x in mother rats

After weaning, mother rats were cuthanizod by
sodium thiopental overdose and blood samples were
collected and the plasma was prepared according to
the procedure describod above and stored in aliquots
at —80 °C for quantification of TNF-a. Subsequently,
maxillary and mandibular molars of rats were Imme-
diatdy dissectad, post-fixed In neutral-buflared forma-
lin for 24 h., and decaldfied i 10%  bufierod
cthylenodiaminatetraacetic  acid  (Sigma-Aldrich, St
Louss, MO, USA) for 3 months. Specimens were pro-
cessed conventionally and embedded in paraflin. The
first molar was sectioned semisenially (thickness:
4 pm) along its bngtudinal axs by a microtome
(RM2155. Laca Miaosystems, BD. Wetzlar, Ger-
many). Tissue sections were stainad with haoma-
toxylin-eosmn, and were analysed by optical
microscopy (DM 4000 B. Laca).

Statistical analyses

Normality of the data st was verffied for all analyses.
Analyss of vanance was performed, followed by the
Tukey's post hac weat. P values < 0.05 were considered
to be statistically significant. Data were expressed as
the mean = SEM, and data analysts was performed
with the GraphPad Pnsm version 60 statistical pro-
gram (GraphPad Software Inc, San Dicgo, CA, USA).

Confirmation of AP induction and plasma TNF-a
concentration in mother rats

In the ON group. the periapical tissue revealed char-
acteristics consistent with a normal aspeat (Fig. lab,
¢). However, nflammatory cell infiltration arcas sur-
rounding the tooth apex can be obsarved in both AP
groups (Fig. 1defg) and dentine resorption  was
observed only in the 4AP group (Fig. Th.i).

Regarding the plasma concentration of TNF-a,
thare was a signicant inarease (P < 0.05) m this
parameter in the 1AP and 4AP groups compared to
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Figure 1 Hislokgc nages of healthy molar [contrd (ON) group] and molar with apical perodontitis |1 apical peradontiti
(TAP) and 4 apical periodontis (4A7) woups], stained with haemutoxylin-esin (odg@nal magnification x1(0). (a-¢) the CN
group: apkeal and pedapical reglons ane free of inlk y nflinute (o @) magnificaton x400). (d-0) the 1 AP group: moder-
ak iflammatbory cell ifiliration in the wea sumrounding the looth pex wis observed (odgmal magniicaion »400). (g4 the
4AP group: praminent presence of inflisnmatory odks dentine rewomlion arcs were olwerved (original magnificaion x400).

the CN group. However. there was no difference significant incrcase (P < 0.001) in body weight from

between the 1AP and 4AP groups (Table 1). the 8th week to the 10th week, as compared with those
n the CN-0 and 1AP-0 groups (Fig. 2a). On the other
hand. there was no difference batween these last two

Budy welsht sul ool lnsske of ofipring groups during the same time penad (Fig. 2a),

There was no difforence in body weight at birth Therr was no difierence in food intake between the

amongst the groups. However, the 4AP-o group had 8 ON-o and the 1AP-o0 groups from weaning untd (third
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week ) the end of experimontal period. However, the
4AP-0 group had greater food intake in the 8th wesk
(P < 0.01) as comparad with that in the CN-o and
1AP-o groups, as well as in the 9th week (P < 0,001)
as compared with that m the CN-o goup (Fig, 2b),

Table 1 Plasna comcentmiion of TNF-a of mother mis

Paramatar CN AP LAP

TNFapgml™") £39 =023 667 +032 &M+ s

P 005 CN vs. 1AP,

*P 001 CN va. 44P.

Values are prosontod as the mean + SEM (n ~ § animals per
group).

1AF. group with a single AP; 3AP, group with four AP: CN,
control group: THF 2 tumcur necrosis factor alpha.

0123456780910
Time points (weeks)

Tisue weight of offspring
There was no diference in the pWAT and rWAT
welghts between the CN-o and the 1AP-0 gmups,
Howewver. the 4AP-0 group had increased (P < 0.05)
weights of these tissues in relation to CN-o group.
There was no difference in this parameter batween
the 1AP-0 and 4AP-0 groups (Tahle 2).

Regarding (M. there was no diference in wdaght
amongst the groups,

Glycemia, nsulinemia, HOMA-R index and
TNF-a plasma concentration of offspring

There was no diference in fasting glycarmia amongst
the groups. However, ther was a significant inorease

(b) 160 - CN-o
_ -+ 1AP-0
B +4APo - ¥
i 100
1
w
0 T T v r T T
3 4 5 6 7 B 9 10
Time points (weeks)
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Figure 2 (a) Body welght of the offpring of conimd ras ((N~o), rals with 1 apical periodontits {1TAP-o) and rals with 4 apical
periodontits (4A P, amenad weskly from beth wail 75 daysof sge (b) Food Inlske of (N0, LAP ansd 44 P-0 groups. ssesed
weekly [man weaning fthird week) wull the end of the experimenl. Values sre prseted ss mean & SIM (n = 16 animals per
groupl. **P < (L01 4AP-0 w.CN-o and 1TAF-0: ***P < (LO01 4AP-0 v (Neo and 1TAP-0:®P < L0011 CN-o . 4AI -0

Table 2 Alwalule and relative weighis of the perdepididyiml and retroperitonesl while sdipose Usees and gasimoomemiss ms-
cle of oflipring

Tizsums N 1APo AP o
PWAT g i +an 493 +033 &1 + 039"
PWAT g 100 g~ of body waght Q9 + 047 122+ 008 112 + 000t
AAT g A5 + Qa2 429 +4aM L+ 080"
WAT g 100 g~" of body weight 080 + 008 117 + 0.08 132+ 0.12°
GM g i# + 006 198 + 0.08 206 + 0.2
GM g 100 g~" of body weght s =00 051 =00 a8 =00

P 008 CNo va 4AP-0.

*P= 001 CNovs. 8APo.

Values are presenied as the maan + SEM [n = 10 animals par group).

1APa, one apical periodontitis offspring: 8AP-o, four spical pariodontitis offepring: CN o, control group offspring: GM. gastroons
mius muscle; PWAT, penapididymal white adipose tissua; AWAT, rowoporioneal white adipose tssue
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(P < 0.001) in fasting nsulinemia and HOMA-IR val-
ues in the 1AP0 and 4AP-0 gmups as compared
with that in the (N group (P < 0.001), Further-
more, there was a significant difference (P < 0.001)
betwoen the 1AP-0 and 4AP-0 groups | Table 3).

There was & significant increase in plasma conoen-
rations of TNF-a in the 1AP-0 (P < 0.05) and 4AP-0
(P<0.01) groups in relation to that in the (N
group: however, no difference was observad between
the 1AP-0 and 4AP-0 groups (Table 3).

Pp 185 tyrosine and IRS-1 serine phosphory lation
stutus in the GM and pWAT of offspring

Following insulin stimulation, there was a significant
increase (P < 005) in ppl85 tyrasine phosphoryla-
ton in all groups and tissues; ppl85 tyrosine phos-
phorylation was lower in both M and pWAT of
1AP0 and 4AP-0 as compared with that in CN-0; no
differonce was observed betwoen the 1AP-0 and the
4AP-0 groups (Fig. Ihe)

After insulin stimulation, higher TRS-1 serine phos-
phorylation was observed in pWAT tissue of the 4AP-
o group as compared with these in CN-o0 (P < 0.05)
and 1AP-o0 (P < 0,01) groups, However, no difference
wias observed between N and 1APo  groups
(Fig. 30.

In the GM, no difference in IRS-1 wcrine phosphory-
lation was detecded amongst the groups following
insulin stimulation (Fig. JcL

IKKa/p and [NK phosphorylation status in the GM
and pWAT of offspring

Greater (P = 0.05) KK« phosphorylation in the
4AP-0 group was observed as compared with that in

the CN-o group in both tissucs. However, no differ-
ences were observed baween the (N« and 1APo

Table 3 Glvearmia, insulinemia, HOMA-R index and plasma

groups, and betwoen the 1AP-o0 and 4AP-0 groups
{Fig. 4b.cl.

There was no diffeence in JNK phosphorylation
amongst the groups in both tissues (Fig. 4c .

Discussion

The present study revealad that maternal AP in a sin-
gle tooth or in four leah promoted TR, impaired the
mital steps of IS in (M and pWAT and led to
ncreasod plasma concentration of TNF-a of adult off-
spring. However, only matermal AP in four tecth
induced increased TRS-1 serine phosphorylation in the
PWAT. and IKK«/p phosphorylation in the GM and
PWAT in adult offspring.

The resulis revealed that there was an increase in
the plasma concentration of TNF-a in the 1AP and
4AP groups compared to the CN group. However,
there was no difference batween the 1AP and 4AP
groups. This increase in the plasma concentration of
pro-inflammatory  cytokings in the group of mother
rats with AP, also venfied in the study by Bain et al
(2009), provides evidence of the influence of the peri-
apical inflammatory process on a systemic levd. It
has been proposed that adverse stmull  during
mtrauterine life may resull in developmental adapta-
tions. leading to changes in offspring metabolism,
which in turn kads to an increased risk of discase in
adulthood. Tt is suggesied that the epigenctic regula-
tion of gene expression patterns plays a crudal rok in
programming  adult disease development (Chen &
Zhang 2011),

In the present study. although low brthweight was
not oberved in the 1AP-0 and 4AP-0 groups, these
animals developed TR in adulthood. There was a sig-
nificant increase n body weight from 8 weeks of age
onwards in the 4AP-0 group as compared with those
in the CN-0 and 1AP-0 groups. It is suggested that

concenlralion of TNF-a of ofkpring

Parameimrs CNao 1AP o 48P0

Ghycsomia (mmol L= TAT+ 028 TAT + 0.8 8.00 +0.25
Insulnamia sl mL™" 1695 + 2564 3208 + 2.8 6106 + 068
HO M IR S2e+0m8 1129 + 09 2280 = 05"
THF a (pg mL™") A6 = 032 49493 =+ 0.30° 1068 = 0817

"P<0.001 CNo va 1AP-o.

®P< 0001 4APo v, CNo and 1AP-o
‘P 006 CNove 1APa.

P 001 CNo ve. 4AP-0.

1AP.a 1 apxal pernodontitis offspring: 2APo: & apxcal pencdontitis offspring: CNo: control group offsprng: HOMAIR:
homososasis model assessment of insulin resistance: THF-a: tumow necrosis facior alpha.
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Figure 3 Evaluation of ppl K5 lyrusine (pTwr) and insulin receplor substrate 1 (IRS-1) serine (p-Ser307) phosphorylation status

before (=) and afler
timue of control (ON-o). 1T apical periade

Irsudin stimulation. and IRS-1 conlent in the galrocnemius muscle and perfepididvmal white adipose
sitis (1AP-0) and 4 apicd perindontits (4 AP-0) ofgring groups. (a and d) Typicad

autorsdiogaphy: equal amounts of prolein (185 ug) were subjeciad 0 sadivm dodecybulfste polyacrylenide gel clectrophore

by, Practin was usex as the contral. The vidues of pp18 S tyrovine (b and ¢ ) and IRS-1 serine (¢ and ) phasphory lation status (ex

prewed in arbiimary unils) are presented @5 mean SEM. n =6 animals per group. *F < 0.05 imsulin (=) va. insulin (¢
*op < 001 insulin (=) va insulin (4); **°P < 0001 insulin vx insulin (+); *P < 0,001 CNo () va. 1AP-0 (+) and 4AP-0
AP < 005 ON0 () W, TAP0 () md 4AP0 (41 *P < Q.05 (N-o (1) v 4AP-0 (+ £ TP < Q01 1AP©0 (+)va, 4AP0

the Increase In bood Intake obsarved in the 4APo
group could have induced the accumulation of vis-
ceral adiposity, indkated by the increase in the
weight of pWAT and rWAT., contributing to the
increases in body wetght in this group

In studics by Nilsson et ad. (2001), Wei et al (2007)
and Gao et al_ (2014), pregnant mts were subjected to
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Intraperitoneal injection of lipopolysaccharides, a bac-
terlal endotoxin, It was observed that ofispring of these
animals had Inareased body weaight, viceral adiposity,
and food Intake. and decreased glucose tolerance in
adulthood. These observations suggoested that the pre-
natal period can be important for development of obe
sity and IR in adulthood (Nilsson et ol 2001).
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Figure 4 Pvalustion of IKKa/B and INK phosphorylation status in the gastrocnemius muscle and perfepididymal white adipose
thsues of control (CN-0), 1 apical periodontitis {1 AP-0) and 4 apica periodontitis (4AP-0) ofpring groups. (2 and d) Typical
muloradiography: equal amounts of prolein (185 pg) were subjected 1o sodium dodecybulfate polyacrylamide gl electrophore
sis IKKa/f and tolal INK were used as control. Values of IKKa/f (b and ¢) and INK (¢ and 1) phospharylation status (ex

rossed in arbitmury unils) are presented & me

The results revealed inareased fasting insulinemia
and HOMA-IR index in the 1AP-0 and 4AP-o groups
as compamd with that in the CN-o group, which sug-
gested that rats with AP yidd IR offspring. It was
noted that the akerations observed in the 1AP0 and
4AP-0 groups became more prominent with increased
number of teeth with maternal AP. On the other
hand, there was no difference in fasting glycaemia
amongst the groups, which may be due to a compen-
satory Increase In pancreatic flcell Insulin secretion
for maintenance of euglycemia In the 1AP-0 and
4AP-0 groups It should be noted that continuous IR
leads to fcell exhaustion and deareased msulin seare-
tion, which ultimately results in hyperglycacmia and
development of type 2 diabetes mellitus (Kumar et al
2013

Moo naSionsd Endadontic Joum s

an 4+ SEM. n = 6 mnimals per group *F < 0,05 ONo va 4AP-@

In order to investigate the mechanisms Involved In
IR in adult offspring of rats with AP, the initial steps
of IS in the GM and pWAT were analysed. The results
indicated a decrease in ppi8S tyrosne phosphoryla-
tion following msulin stimulation in the 1AP-o and
4AP-0 groups when compared with that in the CN-o
group. Similar results were observed by Shirakashi
etal. (2013), who conducted & study in a maternal
PD experimental modd, It was found that adult off-
spring of these rats exhibit reduction n ppl85 tyro-
sine phospharylation after insulin stimulation in the
CM and pWAT. Shirakashi et al. (201 3) demonstrated
that the decrease in IS was associated with inareased
plasma concentration of TNF-a,

Flevated TNF-x concentrations have been impli-
cated in the development of TR (Plomgaard et al
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2005). Indeed. neutralization of TNF-x with a soluble
TNF-a receptor IgG protein (TNF-a neutralizing agent)
results | improved insulin sensitivity i obese dia-
betic rodents (Hotamishigil & Spiegelman 1994).

In the present study, an increase in the plasma
concentration of TNF-a was observed in the 1APo
and 4AP-o groups as comparad with that in the CNo
group. Zhang et al 12008) demonstrated that TNF-x,
through KK, can activate S6K1 (p70S6K), which
promotes [RS-1 phosphorvlation in multipk serine
residues. In this gudy, only the 4AP-o group had an
increase in IRS-1 serine phosphorylation in the pWAT
and IKK2/f phosphaorylation in the CM and pWAT as
compared with CN-o group. This can be a conse
quence of increased visceral adipostty in the 4APo
group. Indeed. Zhang et al. (2008) reported chkvated
IRS-1 serine phesphorylation in adipose tissue from
obese mice. Adipokines and other malecules secreted
by visceral adipose tissue can play an important role
in the devdopment of IR (Papactis et af. 2015). How-
ever, In thts study, there was no change in TRS-1 ser-
ine phosphorylation amongst the groups in the GM,
Thus. 1t s suggested that other protens are involved
in the reduction of the IS in GM of 1AP-0 and 4APo
groups, such as suppressor of cytokine signalling 1
and 3-SOCS-1 and SOCS-3 (Ucki et al. 2004) and
protemn tyrosine phosphatase 1B-PTRIB (Egawa et af.
2001).

Studics demonstrated that [ kappa B kinase (IKK)
complex once activated can phosphorylate the inhibi-
tors of kB (IkB) to induce its degradation by the pro-
teasome. This allows for translcation of nudear
factor kappa B INF-kB) from the cytoplasm to the
nucleus of the cdl (Tak & Firestein 2001, Isracl
2010), which induces expression of TNF-a (Tak &
Firesten 2001} Thus, it is possible to sugpest that
the pronounced increase in plasma concentration of
TNF-a observed in the 4AP-0 group was assoclated
with increased IKK2/} phosphorylation.

There was no diference in INK phasphorylation
amongst the groups, Tang et a. (2001) has shown
that KK negatively modulates INK activity. most
likely through mduction of NF-kB target genes that
encode protans such as X<chromosomelinked inhib-
tor of apoptosts—XIAP, which interferes with TNF-»
mediated INK activation. These findings revealed that
the NF-kB and INK signalling pathways are function-
ally interconnected, and that these signalling path-
ways interact in a complex network at several levels:
activation of one pathway often depends on Inactiva-
tion of another pathway, which suggested that cdls

© 2019 Interrational E ndodo nic Journasl Pubiia hed by John Wiky & Som Lid

are capable of directing TNF-a-induced signals
towards the appropriate response (Schwabe & Brenner
2006). These data may be the reason that no differ-
ence in JNK phosphorylation was found. as the IKK
signallng pathway overrode the JNK signalling
pathway.

The results demonstratod that maternal AP is asso-
ciated wath an increase in the plasma concentration
of TNF-a in their aduk ofispring, akhough these off
spring were not directly exposed to an inflammatory
process, Pro-nflammatory cytokines. such as TNF-x,
can activate mflammatory signalling pathways that
attenuate the Insulin signal (Joh & Oldsky
2013). contributing to the devdopment of IR. The
molecular mechanisms by which maternal oral
inflammation ¢an cause IR in the ofspring are not
yet fully understood. However, hased on the present
findings, it Is possible that activation of Inflammatory
signalling pathways may be involved i IR in aduk
offspring of rats with AP. In additton, studies have
shown that epigenetic modtications of the key genes
invalved in the insulin signalling pathway in skeletal
musde could result in the development of IR in aduk
rats subjected to overnutntion during the suckling
period (L et al 2013), Epigenetk mechantsms pro-
vide the means of regulating gene transcription that
allow the betus to adapt to a variety of conditions,
Although this prepares the foctus for optimal short-
term survival, it also has the potential to compromise
later aspeas of metabolic health (Joss-Moore er al.
2010). In this context, more studies are neaded 1o
investigate the molocular mechanisms involved in the
assocation between maternal AP and IR in adul
offspring.

Although studies have shown an ncrease in TNF-a
serum concentration in parturient women with PD
and pr ture lab compared with parturient
women controls (H-Gharib er al. 2010, it & still too
carly to extmpolate the present findings 1o humans,
since the literature Is scarce i relation to studies that
Iinvestigated the eflects of maternal AP on ofspring
health, therefore this suggests the need for more stud-
tes, particularly in humans.,

Considering the systemi effect of inflammatory
mediators and the complexity of Inflammatory sig-
nalling, it should be emphasteed that impaiment in
the insubn signal transduction pathway, IR and
increase In plasma TNF-x concentration observed in
adult ofspring may not be the only metabolic abnor-
malities associated with maternal AP, sinee studics
have revealed the assodation amongst inflammation
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and other systemic disorders, such as cardiovascular
discase (libby 2006). type 2 diabetes (Calle & Fernan-
dez 2012), Akheimer's discase and Parkinson's dis-
case (Alam et al 2016).

Conclusion

Matemal AP was assoctated with alterations in the
development of adult offspring. These changes, includ-
ing the IR, [RS-1 senne phosphorylation and IKKa/fi
phosphorylation, were more pronounced when there
was an Inaease in the number of (maternal) teeth
with AP. Alterations in this group (#AP-0) may have
been aggravated by increased weight and accumula-
tion of visceral adiposity. Therdfore, it & important to
rainforce the importance of preventing maternal AP
in order to maintain the general health of offspring.
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