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Influéncia da obesidade e periodontite materna sobre a perda dssea alveolar da

prole feminina de ratos

RESUMO

A programacdo fetal ou metabdlica prop6e que o ambiente intrauterino ou o periodo da infancia
pode modular o controle fisiologico e a homeostase, aumentando a suscetibilidade a doengas
cronicas ao longo da vida. Os mecanismos epigenéticos ligados a essa associacdo estdo
envolvidos na programacéo do desenvolvimento, no contexto das Origens Desenvolvimentistas
da Saude e Doenca (DOHaD). Dentre essas doencas temos a obesidade, que é um problema de
salde publica mundial e um fator de risco para diversas doencas, dentre elas, a doenca
periodontal. O objetivo deste estudo é avaliar os tecidos periodontais da prole feminina de maes
obesas submetidas a periodontite experimental. Para tanto, vinte filhotes fémeas de ratos Wistar
foram selecionadas, metade dos filhotes recebeu durante os cinco primeiros dias de vida
injecBes subcutaneas na regido cervical de 4g/Kg/dia de glutamato monossadico (grupo MSG,
n=10) e a outra metade recebeu injecdes de solucéo salina hiperosmotica, 1,25g/Kg/dia (grupo
CTL, n=10). Aos 70 dias de vida, ambos os grupos foram subdivididos em dois (n=5) de acordo
com a inducdo da doenga periodontal experimental por ligadura: controle com ligadura (CTL-
CL), controle sem ligadura (CTL-SL), MSG com ligadura (MSG-CL) e MSG sem ligadura
(MSG-SL). Sete dias ap6s a inducédo da doenca periodontal foram realizados os cruzamentos
das ratas CTLs e MSGs com ratos machos controles (1 macho para 2 fémeas). Ap6s o desmame
da prole, as maes foram pesadas e eutanasiadas. A prole (12 geracdo — F1) foi entdo denominada
conforme o tratamento dado as mées: CTL-CL-F1, CTL-SL-F1-, MSG-CL-F1 e MSG-SL-F1
(todos n=12). Aos 70 dias de vida, 6 animais de cada grupo da prole feminina foram submetidos
a ligadura. Ao final do periodo experimental (100 dias), todos os animais foram pesados e
eutanasiados. As mandibulas foram retiradas, fixadas em formaldeido a 10% por 24h,
descalcificadas e processadas para técnicas histologicas e radioldgicas. Os filhotes de maes
controles com periodontite (CTL-CL-F1-CL, CTL-CL-F1-SL) apresentaram aumento
significativo do peso corporal e do indice Lee quando comparados com o grupo CTL-SL-F1-
SL. Na prole de mées obesas sem doenca periodontal (MSG-SL-F1-SL) foi observado maior
peso corporal e indice de Lee quando comparados com os filhotes de mées controle sem doenca
periodontal (CTL-SL-F1-SL). Na histomorfometria dos tecidos gengivais, o grupo MSG-CL-
F1-CL apresentou processo inflamatoério potencializado no periodonto de protecdo em relagdo
ao grupo CTL-CL-F1-CL. Radiograficamente, observou-se que filhotes do grupo MSG-CL-F1-
CL apresentaram menor perda 6ssea alveolar quando comparados com 0s animais dos grupos
MSG-SL-F1-CL ou com o grupo CTL-CL-F1-CL. Os grupos obesos MSG-CL-F1-CL, MSG-
CL-F1-SL e MSG-SL-F1-CL apresentaram aumento significativo de ostedcitos e osteoblastos
gquando comparados com grupos CTL-CL-F1-CL, CTL-CL-F1-SL e CTL-SL-F1-CL. Ainda,
verificamos que independente da ligadura na prole, os filhotes de mées obesas apresentaram
menores areas de reabsor¢do radicular. Concluimos que a obesidade e a periodontite materna
aumentam a adiposidade e alteram as espessuras do epitélio gengival e do tecido conjuntivo da
prole feminina. Além disso, a obesidade hipotalamica materna, desempenha funcédo protetora,
diminuindo a perda dssea alveolar, reduzindo a reabsorcéo radicular externa e aumentando a
quantidade de células Gsseas alveolares na prole.

Palavras-chave: Obesidade, doenca periodontal, programacéo fetal, ratos.



Influence of obesity and maternal periodontitis on alveolar bone loss in female

rat offspring

ABSTRACT

Fetal or metabolic programming proposes that the intrauterine environment or the period of
childhood can modulate physiological control and homeostasis, increasing the susceptibility to
chronic diseases throughout life. The epigenetic mechanisms linked to this association are
involved in development programming, in the context of the Developmental Origins of Health
and Disease (DOHaD). Among these diseases we have obesity, which is a worldwide public
health problem and a risk factor for several diseases, including periodontal disease. The
objective of this study is to evaluate the periodontal tissues of the female offspring of obese
mothers submitted to experimental periodontitis. For that, twenty female pups of Wistar rats
were selected, half of the pups received during the first five days of life subcutaneous injections
in the cervical region of 49 / Kg / day of monosodium glutamate (MSG group, n = 10) and the
other half received hyperosmotic saline injections, 1.25¢g / kg / day (CTL group, n = 10). At 70
days of life, both groups were subdivided into two (n = 5) according to the induction of
experimental periodontal disease by ligation: control with ligation (CTL-CL), control without
ligation (CTL-SL), MSG with ligation (MSG-CL) and MSG without ligation (MSG-SL). Seven
days after induction of periodontal disease, CTLs and MSGs were crossed with male control
rats (1 male to 2 females). After weaning offspring, the mothers were weighed and euthanized.
The offspring (1st generation - F1) were then named according to the treatment given to the
mothers: CTL-CL-F1, CTL-SL-F1-, MSG-CL-F1 and MSG-SL-F1 (all n = 12). At 70 days of
age, 6 animals from each group of female offspring were submitted to ligation. At the end of
the experimental period (100 days), all animals were weighed and euthanized. The jaws were
removed, fixed in 10% formaldehyde for 24 hours, decalcified and processed for histological
and radiological techniques. The offspring of control mothers with periodontitis (CTL-CL-F1-
CL, CTL-CL-F1-SL) showed a significant increase in body weight and the Lee index when
compared with the CTL-SL-F1-SL group. In the offspring of obese mothers without periodontal
disease (MSG-SL-F1-SL), higher body weight and Lee's index were observed when compared
to the offspring of control mothers without periodontal disease (CTL-SL-F1-SL). In the
histomorphometry of gingival tissues, the MSG-CL-F1-CL group showed an inflammatory
process potentiated in the protection periodontium in relation to the CTL-CL-F1-CL group.
Radiographically, it was observed that pups in the MSG-CL-F1-CL group had less alveolar
bone loss when compared to animals in the MSG-SL-F1-CL groups or with the CTL-CL-F1-
CL group. The obese groups MSG-CL-F1-CL, MSG-CL-F1-SL and MSG-SL-F1-CL showed
a significant increase in osteocytes and osteoblasts when compared with groups CTL-CL-F1-
CL, CTL-CL-F1 -SL and CTL-SL-F1-CL. Still, we found that regardless of the ligature in the
offspring, the pups of obese mothers had smaller areas of root resorption. We conclude that
maternal obesity and periodontitis increase adiposity and alters the thickness of the gingival
epithelium and connective tissue of female offspring. In addition, maternal hypothalamic
obesity performs a protective role, decreasing alveolar bone loss, reducing external root
resorption and increasing the amount of alveolar bone cells in the offspring.

Keywords: Obesity, periodontal disease, fetal programming, rats.
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1. Introducdo

A programacéo fetal ou programacao metabolica tem sido demonstrada em diversos
estudos, propondo que o ambiente intrauterino ou durante a infancia modula o controle
fisiolbégico e a homeostase, 0 que pode resultar em aumento da suscetibilidade a doencas
crénicas ao longo da vida (LOBATO et al., 2016; MARCINIAK et al., 2017). Desse modo, a
nutricdo e o estilo de vida materno podem influenciar a saide dos filhos na vida adulta
(KOLETZKO et al., 2011; MALHOTRA et al., 2014; CAMPOS e PALANCH, 2017). Os
mecanismos epigenéticos ligados a essa associacdo estdo por trds da programacdo de
desenvolvimento no contexto das Origens Desenvolvimentistas da Saude e Doenga (DOHaD),
termo adotado para indicar uma perspectiva mais ampla do periodo de "origem" que vai além
do periodo pré-natal, e abrange todo o periodo de desenvolvimento (BIANCO-MIOTTO et al.,
2017; SUZUKI, 2017). As pesquisas envolvendo a DOHaD objetivam definir os mecanismos
epigenéticos envolvidos na transferéncia de tragos programados no desenvolvimento para as
geracdes subsequentes, revelando as funcgdes de varios sistemas reguladores, 6rgéaos e tecidos
nesta programacdo (OESTREICH e MOLEY, 2017). Temos assim, forte associacdo entre
obesidade materna e as modifica¢des no crescimento e desenvolvimento fetal, que refletem ao
longo da vida do individuo (AGARWAL et al., 2018).

AlteracOes epigenéticas decorrentes da obesidade materna podem predispor os filhos
a desenvolver doencas metabdlicas na vida adulta, bem como transmitir essa exposicéo
ambiental adversa para as proximas geracoes, contribuindo significativamente para a epidemia
mundial de doencas metabdlicas (HAJJ et al., 2014). Dentre as doencas metabodlicas, a
obesidade vem atingindo taxas alarmantes em adultos e crian¢as em todo 0 mundo, com rapido
crescimento e riscos de mortalidade, sendo um problema de satde publica que desperta cada
vez mais a consciéncia da populacdo (HUANG et al., 2016; AGARWAL et al., 2018). A
obesidade resulta da interacdo de fatores genéticos e ambientais, com prevaléncia de duas a oito
vezes maior em familias que apresentam individuos obesos. A influéncia genética tem papel
fundamental no desenvolvimento da obesidade, podendo ser modificada por fatores ambientais
que aumentam ou diminuem o ganho de peso em individuos suscetiveis (VALLE et al., 2008).
Segundo a Organizagdo Mundial da Salde (OMS) as taxas de obesidade apresentaram
crescimento continuo em adultos e criangas em todo o mundo. Cerca de 13% da populagéo
adulta mundial tem obesidade e entre criancas e adolecentes ela aumentou quase cinco vezes
desde 1975 (OMS, 2016).
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Sabe-se que a obesidade é uma condi¢do metabdlica cronica e fator de risco para
muitas doencas, sendo sua natureza inflamatoria amplamente reconhecida (BEZERRA et al.,
2007; GOODSON et al., 2009). O tecido adiposo esta envolvido com a liberacéo alterada de
diversos fatores inflamatorios, dentre eles o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), que possui
concentragcBes sanguineas elevadas em individuos obesos (NISHIMURA et al., 2003; SUVAN
et al., 2018). A obesidade também é um fator de risco para hipertensdo, dislipidemia, doenca
coronariana, acidente vascular cerebral, aléem de estar associada com a periodontite
(CULLINAN et al., 2009).

Na periodontite ocorre um processo inflamatdrio em resposta a antigenos bacterianos
presentes devido ao acumulo de placa e essa inducdo do infiltrado inicial de células
inflamatorias resulta na ativacdo dos macrofagos para sintese e secrecdo de citocinas, TNF-a,
prostaglandinas e enzimas hidroliticas, o que geralmente culmina na perda Gssea alveolar
(ALVES et al., 2007; SANTOS et al., 2014).

Estudos sugerem que a obesidade e a doenca periodontal podem estar associadas, uma
vez que o sobrepeso torna o individuo mais suscetivel a periodontite, devido a maior quantidade
de mediadores (MOURA-GREC et al., 2014). De acordo com MACHADO et al. (2011)
individuos obesos podem apresentar maior chance de destrui¢éo tecidual na doenca periodontal,
devido a altera¢es na imunidade do hospedeiro bem como as altas concentragdes de lipidios
que auxiliam na exacerbacdo da resposta inflamatéria. Além disso, SUVAN et al. (2011)
sugerem que individuos obesos possuem inflamacdo local exacerbada e uma possivel
microflora periodontal alterada.

Frente ao exposto, estudos devem ser desenvolvidos para auxiliar na compreensdo da
programacao fetal, uma vez que a satde dos pais pode influenciar o estado de satde dos filhos
na vida adulta, quando ha exposicéo a patologias no ambiente intrauterino, como a obesidade e
a doenca periodontal, durante o periodo de formacdo e crescimento fetal, o que pode trazer

consequéncias a longo prazo para o individuo.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral:
Avaliar os tecidos periodontais da prole feminina de mdes obesas submetidas a
periodontite experimental.

2.2. Objetivos especificos:
Investigar se a obesidade associada com a periodontite materna é capaz de influenciar a
estrutura do tecido periodontal da prole feminina, através dos seguintes parametros:
» Andlise da obesidade nas maes e na prole;
Anédlise radiografica da perda 6ssea alveolar;
Anélise histomorfométrica dos tecidos periodontais;

Analise histomorfométrica do tecido gengival da mandibula;

YV V V V

Quantificacdo celular de osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos da

mandibula.
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3. Revisdo De Literatura

3.1. Programacao fetal e Origens Desenvolvimentistas da Saude e Doenca (DOHaD)

A programacdo fetal ocorre quando o ambiente ideal em que o feto cresce é
interrompido por fatores hostis, especialmente durante periodos criticos de desenvolvimento de
Orgdos essenciais. Uma vez que ocorrem mudancas, o fendtipo se torna permanente e pode
determinar o inicio de futuros problemas de satde. A correlacdo entre estresse intrauterino e
efeitos na prole foi confirmada para doengas como sindromes atopicas, incluindo dermatite e
asma, maior vulnerabilidade a infec¢es, disfuncdo metabdlica, doencas cardiovasculares e
cancer (NERI e EDLOW, 2015; MARCINIAK et al., 2017).

Sabe-se que a programacdo é afetada pelo estado de saude materno e seu
comportamento durante a gravidez através de varios mecanismos, como por exemplo o estresse
oxidativo. Este aumenta a geracao de radicais livres, os quais tém sido associados a diabetes,
inflamacdo pré-natal e eventos hipdxicos. Esta teoria condiz com o conceito de plasticidade do
desenvolvimento, ou seja, a capacidade de um gendtipo originar diferentes estados
morfoldgicos ou fisiologicos em resposta a exposi¢des distintas, cuja adaptacdo é possivel
apenas durante um periodo critico do desenvolvimento, no caso a vida intrauterina para a
maioria dos 6rgdos e sistemas. Com isso, o risco individual da doenca é determinado pela
interacdo de varios fatores, que incluem genes de suscetibilidade a doenca, ambiente
intrauterino adverso, estilo de vida de risco no adulto (dieta, sedentarismo, tabaco) e
envelhecimento (SECO e MATIAS, 2009; WHITEMAN et al., 2017).

Neste cenario, temos o conceito de DOHaD, que esta influenciando muitos campos
de pesquisa uma vez que sua area de estudo tem focado nos mecanismos epigenéticos
envolvidos com a programacéo de desenvolvimento, a qual refere-se a como 0s eventos no
inicio da vida ou durante o desenvolvimento de um determinado érgdo pode programar o
individuo para um risco aumentado a doengas crénicas. Este paradigma provavelmente se aplica
para todas as espécies ao longo das geracOes e estad se tornando importante para melhorar a
salde publica e bem-estar, para que futuramente essas informacgdes epigenéticas possam ser
utilizadas como biomarcadores afim de identificar individuos com risco aumentado a
determinadas doengas de forma que medidas precoces sejam tomadas (BIANCO-MIOTTO et
al., 2017; SUZUKI, 2017).

Com a crescente carga global da obesidade cria-se um novo conjunto de preocupagdes
para o feto em desenvolvimento. Observa-se que a obesidade materna constitui um grave risco

para a saude da mae e do filho, com impacto que aumenta com o grau de obesidade. Isso
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contribui ndo s6 para o desenvolvimento fetal anormal, mas para o aumento da morbidade e
mortalidade neonatal, durante a infancia, adolescéncia e na idade adulta (NOGUEIRA e
CARREIRO, 2013).

3.2. Obesidade materna

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define sobrepeso e obesidade como
acumulo anormal ou excessivo de gordura, que pode prejudicar a saude, e utiliza o indice de
massa corporal (IMC) para classificar sobrepeso e obesidade em adultos. O IMC é definido
como 0 peso da pessoa em quilogramas dividido pelo quadrado da sua altura em metros
(kg/h%my). A obesidade ¢ caracterizada quando o IMC se encontra acima de 30 kg/m? (OMS,
2018). Na gravidez, o IMC ¢ calculado usando o peso pré-gestante ou, se isso for desconhecido,
o0 primeiro peso medido no pré-natal (ANDREASEN et al., 2004).

H& consideraveis comprovacdes de que as complicacdes da obesidade materna se
estendem para além da vida intrauterina e neonatal, chegando a idade adulta, acarretando uma
série de problemas ao longo da vida. A obesidade materna constitui um risco para a obesidade
infantil, independentemente do peso ao nascer, assim como para o surgimento da sindrome
metabolica e doenca cardiovascular (NOGUEIRA e CARREIRO, 2013).

Para pesquisas de associacdes entre estado de saude materna e desenvolvimento de
doencas na prole, modelos de roedores sdo Uteis pois a ordem e 0 momento do desenvolvimento
de drgéos fetais, incluindo o pancreas e o coragéo, se aproximam do desenvolvimento de 6rgaos
humanos (AGARWAL et al., 2018).

Estudos com modelos de obesidade materna em roedores demonstram piores
desfechos na prole em relacdo a resposta para infeccdo bacteriana e autoimunidade
experimentalmente induzida. Nos seres humanos, a obesidade materna também afeta a
maturacdo e desenvolvimento do sistema imunoldgico do neonato, com influéncias adversas na
frequéncia e fungdo das principais celulas imunes inatas e adaptativas, medido no sangue do
cordao umbilical (GODFREY et al., 2016).

A obesidade pode ser induzida em animais por meio de alteracdes neuroendocrinas,
dietéticas ou genéticas. O modelo MSG leva o animal ao desenvolvimento da obesidade na vida
adulta, através do tratamento neonatal com glutamato monossédico (MSG), sem causar
hiperfagia e nem hiperglicemia nos animais (VON DIEMEN et al., 2006; BALBO et al., 2007,
GOMES et al., 2012; MATTIA et al., 2017; COLTRI et al., 2017). Nele, a degeneracdo
hipotalamica aguda se da através da lesdo de células neurais do nucleo arqueado e eminéncia

média do hipotdlamo por altas doses de glutamato monossadico, cruciais para a regulacdo da
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homeostase metabolica, incluindo a acdo e secre¢do da insulina, o que faz aumentar os niveis
de glicose no sangue em jejum, levando a diabetes mellitus do tipo 1l (BAUTISTA et al., 2019).

Neste contexto, uma dessas preocupacbes que se estende para aléem da vida
intrauterina, abrange a inter-relacdo entre obesidade e periodontite, uma vez que o sobrepeso
pode tornar o individuo mais suscetivel a ela devido aos mediadores inflamatorios frente a satide
sisttmica e, ainda, causar uma inflamacdo local exacerbada e uma possivel microflora
periodontal alterada. (SUVAN et al., 2011; MOURA-GREC et al., 2014).

3.3. Doenga periodontal

O periodonto, além de inserir os dentes no tecido 6sseo dos maxilares, mantém a
integridade dos tecidos mastigatorios (gengiva, ligamento periodontal, cemento radicular e 0sso
alveolar) (LINDHE et al., 2005). Este altimo é composto majoritariamente por colageno,
sialoproteinas, osteopoetinas e proteoglicanos (ALVES et al., 2007).

As estruturas de suporte podem ser comprometidas pelo acimulo de biofilme dental que
causa gengivite e periodontite, em decorréncia da resposta do hospedeiro através da formacéo
de um infiltrado de células inflamatérias (ARAUJO e SUKEKAVA, 2007; HASTURK et al.,
2012). Na periodontite (inflamatdria crénica), mais comum em adultos, a resposta inflamatoria
resulta em perda 6ssea alveolar e, de acordo com a gravidade da doenca, na perda dos dentes
(MOURA-GREC et al., 2014). Diferentemente das superficies corpdreas constantemente
renovadas através da descamacao celular, os dentes possibilitam o acimulo de biofilme e,
quando ha perda da homeostase entre a imunidade e microorganismos, juntamente aos fatores
genéticos, hormonais e comportamentais do hospedeiro, a doenca periodontal pode se
desenvolver (LINDHE et al., 2005).

A triade de bactérias anaerébicas Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e
Tannerella forsythia tradicionalmente considerada como fator causal da periodontite com base
em sua viruléncia e forte associagcdo com sitios doentes é hoje substituida por um modelo de
microbiota diversificada, em que 0s danos ao periodonto ndo mais derivam de patégenos
individuais, mas sim de polimicrobianos em sinergia e disbiose, que perturbam o biofilme
ecologicamente balanceado (HAJISHENGALLIS, 2015).

Uma microbiota bucal disbidtica € rica em fatores de viruléncia e adaptada ao ambiente
inflamatério. O habitat predominante das bactérias associadas a periodontite é o sulco gengival,
rico em mediadores imunes e inflamatorios. Na periodontite, a resposta imune do hospedeiro é
desregulada por dois fatores: subvercdo pela comunidade microbiana ou defeitos

imunorregulatorios do hospedeiro, ndo restringindo o crescimento bacteriano e patogenicidade
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da doenca (HAJISHENGALLIS, 2015). Além disso, a eficacia da resposta imune pode ser
reduzida pela estimulacdo da bactéria Porphyromonas gingivalis, favorecendo a proliferacéo
de outras espécies e exacerbando a reposta inflamatdria nos tecidos orais. O lipopolissacarideo
(LPS) encontrado nesta bactéria bloqueia a expressao de E-selectina, uma molécula de adeséo
necessaria para saida eficiente de leucdcitos da corrente sanguinea. Além disso, sua acdo pode
levar a reducdo da atividade indutora de citocinas em mondcitos, bloqueio da capacidade de
resposta de células endoteliais e epiteliais a outras bactérias combinado com a fraca ativacdo de
células mieloides. A auséncia de uma barreira de defesa de leucdécitos eficaz, faz com que o
nimero de bactérias de multiplas espécies aumente significativamente na periodontite
(BAINBRIDGE e DARVEAU, 2001; ANDRADE et al., 2019).

Com respeito a resposta inflamatoria do hospedeiro, a mesma € mediada principalmente
por neutréfilos, mondcitos/macrdgagos e linfocitos T e B e resulta na producdo de mediadores
(citocinas, quimiocinas, enzimas proteoliticas, interleucina-1 beta (IL-1p), interleucina-6 (IL-
6) e TNF-a que promovem a degradacdo tecidual e reabsor¢do dssea (LIRA-JUNIOR e
FIGUEREDO, 2016). Quando avancada, ha perda irreversivel do ligamento periodontal e do
0ss0, com aumento progressivo da formacéo de bolsa (HASAN e PALMER, 2014).

Considerando que doencas inflamatorias sistémicas podem interromper o equilibrio
hospedeiro-microbiota oral, sugeriu-se que a inflamacdo sistémica presente em individuos
obesos afetaria a suscetibilidade a periodontite, dentre outras doencas infecciosas cronicas
(SANTOS et al., 2014; CORREA et al., 2019).

3.4. Doenga periodontal e obesidade

A obesidade, condicdo adquirida de forma mediata por um periodo de acimulo de
comportamentos de risco, é aceita como doenca inflamatdria cronica de baixo grau associada a
disturbios metabdlicos e representa um grande problema de salde publica. O excesso de peso
aumenta o risco de doengas cronicas incluindo diabetes tipo Il, hipertensdo, doencas
cardiovasculares, asma e certas formas de cancer. Pode, ainda, influenciar o inicio e a
progressao da doenca periodontal (CHAFFEE e WESTON, 2010). Além de seus papéis no
armazenamento de energia € como 6rgdo endocrino, o tecido adiposo € cada vez mais
reconhecido como um importante érgdo imunoldgico (GOMES et al., 2012; STOLARCZYK,
2017).

A associagéo entre obesidade e doenca periodontal foi relatada pela primeira vez em
animais por PERLSTEIN e BISSADA (1977), os quais encontraram maior perda 0ssea alveolar

em ratos obesos comparados a ratos ndo obesos submetidos a ligadura como forma de inducgéo
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da periodontite. Ja em humanos, SAITO et al. (1998) indicaram que o padréo de distribuico
de gordura esta associado com agravamento da periodontite, notado pelas bolsas periodontais
profundas (JAGANNATHACHARY e KAMARAJ, 2010; MARTINEZ-HERRERA et al,
2017).

Desde entdo, varios estudos demonstraram a obesidade como fator de risco para
periodontite , devido a uma inflamacéo de baixo grau causada pelo tecido adiposo que gera
significativas alteracGes na condicdo oral (BEZERRA et al., 2007; MOURA-GREC et al.,
2014; NASCIMENTO et al., 2014).

GENCO et al. (2005) demonstraram que O IMC foi positivamente correlacionado
com a gravidade da doenca periodontal e a perda de dssea alveolar. Dados epidemioldgicos
mostram que pacientes obesos e resistentes a insulina apresentam concentracfes plasmaticas
elevadas de marcadores inflamatérios. A grande diversidade de células do tecido adiposo o
torna um 6rgdo imunoldgico capaz de ligar metabolismo e imunidade, secretando grandes
quantidades de TNF-a e IL-6, proporcionais ao IMC (COLTRI et al., 2017; STOLARCZYK,
2017).

A inflamagéo sistémica é gerada por uma série de hormonios e citocinas produzidas
pelo teciso adiposo. O TNF-a (uma das primeiras citocinas pro-inflamatérias induzidas pelos
patdgenos da periodontite) e a IL-6 estimulam a producgédo hepética de reagentes da fase aguda,
como a proteina C-reativa (PCR) e causam alteracBes na resposta imune do hospedeiro,
resultando em maior suscetibilidade a infec¢do bacteriana. O TNF-a, em especial, contribui
para o0 aparecimento da periodontite por estimulo na formacdo de osteoclastos, induzindo
destruicdo 6ssea alveolar e degradacdo do tecido conjuntivo (CULLINAN et al., 2009;
JAGANNATHACHARY e KAMARAJ, 2010; MARTINEZ-HERRERA et al., 2017).
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4. Metodologia

4.1. Delineamento experimental

4.1.1. Célculo amostral

Uma amostra de 20 ratas mdes (n=5/grupo) e 48 filhas (n=6/grupo) foi calculada
considerando as variaveis obesidade e doenca periodontal, com a de 5% e poder de 80%
(GPower 3.1 software, Universidade de Dusseldorf, FAUL et al., 2007 e 2009).

4.1.2. Animais

No delineamento experimental foram utilizadas vinte fémeas de ratos da variedade
Wistar, destas, dez receberam durante os cinco primeiros dias de vida inje¢fes subcutaneas na
regido cervical de 4g/Kg/dia de glutamato monossodico para o desenvolvimento da obesidade
(grupo MSG, n=10), no mesmo periodo, 10 filhotes receberam injecdes de solucdo salina
hiperosmética, 1,25g/Kg/dia (grupo CTL, n=10). Os animais foram mantidos no Biotério
Setorial do Laboratorio de Fisiologia, Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude — CCBS da
mesma Universidade durante o experimento. Elas, foram adaptadas e mantidas em gaiolas
coletivas de polietileno (43x30x15), individualmente ou em duplas, sob condig¢des controladas
de temperatura (22° e 25° C), umidade relativa (proxima de 55%) e fotoperiodo de 12 horas
(periodo de luz 7:00 - 19:00h). Os animais receberam racdo e agua ad libitum. Os
procedimentos experimentais estdo de acordo com os Principios Eticos na Experimentacio
Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foram
aprovados pelo Comité de Etica no uso Animais (CEUA) da UNIOESTE (anexo).

4.1.3. Inducéo da doenca periodontal

Aos 70 dias de vida, 5 animais de cada grupo foram submetidos & doenca periodontal
experimental. Para isso foram anestesiados com injecdo intraperitoneal de Ketamina (75
mg/Kg) e xilazina (15 mg/Kg). Em seguida, os animais foram posicionados em mesa operatoria
apropriada, a qual permitiu a manutencao da abertura bucal dos ratos facilitando o acesso aos
dentes da regido posterior da mandibula. Com o auxilio de uma pin¢ga modificada e de uma
sonda exploradora, foi colocado um fio de algoddo ndmero 40, ao redor do primeiro molar
inferior direito e esquerdo. Esta ligadura atuou como irritante gengival e favoreceu o acimulo
de placa bacteriana (NASSAR et al., 2009). Apos a inducéo da doenca periodontal os animais
foram distribuidos em quatro grupos experimentais: controle com ligadura n=5 (CTL-CL),
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controle sem ligadura n=5 (CTL-SL), MSG com ligadura n=5 (MSG-CL) e MSG sem ligadura
n=5 (MSG-SL).

Sete dias ap6s a inducdo da doenca periodontal foram realizados os cruzamentos das
ratas CTLs e MSGs com ratos controles ndo obesos, na propor¢cdo de um macho para duas
fémeas. Na manha subsequente ao acasalamento foram colhidos lavados vaginais e a presenca

de espermatozoides foi utilizada como fator indicativo de prenhez.

4.1.4. Avaliacao da obesidade e da perda 6ssea alveolar materna

Apos o desmame da prole, as maes foram pesadas e eutanasiadas por decapitacdo. Para
confirmacdo da instalacdo da obesidade materna foi calculado o indice de Lee [raiz clbica do
peso corporal (g)/comprimento naso-anal (cm)], associado a mensuracdo dos depdsitos de
gorduras perigonadal e retroperitonial.

Para verificar o sucesso da inducdo da periodontite experimental as hemimandibulas
esquerdas foram retiradas e radiografadas por um dnico examinador treinado utilizando
aparelho de Raio-x odontologico da marca KaVo — FOCUS, 70 kV/60 mA, com placa de
fosforo do tamanho periapical, tempo de exposicdo de 0,125s e distancia focal de 5 cm. A leitura
da placa foi realizada pela reveladora da marca KaVo — Express e as imagens obtidas analisadas
no programa Image Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics, Rockville, MD — USA). Foram realizadas
trés medidas entre a distancia da crista 6ssea alveolar vestibular até a juncdo cemento-esmalte
do primeiro molar (NASSAR et al., 2009; GIRELLI et al., 2017).

4.1.5. Experimentos com a prole feminina obtida (primeira geracdo — F1) de mdes CTL e
MSG, com e sem doenca periodontal

Aos 21 dias de vida a prole feminina obtida do cruzamento (primeira geracdo — F1) foi
designada conforme o tratamento das mées em: 1) CTL-CL-F1 (n=12), 2) CTL-SL-F1 (n=12),
3) MSG-CL-F1 (n=12) e 4) MSG-SL-F1 (n=12).

Aos 70 dias de vida, 6 animais de cada grupo da prole feminina foram submetidos a
inducdo da doenca periodontal por 30 dias (NASSAR et al., 2009; GIRELLI et al., 2017).



24

MAES PROLE
CTL-CL-F1-C
CTL-CL-F1-SL
CTL-SL-F1-CL
CTL-SL-F1-SL
Inducéo da
doenca CIL-CL CTL-CLF1
period(;ntal i 4si o ‘s
MSG-CL Eutanasia MSG-CLF1 Eutanésia
. ‘ MSG-SL MSG-SLF1 ‘
5 dias 77 dias 70 dias
‘ 70 dias ‘ 120 dias 00 s
Injecdo de Cruzamento Inducio da
MSGe doenca
solugdo salina periodontal

4.2. Coleta do material

Figura 1. Delineamento experimental.

Ao final do periodo experimental (100 dias), todos os animais foram pesados e

eutanasiados por decapitacdo. A mandibula foi retirada, seccionada sagitalmente e separada

em hemimandibula direita e esquerda. Estas foram fixadas em formalina tamponada a 10% por

24 horas, lavadas em agua corrente por 48h e estocadas em alcool 70%.

4.3. Avaliacdo radiografica da perda dssea alveolar da prole

As hemimandibulas esquerdas foram radiografadas por um Unico examinador treinado,

em dois dias alternados, utilizando aparelho de Raio-x odontoldgico da marca KaVo — FOCUS,

70 kV/60 mA, com placa de fésforo do tamanho periapical, tempo de exposicdo de 0,125s e

distancia focal de 5 cm. A leitura da placa foi realizada pela reveladora da marca KaVo —

Express. As mensurac6es da perda 6ssea alveolar seguiram 0os mesmaos critérios citados no item
4.1.4 (NASSAR et al., 2009; GIRELLI et al., 2017).

4.4. Processamento histologico e analise histomorfométrica

As hemimandibulas direitas foram descalcificadas em solucéo de acido descalcificante

(Allkimia®) por 19 horas e estocadas em &lcool 70°. Posteriormente as amostras foram

desidratadas em série crescente de alcoois, diafanizada em xilol e incluidas em Paraplast. Para
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as analises histomorfométricas, foram realizados cortes no plano coronal, sentido de mesial para
distal (antero-posterior), com 5um de espessura, utilizando micrétomo rotativo manual
(Olympus 4060), equipado com navalha de aco. Os cortes obtidos foram desparafinizados com
xilol, hidratados com &gua destilada e submetidos a técnica de coloragdo: hematoxilina-eosina
(HE) para andlise. As sec¢des histoldgicas foram fotografadas no aumento de 100x, em
microscopio Olympus BX60 equipado com camera digital Olympus DP71 e software DP
Controller 3.2.1.276 e analisadas pelo programa Image Pro-Plus 4.1.

Para quantificacdo histoldgica da perda 6ssea alveolar, foi realizada uma medida da
menor distancia entre o &pice da crista dssea alveolar vestibular e a juncdo cemento-esmalte do
primeiro molar inferior direito. As medidas foram repetidas duas vezes por dia, em trés dias
diferentes, e entdo foi feito a média entre os valores (NASSAR et al., 2009; GIRELLI et al.,
2017).

As anélises da area do epitélio gengival e do tecido conjuntivo subjacente foram
realizadas conforme descrito em STEFFENS et al. (2012). Quatro medidas foram realizadas:
altura e largura do epitélio gengival, altura e largura do tecido conjuntivo. O calculo da area foi
realizado multiplicando a altura e largura das respectivas regides. As mensuracdes foram feitas

a partir de pontos morfoldgicos pré-determinados de acordo com a figura 2.

Figura 2. Esquema da gengiva marginal do rato, mostrando os pontos de referéncia usados para as medidas
morfométricas do epitélio oral e tecido conjuntivo. C- Altura do epitélio da crista gengival; E — Largura do epitélio
oral; H - Altura do tecido conjuntivo na regido média; L - Largura do tecido conjuntivo na regido basal.
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4.5. Contagem de células dsseas

A quantificacdo de osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos, foi realizada em cinco
campos microscopicos consecutivos da crista 6ssea alveolar vestibular partindo do ponto mais
alto da crista. Para a observacao foi utilizado microscopio Olympus (aumento de 400X). Foram
feitas duas observacgdes por campo, e entdo, feito a média dos valores para cada animal e para

cada grupo.

4.6. Analise histomorfométrica da reabsorc¢éo radicular externa
Para analise quantitativa da reabsor¢do radicular externa, foram realizadas
fotomicrografias com aumento de 400X e analisadas no programa Image Pro Plus 6.0 (Media
Cybernetics, Rockville, MD — USA), onde foi quantificada a area total de cada reabsorcdo em
micrémetros quadrados (Um?).
Cada medida foi realizada trés vezes para se obter a média de cada um dos valores.
Quando a raiz apresentava mais de uma area de reabsorcdo radicular externa, as areas foram

somadas para se obter a area total de reabsor¢édo por animal.

4.7. Andlise estatistica

Para andlise dos dados foi utilizado o teste estatistico de analise de variancia (ANOVA-
One Way), com pos-teste de Tukey. As diferencas foram consideradas estatisticamente
significativas quando P<0,05. As analises estatisticas e os graficos foram realizados no

programa SigmaPlot versdo 11.0 (Systat Software Inc., San Jose, CA, USA).
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5. Resultados

5.1. Avaliacdo da obesidade e da perda 6ssea alveolar materna

Na analise dos parametros corporais maternos, foi observado que o peso corporal e 0
comprimento naso-anal foram reduzidos nas mées dos grupos MSG-SL e MSG-CL quando
comparados as maes dos grupos controles. Porém, as maes MSGs apresentaram aumento do
indice de Lee e aumento dos depdsitos de gorduras retroperitoneal e perigonadal quando
comparados aos animais dos grupos controles (P<0,05), comprovando a instalagdo da
obesidade decorrente do tratamento neonatal com glutamato monossddico. Na comparacgao
intragrupo, verificamos que a doenca periodontal ndo interferiu na quantidade dos depositos de
gordura (tabela 1).

Na andlise radiografica do osso alveolar das maes, verificamos que houve maior perda
0ssea alveolar nos grupos com doenca periodontal induzida por ligadura (CTL-CL e MSG-CL)
(P<0,05), com maior perda 6ssea alveolar nas médes CTL-CL (P<0,05) (tabela 1).

Tabela 1. Pardmetros corporais e avaliacdo radiografica da perda Ossea alveolar
mandibular das mées dos diferentes grupos experimentais apés o desmame.

PARAMETROS MAE MAE MAE MAE
CTL-SL CTL-CL MSG-SL MSG-CL
Peso (g) 247,25+5,18 256,67+4,72 204,62+5,1° 210,39+6,1°
CNA (cm) 19,3+0,2° 19,1+0,3 17,140,2° 17,4+0,3°
indice de Lee 325,20+3,18 332,73+4,12 349,5+6,2b 352,7+4,9°
Gord. Retroperitoneal (g/100g) 0,740,072 0,7+0,06? 1,3+0,3° 1,240,7°
Gord. perigonadal (g/100g) 1,13+0,3? 1,22+0,22 2,2+0,3" 2,3+0,4°
Distancia JCE-COA (pixels) 82,56+3,192 155,07+8,08" 75,59+2,512 131,73+6,28°

Valores expressos em média + erro padrdo. SL=sem ligadura. CL= com ligadura. JCE= juncéo cemento-esmalte.
COA= crista 6ssea alveolar. N= 5 animais/grupo. Andlise de variancia — ANOVA, com pos-teste de Tukey. Na
mesma linha, valores seguidos de letras diferentes** indicam diferencas estatisticas entre os grupos (P<0,05).
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5.2. Parametros corporais da prole

Na andlise intragrupo, os filhotes de mées controles com periodontite (CTL-CL-F1-CL,
CTL-CL-F1-SL) apresentaram aumento significativo do peso corporal e do indice Lee quando
comparados com o grupo CTL-SL-F1-SL (P<0,05), nos grupos descendentes de maes obesas,
os filhotes que ndo receberam a ligadura (MSG-CL-F1-SL e MSG-SL-F1-SL) apresentaram
maior ganho de peso corporal, quando comparados aos filhotes que receberam ligadura MSG-
SL-F1-CL (P<0,05). Na analise intergrupos, a prole de mées obesas sem doenca periodontal
(MSG-SL-F1-SL) apresentou maior peso corporal e indice de Lee quando comparados com 0s
filhotes de mé&es controle sem doenca periodontal (CTL-SL-F1-SL) (P<0,05) (tabela 2),
evidenciando a interferéncia da obesidade materna sobre o peso corporal da prole.

Na analise dos depositos de gorduras, os grupos CTL-CL-F1-CL, CTL-CL-F1-SL e
CTL-SL-F1-CL apresentaram maiores depdsitos de gordura retroperitoneal e perigonadal
quando comparados com o grupo sem interferéncia da doenga periodontal (CTL-SL-F1-SL)
(P<0,05). Comparando todos os grupos, verificamos que os filhotes dos grupos CTL-CL-F1-
CL, CTL-CL-F1-SL e CTL-SL-F1-CL apresentaram maiores depdsitos de gorduras quando
comparados com os filhotes de mées obesas submetidas as mesmas condi¢des experimentais
(MSG-CL-F1-CL, MSG-CL-F1-SL e MSG-SL-F1-CL) (P<0,05) (tabela 2).

Tabela 2. Parametros corporais da prole feminina dos diferentes grupos experimentais.

Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8
PARAMETROS CTL-CL- CTL-CL- CTL-SL- CTL-SL- MSG-CL- MSG-CL- MSG-SL- MSG-SL-
F1-CL F1-SL F1-CL F1-SL F1-CL F1-SL F1-CL F1-SL
Peso (9) 250,66 251,33 241,66 234,50 244,33 254,66 236,66 253,83
+2,262 +2,382 +3,10% +2,31b +2,55% +3,68% +3,86° +3,40%
CNA (cm) 20,66 20,50 20,71 20,75 20,11 20,66 20,16 20,31
+0,09? +0,092 +0,182 +0,112 0,172 +0,212 +0,192 +0,112
indice de Lee 305,11 307,88 300,75 295,73 311,03 307,91 306,67 311,63
+1,562 +0,982 +1,55% +1,90° +2,57%¢ +1,672 +1,042 +2,09%
Gord. 0,53 0,54 0,42 0,42 0,43 0,42 0,48 0,44
Retroperitoneal +0,022 +0,042 +0,02° +0,02° +0,03° +0,04° +0,03? +0,01°
(9/1009)
Gord. 0,55 0,52 0,49 0,35 0,46 0,41 0,37 0,43
perigonadal +0,042 +0,022 +0,022 +0,02° +0,02%¢ +0,02°¢ +0,02° +0,01°¢
(9/1009)

Valores expressos em média * erro padrdo. N= 6 animais/grupo. Analise de variancia — ANOVA, com pos-teste
de Tukey. Na mesma linha, valores seguidos de letras diferentes®* indicam diferencas estatisticas entre os
grupos (P<0,05).
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5.3. Anélise histolégica da hemimandibula

Na avaliacdo histoldgica dos filhotes sem doenca periodontal (CTL-CL-F1-SL, CTL-
SL-F1-SL, MSG-CL-F1-SL e MSG-SL-F1-SL) a anélise histoldgica revelou que os epitéelios
oral, juncional e sulcular e o tecido conjuntivo subjacente, apresentaram caracteristicas
morfol6gicas normais (Figura 3-A, B), observamos que os filhotes descentes de médes com
doenca periodontal apresentavam epitélio gengival e tecidos conjuntos mais espessos, porém
dentro da normalidade. As cristas 0sseas estavam espessas € com formato regular a nivel do
terco cervical da raiz, e a por¢do esponjosa central do 0sso alveolar apresentou aspecto de
normalidade (Figura 3-B). E possivel notar que na regido da crista 6ssea alveolar os osteoblastos
formam um revestimento na periferia dssea e 0s ostedcitos se mantem presentes na regiao
central do osso (Figura 3-C).

Na analise morfoldgica do periodonto dos filhotes com doenca periodontal, os grupos
CTL-CL-F1-CL, CTL-SL-F1-CL, MSG-CL-F1-CL e MSG-SL-F1-CL apresentaram epitélios
oral, juncional e sulcular com aspecto inflamatério e caracteristicas morfolégicas anormais
(Figura 3-D, E) e tecido conjuntivo subjacente com infiltrado inflamatério (Figura 3-F), com
condicgdo inflamatoria mais acentuada nos grupos descentes de maes com doenga periodontal
ou obesidade.

A crista 0ssea apresentou formato irregular e a perda 0ssea alveolar levou a exposigdo
do terco cervical do dente, principalmente nos animais controles (Figura 3-D). As linhas
incrementais estavam presentes nas imagens 0sseas de todos os grupos (Figura 3- C, G). Notou-
se a presenca acentuada de osteoclastos indicando atividade de reabsorcédo (Figura 3-G).

Todos os grupos apresentaram reabsor¢éo radicular externa com maior incidéncia nos

animais dos grupos CTLs com ligadura (Figura 3-H).
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Figura 3. Fotomicrografia dos tecidos periodontais de animais dos diferentes grupos experimentais. A e B. Tecidos
periodontais com aspecto normal. Epitélio oral (EO), epitélio sulcular (ES), epitélio juncioal (EJ), tecido
conjuntivo (TC), crista dssea alveolar (cabeca de seta); C. Células dsseas da crista 6ssea alveolar em condicGes
normais. Osteoblastos (Ob), ostedcitos (O), osso alveolar (AO), ligamento periodontal (LP), linhas incrementais
(L1); D e E. Tecidos periodontais com aspecto inflamatério. Epitélio oral (EO), epitélio sulcular (ES), epitélio
juncioal (EJ), tecido conjuntivo (TC), crista 6ssea alveolar (cabega de seta); F. Tecido conjuntivo subjacente com
processo inflamatério. Epitélio oral (EO), tecido conjuntivo (TC), presenca de linfdcitos (setas); G. Areas de
reabsorgdo 0ssea. Osteoclastos (Oc), osso alveolar (AO), ligamento periodontal (LP), linhas incrementais (LI); H.
Reabsorc¢do radicular externa (asterisco); Coloragdo= Hematoxilina e Eosina.
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5.4. Histomorfometria dos tecidos gengivais e perda éssea alveolar

Na analise morfométrica dos tecidos periodontais da prole feminina dos grupos
controles, o grupo CTL-CL-F1-CL apresentou maiores areas de epitélio gengival e tecido
conjuntivo, quando comparados com os filhotes do grupo CTL-SL-F1-CL (P<0,05),
evidenciando a interferéncia da doenca periodontal materna na prole feminina. A mesma
interferéncia foi observada na comparagdo entre os grupos de maes obesas com periodontite
(MSG-CL-F1-CL e MSG-CL-F1-SL), que apresentaram maiores area de epitélio gengival e
conjuntivo quando comparados com 0s grupos de maes sem periodontite (MSG-SL-F1-CL e
MSG-SL-F1-SL) (P<0,05). Além disso, quando comparamos o grupo MSG-CL-F1-CL com o
grupo CTL-CL-F1-CL verificamos que a obesidade materna potencializou o processo
inflamatorio no periodonto de protecdo da prole feminina, resultando em maiores area de
epitélio gengival e tecido conjuntivo (P<0,05 (Tabela 3).

Na anélise morfométrica e radiografica do osso alveolar da prole feminina, verificou-
se que houve maior perda 6ssea alveolar (P<0,05) nos grupos CTLs e MSGs com inducdo da
doenca periodontal. Entretanto, verificamos que os filhotes do grupo MSG-CL-F1-CL
apresentaram menor perda 0ssea alveolar quando comparados com 0s animais dos grupos
MSG-SL-F1-CL ou com o grupos CTL-CL-F1-CL, evidenciando um fator protetor da

obesidade e/ou da periodontite materna sobre o 0sso alveolar da prole (P<0,05) (Tabela 3).

Tabela 3. Medidas dos tecidos gengivais e avaliacdo histomorfométrica e radiogréfica da
perda 6ssea alveolar mandibular nos diferentes grupos experimentais da prole feminina.

G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8
PARAMETROS CTL-CL- CTL-CL- CTL-SL- CTL-SL- MSG-CL- MSG-CL- MSG-SL- MSG-SL-
F1-CL F1-SL F1-CL F1-SL F1-CL F1-SL F1-CL F1-SL

Avrea do epitélio 8587,64 3379,55 5442,38 2823,00 12758,29 4176,95 7207,20 2457,10
gengival (um?) +368,612 +282,02° +120,47¢ +171,46>  +1013,73¢ +627,73° 340,432 +263,18°

Area do tecido 466337,00 19344550 50445250 237982,69 580878,96 262309,08 462904,15 243534,89
conjuntivo (um?)  +26939,68% +12258,81° +30692,65% +22629,00° +36555,87° +14539,27° +27740,85° +6696,94°

Distancia JCE- 1243,90 674,91 1258,22 514,94 1064,42 652,24 1379,00 611,17

COA (pm) 42,79 +14,85P 49,772 +13,29P +46,62° +13,08° 161,09 +9,14°
Distancia JCE- 113,93 69,84 125,80 66,12 121,24 75,88 130,52 61,44
COA (pixels) +9,042 +2,60° 7,742 +6,48° +8,642 +5,05° +4,08? +7,08°

Valores expressos em média + erro padrdo. N= 6 animais/grupo. Andlise de varidncia— ANOVA, com pés-teste
de Tukey. Na mesma linha, valores seguidos de letras diferentes®*¢¢ indicam diferencas estatisticas entre os
grupos (P<0,05).
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5.5. Contagem de células dsseas

Os animais do grupo CTL-SL-F1-SL, apresentaram aumento significativo no numero
de osteocitos quando comparados com os animais dos grupos CTL-CL-F1-CL e CTL-CL-F1-
SL. Na quantificacdo de osteoblasto o grupo CTL-CL-F1-CL apresentou aumento significativo
guando comparado com os demais grupos CTLs (P<0,05). Nos grupos MSGs, os filhotes com
doenca periodontal (MSG-CL-F1-CL e MSG-SL-F1-CL) apresentavam maiores quantidades
de ostedcitos e osteoblastos quando comparados com os grupos MSG-CL-F1-SL e MSG-SL-
F1-SL (P<0,05). Na comparacdo intergrupos, verificamos que os grupos obesos MSG-CL-F1-
CL, MSG-CL-F1-SL e MSG-SL-F1-CL apresentaram aumento significativo de ostedcitos e
osteoblastos quando comparados com grupos CTL-CL-F1-CL, CTL-CL-F1-SL e CTL-SL-F1-
CL (P<0,05) (tabela 4), evidenciando a interferéncia da obesidade materna.

Na analise de osteoclastos, os filhotes com doenca periodontal, independente dos grupos
(CTLs ou MSGs) apresentaram maior quantidade de células cléasticas quando comparados com
os filhotes sem doenca periodontal (P<0,05) (tabela 4).

Tabela 4. Quantificacdo de células 0sseas da crista 0ssea alveolar nos diferentes grupos
experimentais da prole feminina.

Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8
PARAMETROS CTL-CL- CTL-CL- CTL-SL- CTL-SL- MSG-CL- MSG-CL- MSG-SL- MSG-SL-
F1-CL F1-SL F1-CL F1-SL F1-CL F1-SL F1-CL F1-SL
N° de Ostedcitos 377,50 371,50 387,20 406,16 407,20 384,25 425,50 404,20
+7,77° 19,762 +5,61% +5,75°¢ 16,09 +6,57% +7,69« +5,63%
N° Osteoblastos 108,00 80,40 82,00 76,16 113,60 103,50 115,25 97,60

+3,41a +3,03b +2,27b +2,53b +2,04ac +1,95ac +5,79ac +4,86acd

N° Osteoclastos 2,00 0,60 1,20 0,33 2,00 0,25 2,25 0,60
+0,242 +0,13° +0,10¢ +0,14° +0,162 +0,13° +0,322 +0,13°

Valores expressos em média + erro padrdo. N= 6 animais/grupo. Analise de variancia— ANOVA, com pés-teste
de Tukey. Na mesma linha, valores seguidos de letras diferentes®*¢¢ indicam diferencas estatisticas entre os
grupos (P<0,05).
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5.6. Analise histomorfométrica da reabsorc¢ao radicular

Entre os animais dos grupos CTLs que tiveram a inducdo da doenca periodontal
experimental (CTL-CL-F1-CL e CTL-SL-F1-CL) foi observado uma maior quantidade de
reabsorcéo radicular quando comparados aos demais grupos CTLs sem ligadura (P<0,05). Nos
filhotes descendentes de maes obesas também foi observado maiores areas de reabsorcao
radicular nos animais com doenca periodontal, porém, quando comparamos os filhotes de maes
MSGs com os de maes CTLs, verificamos que independente da ligadura na prole, os filhotes

de maes obesas apresentaram menores areas de reabsorgao radicular (P<0,05) (tabela 5).

Tabela 5. Quantificacdo da area de reabsor¢do radicular nos diferentes grupos
experimentais da prole feminina.

R G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8
PARAMETRO CTL-CL- CTL-CL- CTL-SL- CTL-SL- MSG-CL- MSG-CL- MSG-SL- MSG-SL-
F1-CL F1-SL F1-CL F1-SL F1-CL F1-SL F1-CL F1-SL

Reabsorgao 18736,60 177761 1592427  2064,18  15169,66 789,56 4681,58 392,87
radicular (um?) ~ 6582,48%  +107,93° +1997,34% 166,52  2124,58% +12520° 213207 43522

Valores expressos em média + erro padrdo. N= 6 animais/grupo. Anélise de varidncia— ANOVA, com pds-teste
de Tukey. Na mesma linha, valores seguidos de letras diferentes®*¢¢ indicam diferencas estatisticas entre 0s
grupos (P<0,05).
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6. Discussao

A obesidade materna se tornou uma epidemia mundial (NERI e EDLOW, 2015)
despertando o interesse em compreender a relacdo entre os efeitos da obesidade materna na
programacdo fetal e obesidade futura. Ao analisarmos 0s parametros corporais maternos,
verificamos que peso corporal e 0 comprimento naso-anal foram reduzidos nas mées dos grupos
MSG-SL e MSG-CL quando comparados as mées dos grupos controles. Sabe-se que o
tratamento neonatal com glutamato monossddico causa lesées no hipotalamo, comprometendo
a producédo do hormonio liberador do horménio do crescimento (GHRH) e reduzindo os niveis
de horménio do crescimento (GH), resultando em retardo de crescimento e inibi¢do de ganho
de massa muscular. Além disso, alteracdes geradas pela obesidade MSG na regido central das
vias colinérgicas, localizadas principalmente no hipotalamo, demonstram o papel da
acetilcolina (ACh) na regulacdo da ingestdo alimentar e gasto energético, causando diminuicdo
da ingestdo de alimentos, reducdo da massa corporal e depdsitos de gordura periférica, assim
como em nossos animais (VON DIEMEN et al., 2006; BALBO et al., 2007; SAGAE et al.,
2011).

Apesar dos ratos subemetidos ao modelo de obesidade MSG geralmente apresentarem
ingestdo alimentar normal ou diminuida, é possivel observar excesso de tecido adiposo,
confirmado em nosso estudo através da analise das maes MSGs que tiveram aumento do indice
de Lee e aumento dos depdsitos de gorduras retroperitoneal e perigonadal. O eixo hipotalamo-
pituitaria-adrenal (HPA) e o sistema nervoso autbnomo (SNA) tem papel importante na
obesidade e na fun¢do metabdlica. Ratos obesos tratados com glutamato monossodico exibem
um eixo HPA e SNA alterado, possuindo atividade parassimpatica elevada, hiperinsulinemia
e hiperatividade vagal, que resulta em acumulo de gordura visceral (BALBO et al., 2007;
SAGAE et al., 2011; GUIMARAES et al., 2016; TORREZAN et al., 2019).

Ao analisarmos os parametros corporais da prole, verificamos que os filhotes de mées
controles com periodontite apresentaram aumento significativo do peso corporal e do indice
Lee quando comparados aos filhotes de maes controle sem a doenca periodontal, mesmo que
ndo tenha sido induzida a obesidade na prole. A periodontite é caracterizada por um estado
inflamatério de baixo grau e essa inflamacdo sistémica associada a ela pode promover
resisténcia a insulina, atraves da inibicdo do receptor de insulina e da sua sinalizac&o.
Consequentemente, 0 corpo tenta compensar essa resisténcia, aumentando a secrecdo de
insulina, causando hiperinsulinemia, resultando em armazenamento de gordura e obesidade
(WATANABE et al., 2008; JEPSEN et al., 2020). Além disso, a grelina que € um hormdnio
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encontrado em taxas elevadas em individuos com periodontite esta relacionada ao aumento do
apetite (YILMAZ et al., 2014; JEPSEN et al., 2020).

E possivel notar a interferéncia da obesidade materna sobre o peso corporal da prole em
nosso estudo, quando observamos que a prole de mées obesas sem doenca periodontal
apresentou maior peso corporal e indice de Lee quando comparados com os filhotes de maes
controle sem doenca periodontal. Sabe-se que 0 sistema nervoso central e o sistema
cardiometabolico sdo os sistemas fetais que mais parecem estar vulneraveis na programacao
fetal durante os periodos criticos do desenvolvimento, podendo ocorrer mudancas permanentes
resultantes de um ambiente nutricional e / ou hormonal desfavoravel. Os mecanismos
moleculares destacaram a sensibilidade do epigenoma da prole a obesidade materna. A grande
plasticidade e capacidade de responder a fatores ambientais (nutrientes, oxigénio, horménios)
é uma caracteristica da vida fetal que pode alterar os niveis de expressdo génica por meio de
modificacBes epigenéticas (HEERWAGEN, 2010; NERI e EDLOW, 2015; SANLI
e KABARAN, 2019). O estudo de WENTZEL et al. (2019), mostrou que os distlrbios
metabdlicos em ratas gravidas e obesas pode trazer profundos efeitos adversos para a prole,
assim como em nosso estudo.

Foi possivel ver a interferéncia da doenca periodontal materna na prole quando
comparamos o grupo CTL-CL-F1-CL com CTL-SL-F1-CL, e os grupos MSG-CL-F1-CL e
MSG-CL-F1-SL com MSG-SL-F1-CL e MSG-SL-F1-SL, onde observamos que os filhotes de
mées com doenca periodontal apresentaram maiores areas de epitélio gengival e conjuntivo.
Isso pode ser atribuido ao fato de que as variagdes de expressdo clinica da doenca periodontal
se associam a fatores de suscetibilidade genética (KINANE et al., 2017; YU et al., 2018; LOOS
e VAN DYKE, 2020). A expressdo clinica da inflamacdo gengival em resposta ao biofilme
bacteriano pode ser substancialmente modificada por fatores sistémicos, sejam inerentes ao
hospedeiro ou relacionados a influéncias ambientais. As mudancas epigenéticas na gengiva
oriundas da interacdo da bactéria Porphyromonas gingivalis com células epiteliais, alteram os
receptores Toll-like (TLRs), resultando em deficiéncias na expressdo e sinalizacdo desses
receptores e reduzindo o estado inato do hospedeiro contra patdgenos, levando a persisténcia
bacteriana e inflamacdo (TROMBELLI e FARINA, 2013; BENAKANAKERE et al., 2015).

Além disso, quando comparamos o grupo MSG-CL-F1-CL com o grupo CTL-CL-
F1-CL verificamos que a obesidade materna potencializou o processo inflamatério no
periodonto de protecdo da prole feminina, resultando em maiores &reas de epitélio gengival e
tecido conjuntivo. Esses resultados nos mostram mais uma vez a programacao fetal, justificando

o fato de a inflamacdo sistémica associada com a obesidade aumentar a inflamacéo periodontal
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e 0S processos destrutivos causados por microrganismos orais. O fato de o tecido adiposo liberar
citocinas pro-inflamatdrias e horménios conhecidos como adipocitocinas, induzem processos
inflamatorios e distdrbios do estresse oxidativo, gerando fisiopatologia semelhante entre as
duas doencas. A obesidade pode paralisar a resposta imune inata do periodonto via infiltracdo
atenuante e ativacdo de macrofagos e, assim, agravar a periodontite (MARTINEZ-HERRERA
etal., 2017; JEPSEN et al., 2020).

Quando analisamos a perda 0ssea verificamos menor perda 0ssea alveolar nos filhotes
do grupo MSG-CL-F1-CL comparados com os grupos MSG-SL-F1-CL e CTL-CL-F1-CL,
evidenciando um fator protetor da obesidade e/ou da periodontite materna sobre 0 0sso alveolar
da prole. Em pacientes obesos hd maior carga mecéanica no 0sso, que pode promover alguns
estimulos no sistema esquelético, como reducdo de apoptose, aumento da diferenciacdo de
osteoblastos e estimulagdo da matriz dssea. Ainda, a maior densidade mineral ssea (DMO) em
obesos esta diretamente relacionada com concentrag@es circulantes de insulina aumentadas,
uma vez que o0s osteoblastos possuem um receptor de insulina que estimula a diferenciacao
osteogénica e inibe a osteoclastogénese, resultando em menor perda 6ssea alveolar. Sabe-se
que a leptina, um hormdnio secretado principalmente pelo tecido adiposo, também desempenha
funcdo protetora sobre o tecido dsseo através de aumento da atividade osteogénica e fator
fisiolégico anti-reabsortivo (BRANDELERO et al., 2012; COSTA et al., 2017; MATTIA et
al., 2017).

Verificamos que a prole feminina dos grupos MSG-CL-F1-CL, MSG-CL-F1-SL e
MSG-SL-F1-CL apresentaram aumento significativo de ostedcitos e osteoblastos quando
comparados com grupos CTL-CL-F1-CL, CTL-CL-F1-SL e CTL-SL-F1-CL, evidenciando a
interferéncia da obesidade materna. Dentre as moléculas biologicamente ativas secretadas pelo
tecido adiposo, a leptina e a adiponectina sdo as mais abundantes, havendo relatos que a leptina
é capaz de estimular a diferenciacdo de células da medula 6ssea em osteoblastos (MATTIA et
al., 2017).

Quando comparamos os filhotes de mées MSGs com os de maes CTLs, verificamos que
independente da ligadura na prole, os filhotes de mées obesas apresentaram menores areas de
reabsorcdo radicular. Os odontoclastos sdo as células responsaveis pela reabsorcao de tecidos
duros dentais, e sdo morfoldgica e funcionalmente semelhantes aos osteoclastos. Sabe-se que 0
ligante do receptor do ativador do fator nuclear Kappa B (RANKL) ¢ um mebro da familia do
fator de necrose tumoral que estimula a ativagdo dos osteoclastos, sendo que a expressdo de
RANKL também foi detectada em odontoclastos localizadas na dentina radicular em

reabsorcdo, sugerindo um mecanismo regulatorio comum de reabsorcdo celular de tecidos
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mineralizados, como 0ssos e dentes. Diante disso, é possivel atribuir o mesmo fator protetor da
obesidade MSG sobre a massa 0ssea para a reabsorcdo radicular, uma vez que em individuos
obesos as altas taxas de insulina plasmatica se associam a inibi¢do da osteoclastogénese, bem
como a leptina secretada pelo tecido adiposo é um fator anti-reabsortivo fisioldgico (SASAKI,
2003; BRANDELERO et al., 2012; MATSUDA et al., 2017).
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7. Conclusao

Concluimos que a obesidade e a periodontite materna aumentam a adiposidade e alteram
as espessuras do epitélio gengival e do tecido conjuntivo da prole feminina. Além disso, a
obesidade hipotalamica materna, desempenha fungdo protetora, diminuindo a perda 6ssea
alveolar, reduzindo a reabsorc¢éo radicular externa e aumentando a quantidade de células 0sseas

alveolares na prole.
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9. ANEXOS

Parecer de protocolo do Comité de Etica no Uso de Animais da UNIOESTE.

unioeste
Universidade Estadunl do Onste do Parand

Prd-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagio
Comité de Etica no Uso de Animais - CEUA

Autorizagdo

O protocolo intitulado “Influéncia da obesidade-MSG e doenca
periodontal materna sobre a massa éssea mandibular da prole na vida
adulta”, sob a responsabilidade de Sandra Lucinei Balbo que envolve a
produgdo, manutencdio ou utiizagdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica encontra-se
Aprovado para execug&o, estd de acordo com as Normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) e foi
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) do UNIOESTE
em reunido de 08/12/2017.

FINALIDADE Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizagdo 01/02/2017 - 02/02/2020

Espécie/linhagem/raga Rato heterogénico: Raftus norvegicus Wistar

N. de animais 20

Peso/ldade 100-200g/70 dias

Sexo Feminino
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| 9 Parana - UNIOESTE - campus Cascavekl - PR.
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