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Influéncia da obesidade-MSG e doenca periodontal materna induzida sobre a

perda Ossea alveolar da prole masculina na vida adulta

RESUMO

Objetivo: Verificar a influéncia da obesidade induzida pelo tratamento neonatal com
glutamato monossodico (MSG) e da doenca periodontal materna, associadas ou ndo, sobre a
perda d6ssea mandibular da prole masculina na vida adulta. Materiais e métodos: Foram
obtidas do biotério central, 20 fémeas Wistar prenhas. Apds o nascimento, os animais foram
separados aleatoriamente em dois grupos. Metade dos filhotes fémeas recebeu durante os
cinco primeiros dias de vida injecOes subcutédneas na regido cervical de 4g/Kg/dia de
glutamato monossodico (grupo MSG, n=30) e a outra metade recebeu 1.25/Kg/dia de solucéo
salina hiperosmotica (grupo CTL, n=30). Todos os animais utilizados nos experimentos
receberam agua e racdo padrdo durante todo o periodo experimental. Aos 70 dias de vida, 15
animais de cada grupo foram submetidos a doenca periodontal e distribuidos em quatro
grupos experimentais: controle sem ligadura (CTL SL), controle com ligadura (CTL CL),
MSG sem ligadura (MSG SL) e MSG com ligadura (MSG CL). Os quatro grupos de fémeas
foram colocadas para cruzamento com ratos controles (propor¢do 2:1). A prole foi
classificada em quatro grupos: CTL SL-F1 (prole de maes controle sem ligadura), CTL CL-
F1 (prole de mdes controle com ligadura), MSG SL-F1 (prole de maes obesas-MSG sem
ligadura), MSG CL-F1 (prole de mé&es obesas-MSG com ligadura). Aos 120 dias de vida, a
prole foi eutanasiada. Foram coletadas as hemimandibulas para andlise histoldgica,
morfolégica e radiogréafica e uma porcao de tecido gengival ao redor dos dentes para analise
por Ensaio de Imunoabsorcdo Acoplado a Enzimas (ELISA) da presenca das citocinas IL-6,
IL-10, IL-17 e TNF-alfa. Os dados foram avaliados através dos testes ANOVA de duas vias e
Pos teste Tukey. Resultados: Nédo foram evidenciadas alteracdes relacionadas a obesidade
hipotaldmica materna associada a doenca periodontal na perda 6ssea alveolar na prole
masculina de ratos F1 com 120 dias. Conclusdo: A obesidade hipotalamica e a doenca
periodontal materna ndo afetou parametros corporais e plasmaticos de sua prole masculina na
primeira geracao, demonstrando que nao houve efeito da programacdo fetal sobre estes
parametros.

Palavras-chave: Obesidade, doenca periodontal, programacao fetal, perda 6ssea alveolar.



Influence of MSG-obesity and maternal periodontal disease on alveolar bone
loss of male offspring in adulthood
ABSTRACT

Objective: To verify the influence of obesity induced by neonatal treatment with
monosodium glutamate (MSG) and maternal periodontal disease on the mandibular bone loss
of male offspring in adulthood. Materials and methods: Twenty neonatal Wistar females
were used and randomly separated into two groups. During the first five days of life, half of
the female pups received subcutaneous injections in the cervical region of 4g/kg/day of
monosodium glutamate (MSG group, n = 30), and the other half received 1.25/kg/day of
hyperosmotic saline solution. (CTRL group, n = 30). All animals used in the experiments
received water and standard feed throughout the experimental period. At 70 days of life, 15
animals from each group were submitted to periodontal disease and distributed into four
experimental groups: control with no ligature (CTRL NL), control with a ligature (CTRL
WL), MSG with no ligature (MSG NL), and MSG with a ligature (MSG WL). The four
groups of females reproduced with control rats (2:1 ratio). Offspring were classified into four
groups, according to the mothers' treatment: CTRL NL-F1, CTRL WL-F1, MSG NL-F1, and
MSG WL-F1. At 120 days of age, the offspring were euthanized. Hemimandibles were
collected for histological, morphological, and radiographic analysis and a portion of gingival
tissue for analysis by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) of cytokines IL-6, IL-10,
IL-17, and TNF-alpha. Data were assessed using Two-way ANOVA and Tukey's test.
Results: There were no changes related to maternal hypothalamic obesity associated with
periodontal disease in alveolar bone loss in the male offspring of F1 rats at 120 days.
Conclusion: Hypothalamic obesity and maternal periodontal disease did not affect the body
and plasma parameters of their male offspring in the first generation, demonstrating that there
was no effect of fetal programming on these parameters.

Keywords: Obesity, periodontal disease, fetal programming, alveolar bone loss.
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Influéncia da obesidade-MSG e doenca periodontal materna induzida sobre a
perda Ossea alveolar da prole masculina na vida adulta
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Introducéo

Estudos tém demonstrado que a nutricdo e o estilo de vida dos pais influenciam o
estado de saude dos filhos na vida adulta (GODFREY et al. 2010; CALKINS &
DEVASKAR, 2011; KOLETZO et al. 2011). Nos ultimos 30 anos, o paradigma das Origens
Desenvolvimentistas da Salde e Doenca (DOHaD) identificou os periodos pré-concepcional,
pré-natal e neonatal como fundamentais para moldar a suscetibilidade futura as doencas néo
transmissiveis (BARKER 2007; FERNANDEZ-TWINN et al. 2015; PORTHA et al. 2019). O
ambiente em gue as maes vivenciam no periodo pré-concepcional e aqueles aos quais seus
filhos sdo expostos no Utero e no primeiro ano de vida tendem a ser importantes para
influenciar o crescimento tardio da adiposidade na infancia por meio de numerosos
mecanismos plausiveis (MATTERA et al. 2019; WILDING et al. 2019). Acredita-se que o
aumento nos indices de obesidade ndo se dé apenas pelo consumo excessivo de alimentos
caléricos e sedentarismo da atualidade, mas também pelo “ciclo vicioso” causado pela
obesidade, uma vez que filhos de obesos apresentam uma maior predisposicdo para 0
desenvolvimento da doenca (CATALANO, 2013). A obesidade hipotalamica é utilizada como
modelo experimental de obesidade em roedores. A administracdo de glutamato monossédico
(MSG) no periodo neonatal acarreta lesbes no nicleo arqueado e eminencia mediana do
hipotalamo, o que leva ao desenvolvimento da obesidade hipotaldmica (BRANDELERO et al.
2012; COSTA et al. 2017; SOARES et al. 2017; BAHADORAN et al. 2018). Segundo a
literatura, altas doses de MSG administradas durante o periodo neonatal em ratos também
induzem varias anormalidades que resultam em adiposidade extrema, acompanhadas de
resisténcia a insulina, intolerdncia a glicose, dislipidemia e hipersecrecdo
de insulina (GRASSIOLLI et al. 2006; BALBO et al. 2007; CHEN et al. 2013).

O aumento da prevaléncia da obesidade ocupa uma das principais preocupacfes
relacionadas a saude a nivel mundial, devido ao fato de que o excesso de peso representa um
importante fator de risco para diversas comorbidades, como doencgas cardiovasculares,
hipertensdo arterial, dislipidemias, problemas respiratérios, apneia do sono, doencas
gastrointestinais, artrite, doenca circulatoria venosa, acidentes vasculares cerebrais e doenca
periodontal (ASHLEY e KANNEL 1974; BRIANEZZI et al. 2013). As taxas de obesidade
em criangas e adolescentes em todo 0 mundo aumentaram de menos de 1% (equivalente a
cinco milhdes de meninas e seis milhdes de meninos) em 1975 para quase 6% em meninas
(50 milhdes) e quase 8% em meninos (74 milhdes) em 2016 (OMS, 2016). A projegédo da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) é de que, em 2025, o numero de criangas com

sobrepeso e obesidade possa chegar a 75 milhGes — incluindo 427 mil criangas com pré-
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diabetes, 1 milh&o com hipertenséo arterial e 1.4 milhdo com aumento do acumulo de gordura
no figado. Além disso, a obesidade tem sido sugerida também como fator de risco para
periodontite (LEE et al. 2014; ZAMBON et al. 2018). A doenca periodontal ¢ uma doenca
infecciosa e inflamatoria que afeta as estruturas de suporte dos dentes devido a interacdo entre
bactérias periodontopatogénicas e a resposta imune do hospedeiro (PILHSTROM et al. 2005;
HASAN e PALMER, 2014; LIRA-JUNIOR et al. 2016). O sistema imune do hospedeiro,
principalmente para fins de protecdo, eventualmente causa a destruicdo de tecidos de suporte
do dente atraves da sintese e liberacdo de citocinas, mediadores pro-inflamatorios e
metaloproteinases (LIMA et al. 2008; DIAS et al. 2011; TORRUNGRUANG et al. 2015).

Sabe-se que a doenca periodontal é uma das doencas crbnicas que mais afeta a
populacdo mundial. A medicina periodontal tem investigado a relacdo entre a periodontite e
outras alteracbes sistémicas, como a diabetes mellitus, artrite reumatdide, doencas
cardiovasculares e obesidade (GENCO et al. 2005; ALAZAWI et al. 2017; VASCONCELOS
et al. 2019). Acredita-se que a liberacdo de citocinas pelo tecido adiposo e horménios pro-
inflamatdrio denominados adipocitocinas, induzem processos inflamatorios e distirbios de
estresse oxidativo, gerando uma fisiopatologia semelhante entre as duas doencas
(VENDRELL et al. 2004; SAITO et al. 2007; MOURA-GREC et al.2014).

Diante do exposto, devem ser desenvolvidos estudos que auxiliem o entendimento da
relacdo bidirecional entre a obesidade e a doenca periodontal, assim como a programacao
fetal, uma vez que os estimulos adversos sofridos pela prole no ambiente intrauterino podem
influenciar o estado de saude dos filhos na vida adulta. Assim, o objetivo deste estudo foi
avaliar a influéncia da obesidade hipotalamica e a doenca periodontal materna sobre os
tecidos periodontais da prole masculina na vida adulta.



13

Metodologia

O presente trabalho foi submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Estadual do Oeste do Parana. Apos a aprovacao do referido comité, ratas Wistar
prenhas (N=20) foram obtidas do Biotério Central da Universidade Estadual do Oeste do
Parana e mantidas no biotério setorial do Laboratorio de Fisiologia Enddcrina e Metabolismo
sob condicgdes controladas de temperatura (23 + 2°C) e luz (ciclo de 12 horas de claro e 12
horas de escuro - 07:00 - 19:00 h). Apds o nascimento, metade dos filhotes fémeas receberam
durante os cinco primeiros dias de vida injecdes subcutaneas na regido cervical de 4g/Kg/dia
de glutamato monossodico (MSG) para inducdo da obesidade hipotalamica (grupo MSG,
n=30) e a outra metade recebeu 1.25/Kg/dia de solucdo salina hiperosmoética (grupo CTL,
n=30) (Figura 1) (BAHADORAN, MIRMIRAN e GHASEMI, 2019).

Maes Prole
nducdoda CTL-S5LF1
doenca Gestacdo e
pericdontz actacao |
I
5 dias 77 dias !
[
70 dias | 45 dias : 120 dias
njeciode Eutanasia— 1 Eutanasi !
MSGE e Erupo :
solucio Cruzamento

salina

Figura 1 — Delineamento experimental.

Todos os animais utilizados nos experimentos receberam agua e racdo padrdo durante
todo o periodo experimental e também foram pesados uma vez por semana apds o desmame.
Os animais machos utilizados para o cruzamento receberam agua e racdo padrdo a vontade e
foram utilizados para o cruzamento com as fémeas CTL e MSG. N&o houve cruzamento entre

ratos provenientes da mesma mée.

Inducdo da Doenga Periodontal

Aos 70 dias de vida, metade dos animais do grupo MSG (n=15) e CTL (n=15) foram
submetidos a doenca periodontal experimental. Para isso foram anestesiados com injegéo
intraperitoneal com cloridrato de xilazina 0.04 mg/kg (ANASEDAN®, Sespo Industria e
Comércio, Paulinia-SP) e cloridrato de quetamina 0.08 mg/kg (DOPALEN®, Sespo Industria

e Comércio, Paulinia-SP). Em seguida, os animais foram posicionados em mesa operatoria
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apropriada, a qual permitiu a manutencéo da abertura bucal dos ratos facilitando o acesso aos
dentes da regido posterior da mandibula. Com o auxilio de uma pinga modificada e de uma
sonda exploradora, foi colocado um fio de algoddo ndmero 40 (GLACE®), ao redor do
primeiro molar inferior direito e esquerdo. Esta ligadura atuou como irritante gengival e
favoreceu o acumulo de placa bacteriana (NASSAR et al. 2009). Apoés a inducdo da doenca
periodontal os animais foram distribuidos em quatro grupos experimentais: controle sem
ligadura n=15 (CTL SL), controle com ligadura n=15 (CTL CL), MSG sem ligadura n=15
(MSG SL) e MSG com ligadura n=15 (MSG CL).

Eutanasia do 1° grupo

Sete dias apos a inducdo da doenca periodontal, foi realizada a eutandsia de cinco ratas
de cada grupo (CTL SL, CTL CL, MSG SL e MSG CL) para constatar a presenca e
desenvolvimento da doenca periodontal por meio de anélise radiogréafica. Essas fémeas foram
pesadas e foi obtido o comprimento nasoanal. Logo apds a eutanasia por decapitacdo, as
gorduras perigonadal e retroperitonial foram coletadas e pesadas. As hemimandibulas

esquerdas foram coletadas para posterior analise radiogréafica.

Cruzamento

Sete dias ap6s a inducdo da doenca periodontal foram realizados os cruzamentos das
ratas CTL SL, CTL CL, MSG SL e MSG CL (n=10) com ratos controles, na proporgéo de um
macho para duas fémeas. Apés a constatacdo da prenhez, os ratos machos foram eutanasiados
e as fémeas prenhas separadas em caixas individuais. Apds a prenhez e lactacdo, cerca de 45
dias, as fémeas foram eutanasiadas por decapitacdo. Foi utilizada apenas a prole masculina

para este estudo.

Experimentos com as maes

Antes da eutandsia, as maes permaneceram em 8 horas de jejum. O sangue da cauda
foi coletado para medicéo da glicemia em jejum utilizando um analisador de glicose (G-Tech
Free®, SD Biosensor, Coreia). Rapidamente, o peso corporal e 0 comprimento nasoanal
foram medidos para calcular o indice de Lee {[razdo de PC (g) / comprimento nasoanal (cm)]
x 1000}, que foi usado como parametro de obesidade em roedores. Em seguida, 0s animais
foram dessensibilizados com dioxido de carbono em camera de CO2 (Insight®, Ribeirdo
Preto, SP, BRA) e submetidos a eutanasia por decapitacdo. As gorduras retroperitoneal e
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perigonadal foram removidas e pesadas para avaliar o acimulo de gordura. Foram coletadas

as hemi-mandibulas para avaliacéo radiografica nas maes.

Experimentos com a Prole obtida (primeira geracdo — F1) de mées CTL e MSG,
com ou sem doenca periodontal experimental

Ap06s 0 nascimento permaneceram seis machos para cada ninhada. Aos 21 dias de vida
da prole, a prole obtida (primeira geracdo — F1) foi designada conforme o tratamento das
maes em: 1) CTL SL-F1 (n=10), 2) CTL CL-F1 (n=10), 3) MSG SL-F1 (n=10) e 4) MSG CL-
F1 (n=10). Esta prole foi mantida no biotério setorial do Laboratdrio de Fisiologia Enddcrina
e Metabolismo sob condicGes controladas de temperatura (23 + 2°C) e luz (ciclo de 12 horas
de claro e 12 horas de escuro - 07:00 - 19:00 h), recebendo agua e racdo padrdo a vontade por
um periodo de 120 dias. Foi realizada a medida da glicose em jejum, peso corporal e

comprimento naso-anal, assim como nas maes, previamente a eutanésia.

Avaliacdo da perda 6ssea alveolar mandibular por analise radiogréafica

Apds a eutandsia, foram coletadas as hemimandibulas do lado esquerdo de cada
animal, tanto das mées quanto da prole, sendo retiradas, fixadas em formol 10% durante 48
horas. Posteriormente, foram lavadas em agua corrente por 24 horas e mantidas em alcool
70%. As hemimandibulas foram colocadas com a face lingual sobre o sensor radiografico
digital Kodak RVG 6100 com resolucdo de imagem 20 pl/mm, resolucdo tedrica do sensor
27,03 pl/mm, fibra otica 1, dimensdes de superficie ativa de 22 x 30 mm e dimensdes da
matriz (pixels) 1200 x 1600 (1.92 milhdes) e posicionados para que as cuspides vestibulares e
linguais dos primeiros molares figuem no mesmo plano vertical. Foi utilizado aparelho de raio
X GE - 1000, regulado para 15mA, 65Vp, 18 impulsos, distancia foco/filme de 50
centimetros com incidéncia de raio X perpendicular as pecas. As imagens digitalizadas foram
analisadas em 3 medidas no programa Image Pro Plus® (Media Cybernetics, EUA) e feito
uma meédia entre elas, através de uma medida linear, que percorreu a distancia da juncéo
cemento-esmalte até a crista 6ssea alveolar do lado mesial do primeiro molar inferior
esquerdo do rato, com as medigdes em pixels (NASSAR et al. 2009). As medidas foram

realizadas por um unico examinador, cego para as identidades dos grupos experimentais.

Anélises Morfometricas das Mandibulas
As hemimandibulas do lado direito obtidas da prole foram fixadas em solucéo de

formol a 10% por 48 horas. Apos este periodo, foram lavadas em agua corrente por 24 horas
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e imersas em alcool 70%. Posteriormente, foram imersas em solucdo de &cido tricloroacético
5% (Pr Labor®) para descalcificacdo. As pecas foram avaliadas diariamente a fim de se
verificar o grau esperado de descalcificagdo com renovacdo da solucdo de TCA a cada cinco
dias. Apds a descalcificacdo, as pecas foram novamente lavadas em agua corrente por uma
hora e foi dado inicio ao processamento histologico. Os fragmentos das hemimandibulas
foram desidratados em série alcodlica ascendente, diafanizadas em xilol e incluidos em
paraplast. Os blocos de paraplast foram cortados em micrétomo rotativo manual (Olympus
4060®) para obtencdo de seccGes de 5um de espessura, que foram montadas em laminas
histoldgicas e coradas pela técnica Hematoxilina e Eosina (HE).

Para as andlises morfométricas foi utilizado microscépio dptico (Olympus BX61®).
Para obtencdo das fotomicrografias foi utilizada camera digital Olympus DP71® com o
software DP Controller® 3.2.1.276. Essas analises foram feitas através de mensuracdes nas
gengivas marginais vestibular e lingual direita em todos os grupos da prole, utilizando-se um
programa analisador de imagens, acoplado a um microscopio Optico com objetiva de 10x. As
mensuracfes foram feitas a partir de pontos morfolégicos pré-determinados na gengiva
marginal, como ilustrado na Figura 2 abaixo. Os resultados foram expressos em pixels.
Também foram realizadas as medidas da area total do epitélio e do tecido conjuntivo. Foram
realizadas duas medicdes, em dias diferentes, com o valor da area ocupada por epitélio e
tecido conjuntivo calculados. Os resultados foram expressos pixels, sendo utilizado o
programa Image Pro Plus® (Media Cybernetics, EUA). (PERALTA et al. 2015).

Figura 2 - Esquema da gengiva marginal do rato, mostrando os pontos de referéncia usados
para as medidas morfométricas do epitélio bucal, crista epitelial e tecido conjuntivo.

C- altura do epitélio da crista gengival; E — Largura do epitélio bucal

H - altura do tecido conjuntivo na regido média; L - largura do tecido conjuntivo na regido
hasal.
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Foi realizada a quantificacdo de osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos presentes em cinco
campos consecutivos da crista dssea alveolar vestibular partindo do ponto mais alto da crista.
Para a observacéo foi utilizado a objetiva de 40x. Foram feitas duas observac@es por campo, e
entdo, feito a média dos valores para cada animal e para cada grupo.

A medida da crista éssea alveolar (medida em pixels) foi realizada através do
Fotomicroscopio BX61® acoplado a um computador, 0 que permitiu capturar as imagens. Foi
realizada uma medida da menor distancia entre o apice da crista 6ssea alveolar vestibular e a
juncdo cemento-esmalte. As medidas foram repetidas duas vezes por dia, em trés dias

diferentes, e entdo foi feito a média entre os valores.

Analise da Expressdo das citocinas — tecido gengival e plasma

Foi coletado sangue no momento da decapitacdo. As amostras de sangue foram
centrifugadas a 3000 rpm e o plasma foi separado e estocado a -20°C. Uma porcéo de tecido
gengival ao redor dos primeiros molares esquerdos de todos os grupos da prole foi removida e
armazenada em RNAlater Stabilization Solution® (ThermoFisher Scientific). O total de proteinas
foi extraido das amostras de tecido gengival usando tampéo de extracdo a base de detergente
(T-PER®, Tissue Protein Extraction Reagent - Pierce) contendo um coquetel de inibidor de
protease (Protein Stabilizing Cocktail® - Santa Cruz Biotecnology) de acordo com as
instrucdes do fabricante.

Para a quantificagcdo de citocinas no tecido gengival, as amostras foram sonicadas
(DESRUPTOR®, Ultranique, Brazil). Posteriormente foram centrifugadas por 30 minutos a
12000 rpm a 4 °C. O sobrenadante concentrado foi quantificado utilizando o sistema de
quantificacdo de proteina Bradford (Bio-Rad®). Para a deteccdo e quantificacdo das citocinas
IL-6, IL-10, IL-17 e TNF-alfa no plasma e no tecido gengival, foram utilizados 100 pL de
amostra num comprimento de onda de 450 nm de acordo com Rat Custom Procarta Plex
magnetic bead (Invitrogen, USA) with the immunoassay MAGPIX® platform), segundo as

instrugdes do fabricante.

Analises estatisticas

Os resultados foram analisados usando o programa Graphpad Prism® 5.0. Em todas as
variaveis foram testadas a distribuicdo normal e a variancia homogénea. Como a distribuigéo
foi considerada normal e a varidncia homogénea foram utilizados os testes paramétricos
ANOVA — Two Way seguido pelo pos-teste de comparacdo multipla de Tukey. As diferencas

observadas serdo consideradas significantes quando p < 0.05.


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/AM7020
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Resultados

As fémeas obesas-MSG eutanasiadas 7 dias ap6s a inducdo da doenga periodontal
apresentaram maior porcentagem corporal de gordura retroperitoneal e perigonadal quando

comparadas as fémeas CTL (graficos 1 e 2).
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Grafico 1 e 2 — Efeito da obesidade hipotalamica e doenca periodontal experimental sobre o peso das gorduras
retroperitoneal e perigonadal em ratas CTL SL, CTL CL, MSG SL e MSG CL antes do cruzamento. As barras
representam a média + EPM. Letras diferentes referem-se as diferengas estatisticas entre os grupos. ANOVA de
duas vias seguida com pds-teste de Tukey, P < 0.05 (n=5).

A perda dssea alveolar medida radiograficamente foi maior nos grupos que receberam
a inducdo da doenca periodontal experimental (sete dias de ligadura), tanto no grupo CTL CL
quanto MSG CL, comparado ao grupo SL. A obesidade hipotalamica ndo agravou a
progressdo da doenca periodontal nesses animais (Gréafico 3).

2001

Il cTL

150

100

3
o
1

o
1

Measurement of alveolar bone height (pixels)

Grafico 3 — Efeito da obesidade hipotalamica e doenca periodontal experimental sobre a perda 6ssea alveolar
mandibular em ratas CTL, CTL CL, MSG e MSG CL antes do cruzamento. As barras representam a média +
EPM. Letras diferentes referem-se as diferengas estatisticas entre os grupos. ANOVA de duas vias seguida de
pos-teste de Tukey, P < 0.05 (n=5).

Quando analisados os parametros corporais nas maes, foi observado que o peso

corporal e o comprimento naso-anal foram reduzidos nos grupos MSG SL e MSG CL quando
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comparados aos grupos controle (Tabela 1). Porém, os animais MSG SL e MSG CL
apresentaram maior indice de Lee, comprovando a instalacdo da obesidade, decorrente do
tratamento neonatal com glutamato monossédico. A administragdo do MSG provocou
aumento nas gorduras retroperitoneal e perigonadal quando comparados aos grupos controle
(tabela 1), porém ndo houve diferenca estatistica significativa quando comparados 0s grupos
obesos entre si (MSG SL e MSG CL). Sobre o perfil glicémico dos animais, ndo houve

variacdo estatistica significativa entre os grupos.

Tabela 1 — Pardmetros corporais e plasmaticos das mées, dos grupos CTL SL, CTL CL,
MSG SL e MSG CL no momento da eutanasia.

CTL SL CTL CL MSG SL MSG CL
Peso (g) 245+4.3° 25845.3° 193.7+4.3° 203.46.5°
CNA (cm) 19.4+0.1° 19+0.2° 17.2+0.1° 17.5+0.1°
indice de Lee 320.9+3,1*  333.9+4.1° 359.5+6.2° 354.7+4.9°
Gord. retroperitoneal (% 0.6+0.06°  0.6+0.07% 1.3+0.1° 1+0.8°
do peso corporal)

Gord. perigonadal (% do 1.07+0.1*  1.07+0.8° 2.1+0.2° 1.740.1°
peso corporal)

Glicemia (mm/Hg) 90.5+8 77.3+6.4 79+6.7 81.1+6.2

Os dados foram apresentados como a média + EPM. As letras diferentes referem-se as diferengas significativas
entre os grupos. ANOVA de duas vias seguido pelo pos-teste de Tukey. P<0,05. (n=7-10)

Na analise radiografica do osso alveolar nas mées, verificou-se que houve maior perda
6ssea alveolar (p<0.05) nos grupos com inducdo da doenca periodontal (CTL CL e MSG CL),
porém no grupo CTL CL a perda éssea foi mais acentuada do que no grupo MSG CL,

sugerindo efeito protetor da obesidade MSG sobre a reabsor¢édo 6ssea (figura 3).
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Figura 3 — Efeito da obesidade hipotalamica e doenca periodontal materna sobre a reabsorcdo dssea alveolar nos
grupos CTL SL (1), CTL CL (B), MSG SL (C) e MSG CL (D).
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Resultados — Prole

Com relacao aos parametros corporais e plasmaticos observados na primeira geracgéo,
0 peso e 0 comprimento naso-anal dos quatro grupos da prole masculina foram similares, ndo
havendo diferenca no indice de Lee. Assim como a porcentagem de gordura retroperitoneal e
perigonadal sobre o peso corporal total. A glicemia em jejum foi semelhante estatisticamente

entre 0s quatro grupos observados (tabela 2).

Tabela 2 — Parametros corporais e plasmaticos da prole, dos grupos CTL SL-F1, CTL
CL-F1, MSG SL-F1 e MSG CL-F1 no momento da eutanasia (120 dias de vida).

CTL CTLCL-F1 MSG SL-F1 ~ MSG CL-F1
SL-F1
Peso (g) 394.4+7. 388.1+£7.9 364.915.5 373.2+3.5
CNA (cm) 23.6310.2 23.610.1 23.310.2 23.1+0.2
indice de Lee 307.53. 304.1£1.9 302.6+3 308.8+3.6
Gord. retroperitoneal (% 1.5130.05 1.5£0.05 1.3+£0.08 1.3+£0.04
do peso corporal)
Gord. perigonadal (% do 1.4+0.05 1.5+0.05 1.3+0.08 1.3+0.04
peso corporal)
Glicemia 82.1+3.0 86.6+3.0 87.4+1.0 82.1+3.0

Os dados foram apresentados como a média = EPM. As letras diferentes referem-se as diferencas significativas entre os
grupos. ANOVA de duas vias seguido pelo po6s-teste de Tukey. P<0.05. (n=13-16)

Quando analisada a perda 6ssea alveolar, morfometricamente e radiograficamente, foi
observado que a obesidade e doenca periodontal materna ndo produziram efeitos na primeira

geracdo da prole (Gréaficos 4 e 5).
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Gréfico 4 — Efeito da obesidade hipotalamica e doenca periodontal experimental sobre a perda éssea alveolar
mandibular avaliada morfometricamente na prole CTL SL-F1, CTL CL-F1, MSG SL-F1 e MSG CL-F1. As
barras representam a média £+ EPM. Letras diferentes referem-se as diferencas estatisticas entre 0s grupos.
ANOVA de duas vias seguida de pos-teste de Tukey, P < 0.05 (n=13-16).
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Grafico 5 — Efeito da obesidade hipotalamica e doenca periodontal experimental materna sobre a perda 6ssea
alveolar mandibular avaliada radiograficamente na prole CTL SL-F1, CTL CL-F1, MSG SL-F1 e MSG CL-FL1.
As barras representam a média + EPM. Letras diferentes referem-se as diferencas estatisticas entre os grupos.
ANOVA de duas vias seguida de pds-teste de Tukey, P < 0.05 (n=13-16).

Na analise morfologica dos tecidos periodontais, observou-se que a largura da base do
epitélio foi similar entre a prole de mdes CTL SL e MSG SL. Porém, o grupo CTL CL-F1
apresentou um aumento quando comparado aos outros grupos. J& no grupo MSG CL-F1

houve uma reducdo nesse valor (Tabela 3).

Tabela 3 — Medidas dos tecidos gengivais dos grupos CTL SL-F1, CTL CL-F1, MSG SL-F1
e MSG CL-F1.

CTL SL-F1 CTL CL-F1 MSG SL-F1 MSG CL-F1

Base epitelial (pixels) 136.8+6.8° 150.2+7.8° 87.9+7.5° 91.9+17.2 ¢

Altura epitelial (pixels) 146.3+8.8 151.1+4.5 155.9+12.1 152.249.5

Avrea do epitélio(pixels’)  67102+2857.0 73612+2801.0 73149+7586.0 57757+4582.0

Base do  117.2+4.9 127.1+14.5 126.1+17.5 105.4+10.6
conjuntivo(pixels)

Altura do conjuntivo  426.7+£15.6 434+21.3 423+42.0 379.5+25.4
(pixels)

Area do 36323+2784.0 34112+2819.0 26068+6075.0 21406+2963.0

conjuntivo(pixels?)
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Os dados foram apresentados como a média + EPM. As letras diferentes referem-se as diferencas significativas entre os
grupos. ANOVA de duas vias seguido pelo pés-teste de Tukey. P<0.05. (n=13-16)

Né&o foram observadas diferencas estatisticas na quantificacdo de células dsseas
(osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos) entre os quatro de grupos de prole avaliados (tabela
4).

Tabela 4 — Andlise histoldgica dos grupos CTL SL-F1, CTL CL-F1, MSG SL-F1 e MSG CL-
F1 para quantificacdo de osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos.

CTL SL-F1 CTL CL-F1 MSG SL-F1 MSG CL-F1

Osteoblastos 14.6+7.0 35.1+10.0 28.2+11.0 35.9+15.0
Ostedcitos 919.4484.0 1015+215.0 976.3+189.0 1375+207.0
Osteoclastos 13.6+7 16.3+8 1.5+0.9 1+0.7

Os dados foram apresentados como a média = EPM. As letras diferentes referem-se as diferencas significativas entre os
grupos. ANOVA de duas vias seguido pelo pés-teste de Tukey. P<0.05. (n=13-16)

Ndo foram observadas diferencas estatisticas na quantificacdo de citocinas
inflamatdrias (IL-6, IL-10, IL-17 e TNF-alfa) no plasma e no tecido gengival entre os quatro
de grupos de prole avaliados (tabela 5 e 6).

Tabela 5 — Concentracgdo de citocinas inflamatorias no plasma da prole CTL SL-F1, CTL CL-
F1, MSG SL-F1 e MSG CL-F1.

CTL SL-F1 CTL CL-F1 MSG SL-F1 MSG CL-F1
IL-6 (ng/ml) 60.456+9.784 79.900+3.899 82.088+14.723 80.428+3.950
IL-10 (ng/ml) 83.360+5.877 94.695+2.067 90.873+6.968 93.910+7.506
IL-17 (ng/ml) 4.241+1.444 7.959+967 6.758+396 6.741+1.726
TNF-alfa (ng/ml) 11.885+3850 19.746+2.824 18.033+1.110 22.635+7.333

Os dados foram apresentados como a média + EPM. As letras diferentes referem-se as diferencas significativas entre os
grupos. ANOVA de duas vias seguido pelo pds-teste de Tukey. P<0.05. (n=13-16)

Tabela 6 — Concentracdo de citocinas inflamatdrias no tecido gengival da prole CTL SL-F1,
CTL CL-F1, MSG SL-F1 e MSG CL-F1.

CTL SL-F1 CTL CL-F1 MSG SL-F1 MSG CL-F1

IL-6 (ng/ml) 253.690+31.130  234.344+33.087  330.467+33.476  253.017+60.680
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IL-10 (ng/ml) 1.458.006+27.673 1.473.000+17.711 1.581.000+71.252 1.449.030+29.756
IL-17 (ng/ml) 77.567+19.569  108.916+13.962  97.593+22.082 70.990+24.985

TNF-alfa (ng/ml)  353.300£72.629  184.584+59.555 592.810+£89.293  315.890+52.844

Os dados foram apresentados como a média + EPM. As letras diferentes referem-se as diferencas significativas entre os

grupos. ANOVA de duas vias seguido pelo pds-teste de Tukey. P<0.05. (n=13-16)
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Discussao

No presente estudo, foi demonstrado pela primeira vez o efeito da obesidade
hipotalamica materna associada a doenca periodontal experimental sobre a prole na vida
adulta, com a finalidade de observar a possivel acdo da programacéo fetal. O grupo das méaes
MSG apresentou aumento de 93% e 81% no peso das gorduras retroperitoneal e perigonadal,
respectivamente, além de diferenca significativa no indice de Lee (p<0.05), quando
comparado ao grupo CTL, comprovando que a obesidade ja estava instalada aos 77 dias e 0
sucesso do modelo experimental utilizado (Tabela 1). Estudos clinicos e experimentais ja
demonstraram que a obesidade materna pode predispor o feto ao desenvolvimento de
intolerancia a glicose, obesidade e sindrome metabdlica na vida adulta, uma vez que altera
permanentemente uma variedade de processos de controle metabdlico no feto (BARKER
2007; CAMPOS et al. 2007; GODFREY et al. 2017).

A alta prevaléncia da obesidade materna e, consequentemente, da maior predisposi¢ao
a doencas metabdlicas em sua prole, colocam esse tema como uma prioridade urgente para
discussdo da epidemia de obesidade. Portanto, é essencial que se tome conhecimentos sobre
as consequéncias da epidemia de obesidade em gravidas, ndo apenas em termos de resultado
da gravidez, mas também do impacto potencial sobre a salde da préxima geracdo. Diversos
estudos tém buscado compreender o efeito de alteragdes maternas, como a obesidade e
doenca periodontal, sobre a prole (VICKERS 2014; BERTASSO et al. 2017; PUERTAS et al.
2017; PIETROBON et al. 2017; MANRIQUE-CORREDOR et al. 2019).

Além da obesidade materna, é importante compreender se o estado inflamatério
causado pela doenca periodontal pode acarretar consequéncias na prole. A literatura ja
demonstrou a relacdo entre obesidade e doenca periodontal (MARTINEZ-HERRARA et al.
2017), porém ndo relacionou as duas variaveis e analisou a perda éssea alveolar na primeira
geracdo. O tecido adiposo libera citocinas e hormdnios pro-inflamatérios
denominados adipocitocinas, que induzem processos inflamatorios e disturbios do estresse
oxidativo, gerando uma  fisiopatologia  semelhante  entre asduas  doengas
(JAGANNATHACHARY e KAMARAJ 2010).

Quando analisada radiograficamente a perda dssea alveolar materna, evidenciou-se
que os grupos em que a doenga periodontal foi induzida por ligadura, apresentaram maior
reabsorcdo Ossea do que os grupos SL, demonstrando a atividade da doenca. Porém
0 grupo MSG CL apresentou ligeira reducdo desse valor comparado ao grupo CTL CL,
sugerindo que a obesidade hipotalamica teria um efeito protetor sobre a perda dssea alveolar

(figura 4). Estes dados corroboram com estudos realizados pelo mesmo grupo de
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pesquisadores anteriormente (BRANDELERO et al. 2012; COSTA et al. 2017; MATTIA et
al. 2017). Alguns autores sugerem que a obesidade pode levar a um efeito positivo sobre a
massa Ossea (LEONARDet al. 2004; STETTLERet al. 2008; SANTOS et al.
2008; EVANS et al. 2015), porém este assunto permanece contraditdrio, visto que outras
pesquisas  demonstraram  haver maior reabsorcdo 6sseaem individuos  obesos
(NASCIMENTO et al. 2013; WANI et al. 2019). O efeito protetor da obesidade no tecido
0sseo também pode ser decorrente da maior concentracdo de insulina em individuos obesos,
uma vez que 0s osteoblastos possuem receptor para insulina que estimula a diferenciacao
osteogénica e inibe a osteoclastogénese (REID 2008; ZHAO et al. 2008). Além
disso, adipocitocinas, como a leptina, e as citocinas inflamatérias, como IL-6 e TNF-alfa,
também influenciam a massa Ossea, diretamente ou como resultado de seu efeito no
regulamento do apetite e no peso, sugerindo que a obesidade hipotalamica teria um efeito
protetor sobre a perda 6ssea alveolar (figura 4).

Em nosso estudo, a obesidade hipotalamica ndo exacerbou a doenca periodontal,
entretanto a literatura demonstra que se a obesidade induzida for feita por meio da dieta
hipercaldrica, os resultados demonstram microflora e defeitos nos tecidos periodontais
compativeis com doenca periodontal, mesmo sem a indugdo da periodontite (BLASCO-
BAQUE et al. 2012; BRANCHEREAU et al. 2015), sugerindo que o0 tipo
de obesidade induzida é relevante para a exacerbagdo da doenca periodontal. A plausibilidade
bioldgica para associacdo entre obesidade e doenca periodontal € explicado pelo aumento dos
niveis de lipidios e de glicose, podendo contribuir para uma resposta inflamatéria exacerbada
do hospedeiro, alterar a funcdo de neutrofilos e, ainda, inibir a producdo de fatores de
crescimento pelos macréfagos, reduzindo a capacidade de reparo dos tecidos (MACHADO et
al. 2011).

A inflamacdo oral devido a infeccbes bacterianas € uma fonte de bactérias e
mediadores inflamatorios que podem se disseminar sistemicamente atraves da corrente
sanguinea e alcancar a barreira placentaria (REN e DU 2017). Ainda séo escassos 0s estudos
investigando a acdo da doenca periodontal materna sobre parametros da primeira geragéo,
entretanto alguns autores j& demonstraram que a presenca de doencga periodontal materna
levou ao aumento dos niveis da citocina de fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa) no tecido
cerebral da prole (SHIRAKASHI et al. 2013; TSOSURA et al. 2019) e resisténcia a insulina
(COLOMBO et al. 2012; SHIRAKASHI et al. 2013; TSOSURA et al. 2019), o que demonstra

a influéncia sistémica causada pela inflamagdo da doenca periodontal.
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Apo0s injetar endotoxina bacteriana (lipopolissacarideo) em ratas gravidas, Nilsson et
al (2001) observaram que a prole exibiu um aumento no peso corporal, aumento no tecido
adiposo abdominal e reducéo do efeito da insulina sobre a captacao de glicose, sugerindo que
0 periodo pre-natal é importante para determinar o risco de desenvolver resisténcia
ainsulina e obesidade em descendentes adultos. Neste estudo, ndo foi observado diferenca
estatistica significativa no indice de Lee, gordura retroperitoneal, gordura perigonadal e
glicemia entre os 4 grupos de prole estudados (Tabela 2). Outros estudos utilizando obesidade
hipotalamica materna demonstraram que a partir dos 5 meses de vida, a prole
desenvolveu obesidade também (CAMPOS et al. 2007; CAMPOS et al. 2008), porém o0s
animais do presente estudo foram eutanasiados com 120 dias de vida, sugerindo que as
alteracdes decorrentes da obesidade materna sao expressas mais tardiamente.

Estudos epidemioldgicos e experimentais mostram que obesidade materna ou
consumo de dieta hiperlipidica estd associada ao aumento da suscetibilidade a esteatose
hepatica e inflamacdo (BRUCE et al. 2009; BERTASSO et al. 2017), hipertensdo e desordens
cardiovasculares (BLACKMORE et al. 2014; TAYLOR et al. 2014), obesidade e resisténcia a
insulina (BOYLE et al. 2016; PIETROBON et al. 2017) nos filhos em diferentes estagios de
desenvolvimento. Poucos estudos haviam sido realizados anteriormente com obesidade
hipotaldmica materna para que se avaliasse 0 efeito desta alteracdo sobre a programacéo
metabdlica (CAMPOS et al. 2007; CAMPOS et al. 2008), podendo sugerir que seja devido o
fato de que animais MSG apresentarem alteracdes na funcdo reprodutiva (OLNEY et al.
1969).

N&o houve diferencas na perda éssea alveolar entre a prole, tanto morfoldgica quanto
radiograficamente (Graficos 5 e 6), bem como também ndo apresentou diferencas
significativas na quantificacdo de células Osseas (Tabela 5). A obesidade hipotalamica e a
doenca periodontal materna ndo produziram efeitos na primeira geracdo da prole. Os estudos
realizados até o momento utilizando obesidade e doenca periodontal materna néo
investigaram se haveriam consequéncias desta alteracdo nos tecidos periodontais da prole
(SHIRAKASHI et al. 2013; PIMENTEL et al. 2017; SOUSA-SOARES et al. 2017). Um
modelo experimental de indugdo da doenca periodontal por meio da inoculacdo de
microorganismos periodontopatogenicos verificou alteracbes na prole, como aumento de
citocinas inflamatdrias na placenta (LIN et al. 2003; ARCE et al. 2009), danos cerebrais
(OFFENBACHER et al. 2005), nascimento prematuro e baixo peso ao nascer (LIANG et al.
2018). No presente artigo, ndo foi observado diferenca estatistica significativa na

quantificacdo de citocinas inflamatdrias no plasma e no tecido gengival da prole.
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Sugere-se que assim como o modelo experimental de obesidade, o tipo de doenga
periodontal induzida utilizada pode ser relevante para causar alteracGes na prole. Uma das
teorias que permeia a programacdo metabdlica e a hipdtese chamada de teoria do segundo
“hit”, que sugere que os estimulos adversos ocorridos durante o periodo perinatal (primeiro
“hit”) ndo seriam por si so suficientes para alterar o fen6tipo do individuo na vida adulta,
porém, a exposicdo a estressores na vida pos-natal podem agir como um segundo “hit”
ativando ou amplificando os efeitos da programacao fetal e levando ao aparecimento de
doengas (PADMANABHAN; CARDOSO; PUTTABYATAPPA, 2015).

Na analise morfométrica do tecido gengival, houve um aumento da base epitelial no
grupo CTL CL-F1 em relagdo ao grupo CTL SL-F1e MSG SL-F1(Tabela 3). Porém, no
grupo MSG CL-F1 houve reducéo desse parametro quando comparado ao grupo CTL CL-F1,
sugerindo que apesar de ndo haver perda Ossea alveolar evidente no periodo avaliado, pode
ocorrer uma maior predisposicdo para inflamagdo gengival na prole de ratas obesas com
ligadura. Teleken et al. em 2019 demonstrou alteragdo em tecido epitelial da prole de animais
expostos ao herbicida Glifosato. Apesar das discrepancias entre os dois estudos, em virtude
do modelo experimental utilizado, sugere-se que mais estudos sejam realizados para avaliar a

programagcéo fetal em tecido epitelial.
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Concluséo

Os achados deste estudo demonstraram que a obesidade hipotalamica materna
associada a doenca periodontal ndo afeta a perda 6ssea alveolar na prole masculina de ratos
com 120 dias. Além disso, os resultados sugerem gque mées obesas podem apresentar efeito

protetor sobre a perda 0ssea alveolar induzida por doenga periodontal experimental.
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