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RESUMO 

 

A programação fetal sugere que estímulos adversos quando aplicados durante o 

início do desenvolvimento fetal podem alterar o metabolismo da prole, aumentando o 

risco de doenças na sua vida adulta. A metilação do DNA é um dos mecanismos 

epigenéticos envolvida nesta programação e regula a expressão gênica. Estudos 

anteriores verificaram que a periodontite apical (AP) materna em ratas promove em 

sua prole adulta: resistência insulínica (RI), alteração na etapa inicial do sinal 

insulínico (SI) no músculo gastrocnêmio (MG) e aumento na concentração 

plasmática de fator de necrose tumoral-α (TNF-α). O TNF-α pode ativar o fator de 

transcrição nuclear kappa B (NF-kB) que diminui a expressão gênica do 

transportador de glicose GLUT4. Nesse contexto, mais estudos são necessários 

para investigar se as alterações no SI observadas em ratos adultos, proles de ratas 

com AP também estão presentes na continuidade da cascata insulínica. Ademais, 

sabendo-se que o estresse oxidativo tem sido implicado como fator contribuinte 

tanto para o início quanto para a progressão do diabetes, torna-se fundamental 

verificar o grau de estresse oxidativo tecidual nesta prole adulta. Em vista disso, os 

objetivos deste estudo foram avaliar a RI, estresse oxidativo, etapa final do SI e via 

inflamatória no MG de ratos adultos, proles de ratas com AP. Para tanto, as 21 ratas 

Wistar (2 meses de idade) foram distribuídas em 3 grupos: 1) ratas controle; 2) ratas 

com 1 AP induzida em 1º molar superior direito; 3) ratas com 4 APs induzidas em 1os 

e 2os molares superiores e inferiores do lado direito. A AP foi induzida empregando-

se broca em aço carbono dotada de esfera de 0,1 mm na extremidade. Após 30 dias 

da exposição pulpar, as ratas de todos os grupos foram colocadas para 

acasalamento. Quando os filhotes machos de todas as ratas completaram 75 dias 

de idade, foram realizadas as seguintes análises plasmáticas: 1) glicemia; 2) 

insulinemia; 3) RI. Ademais, foram realizados os seguintes experimentos no MG: 1) 

grau de fosforilação em serina/treonina da Akt, após o estímulo insulínico; 2) 
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conteúdo proteico de GLUT4; 3) grau de metilação do DNA na região promotora do 

gene do GLUT4; 4) expressão gênica do GLUT4 e TNF-α; 5) conteúdo proteico de 

TNF-α e PGC-1α; 6) grau de fosforilação de NF-kB p50 e NF-kB p65; 7) estresse 

oxidativo (superóxido dismutase – SOD e espécies reativas ao tiobarbitúrico – 

TBARS). A análise estatística foi realizada pela análise de variância, seguida do 

teste de Tukey. O nível de significância adotado foi de 5%. Os resultados mostraram 

que AP materna (tanto 1 foco de infecção como 4 focos de infecções) promoveu 

hiperinsulinemia, RI e diminuição na atividade antioxidante da SOD e na 

concentração de TBARS no MG de sua prole adulta. Entretanto, somente a AP 

materna em quatro dentes promoveu aumento na massa corpórea, na ingestão 

alimentar e no grau de fosforilação das subunidades p50 e p65 do NF-kB no MG de 

proles adultas. Ademais, houve diminuição no grau de fosforilação em serina e 

treonina da Akt (após estímulo insulínico) e na expressão gênica e conteúdo proteico 

de GLUT4 no MG em proles adultas de ratas com 4APs. A AP materna não 

promoveu alteração na glicemia de jejum, conteúdo de PGC-1α, grau de metilação 

do DNA na região promotora do gene do GLUT4 e expressão gênica e conteúdo 

proteico de TNF-α no MG de proles adultas. Esses resultados revelam o impacto 

que a AP materna tem em longo prazo na predisposição às alterações metabólicas 

na fase adulta da prole. Isso reforça a importância que a manutenção da saúde 

bucal materna tem sobre a saúde geral da prole. 

  

Palavras-chave: Periodontite periapical. Desenvolvimento fetal. Resistência à 

insulina. Inflamação.  
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ABSTRACT 

 

Fetal programming suggests that adverse stimuli when applied during early fetal 

development may alter metabolism of offspring, increasing the risk of disease in 

adulthood. DNA methylation is one of the epigenetic mechanisms involved in this 

programming and regulates gene expression. Previous studies have shown that 

maternal apical periodontitis (AP) in rats promotes in their adult offspring: insulin 

resistance (IR), alteration in the initial steps of the insulin signaling (IS) in the 

gastrocnemius muscle (GM) and increase in plasma concentration of tumor necrosis 

factor-α (TNF-α). TNF-α can activate nuclear transcription factor kappa B (NF-kB) 

thus decreasing gene expression of the GLUT4 glucose transporter. In this context, 

more studies are needed to investigate whether changes in IS observed in adult rats, 

offspring of rats with AP are also present in the continuity of the insulin cascade. In 

addition, since oxidative stress has been implicated as a contributing factor for both 

the onset and progression of diabetes, it is essential to verify the degree of tissue 

oxidative stress in this adult offspring. Therefore, the aims of this study were to 

evaluate IR, oxidative stress, final steps of IS and inflammatory pathway in the GM of 

adult rats, offspring of rats with AP. For this purpose, 21 female Wistar rats (2 months 

of age) were distributed into three groups: 1) control rats (CN); 2) group with one AP 

induced in the upper right first molar (1AP); 3) group with four APs induced in the first 

and second upper and lower right molars (4AP). AP was induced using a surgical 

round bur measuring 0.1 mm in diameter. After 30 days of pulp exposure, female rats 

of all groups were placed for mating. Pregnant rats were separated into individual 

cages. When the male offspring of all rats reached 75 days of age, the following 

plasma analyzes were performed: 1) glycemia; 2) insulinemia; 3) IR. Furthermore, 

the following analyzes were performed in the GM: 1) Akt serine/threonine 

phosphorylation status, after insulin stimulation; 2) GLUT4 content; 3) degree of DNA 

methylation in the proximal promoter region of the GLUT4 gene; 4) GLUT4 and TNF-
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α gene expression; 5) TNF-α and PGC-1α content; 6) p50 and p65 subunits of NF-kB 

phosphorylation status; 7) oxidative stress (superoxide dismutase – SOD and 

thiobarbiturate reactive species – TBARS). Statistical analyzes were performed by 

analysis of variance, followed by the Tukey test. The level of significance adopted 

was 5%. Results showed that maternal AP (both 1 infection focus and 4 infection 

focus) promoted hyperinsulinemia, IR and decrease in SOD antioxidant activity and 

TBARS concentration in the GM of their adult offspring. However, only maternal AP 

in four teeth promoted an increase in body weight, food intake and p50 and p65 

subunits of NF-kB phosphorylation status in the GM of adult offspring. Furthermore, 

there was a decrease in Akt serine and threonine phosphorylation status (after insulin 

stimulation) and in gene expression and protein content of GLUT4 in the GM in adult 

offspring of rats with 4APs. Maternal AP did not change fasting glycemia, PGC-1α 

content, degree of DNA methylation in the proximal promoter region of GLUT4, gene 

expression and protein content of TNF-α in the GM of adult offspring. These results 

demonstrate that maternal AP is associated with IR and promotes important 

alterations in IS and inflammation pathways in adult offspring. This reinforces the 

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

 

Keywords: Periapical periodontitis. Fetal development. Insulin resistance. 

Inflammation. 
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enzima dependente de metilação (McrBC), (A, B e C) três 

regiões separadas dentro do promotor proximal, 

denominado prom 1, prom 2 e prom 3 , do gene Slc2a4 

foram analisados. Os resultados são apresentados como 

média ± EPM de 4 animais por grupo. 
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proles de ratas com quatro periodontites apicais (P-AP4). 
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animais por grupo. * p<0,05 P-CN vs. P-AP4 
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Figura 13 

proles de ratas controle (P-CN), proles de ratas com uma 

periodontite apical (P-AP1) e proles de ratas com quatro 

periodontites apicais (P-AP4). Em A, autorradiografia 

típica: quantidades iguais de proteína foram submetidas à 

SDS-PAGE (185 μg). β-actina foi utilizada como controle. 

Em B, os valores do conteúdo de PGC-1α  (expressos em 

unidades arbitrárias) são apresentados como média ± 

EPM de 6 animais por grupo.  

Avaliação da atividade da superóxido dismutase – SOD 

(A) e concentração das substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico – TBARS (B), normalizados pela proteína 

total no músculo gastrocnêmio de proles de ratas controle 

(P-CN), proles de ratas com uma periodontite apical (P-

AP1) e proles de ratas com quatro periodontites apicais (P-

AP4). Os valores são apresentados como a média ± EPM 

(n = 10 animais por grupo). # p<0,05 P-CN vs. P-AP1 e P-

AP4; ** p<0,01 P-CN vs. P-AP1 e P-AP4; *** p<0,001 P-

CN vs. P-AP1 
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1  INTRODUÇÃO  

 

A gravidez constitui um período em que a mulher sofre uma série de 

alterações fisiológicas que atuam sobre todo o organismo, inclusive na cavidade oral 

(DE OLIVEIRA et al., 2014; HEMALATHA et al., 2013). Durante a gestação, as 

mulheres tornam-se mais susceptíveis às doenças bucais, tais como cárie dentária, 

gengivite e doença periodontal (DP) (KANDAN; MENAGA; KUMAR, 2011), devido às 

mudanças na dieta (introdução de mais carboidratos e/ou maior frequência 

alimentar), hiperacidez do meio bucal devido a vômitos, alterações hormonais, que 

associadas à desatenção na manutenção da higiene bucal, favorecem a instalação 

das doenças bucais (MELO et al., 2007). Em decorrência disso, as gestantes são 

consideradas pacientes de risco temporário de adversidades odontológicas 

(VASCONCELOS et al., 2012). Contudo, há certa resistência por parte das 

gestantes ao tratamento odontológico, por acreditarem que a intervenção trará riscos 

para o desenvolvimento e vida do bebê (SEBASTIANI et al., 2010).  

O segundo trimestre da gestação constitui período ideal e mais seguro 

para realizar tratamento odontológico (KANDAN; MENAGA; KUMAR, 2011). Mesmo 

assim, o receio e o despreparo constituem principais motivos que levam os 

cirurgiões-dentistas a se recusarem a prestar assistência odontológica às gestantes 

(MOIMAZ et al., 2007; GARBIN et al., 2011). A postergação do atendimento 

odontológico para o período puerpério tardio, ao invés de sanar o problema logo ao 

ser diagnosticado, pode ocasionar um dano maior em função do desenvolvimento 

das doenças bucais (SEBASTIANI et al., 2010).      

A saúde bucal durante o período gestacional tem íntima relação com a 

saúde geral da gestante e pode influenciar no bem-estar do bebê (GARBIN et al., 

2011). Nesse aspecto, diversos estudos têm evidenciado a associação entre DP 

materna e resultados gestacionais adversos, tais como baixo peso ao nascimento 

(MATTERA et al., 2016), parto pré-termo e restrição do crescimento intrauterino 

(SIQUEIRA et al., 2007; VIDHALE; PURI; BHONGADE, 2020). Contudo, a literatura 

mostra-se escassa em relação a estudos que investigaram os efeitos da periodontite 

apical (AP) materna sobre a saúde da prole.  
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Processo inflamatório 

A AP trata-se de uma inflamação no ápice da raiz dental ocasionada 

geralmente a partir de infecção por bactérias advindas do sistema de canal radicular 

(SEGURA-EGEA; MARTIN-GONZALEZ; CASTELLANOS-COSANO, 2015; SASAKI 

et al., 2016). Esta patologia ocorre como consequência de vários estímulos nocivos 

à polpa do dente, como traumas físicos, químicos ou processos iatrogênicos 

(SIQUEIRA, RÔÇAS, 2007; GRAUNAITE; LODIENE; MACIULSKIENE, 2012; 

RICHERT et al., 2022). Contudo, a cárie dentária compreende o principal meio pelo 

qual os microrganismos adentram o canal pulpar (STASHENKO et al., 1994).  

No estudo caso-controle de Khalighinejad et al. (2017) foi relatado que 

pelo menos 1 dente com AP foi observado em 27 mães que tiveram pré-eclâmpsia 

(total de 50 mães no grupo experimental) e em 16 mães do grupo controle (total de 

50 mães no grupo controle). Os autores concluíram que a AP materna pode ser um 

forte preditor independente da pré-eclâmpsia. Ademais, no estudo de Leal et al. 

(2015) foi verificado que puérperes com AP crônica apresentaram maiores chances 

de terem bebês com baixo peso ao nascimento quando comparadas às puérperes 

sem a lesão endodôntica. 

Na AP, ocorre inicialmente uma contaminação predominantemente por 

microrganismos aeróbios facultativos e, posteriormente, devido às alterações no 

ambiente pulpar, tais como comprometimento do suprimento sanguíneo, baixa 

tensão de oxigênio e disponibilidade de nutrientes, prevalece os microrganismos 

anaeróbios gram-negativos (SUNDQVIST, 1992; BARTHEL et al., 1997; LUCISANO 

et al., 2014). A parede celular dos microrganismos gram-negativos possui 

endotoxina denominada lipopolissacarídeo (LPS) (PALSSON-MCDERMOTT; 

O’NEILL, 2004; LU et al., 2008), que pode ser reconhecida por receptores do tipo toll 

(TLR), especialmente o receptor do tipo toll 4 (TLR4) presente em células do sistema 

imune inato e induzir resposta inflamatória (MEDZHITOV, 2001; TAKEUCHI et al., 

2002; KIM; SEARS, 2010). O LPS liga-se inicialmente à proteína solúvel sintetizada 

pelos hepatócitos chamada proteína ligante de LPS (LBP) (DING; JIN, 2013). Esta 

ligação facilita a associação posterior ao correceptor cluster de diferenciação 14 

(CD14) encontrado na superfície dos macrófagos. O CD14 facilita a transferência de 

LPS para o complexo receptor TLR4 / MD-2 e modula o reconhecimento de LPS 

(WRIGHT et al., 1990). Dessa forma, inicia-se a transdução da cascata de 

sinalização, levando a ativação de fatores de transcrição, como fator nuclear kappa 
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B (NF-κB) e proteína ativadora-1 (AP-1), e indução da expressão de citocinas pró-

inflamatórias, quimiocinas, eicosanóides e espécies reativas de oxigênio (KIM; 

SEARS, 2010).  

O NF-κB é uma família de fatores de transcrição, incluindo p105/p50 (NF-

κB1), p100/p52 (NF-κB2), p65 (RelA), RelB e c-Rel, que se associam entre si para 

formar complexos homo e heterodiméricos e modular a transcrição de genes 

envolvidos em processos inflamatórios e imunológicos (NAPETSCHNIG; WU, 2013). 

Uma variedade de ligantes imunologicamente relevantes e seus receptores podem 

ativar a via do NF-κB. Estes incluem o receptor de fator de necrose tumoral (TNF), 

TLR, receptor de interleucina-1 (IL-1) e famílias de receptores de antígeno 

(HAYDEN; GHOSH, 2014). No estado latente, NF-κB encontra-se inativo no 

citoplasma, associado à proteína inibitória kappa B (IκB) (NAPETSCHNIG; WU, 

2013). A ativação da via do NF-κB é iniciada por estímulos extracelulares, que são 

reconhecidos por receptores e transmitidos para a célula, onde as proteínas 

ancouradoras iniciam uma cascata de sinalização que resultam na ativação da 

quinase do inibidor kappa B (IKK) (NAPETSCHNIG; WU, 2013). O IKK é composto 

por duas subunidades catalíticas IKKα e IKKβ, além do modulador essencial NF-kB 

(NEMO) ou IKKγ (LI et al., 2002). O IKK ativado fosforila o IκB em serina, levando à 

adição de ubiquitina pela ação da ubiquitina ligase e degradação pelo proteossoma 

(FRANCO, 2010). Assim, o complexo NF-κB / IκB é desfeito, permitindo a 

translocação do NF-κB para o núcleo com subsequente ligação em elementos de 

resposta específicos do DNA para regular inúmeros genes (GUPTA et al., 2005), 

dentre eles, genes que modulam processos pró-inflamatórios, tais como fator de 

necrose tumoral-α (TNF-α), interleucinas (IL)-6 e IL-1β  (CHEN et al., 2015).  

Além de ativar a via IKKα/β / NF-κB, os TLRs e as citocinas pró-

inflamatórias (como TNF-α e IL-1β) são capazes de ativar a via da c-Jun amino-

terminal quinase (JNK) (SHOELSON et al., 2006). O grupo de serina/treonina 

quinases denominado JNK (JNK1, 2 e 3) pertence ao membro das proteínas da 

família das quinases ativadas por mitógenos (MAPKs), responsáveis pela regulação 

de diversas funções celulares. A JNK ativada induz a expressão de genes pró-

inflamatórios pelo acionamento do fator de transcrição AP-1 (CHEN et al., 2015). 

Sabe-se que citocinas pró-inflamatórias podem prejudicar a transdução do 

sinal insulínico (SI) e contribuir com o desenvolvimento da resistência insulínica (RI) 

(HOTAMISLIGIL et al., 1996; JAGER et al., 2007; COLOMBO et al., 2012). A RI é 
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definida como a incapacidade dos tecidos periféricos responsivos à insulina 

responderem adequadamente às concentrações circulantes deste hormônio, 

resultando em diminuição da ação biológica da insulina nesses tecidos. Como 

consequência, as células β do pâncreas secretam mais insulina a fim de evitar a 

hiperglicemia. A sobrecarga da função secretória destas células induz a sua falência, 

ocasionando a diminuição da secreção de insulina. Este processo está relacionado 

com o desenvolvimento do diabetes mellitus tipo 2 (DM2), o qual é resultado da 

combinação desses dois fatores: RI e prejuízo das células β em secretar insulina 

(PETERSEN, SHULMAN, 2002; KAHN; HULL; UTZCHNEIDER., 2006).  

Em condições normais, a insulina exerce seu efeito por meio da ligação a 

um receptor membranário específico. O receptor de insulina é uma glicoproteína 

heterotetramérica formada por duas subunidades α e duas subunidades β, ligadas 

por pontes dissulfeto. A subunidade α é totalmente extracelular e contém o sítio de 

ligação da insulina. A subunidade β é uma proteína transmembrânica responsável 

pela transdução do SI (KAHN; WHITE, 1988). Além disso, quando estimulada pela 

insulina, esta subunidade confere atividade quinase, capaz de se autofosforilar e de 

fosforilar outros substratos em aminoácidos tirosina (KAHN, 1985; KAHN; WHITE, 

1988).    

A ativação do receptor de insulina leva à fosforilação de vários substratos 

intracitoplasmáticos, como por exemplo, a fosforilação em tirosina da pp185 (IRS-1 / 

IRS-2). Entretanto, conforme mencionado anteriormente, as citocinas pró-

inflamatórias podem prejudicar a transdução do SI.  Sabe-se que o TNF-α pode 

diminuir a fosforilação em tirosina do substrato 1 do receptor insulínico (IRS-1) 

(HOTAMISLIGIL et al., 1996). Ademais, o TNF-α pode estimular serinas quinases, 

incluindo IKK e JNK, as quais promovem a fosforilação do IRS-1 em resíduos de 

serina, resultando em atenuação do SI (OSBORN 2012).  

Quando o IRS-1 e o IRS-2 estão fosforilados em tirosina, criam sítios de 

reconhecimento para moléculas contendo domínios com homologia a Src 2 (SH2), 

como a enzima fosfatidilinositol 3–quinase (PI3-k). A PI3-k é formada pela 

subunidade catalítica (p110) e subunidade reguladora (p85) com domínios SH2 que 

interagem com a tirosina fosforilada (SALTIEL; KAHN, 2001). Tal enzima possui 

como alvo, a proteína quinase B (PKB) também denominada de Akt.  

A Akt se apresenta sob três isoformas (Akt1, 2 e 3), as quais são 

semelhantes em estrutura, porém distintas na função (YU; LITTLEWOOD; 
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BENNETT, 2015). Todas as isoformas são ativadas pela fosforilação em serina e 

treonina (KOHN et al. 1996; BELLACOSA et al. 1998). Todas as isoformas são 

ativadas pela fosforilação em serina pelo complexo 2 da proteína alvo da rapamicina 

em mamíferos (mTORC2) (SARBASSOV et al., 2005) e em treonina pela proteína 

quinase dependente de fosfoinositídeo-1 (PDK-1) (ALESSI et al., 1997), conferindo 

atividade máxima à Akt. A Akt apresenta papel fundamental no processo de 

captação de glicose por meio da estimulação da translocação das vesículas de 

transportador de glicose tipo 4 (GLUT4) do citoplasma para a membrana plasmática 

(WHITEMAN et al., 2002). O comprometimento da translocação de GLUT4 

estimulada por insulina reduz a captação de glicose e RI periférica em DM2 (WU et 

al., 2016).  

O GLUT4 é um importante transportador de glicose expresso em 

adipócitos e células musculares esqueléticas e cardíacas (WU et al., 2016). A 

expressão de GLUT4 é regulada por uma variedade de estímulos. Sabe-se que o 

coativador-1 alfa do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama (PGC-

1α), um membro da família de coativadores de transcrição envolvido na regulação 

do metabolismo energético da célula (LIANG; WARD, 2006), promove aumento na 

expressão gênica de GLUT4 e captação de glicose em células musculares, 

destacando a importância do PGC-1α na regulação da expressão de GLUT4 

(MICHAEL et al., 2001). Por outro lado, Furuya et al. (2013) forneceram as primeiras 

evidências de que o NF-kB pode se ligar ao promotor do gene Slc2a4 (codificador da 

proteína GLUT4) e inibir a sua transcrição, demonstrando a existência da ligação 

entre inflamação e desordem metabólica como a RI.  

 

Estresse Oxidativo 

Além da inflamação, o estresse oxidativo tem sido implicado como fator 

contribuinte tanto para o início quanto para a progressão do diabetes (MARITIM et 

al., 2003; RAINS; JAIN, 2011). Entre as consequências de um ambiente oxidativo, 

destacam-se o desenvolvimento de RI, disfunção das células beta pancreática e 

intolerância à glicose (RAINS; JAIN, 2011). As espécies reativas de oxigênio (EROs) 

são produzidas a partir da molécula de oxigênio como resultado do metabolismo 

celular normal e podem ser divididas em dois grupos: radicais livres e não radicais. 

Radicais livres são moléculas reativas contendo um ou mais elétrons não pareados. 

Quando 2 radicais livres compartilham seus elétrons desemparelhados, formas não 
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radicais são criadas. As três principais EROs são o ânion superóxido (O2
-), o radical 

hidroxila (•OH) e o peróxido de hidrogênio (H2O2). O radical hidroxila é o mais reativo 

das EROs e pode danificar macromoléculas, como proteínas, lipídios, carboidratos e 

DNA (BIRDEN et al., 2012; NITA; GRZYBOWSKI, 2016). Além disso, este radical 

livre é responsável por iniciar a peroxidação lipídica (BIRDEN et al., 2012). O 

peróxido de hidrogênio, radical superóxido, glutationa oxidada, malondialdeído, 

isoprostanos, carbonilas e nitrotirosina são considerados biomarcadores de oxidação 

(BIRDEN et al., 2012).  

Em condições fisiológicas, há um equilíbrio entre a geração e depuração 

de EROs, já que as células eucarióticas possuem mecanismos de defesa 

antioxidante (NITA; GRZYBOWSKI, 2016), os quais incluem moléculas enzimáticas 

(superóxido dismutase – SOD, catalase – CAT, glutationa peroxidase – GPx e 

glutationa redutase – GR) e não enzimáticas (glutationa e vitaminas A, C e E) 

(MARITIM; SANDERS; WATKINS, 2003; VALKO et al., 2007). Contudo, quando há 

um desequilíbrio entre a geração de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio e a 

capacidade das células de neutralizá-las pela defesa antioxidante, ocorre o estresse 

oxidativo (PERSSON et al., 2014). As EROs podem ativar vias celulares sensíveis 

ao estresse, tais como JNK, p38 MAPK, IKK e quinases reguladas por sinal 

extracelular 1/2 (ERK 1/2) que podem interferir negativamente nas vias de 

sinalização celular (BLOCH-DAMTI; BASHAN, 2005). Diante desse contexto, tornou-

se fundamental analisar o grau de estresse oxidativo tecidual (músculo 

gastrocnêmio) de ratos adultos, proles de ratas com AP, a fim de verificar a 

existência de uma relação entre este parâmetro e a RI.  

 

Metilação do DNA e programação fetal 

Estudos anteriores do nosso laboratório demonstraram que a AP materna 

em ratas promove RI em sua prole adulta, mesmo que estes animais não tenham 

sido expostos diretamente a um processo inflamatório (TSOSURA et al., 2019). Tais 

achados evidenciam que estímulos maternos adversos podem induzir alterações no 

desenvolvimento da prole, aumentando o risco de doenças na sua vida adulta 

(LANGREY-EVANS; McMULLEN, 2010; CALKINS; DEVASKAR, 2011). Este 

fenômeno denomina-se programação fetal (BARKER, 1995). Estudos sugerem que 

os mecanismos epigenéticos desempenham papel fundamental nas respostas 

adaptativas aos fatores nutricionais e ambientais durante a vida fetal e neonatal 
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(GICQUEL; EL-OSTA; BOUC, 2008). A epigenética refere-se a padrões estáveis 

(JAENISCH; BIRD, 2003) e hereditários de expressão gênica, independentes de  

alterações na sequência de DNA (EGGER et al., 2004; BAYLIN, 2005). A metilação 

do DNA é um dos mecanismos epigenéticos que desempenha papel importante na 

regulação da expressão gênica (LIM; MAHER, 2010) e consiste na adição de um 

grupo metil (CH3) à base da citosina que geralmente precede uma base guanina 

(dinucleotídeo CpG) (HE et al., 2018) pela ação de uma família de enzimas 

denominadas DNA metiltransferases (DNMTs) (BAYLIN, 2005; HE et al., 2018). Os 

dinucleotídeos CpG aparecem esparsos pelos genomas eucariotos ou agrupados 

em regiões definidas como ilhas CpG. A maioria dos dinucleotídeos CpG esparsos 

está metilada, ao contrário das ilhas CpG que tendem a ser hipometiladas. Essas 

ilhas são frequentes em regiões promotoras de certos genes (OLIVEIRA et al., 

2010). Em linhas gerais, a existência do grupo metil impede a interação dos fatores 

de transcrição e/ou do complexo de iniciação da polimerase ao promotor do gene, 

resultando no silenciamento gênico (LIM; MAHER, 2010).    

Liu et al. (2013) verificaram que prole de ratas hipernutridas durante o 

período de amamentação (em decorrência da diminuição proposital do número 

filhotes por rata mãe) apresentaram aumento na massa corpórea e nas 

concentrações séricas de insulina, glicose e leptina na vida adulta. Além disso, esta 

hipernutrição resultou na hipermetilação do dinucleotídeo 5’-CpG-3’ na região 

proximal do promotor de gene do GLUT4, que correlacionou com diminuição na 

expressão de RNAm de GLUT4 no músculo esquelético na prole adulta. Os autores 

deste estudo sugeriram que a modificação epigenética dos principais genes 

envolvidos na via de sinalização insulínica no músculo esquelético poderia resultar 

no desenvolvimento de RI em proles adultas. 

Nossos estudos anteriores mostraram que a AP materna em um único 

dente ou em 4 dentes promove importantes alterações metabólicas em sua prole 

adulta, tais como RI, aumento na concentração plasmática de TNF-α e prejuízo na 

transdução da etapa inicial do SI no músculo gastrocnêmio (MG), incluindo a 

diminuição no grau de fosforilação em tirosina da pp185. No entanto, apenas AP 

materna em 4 dentes ocasiona aumento no grau de fosforilação de IKKα/β no MG 

nesta prole. Interessantemente, não houve alteração, tanto no grau de fosforilação 

em serina do IRS-1 (via inibitória do SI), quanto no grau de fosforilação de JNK no 

MG entre os grupos (TSOSURA et al., 2019). Com intuito de compreender melhor os 
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mecanismos envolvidos na RI em ratos adultos, proles de ratas com AP, verificamos 

no trabalho a seguir se as alterações observadas no SI também estão presentes na 

continuidade da cascata insulínica (etapa final do SI) no MG desta prole adulta. Em 

decorrência disso, investigamos os componentes da via inflamatória (TNF-α e NF-

kB), conteúdo de PGC-1α, estresse oxidativo e alteração na metilação do DNA do 

GLUT4 no MG. 

Dados epidemiológicos indicam aumento na prevalência de AP em 

adultos (JAKOVLJEVIC et al., 2021). Salientamos que no presente projeto foram 

utilizados grupos de animais com um (exposição pulpar do 1º molar superior) e 

quatro focos de AP (1os e 2os molares superiores e inferiores do lado direito). Isto 

possibilitou um modelo de estudo similar ao observado na população, permitindo a 

obtenção de dados mais representativos, pois estudos epidemiológicos demonstram 

que a população brasileira apresentou uma média de 2,7 APs presentes por 

indivíduo (MAROTTA et al., 2012), denotando ser comum a presença de mais de um 

foco de infecção em um mesmo paciente.  

 

2 OBJETIVO GERAL  

  

Avaliar os efeitos da AP materna em ratas sobre a resistência à insulina, 

etapa final do sinal insulínico, metilação do DNA da região promotora proximal do 

gene do GLUT4, via inflamatória e estresse oxidativo no MG de sua prole adulta. 

Ademais, verificar se o aumento no número de foco de infecção endodôntica 

materna ocasiona piora nesses parâmetros na prole adulta.  

  

2.1 Objetivos específicos  

 

Verificar em ratos adultos, proles de ratas com 1 ou 4 APs: 

- glicemia e insulinemia de jejum; 

- resistência à insulina (HOMA-IR); 

- grau de fosforilação em serina (Ser473) e treonina (Thr308) de Akt no músculo 

gastrocnêmio (MG); 

- conteúdo de GLUT4 no MG; 
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- grau de metilação do DNA da região promotora proximal do gene do GLUT4 no 

MG; 

- expressão gênica de GLUT4 e TNF-α no MG; 

- grau de fosforilação de NF-kB p50 (Ser337) e p65 (Ser276) no MG; 

- conteúdo de TNF-α e PGC-1α no MG; 

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

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

O presente trabalho está de acordo com os Princípios Éticos em Uso de 

Animais e foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Faculdade de 

Odontologia de Araçatuba – FOA/UNESP (PROCESSO CEUA Nº 00383-2019). 

  

3.1 Animais 

No presente estudo foram utilizados 21 ratas (2 meses de idade com 

200g) e 9 ratos Wistar (3 meses de idade com 350g), mantidos em ambiente sob 

condições padronizadas de temperatura (23 + 2ºC), ciclo claro/escuro (12/12 horas 

diárias, com período claro iniciado às 7:00 horas), umidade (55 ± 10%), temperatura 

de 23 ± 2ºC. Todos os animais foram alimentados durante todo o período 

experimental com ração padrão para ratos (Presence, Paulínia, São Paulo, SP, 

Brasil) e água ad libitum.  

As ratas foram distribuídas em 3 grupos (n=7/grupo): a) ratas controle 

(CN); b) ratas com AP induzida em primeiro molar superior direito (apenas uma 

lesão) (AP1); c) ratas com AP induzida em primeiros e s molares superiores e 

inferiores do lado direito (total de quatro lesões) (AP4).  

As APs foram induzidas sob anestesia com cloridrato de quetamina 

(Dopalen, Sespo Indústria e Comércio Ltda, Paulínia/São Paulo, Brasil; 80 mg/Kg 

peso corpóreo, via intramuscular) e xilazina (Anasedan, Sespo Indústria e Comércio 

Ltda, Paulínia/São Paulo, Brasil; 10 mg/Kg peso corpóreo, via intramuscular). As 

polpas dos molares foram expostas por meio de uma broca de aço carbono (Broca 

Ln Long Neck- Maillefer, Dentsply, Petrópolis, RJ, Brasil) dotada de uma esfera na 

extremidade com 0,1 mm de diâmetro (Figura 1). 
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Figura 1 - Indução da lesão periapical em rata com o auxílio de uma broca (LN Long 
Neck, Dentisply Maillefer, Ballaigues- Suíça), em baixa rotação. 

 

 

Fonte: do autor 

 

Decorridos 30 dias de exposição pulpar, as ratas de todos os grupos 

foram colocadas para acasalamento. A confirmação da copulação foi realizada pela 

colpocitologia, observando a presença de espermatozoides no esfregaço vaginal.  

As ratas prenhes foram separadas em caixas individuais e após o 

nascimento, a ninhada foi distribuída em três grupos: a) proles de ratas controle (P-

CN); b) proles de ratas com apenas uma AP (P-AP1); c) proles de ratas com quatro 

APs (P-AP4). O número de filhotes foi ajustado para 8 por mãe lactante, a fim de 

evitar o efeito do tamanho da ninhada. Quando a ninhada não apresentava 8 ratos 

machos, na mesma foram acrescentadas ratas fêmeas para manutenção desse 

número de filhotes por rata mãe.  

Os filhotes foram mantidos com a mãe até o desmame (21 dias após o 

nascimento). Após o desmame, apenas os filhotes machos foram mantidos para a 

posterior análise.  

Desde o dia do nascimento até a realização dos experimentos foi 

avaliado, semanalmente, a massa corpórea dos filhotes machos de todos os grupos. 
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A ingestão alimentar destes filhotes foi aferida, três vezes por semana, a partir do 

desmame (21 dias após o nascimento) até a realização dos experimentos. Quando 

os filhotes machos P-CN, P-AP1 e P-AP4 completaram 75 dias de idade, iniciaram-

se os experimentos.  

 

3.2 Análises radiográfica e histológica da região periapical das 

ratas mães  

Após o desmame, aproximadamente 75 dias após a indução da AP, as 

ratas mães de todos os grupos foram eutanasiadas por dose excessiva de 

anestésico. As hemimaxilas e hemimandíbulas direitas foram retiradas e embebidas 

em formaldeído 4% por 24h. Para obtenção das imagens radiográficas foi utilizado o 

aparelho de raios-X GE-100 (General Eletric, Milwaukee, EUA), operando com 70 

kvp, 10 mA e tempo de exposição de 0,10s. A imagem digital foi obtida diretamente 

com placa óptica digital (Digora, Soredex, Orion Corporation, Helsinki, Finland). As 

leituras das placas ópticas foram realizadas em equipamentos de laser scanner 

sensibilizados, e as imagens foram analisadas usando um software (Windows 

Digora 1.51, Soredex, Orion Corporation, Helsinki, Finland). As análises 

radiográficas foram realizadas para detectar áreas radiolúcidas na região periapical 

nos grupos AP1 e AP4, indicando formação de AP. Após a análise radiográfica, as 

peças foram lavadas em água corrente por 12h. Após a fixação, foram 

desmineralizadas em solução de ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a 10% 

por aproximadamente 3 meses. Posteriormente, as peças foram lavadas em água 

corrente por 24h, desidratadas em álcool, diafanizadas em xilol e incluídas em 

parafina. As peças foram cortadas com cortes semi-seriados, com 4 µm de 

espessura dos aspectos mesial-distal de todos os primeiros molares superiores do 

lado direito, realizados em micrômetro (RM2155, Leica Microsystems, BD, Wetzlar, 

Alemanha). Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina e estudos 

morfológicos foram realizados na área periapical. 

3.3 Coleta de sangue e tecidos 

Os ratos P-CN, P-AP1 e P-AP4 foram submetidos a jejum de 12 horas 

antes dos procedimentos experimentais. Estes animais foram anestesiados com 

tiopental sódico (Thiopentax, Cristália, Itapira, SP, Brasil; 3%, 5mg/100g peso 
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corpóreo, via intraperitoneal) e os experimentos foram realizados 10-15 minutos 

após a anestesia.  

Um grupo de ratos P-CN, P-AP1 e P-AP4 (n=10) foi submetido à 

laparotomia mediana para a coleta de sangue (4 mL) pela veia cava inferior. As 

amostras de sangue foram transferidas para tubos de plástico heparinizados (BV 

Vacutainer, Flanklin Lakes, NJ, EUA) e centrifigadas a 3.000G por 15 min a 4°C. Os 

plasmas obtidos foram aliquotados e armazenados a -80ºC até o dia da 

quantificação das concentrações plasmáticas de glicose e insulina. Ademais, destes 

mesmos animais foi coletado o MG para avaliar o grau de metilação do DNA do 

GLUT4 (n=4) e a expressão gênica de GLUT4 e TNF-α (n=5). Em outro grupo de 

ratos P-CN, P-AP1 e P-AP4 (n=10) foi coletado o MG para avaliação do grau de 

estresse oxidativo (SOD e TBARS) e conteúdo de GLUT4. Após este procedimento, 

os animais foram eutanasiados por dose excessiva do anestésico tiopental sódico 

(Thiopentax, Cristália, Itapira, SP, Brasil; 3%, 5mg/100g peso corpóreo, via 

intraperitoneal).  

Em outro grupo de ratos P-CN, P-AP1 e P-AP4 (n=6) foi utilizado para 

analisar as proteínas envolvidas nas vias insulínica e inflamatória pelos métodos de 

Western blotting e Immuno blotting. Para tanto, os animais previamente 

anestesiados foram submetidos à laparotomia mediana, com retirada de amostras 

de MG antes e após 90s da administração intravenosa pela veia porta de 1,5 UI de 

insulina regular (Humulin, Eli Lilly and Company, Indianapolis, IN, EUA), seguindo 

protocolo de acordo com Saad et al. (1993) para avaliar o grau de fosforilação em 

serina (Ser473) e treonina (Thr308) da Akt, após a estimulação insulínica, nestes 

tecidos. Salienta-se que para avaliar o grau de fosforilação de NF-kB p50 (Ser337) e 

p65 (Ser276), conteúdo de TNF-α e PGC-1α no MG foram utilizados amostras de 

tecidos sem o estímulo insulínico. Posteriormente, os animais foram eutanasiados 

por dose anestésica excessiva utilizando tiopental sódico (Thiopentax, Cristália, 

Itapira, SP, Brasil; 3%, 5mg/100g peso corpóreo, via intraperitoneal). Os 

experimentos foram realizados de acordo com o fluxograma representado na figura 

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

 

 

Fonte: do autor 

 

3.4 Determinação da glicemia e insulinemia de jejum 

A glicemia foi determinada pelo método de glicose-oxidase com a 

utilização do reagente enzimático comercial específico (Katal Biotecnológica Ind. 

Com. Ltda., Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil), seguindo as instruções do 

fabricante. A insulinemia foi avaliada pelo método de ensaio de imunoabsorção 

enzimática (ELISA) com a utilização do kit comercial específico (Sensitive Rat 

Insulin, SRI-13K, Millipore, St Charles, MO, EUA), seguindo as instruções do 

fabricante. 

 

3.5 Avaliação da resistência insulínica 

Foi avaliada pelo índice HOMA-IR (Modelo de Avaliação da Homeostase - 

Resistência à Insulina), calculado a partir da fórmula, como segue: HOMA - IR = 

glicemia de jejum (mmol/L) X insulinemia de jejum (µUI/mL) / 22,5) (BONORA et al., 

2000). 
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3.6 Avaliação das proteínas das vias insulínica e inflamatória  

• Preparação das amostras: imediatamente após a extração do MG foram 

homogeneizados em Polytron (24.000 RPM durante 10s) em 2 mL de tampão de 

extração (Tris 100 mM pH 7,5; EDTA 10 mM;  SDS 1%;  NaF 100 mM, Pirofosfato de 

Na 10 mM, Ortovanadato de Na 10 mM) e mantidos em banho-maria (100C) 

durante 10 min. Decorrido o tempo, foram transferidos para gelo e então 

centrifugados (4C, 16.000G, 40 min). Do sobrenadante foram retiradas alíquotas 

para determinação da concentração proteica pelo método de Lowry (Bio-Rad Protein 

Assay - Bio-Rad Laboratories, Hercules, EUA) (LOWRY et al., 1951) e para estoque 

em tampão de Laemmli (azul de bromofenol 0,1%; SDS 10 %; fosfato de sódio 1M 

pH 7,0; glicerol 50%; DTT15%). 

• “Western blotting” 

“SDS-PAGE” - (“Sodium Dodecil Sulfate - Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis”): a primeira etapa do Western blotting consistiu na submissão das 

amostras a uma corrida eletroforética em gel de poliacrilamida. Por meio deste 

método foi possível separar proteínas de acordo com seu peso molecular, sem que 

as unidades proteicas sejam perdidas, permitindo estudos posteriores nessas 

frações proteicas. Foi utilizado o método desenvolvido por Laemmli (1970) e 

modificado por Garfin (1990), o qual envolve um sistema descontínuo de dois géis 

contíguos, mas diferentes: o gel de “stacking” (3,39% T, 2,7% C - acrilamida 3,3%; 

bisacrilamida 0,09%; Tris 25 mM, pH 8,9; EDTA 2,0 mM; SDS 0,1%; TEMED 

0.111%; Persulfato de amônio 0,27%) e o gel de resolução (6,16% T, 2,7% C - 

acrilamida 6%; bisacrilamida 0,16%; Tris 388 mM, pH=6,7; EDTA 2,1 mM; SDS 

0,1%; TEMED 0.115%; Persulfato de amônio 0,17%; glicerol 10%). Na montagem, o 

gel de resolução ficou sob o gel de “stacking”, com orientação vertical, num sistema 

de câmaras que manteve as porções superiores e inferiores do gel em contato com 

um tampão de corrida (Tris 50 mM; glicina 375 mM; SDS 0,1%; EDTA 1,8 mM). No 

gel de “stacking” foram aplicadas as amostras solubilizadas em tampão de Laemmli. 

Imediatamente antes da aplicação, as amostras foram fervidas por 4 min. A 

eletroforese foi realizada em equipamento para minigel da Bio Rad (Mini-Protean, 

Bio Rad Laboratories, Richmond, CA), e foi começado com a corrida no gel de 

“stacking” sob voltagem constante em 30 mV até que ocorreu o empacotamento da 

amostra, o que pôde ser observado na transição dos geis. Posteriormente foi 
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aplicada voltagem constante de 100 V para a corrida no gel de resolução, durante 

2h. Juntamente com as amostras, sempre foi colocado um padrão de proteínas de 

conhecidos pesos moleculares (marcadores). 

• “Electrophoretic transfer”: Após a separação das frações proteicas no gel 

de poliacrilamida, foi feita a transferência eletroforética dessas frações para uma 

membrana de nitrocelulose Hybond-C Super (Amersham Pharmacia Biotech, 

Buckinghamshire, England). A transferência foi realizada sob voltagem constante de 

100 V, durante 2h, a 4C, utilizando-se o tampão de transferência (Tris 25 mM, 

glicina 192 mM, metanol 20%, SDS 0,02%).  

• “Immunoblotting”: Após a transferência eletroforética, foi iniciado o processo 

de imunodetecção de proteínas específicas (KRUGER; HAMMOND, 1988). A 

membrana de nitrocelulose foi primeiramente incubada na presença de solução 

bloqueadora (solução basal - SB - NaCl 150 mM; Tris 10 mM; "Tween" 20 0,02%; pH 

7,2 - acrescida de 5% de leite desnatado - 0% de gordura) durante 2 horas à 

temperatura ambiente, e então lavada com solução basal por três sessões de 10 

min.  Em seguida, a membrana foi incubada em solução (SB + 3% de leite 

desnatado) contendo o anticorpos antifosfo-Akt (Ser473), antifosfo-Akt (Thr308), 

antifosfo-NF-kB p50 (Ser337), antifosfo-NF-kB p65 (Ser276), anti-TNF-α, anti-PGC-1α 

e anti-β-actina, todas da marca Santa Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz, EUA, por 

4h em temperatura ambiente. Posteriormente foram realizadas três lavagens com 

solução basal e a membrana foi incubada durante 1h com segundo anticorpo 

contendo peroxidase de “horseradish” (“kit” de quimioluminescência, ECL – 

Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, England). Novamente, foram 

realizadas 3 lavagens da membrana de nitrocelulose com solução basal, com 

duração de 10 min cada lavagem. Adicionou 1 mL de cada solução de detecção 1 e 

2 (do kit de ECL) e foi incubada por 1 min. Por fim, foi drenado o excesso de 

reagente e a membrana de nitrocelulose foi exposta a filme radiográfico (Hyperfilm 

ECL – Amersham Biosciences, Buckinghamshire, England), durante 10 min à 

temperatura ambiente. O filme foi processado com solução reveladora e reforçadora 

GBX (Kodak Brasileira, São Paulo, Brasil) e solução fixadora e reforçadora GBX 

(Kodak Brasileira, São Paulo, Brasil). A intensidade dos "blots” foi avaliada por 

densitometria óptica, utilizando-se o programa Scion Image (Scion Image-Release 

Beta 3b, NIH, Frederick, MD, EUA). 
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3.7 Quantificação do conteúdo de proteína GLUT4 

As amostras do tecido MG foram homogeneizados em tampão de 

sacarose de pH 7,4 (10 mmol/L de Tris-HCl, 1 mmol/L de EDTA e 250 mmol/L de 

sacarose). Quantidades iguais de proteína foram aplicadas num gel de SDS a 10%. 

Os “blots” foram quantificados por densitometria (ImageQuant TL, Amersham 

Biosciences UK Limited).  

 

3.8 Avaliação da metilação do DNA do GLUT4 

• Restriction Digestion and Real-Time PCR (qAMP): a partir dessa análise foi 

possível realizar uma avaliação quantitativa do estado de metilação dos sítios CpG 

de forma rápida e econômica, sem a necessidade de da modificação do DNA por 

bissulfito de sódio (OAKES et al., 2009). Em resumo, são utilizadas enzimas de 

restrição sensíveis à metilação (MSREs) e uma endonuclease de restrição 

dependente da metilação (MDRE), essas enzimas identificam sítios de restrição na 

sequência de DNA de interesse e os primers são concebidos para flanquear esses 

sítios de restrição. O conjunto de “templates” de PCR criado para cada amostra de 

DNA é composto por tubos separados de DNA de igual concentração que foram 

digeridos com uma única enzima de restrição. Os grupos de digestão dos sítios são 

compostos por enzimas de restrição e são divididos em três categorias: 1) grupo 

Sham - uma digestão simulada sem enzima; 2) o grupo de digestão MSRE - o DNA 

é clivado se o sítio de restrição não estiver metilado; e 3) o grupo de digestão MDRE 

- o DNA é clivado apenas se metilado. Amplificação por PCR em tempo real de cada 

modelo é executado, produzindo valores de limiar de ciclo (Ct) que são utilizados 

para calcular a percentagem de metilação do DNA em determinado local de restrição 

(OAKES et al., 2009). Ao gerar dados em um único dia, a metodologia de qAMP é 

substancialmente mais rápida e mais econômica do que a modificação do DNA por 

bissulfito de sódio, embora sejam avaliados menos dinucleotídeos CpG (OAKES et 

al., 2009). A estratégia simplificada de desenho de primer e o aumento da 

estabilidade da matriz são vantagens adicionais. Em geral, o qAMP é um método 

rápido, alternativo à modificação do DNA por bissulfito de sódio para efeitos de 

rastreio dos níveis específicos de região e de metilação do DNA. Resultados obtidos 

a partir de qAMP demonstraram ser comparáveis com aqueles determinados 

utilizando modificação do DNA por bissulfito de sódio (OAKES et al., 2009). 
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• Desenho do oligos iniciadores (primers): a sequência do gene de interesse 

foi localizada no banco de dados genome.ucsc.edu, utilizando o genoma da espérie. 

Os sítios de restrição das enzimas sensíveis à metilação (Hhall, Hpall) e uma 

dependente de metilação (McrBC) foram localizados na região promotora proximal 

do gene. Com os sítios de restrição das enzimas identificados no DNA de interesse, 

os iniciadores foram concebidos para flanquear estes locais de restrição. O software 

utilizado para desenhar os primers foi o Primer3 (v. 0.4.0). 

 

Tabela 1 – Sequência de primers usados para qAMP de Slc2a4 e posição dos 
amplicons em referência ao códon de início. 
 

Nome do 
oligo  

Forward 5′-3′ Reverse 5′-3′ Posição 

Prom 1 GGCACTAGAAGCCTTGCACT CACAGTCTACTGGCCCATCC −897 a 
−1141 

Prom 2 CCCTTTAAGGCTCCATCTCC GAAACAATGCCCCGAAGTAA −653 a 
−743 

Prom 3 CTTCAGCTCTCCGCATCTTT TGAACCAGATTCCCCAATTC +23 a −227 

 

• Extração do DNA e PCR template preparation: a extração do DNA 

genômico no MG foi realizada utilizando coluna de sílica e métodos disponibilizados 

pelo DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha). Para isolar o gDNA do 

tecido muscular foi utilizado 25 mg, conforme as instruções do fabricante. O gDNA 

isolado foi quantificado pela densidade óptica de absorbância a 260 nm no 

espectrofotômetro NanoDrop (Thermo Scientific, Wilmington, EUA). Para melhores 

resultados utilizou-se 0,5-1,0 μg de DNA por reação de digestão. Por conseguinte, 

para um conjunto de cinco modelos, foram necessários 2,5-5,0 μg de DNA. 

Etapas: Aumentou-se o volume da amostra de DNA para 250 μL, 

adicionando-se água. Este foi o volume final necessário para um conjunto de cinco 

modelos; foram utilizados 40 μL desta amostra de DNA por reação de digestão. 

Homogeneizou-se o DNA passando repetidamente a amostra por meio de uma 

agulha de calibre 27g 1/2 presa a uma seringa de 1 mL. Isto reduziu o tamanho 

médio do fragmento de DNA para ~ 4-5 kb. Distribuiu-se 40 μL de amostra de DNA 

para cinco amostras individuais em tubos de 1,5 mL. Digeriu-se os “templates” 

individuais com a enzima apropriada durante ~4h num volume total de 50 μL. Usou-

se 25 unidades de cada enzima, NotI, HpaII, HhaI e McrBC, para digerir os 

diferentes “templates” as condições sugeridas pelos fabricantes. Para McrBC, usou-
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se o dobro da concentração recomendada de GTP. O “template” Sham foi incubado 

na presença de tampão de reação 1x (tampão NEB 2). Todas as reações foram 

realizadas na presença de BSA 1x. 

• PCR quantitativo e análise de dados: preparou-se uma mistura principal 

para o número desejado de reações (o procedimento descrito aqui foi otimizado para 

o uso do QuantiNova SYBR Green PCR Kit). O volume total para cada reação de 

PCR foi de 20 μL; cada reação tinha 10 μL de 2x SYBR Green PCR Master Mix, 1,0 

μL cada um dos primers forward e reverse, 0,1 μL QN ROX Reference Dye, 5,9 μL 

de água e 2 μL de DNA (adicionado separadamente). Usando o conjunto de 

“templates” criado transferiu-se 17,5 μL da mistura principal para cada poço e 

adicionou-se 2,5 μl do “template” apropriado para reação com volume final de 20 μL. 

Realizou-se a seguinte reação de amplificação no aparelho Stratagene Mx3005P: a) 

início da ativação da PCR: 95°C durante 1 min; b) desnaturação: 95°C por 5s; 

recozimento/extensão 60°C por 10s. Número de ciclos: 40. SYBR Green é utilizado 

para monitorizar a formação da amplificação de PCR. A amplificação não específica 

é monitorada por uma análise da curva de fusão realizada após o estágio de 

amplificação. A metilação foi mostrada como uma porcentagem de DNA digerido 

sobre não digerido, com base na mudança de Ct obtida para cada par de primers. 

 

3.9 Análise da expressão gênica de GLUT4 e TNF-α por meio da 

técnica de PCR em tempo real 

• Extração e quantificação do RNA total e transcrição reversa: A extração 

de RNA total no MG foi realizada por meio da adição do reagente Trizol LS 

(Invitrogen, USA), seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. Para isso, 

após remoção do tecido, estas amostras permaneceram armazenadas a -80ºC até o 

início dos experimentos. No momento do experimento, nestas amostras foram 

adicionados 1000 μL do reagente Trizol LS (Invitrogen) e homogeneizou-se e, 

posteriormente, foram adicionados 200 μL de clorofórmio (Merck, Germany) em 

cada amostra. Os tubos foram vigorosamente agitados por 30s, e logo após, 

mantidos em repouso à temperatura ambiente, por 5 min. Posteriormente, as 

amostras foram centrifugadas a 4°C e 13.000G por 15 min. Novos tubos foram 

nomeados de acordo com as amostras, e ao fim da centrifugação coletou-se cerca 

de 300 μL da fase aquosa e colocou-se no novo tubo. Em seguida, adicionou-se 
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nestes novos tubos 500 μL de álcool isopropílico (Merck), agitou-se novamente e 

armazenou-se à -20ºC. No dia seguinte, descongelou-se estas amostras e 

centrifugou-se a 4ºC e 13.000G por 15 min, depois retirarou-se o álcool isopropílico, 

acrescentou-se então 500 μL de etanol 75% (Merck), agitou-se e centrifugou-se a 

4ºC e 10.000G por 10 min. Em seguida, desprezou-se o sobrenadante e colocou-se 

os tubos com a borda virada para baixo em uma superfície coberta com papel 

absorvente, quando os tubos estiveram secos desvirarou-se e acrescentou-se 20 μL 

de água DEPC para ressuspender o pellet. Por fim as amostras foram armazenadas 

à -80ºC para posterior quantificação. A concentração de RNA total nas amostras foi 

determinada por leitura em espectrofotômetro aplicando-se 1 μL de cada amostra 

num dispositivo Nanodrop® (ThermoScientific, Wilmington, EUA). Foram 

consideradas as leituras nos comprimentos de onda de 280 e 260nm. A 

concentração das amostras foi fornecida pelo equipamento em ng/μL. A transcrição 

reversa das amostras de RNA em cDNA foi realizada por meio do kit comercial 

(SuperScript® II First-Strand Synthesis Super Mix for qRT-PCR, Invitrogen) e oligodT 

como iniciador, seguindo as instruções do fabricante. A quantidade de RNA total de 

partida foi definida com base no volume máximo de amostra recomendado pelo 

fabricante (12 μL) multiplicado pela concentração da amostra que obtiver menor 

rendimento. 

• PCR quantitativo: A expressão quantitativa do RNAm para os diferentes 

alvos foi realizada por meio de reações de PCR em tempo real, utilizando-se o 

sistema Taqman® (AppliedBiosystems, Life Technologies, EUA) em um aparelho 

Step One™ Real-Time PCR System (AppliedBiosystems, Life Technologies, United 

Kingdon). Para esta reação foram utilizadas sondas inventoriadas marcadas com 

fluoróforo FAM disponibilizados pela mesma empresa: GLUT4 (Slc2a4 (GLUT4) - 

Rn01752377_m1) e TNF-α (Rn01525859_g1). Paralelamente, também foi realizada 

a amplificação do gene constitutivo com sonda inventoriada, marcada com o 

fluoróforo VIC disponibilizada pela mesma empresa: β-actina (Actb-

Rn00667869_m1). Alíquotas de 0,5 μL do DNA complementar sintetizado a partir do 

RNAm foram utilizadas juntamente com reagentes Taqman® Gene Expression 

Mastermix (AppliedBiosystems, Life Technologies, EUA), e as sondas inventoriadas 

como determinado pelo fabricante, num volume final de reação de 10 μL. A reação 

de amplificação compreendeu de 2 min a 50ºC, 10 min a 95ºC, e quarenta ciclo de 

15s a 95ºC a 1 min e 60ºC, conforme recomendado pela empresa. Os resultados 
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foram analisados com base no valor de Ct (ciclethreshold – ou ciclo limiar), sendo 

este o ponto correspondente ao número de ciclo a partir do qual a amplificação 

atinge um dado limiar que permite a análise quantitativa da expressão do fator 

avaliado. As médias dos valores de Ct de medidas em duplicatas foram utilizadas 

para calcular a expressão do gene alvo, com normalização em relação ao controle 

interno (β-actina), e então comparadas com um controle alvo interno de uma 

amostra do grupo de células não estimuladas obtendo-se assim o cálculo do 

aumento da expressão, utilizando a fórmula 2-ΔΔCt. Uma amostra negativa (água), 

também foi submetida à reação. 

 

3.10 Análise do grau de estresse oxidativo (SOD e TBARS) 

• Preparo dos homogenatos: o MG foi homogeneizado manualmente com 

pistilo de porcelana por cerca de 3 min em solução salina/tampão fosfato (pH 7,2), 

sempre mantidos no gelo. Após este processo, os homogenatos foram centrifugados 

a 10.000G, durante 15 min, a 4°C. O sobrenadante foi utilizado para a mensuração 

da atividade da enzima antioxidante SOD. Para a determinação da concentração 

tecidual de TBARS, os homogenatos foram centrifugados a 5.000G, durante 5 min, a 

temparatura ambiente. As proteínas no MG foram quantificadas pelo método de 

Lowry. 

• Determinação da concentração tecidual de SOD: o ensaio foi realizado de 

acordo com Dieterich et al. (2007). Nas alíquotas do homogenato foi adicionado 1mL 

de tampão fosfato de sódio (50 mM, pH 7,8) contendo 1mM de DTPA (ácido 

dietilenotriaminopentacético) e a reação foi iniciada com a adição de pirogalol (0,2 

mM). A leitura foi realizada durante 3 min à 37ºC no espectrofotômetro a 420 nm. A 

determinação da atividade da enzima dada em U.mg proteína, foi determinada a 

partir da capacidade da SOD em inibir a autoxidação do pirogalilol, onde 1U = 50% 

de inibição da autoxidação do pirogalol. 

• Determinação da concentração tecidual de TBARS: em 125 μL de 

homogenato tecidual foram adicionados 375 μL de ácido tricloroácetico 10%, para 

promover a precipitação das proteínas. Após 5s de agitação no vórtex, os tubos 

permaneceram em banho de gelo por 30 min e foram centrifugados a 3.000 RPM, 

por 10 min, sob temperatura inferior à 10 ºC. Em tubos de vidro, foram colocados 

250 μL de sobrenadante e 250 μL de ácido tiobarbitúrico 0,67% (Sigma, St. Louis, 
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MO, USA), de acordo com Neves et al. (1997). A solução foi agitada no vórtex por 5s 

e, a seguir, aquecida em banho-maria a 100ºC por 15 min. Após resfriamento em 

banho de gelo, acrescentou-se 750 μL de álcool n-butílico em cada tubo, 

promovendo a extração do produto corado (MDA+TBA) da solução aquosa. Após 

agitação (por 40s) no vórtex e centrifugação a 2.000 RPM, por 5 min, o 

sobrenadante corado foi colocado em cubetas para a leitura em espectrofotômetro a 

535nm (BUEGE; AUST, 1978). 

 

3.11 Análise estatística 

Os dados foram analisados utilizando-se técnicas de estatística descritiva 

e os resultados, expressos por meio da média aritmética ± erro padrão da média 

(EPM), foram apresentados sob a forma de tabela e gráficos.  

A normalidade dos dados foi verificada por meio do teste de Shapiro-Wilk. 

A análise estatística foi realizada por meio da análise de variância (ANOVA), seguida 

pelo teste de Tukey para múltiplas comparações. As análises foram realizadas 

utilizando o programa estatístico Graph Pad Prism Versão 7.0, adotando-se o nível 

de significância de 5%.  

O tamanho da amostra foi calculado com base em dados obtidos a partir 

de um estudo piloto. O estudo foi composto por 3 grupos e considerando a diferença 

mínima a ser detectada, estimativa do desvio padrão, nível de significância de 5% e 

um poder estatístico do teste de 80%, o tamanho amostral mínimo determinado foi 

de 9 animais por grupo para análise da resistência insulínica e estresse oxidativo; 6 

animais por grupo para análise das vias insulínica e inflamatória; 5 animais por 

grupo para avaliação da expressão gênica TNF-α e GLUT4; e 4 animais por grupo 

para análise do grau de metilação de GLUT4.  

 

4 RESULTADOS  

 

4.1 Análises histológica e radiográfica da região periapical das 

ratas mães 

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

(Figura 3A) apresentaram características compatíveis com aspecto normal. As 
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imagens radiográficas (Figuras 3D e 3G) mostraram ausência de áreas radiolúcidas 

ao redor do ápice dentário.  

Em ambos os grupos de ratas com AP (grupos AP1 e AP4), as polpas 

dentárias apresentaram necrose e as APs foram estabelecidas. As infiltrações de 

células inflamatórias na área ao redor do ápice dentário podem ser observadas nos 

grupos AP1 e AP4 (Figuras 3B e 3C). Com relação às imagens radiográficas, foram 

observadas áreas radiolúcidas na região periapical nos primeiros molares maxilares 

no grupo AP1 (Figuras 3E e 3H) e nos primeiros e segundos molares maxilares e 

mandibulares no grupo AP4 (Figuras 3F e 3I). 

Figura 3. A-C: Representação histológica (coloração hematoxilina e eosina) da região 
periapical do grupo controle (CN), do grupo com 1 periodontite apical (AP1) e do 
grupo com 4 periodontites apicais (AP4). A imagem A representa o grupo CN. As 
regiões apical e periapical estão livres de infiltrado inflamatório. As imagens B e C 
representam os grupos de ratas com periodontites apicais. Observa-se a presença de 
infiltrado inflamatório em torno do ápice dentário (ampliação original x100). D-
I: Radiografias periapicais das hemimaxilas e hemimandíbulas do lado direito de ratas 
dos grupos CN (D e G), AP1 (E e H) e AP4 (F e I). As pontas das setas indicam as 
áreas radiolúcidas, sugerindo as periodontites apicais. 
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Fonte: do autor 

4.2 Massa corpórea  

A massa corpórea dos grupos proles de ratas controle (P-CN), proles de 

ratas com uma periodontite apical (P-AP1) e proles de ratas com quatro 

periodontites apicais (P-AP4) foram avaliadas semanalmente, desde o nascimento 

até 75 dias de idade. Não houve diferença na massa corpórea, ao nascimento, entre 

os grupos. Entretanto, o grupo P-AP4 apresentou aumento na massa corpórea, a 

partir da 7ª até a 10ª semana, comparado ao grupo P-CN, e na 8ª e 10ª semana, 

com relação ao grupo P-AP1.  Por outro lado, não houve diferença estatística entre 

os grupos P-CN e P-AP1 nesse mesmo período (Figura 4). 
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Figura 4 – Massa corpórea semanal de ratos, proles de ratas controle (P-CN), proles 
de ratas com uma periodontite apical (P-AP1) e proles de ratas com quatro 
periodontites apicais (P-AP4), desde o nascimento até 75 dias de idade. Os valores 
são expressos como média ± EPM de 45 animais por grupo. *p<0,05 P-CN vs. P-AP4; 
**p<0,01 P-CN vs. P-AP4; ***p<0,001 P-CN vs. P-AP4; δp<0,05 P-AP1 vs. P-AP4; #p<0,01 
P-AP1 vs. P-AP4 

 

 

Fonte: do autor 

 

4.3 Ingestão alimentar  

A figura 5 mostra a ingestão alimentar dos grupos proles de ratas controle 

(P-CN), proles de ratas com uma periodontite apical (P-AP1) e proles de ratas com 

quatro periodontites apicais (P-AP4), avaliada semanalmente, a partir do desmame 

até o final do experimento. Não houve diferença estatística neste parâmetro entre os 

grupos P-CN e P-AP1. No entanto, o grupo P-AP4 apresentou maior consumo 

alimentar na 8ª, 9ª e 10ª semana em relação ao grupo P-CN, e na 9ª e 10ª semana 

comparado ao grupo P-AP1. 

 
Figura 5 – Ingestão alimentar de ratos, proles de ratas controle (P-CN), proles de ratas 
com uma periodontite apical (P-AP1) e proles de ratas com quatro periodontites 
apicais (P-AP4), avaliada semanalmente desde o desmame (terceira semana) até o 
final do experimento. Os valores são apresentados como média ± EPM de 45 animais 
por grupo. *p<0,05 P-CN vs. P-AP4; **p<0,01 P-CN vs. P-AP4; ***p<0,001 P-CN vs. P-
AP4; δp<0,05 P-AP1 vs. P-AP4; &p<0,001 P-AP1 vs. P-AP4 
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Fonte: do autor 

4.4 Glicemia, insulinemia e HOMA-IR  

Não houve diferença na glicemia de jejum entre os grupos. Entretanto, 

houve aumento tanto na insulinemia de jejum como no valor de HOMA-IR nos 

grupos P-AP1 e P-AP4 em relação ao grupo P-CN. Comparando-se os grupos P-

AP1 e P-AP4, observou-se aumento nestes dois parâmetros no grupo P-AP4 em 

relação ao grupo P-AP1. 

 

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

 

Parâmetros P-CN P-AP1 P-AP4 

Glicemia (mmol/L) 10,29 ± 0,34           10,23 ± 0,40             10,34 ± 0,37 

Insulinemia (μUI/mL)   4   44,15 ± 2,41       87,35 ± 5,52 *  12    128,40 ± 18,02 ***; # 

HOMA-IR 20,74 ± 2,06       40,98 ± 3,93 * 6     60,50 ± 8,15 ***; # 
Valores expressos como média ± EPM de 10 animais por grupo. *p<0,05 P-AP1 vs. P-CN; ***p<0,001 
P-AP4 vs. P-CN; #p<0,05 P-AP4 vs. P-AP1  
 

4.5 Avaliação do grau de fosforilação em serina (Ser473) e treonina 

(Thr308) da Akt no MG 

Na análise intragrupos, observou-se aumento no grau de fosforilação em 

serina e treonina da Akt, após o estímulo insulínico, com relação ao estado basal em 

todos os grupos.  

Na análise intergrupos, após estímulo insulínico, o grau de fosforilação 

em serina e treonina da Akt foi reduzido no grupo P-AP4 em relação ao grupo PCN 
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(Figuras 6B e 6C). Entretanto, não houve diferença neste parâmetro tanto entre os 

grupos P-CN e P-AP1 como entre os grupos P-AP1 e P-AP4. 

 

Figura 6 – Avaliação do grau de fosforilação em serina (Ser473) e treonina (Thr308) da 
Akt, antes (-) e após (+) o estímulo insulínico, no músculo gastrocnêmio de proles de 
ratas controle (P-CN), proles de ratas com uma periodontite apical (P-AP1) e proles de 
ratas com quatro periodontites apicais (P-AP4). Em A, autorradiografia típica: 
quantidades iguais de proteína foram submetidas à SDS PAGE (185 μg). β-actina foi 
utilizada como controle. Em B e C, os valores do grau de fosforilação em (Ser473) e 
treonina (Thr308) da Akt, respectivamente (expressos em unidades arbitrárias) são 
apresentados como média ± EPM de 6 animais por grupo. *p<0,05 P-AP4 (-) vs. P-AP4 
(+); ** p<0,01 P-AP1 (-) vs. P-AP1 (+) e P-AP4 (-) vs. P-AP4 (+); ***p<0,001 P-CN (-) vs. P-
CN(+) e P-AP1 (-) vs. P-AP1 (+); #p<0,01 P-CN (+) vs. P-AP4 (+); &p<0,05 P-CN (+) vs. P-
AP4 (+) 
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Fonte: do autor 

 

4.6 Avaliação do conteúdo de GLUT4 

Houve diminuição na quantidade de proteína GLUT4 no grupo P-AP4 em 

comparação ao grupo P-CN. Entretanto não houve diferença estatística neste 

parâmetro tanto entre os grupos P-CN e P-AP1 como entre os grupos P-AP1 e P-

AP4 (Figura 7). 
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Figura 7 – Avaliação do conteúdo do transportador de glicose tipo 4 (GLUT4) no 
músculo gastrocnêmio de proles de ratas controle (P-CN), proles de ratas com uma 
periodontite apical (P-AP1) e proles de ratas com quatro periodontites apicais (P-AP4). 
Os resultados são apresentados como média ± EPM de 6 animais por grupo. * p<0,05 
P-AP4 vs. P-CN 

 

 

Fonte: do autor 

4.7 Avaliação do grau de metilação do DNA na região promotora do 

gene do GLUT4 

Não houve diferença no grau de metilação do DNA na região analisada, 

localizada no promotor proximal do gene do GLUT4 entre os grupos no tecido 

analisado (Figura 8). 

 

Figura 8 – Avaliação da metilação do DNA na região promotora do gene Slc2a4 no 
músculo gastrocnêmio de proles de ratas controle (P-CN), proles de ratas com uma 
periodontite apical (P-AP1) e proles de ratas com quatro periodontites apicais (P-AP4). 
Foram utilizados dois locais de restrição de enzimas sensíveis à metilação (HhaI e 
HpaII) e uma enzima dependente de metilação (McrBC), (A, B e C) três regiões 
separadas dentro do promotor proximal, denominado prom 1, prom 2 e prom 3 , do 
gene Slc2a4 foram analisados. Os resultados são apresentados como média ± EPM de 
4 animais por grupo. 
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4.8 Avaliação da expressão gênica de GLUT4 e TNF-α no MG 

Houve diminuição na expressão gênica de GLUT4 no grupo P-AP4 

comparado ao grupo P-CN. Entretanto não houve diferença estatística neste 

parâmetro tanto entre os grupos P-CN e P-AP1 como entre os grupos P-AP1 e P-

AP4 (Figura 9A). Ademais, não houve diferença na expressão gênica de TNF-α 

entre os grupos (Figura 9B). 

Figura 9 – Avaliação da expressão gênica do transportador de glicose tipo 4 (GLUT4) 
e fator de necrose tumoral-α (TNF-α) no músculo gastrocnêmio de proles de ratas 
controle (P-CN), proles de ratas com uma periodontite apical (P-AP1) e proles de ratas 
com quatro periodontites apicais (P-AP4). Os resultados são apresentados como 
média ± EPM de 5 animais por grupo. * p<0,05 P-AP4 vs. P-CN  

 

 

Fonte: do autor 

 

4.9 Avaliação do conteúdo de TNF-α no MG 

Não houve diferença no conteúdo proteico de TNF-α entre os grupos no 

tecido analisado (Figura 10). 
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Figura 10 – Avaliação do conteúdo de fator de necrose tumoral-α (TNF-α) no músculo 
gastrocnêmio de proles de ratas controle (P-CN), proles de ratas com uma 
periodontite apical (P-AP1) e proles de ratas com quatro periodontites apicais (P-AP4). 
Em A, autorradiografia típica: quantidades iguais de proteína foram submetidas à 
SDS-PAGE (185 μg). β-actina foi utilizada como controle. Em B, o valor do conteúdo 
de TNF-α, expressos em unidades arbitrárias, é apresentado como média ± EPM de 6 
animais por grupo.  

 

 

Fonte: do autor 

 

4.10 Grau de fosforilação de NF-kB p50 e NF-kB p65  

Houve aumento no grau de fosforilação de NF-kB p50 e NF-kB p65 no 

MG no grupo P-AP4 em comparação com o grupo P-CN. Entretanto, não houve 

diferença nesses parâmetros entre os grupos P-CN e P-AP1, e entre os grupos P-

AP1 e P-AP4 (Figuras 11B e 11C). 

 

Figura 11 – Avaliação do grau de fosforilação de NF-kB p50 e NF-kB p65 no 
gastrocnêmio de proles de ratas controle (P-CN), proles de ratas com uma 
periodontite apical (P-AP1) e proles de ratas com quatro periodontites apicais (P-AP4). 
Em A, autorradiografia típica: quantidades iguais de proteína foram submetidas à 
SDS-PAGE (185 μg). Os conteúdos de NF-kB p50 e NF-kB p65 foram utilizados como 
controle. Em B e C, os valores do grau de fosforilação de NF-kB p50 e NF-kB p65, 
respectivamente (expressos em unidades arbitrárias) são apresentados como média ± 
EPM de 6 animais por grupo. * p<0,05 P-AP4 vs. P-CN  
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Fonte: do autor 

 

4.11 Conteúdo de PGC-1α 

Não houve diferença estatística no conteúdo de PGC-1α no MG entre os 

grupos (Figura 12B). 

 

Figura 12 – Avaliação do conteúdo de PGC-1α no gastrocnêmio de proles de ratas 
controle (P-CN), proles de ratas com uma periodontite apical (P-AP1) e proles de ratas 
com quatro periodontites apicais (P-AP4). Em A, autorradiografia típica: quantidades 
iguais de proteína foram submetidas à SDS-PAGE (185 μg). β-actina foi utilizada como 
controle. Em B, os valores do conteúdo de PGC-1α  (expressos em unidades 
arbitrárias) são apresentados como média ± EPM de 6 animais por grupo.  

 

 

Fonte: do autor 
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4.12 Grau de estresse oxidativo (SOD e TBARS) no MG 

Houve diminuição na atividade de SOD nos grupos P-AP1 e P-AP4 em 

comparação com o grupo P-CN. No entanto, não houve diferença neste parâmetro 

entre os grupos P-AP1 e P-AP4 (Figura 13A). Ademais, houve diminuição na 

concentração de TBARS nos grupos P-AP1 e P-AP4 em comparação com o grupo 

P-CN. Entretanto, não houve diferença neste parâmetro entre os grupos de proles 

de ratas com AP (Figura 13B). 

 

Figura 13 – Avaliação da atividade da superóxido dismutase – SOD (A) e concentração 
das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico – TBARS (B), normalizados pela 
proteína total no músculo gastrocnêmio de proles de ratas controle (P-CN), proles de 
ratas com uma periodontite apical (P-AP1) e proles de ratas com quatro periodontites 
apicais (P-AP4). Os valores são apresentados como a média ± EPM (n = 10 animais 
por grupo). # p<0,05 P-CN vs. P-AP1 e P-AP4; ** p<0,01 P-CN vs. P-AP1 e P-AP4; *** 
p<0,001 P-AP1 vs. P-CN  

 

 

Fonte: do autor 

 

5 DISCUSSÃO  

No presente estudo, mostramos que a inflamação oral materna, tal como 

a AP, está associada às alterações na saúde sistêmica da prole adulta. A AP 

materna (tanto 1 foco de infecção como 4 focos de infecções) promoveu 

hiperinsulinemia, RI e diminuição na atividade antioxidante da SOD e na 

concentração de TBARS no MG de sua prole adulta. Ademais, em relação à 

insulinemia e RI houve incremento nestes parâmetros na prole adulta em 

decorrência do aumento do número de foco de infecção endodôntica materna. Os 

resultados mostraram que somente a AP materna em quatro dentes promoveu 
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aumento na massa corpórea, na ingestão alimentar e no grau de fosforilação das 

subunidades p50 e p65 do NF-kB no MG de proles adultos. Ademais, houve 

diminuição no grau de fosforilação em serina e treonina da Akt (após estímulo 

insulínico) e na expressão gênica e no conteúdo proteico de GLUT4 no MG em 

proles adultos de ratas com 4APs. Entretanto, em relação aos grupos P-CN e P-AP1 

não houve diferença nestes últimos parâmetros. A AP materna não promoveu 

alteração na glicemia de jejum, conteúdo de PGC-1α, grau de metilação do DNA na 

região promotora do gene do GLUT4 e expressão gênica e conteúdo proteico de 

TNF-α no MG de proles adultos. 

As imagens histológica e radiográfica das regiões periapicais das ratas 

mães comprovaram a instalação das APs, as quais foram induzidas por meio da 

abertura coronária com auxílio de uma broca cirúrgica e subsequente exposição da 

polpa dentária à cavidade oral. Stashenko et al. (1994) revelaram que as lesões 

expandem-se rapidamente nos primeiros 7 a 20 dias após a exposição pulpar (fase 

aguda) e desacelera a partir deste período (fase crônica). No presente estudo, após 

75 dias de exposição pulpar foi observada a presença de necrose da polpa dentária 

e infiltração de células inflamatórias na área ao redor do ápice dentário (Figuras 3B e 

2C) em ambos os grupos de ratas mães com AP (AP1 e AP4). Ademais, as imagens 

radiográficas mostraram extensas áreas radiolúcidas na região periapical dos 

primeiros molares maxilares no grupo AP1 (Figuras 3E e 3H) e dos primeiros e 

segundos molares maxilares e mandibulares no grupo AP4 (Figuras 3F e 3I). Estes 

achados estão de acordo com os estudos de Teixeira et al. (2011) e Botelho et al. 

(2023), os quais também confirmaram que apenas a abertura coronal e o contato da 

polpa com a cavidade oral eram suficientes para induzir a AP. 

Evidências científicas relataram que a AP materna está associada às 

complicações gestacionais adversas, tais como pré-eclâmpsia (KHALIGHINEJAD et 

al., 2017) e nascimento de bebês prematuros com baixo peso (LEAL et al., 2015; 

HARJUNMA et al., 2015). Entretanto, no presente estudo não foi verificada diferença 

na massa corpórea ao nascimento entre os grupos (Figura 3). 

Ao analisarmos semanalmente a evolução da massa corporal, o grupo P-

AP1 não demonstrou diferença estatística neste parâmetro, desde o nascimento até 

o final do experimento, quando comparado ao grupo P-CN (Figura 4). Entretanto, o 

grupo P-AP4 apresentou aumento na massa corpórea, a partir da 7ª até a 10ª 

semana, comparado ao grupo P-CN, e na 8ª e 10ª semana, com relação ao grupo P-
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AP1 (Figura 4). Sugere-se que o aumento na ingestão alimentar verificado no grupo 

P-AP4 (Figura 5) pode ter contribuindo para o aumento da massa corpórea neste 

grupo de animais.  

Com relação aos parâmetros metabólicos, os resultados mostraram que 

os grupos P-AP1 e P-AP4 apresentaram aumento na insulinemia de jejum e nos 

valores do índice de HOMA-IR, indicando RI nestes grupos de animais em relação 

ao grupo P-CN. Ademais, o número de focos de infecção endodôntica materna 

promoveu uma piora nestes parâmetros avaliados, ou seja, o grupo P-AP4 

apresentou maior RI e insulinemia de jejum em relação ao grupo P-AP1. Por outro 

lado, não houve diferença na glicemia de jejum entre todos os grupos avaliados 

(Tabela 1), que pode ser resultante do aumento compensatório na secreção de 

insulina pelas células β do pâncreas para manter a normoglicemia nos grupos P-AP1 

e P-AP4. Resultados similares foram observados nos estudos de Shirakashi et al. 

(2013), Mattera et al. (2016) e Mattera et al. (2019), os quais relataram que ratos 

adultos, proles de ratas com DP (outra inflamação oral) apresentaram RI. Sabe-se 

que a contínua RI pode provocar esgotamento das células β pancreática, 

ocasionando uma grande diminuição na secreção de insulina, promovendo 

hiperglicemia e desenvolvimento de DM2 (KUMAR et al., 2013).  

A RI e a hiperinsulinemia crônica podem prejudicar a regulação do 

consumo energético (HAN et al. 2008). No estudo coorte, Han et al. (2008) 

observaram que crianças com sobrepeso, RI e hiperinsulinemia apresentavam maior 

consumo energético, após jejum noturno. Ademais, estes autores constataram que a 

cada redução de 10% na sensibilidade à insulina promovia aumento de 27 kcal no 

consumo energético nestas crianças. Estes dados são compatíveis com a ideia de 

que a resistência periférica à insulina pode significar resistência central ao hormônio 

e perda da regulação do apetite.  

O hipotálamo é uma região do cérebro envolvido no controle central do 

apetite. Em particular, o núcleo arqueado (ARC) hipotalâmico está localizado 

adjacente à eminência mediana, um órgão circunventricular rico em capilares 

fenestrados. Essa característica anatômica facilita o acesso de hormônios e 

nutrientes circulantes ao ARC. Em vista disso, o ARC é considerado uma importante 

área do hipotálamo que detecta sinais metabólicos periféricos (YU; KIM, 2012). 

No ARC, há duas populações neuronais funcionalmente antagônicas: 1) 

neurônios que expressam neuropeptídeos orexígenos (neuropeptídeo Y – NPY e 
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peptídeo relacionado ao gene agouti – AgRP); 2) neurônios que expressam 

neuropeptídeos anorexígenos (proopiomelanocortina – POMC e transcrito regulado 

pela cocaína e anfetamina – CART) (YU; KIM, 2012). A ligação da insulina ao seu 

receptor em neurônios do ARC estimula a via IRS/PI3K/Akt. A fosforilação da Akt 

promove inativação do fator de transcrição Forkhead box O1 (FoxO1), levando à 

diminuição na expressão de AgRP e aumento na expressão de POMC, resultando 

em ação anorexígena (KHANH et al., 2014). Esse mecanismo molecular mostra o 

papel importante da insulina no controle central do apetite. Diante deste contexto, é 

possível sugerir que a RI e hiperinsulinemia observadas no grupo P-AP4 possam 

estar associadas à maior ingestão alimentar nestes animais. 

Diante da situação de RI, estudos demonstram que há diminuição da 

atividade de Akt. Como descrito anteriormente, a Akt desempenha um papel 

fundamental no processo de captação de glicose mediada pelo estímulo insulínico, 

promovendo a translocação das vesículas de GLUT4 do citoplasma para a 

membrana plasmática (WHITEMAN et al., 2002). Nossos resultados revelaram que 

houve uma diminuição no grau de fosforilação da serina e treonina da Akt, após 

estímulo insulínico, somente no grupo P-AP4 em comparação ao grupo P-CN 

(Figura 6). Estes resultados estão de acordo com estudo conduzidos com outras 

condições adversas maternas, nos quais verificaram que a dieta com baixo teor de 

proteína (XING et al., 2019) ou doença periodontal (MATTERA et al., 2016) 

promoveram diminuição no grau de fosforilação de Akt em serina no músculo 

esquelético de sua prole adulta com RI.  

Sabendo-se que Akt é uma importante proteína envolvida na translocação 

de GLUT4, esta proteína também constituiu alvo de nosso estudo. O músculo 

esquelético constitui principal tecido de captação de glicose mediada pela insulina 

no estado pós-prandial (DeFRONZO, 2003). Nossos resultados mostraram que 

houve diminuição tanto na expressão gênica como no conteúdo proteico de GLUT4 

em músculo esquelético somente no grupo P-AP4 em comparação com o grupo P-

CN (Figuras 7 e 9). Estudos mostram que a transdução prejudicada do SI está 

associada à diminuição de GLUT4 (XU, SONG, ZHANG 2015). Portanto, com base 

nos resultados obtidos no presente estudo, podemos sugerir que a alteração na 

expressão proteica de GLUT4 está associada à RI em ratos adultos, proles de ratas 

com 4AP.   

Observamos anteriormente um aumento na concentração plasmática de 
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TNF-α nos grupos P-AP1 e P-AP4 em comparação com o grupo P-CN (Tsosura et 

al., 2019). No entanto, no presente estudo não houve diferença, tanto na expressão 

gênica como no conteúdo proteico de TNF-α no MG entre os grupos (Figuras 9 e 

10). Isso sugere que proles de ratas com AP mostra apenas uma alteração 

plasmática na concentração desta citocina inflamatória, promovendo a RI. 

A sensibilidade prejudicada à insulina no músculo esquelético é um dos 

fatores que contribuem para a disfunção metabólica e isso foi observado em proles 

expostos a um ambiente intrauterino adverso (LAKER et al. 2013). Evidências 

científicas apoiam um papel para a regulação epigenética alterada no feto em 

resposta à mudanças no ambiente intrauterino (LAKER et al. 2013). A metilação do 

DNA é um dos mecanismos epigenéticos mais conhecidos e associados ao 

silenciamento gênico (LIM, MAHER 2010; HE et al. 2018). Foi relatado que ratos 

adultos, proles de ratas submetidas à exposição oral ao di(2-etilhexil ftalato) 

apresentam RI associada ao aumento da metilação e diminuição da expressão 

gênica de GLUT4 no músculo esquelético (RAJESH, BALASUBRAMANIAN 2014). 

Além disso, no estudo de Liu et al. (2013) foi verificado que a supernutrição durante 

o período de amamentação promove hipermetilação de dinucleotídeos CpG 

específicos na região promotora proximal do gene GLUT4, no qual foi correlacionada 

à redução da expressão de mRNA de GLUT4 no músculo esquelético de proles 

adultos. Ademais, Liu et al. (2013) sugeriram que a modificação epigenética dos 

principais genes envolvidos na sinalização da insulina no músculo esquelético pode 

resultar no desenvolvimento de RI em proles na vida adulta. Portanto, foi 

hipotetizado que a RI em ratos adultos, prole de ratas com AP é mediada em parte 

pela metilação alterada do DNA do GLUT4. No entanto, nosso estudo não encontrou 

nenhuma alteração na metilação do DNA nas regiões promotoras estudadas de 

Slc2a4 no MG (Figura 8). Diante deste resultado, sugere-se a análise em outras do 

promotor para verificar se há associação entre metilação do DNA e diminuição na 

expressão gênica de GLUT4. Esse achado está de acordo com o estudo de Mattera 

et al. (2019) no qual relatou que a DP materna promove RI na prole adulta, 

independente de alteração na metilação do DNA na região promotora proximal do 

Slc2a4 no músculo esquelético. Além disso, outros estudos também não 

encontraram associação entre RI e mudanças na metilação do DNA na prole adulta 

(RAYCHAUDHURI et al. 2008; ZENG et al. 2013; DUAN et al. 2016). 
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Conforme mencionado anteriormente, nossos resultados revelaram que 

houve diminuição na expressão do gene GLUT4 no MG do grupo P-AP4 em relação 

ao grupo P-CN, independentemente das alterações na metilação do DNA, sugerindo 

que outros mecanismos moleculares estão envolvidos nesta alteração na expressão 

gênica e proteica de GLUT4. Furuya et al. (2013) monstraram que as subunidades 

p50 e p65 do NF-κB podem se ligar ao promotor do gene Slc2a4 e inibir a sua 

transcrição, demonstrando que este fator de transcrição inflamatório tem um efeito 

repressor direto sobre o gene Slc2a4, fornecendo uma importante ligação entre RI e 

inflamação. O NF-κB é um regulador mestre da inflamação, sendo necessário para a 

expressão de citocinas pró-inflamatórias, como o TNF-α (CHEN et al. 2015). Nesse 

contexto, há estudos demonstrando que a obesidade promove ativação de vias pró-

inflamatórias nas células-alvo da insulina, levando a RI (SCHENK et al. 2008). No 

entanto, a sensibilidade sistêmica à insulina é aumentada pela inativação de NF-κB 

por meio da deleção do gene p65 no fígado de camundongos alimentados com uma 

dieta rica em gordura (KE et al. 2015). Nossos resultados revelaram que houve 

aumento no grau de fosforilação das subunidades p50 e p65 do NF-κB no grupo P-

AP4 em comparação ao grupo P-CN (Figura 11). Sugere-se que a diminuição na 

expressão do gene GLUT4 observada no grupo P-AP4 está associada a um 

aumento na atividade do NF-κB no MG. Nossos achados estão de acordo com o 

estudo de Guo et al. (2016), no qual mostrou que proles adultos submetidos à 

exposição pré-natal a lipopolissacarídeo apresentam aumento no grau de 

fosforilação de NF-κB p65 no tecido renal.  

Os resultados referentes às análises de ativação de Akt, expressão de 

GLUT4 e ativação de NF-kB demonstraram houve alterações somente no grupo P-

AP4 em relação ao grupo controle, demonstrando que a AP materna com 4 lesões 

promove maiores adversidades em relação a uma lesão.  

Estudos monstraram que PGC-1α desempenha um papel no metabolismo 

da glicose (MICHAEL et al. 2001; WU et al. 2016). Em um estudo in vitro, PGC-1α 

aumentou a expressão de GLUT4, em grande parte pela ligação e coativação do 

fator de transcrição seletivo de músculo MEF2C (MICHAEL et al. 2001). Em 

conjunto, as evidências apresentadas suportam um papel para PGC-1α na 

prevenção de RI e diabetes mellitus tipo 2 (WU et al. 2016). Portanto, para 

esclarecer os mecanismos envolvidos na RI em proles de ratas com AP, foi 

analisado o conteúdo de PGC-1α no MG. Os resultados não mostraram alteração 
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neste parâmetro entre os grupos (Figura 12). Isso sugere que, no presente estudo, o 

PGC-1α não foi associado a alterações na expressão do gene GLUT4 no MG de 

proles de ratas com AP. 

O estresse oxidativo tem sido reconhecido como um mecanismo chave da 

RI (HURRLE; HSU, 2017). Estudos têm demonstrado que a exposição dos miócitos 

ao estresse oxidativo de baixo grau induz o comprometimento da sinalização da 

insulina (DOKKEN et al., 2008) e reduz o transporte de glicose estimulado pela 

insulina (DOKKEN et al., 2008; MADDUX et al., 2001). 

Sabe-se que o excesso de espécies reativas de oxigênio (EROs) pode 

causar danos às macromoléculas celulares (NITA, 2016). Salienta-se que as EROs 

desempenham um papel importante na sinalização insulínica em condições 

fisiológicas, possivelmente devido a uma diminuição na atividade da proteína tirosina 

fosfatase mediada por EROs. Assim, o grau de geração de EROs determina 

aumento ou supressão de sinal insulínico, ou seja, embora as EROs produzidas por 

estímulos fisiológicos possam ser benéficas, a geração de EROs em excesso está 

associada à RI (LOH et al., 2009).  

A peroxidação lipídica é um produto da oxidação considerado um 

biomarcador do estresse oxidativo que pode estar associado à RI (ZEB; ULLAH, 

2016). No estudo de Padmavathi et al. (2011) foi relatado que a restrição materna a 

micronutrientes promove RI e aumenta a peroxidação lipídica no fígado de proles 

adultos. Além disso, Al-amin et al. (2016) observaram aumento na peroxidação 

lipídica no tecido cerebral de proles expostos ao lipopolissacarídeo durante o 

período pré-natal em comparação ao controle.  

Nossos resultados mostraram que houve diminuição significativa na 

concentração de TBARS no MG nos grupos P-AP1 e P-AP4 em comparação com o 

grupo P-CN (Figura 13). Este resultado parece paradoxal, pois seria esperado um 

aumento desse marcador de dano lipídico. Essa redução pode ser explicada pela 

grande utilização da SOD, que é um antioxidante, comprovado pelos nossos 

resultados nos quais observou-se a redução da SOD nos grupos P-AP1 e P-AP4. 

A redução da SOD pode ser um indicativo que a reserva endógena foi 

consumida amplamente, uma vez este antioxidante enzimático constitui um 

componente do sistema de defesa de primeira linha contra EROs (IGHODARO; 

AKINLOYE, 2018). Podemos inferir que o AP modula o sistema de defesa 

antioxidante no MG de sua prole adulta, atenuando a peroxidação lipídica nesse 
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tecido. Isso reflete parte de uma resposta adaptativa da prole ao estímulo do 

processo inflamatório oral crônico materno, no qual o organismo atua diminuindo o 

dano tecidual oxidativo na fase pós-natal. Nossos resultados estão de acordo com o 

estudo de Al-Amin et al. (2016), no qual os autores verificaram uma redução na 

atividade da SOD no tecido cerebral de proles expostos ao lipopolissacarídeo 

durante o período pré-natal em comparação com o controle. Além disso, em um 

estudo de Ouardi et al. (28), uma diminuição na atividade da SOD no tecido cerebral 

foi observada em proles expostos ao malation (pesticida organofosforado) durante 

os períodos de gestação e lactação.  

6 RESUMO DOS PRINCIPAIS RESULTADOS  

 

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

em sua prole adulta:  

- aumento nas concentrações plasmáticas de insulina; 

- resistência insulínica; 

- nenhuma alteração na glicemia de jejum;  

- diminuição na atividade antioxidante da SOD no MG; 

- diminuição na concentração de TBARS no MG; 

- nenhuma alteração no conteúdo de PGC-1α no MG; 

- nenhuma alteração no grau de metilação do DNA na região promotora proximal do 

gene do GLUT4 no MG; 

- nenhuma alteração na expressão gênica e conteúdo proteico de TNF-α no MG. 

Ademais, em relação à insulinemia, RI, atividade antioxidante da SOD e 

concentração tecidual de TBARS, tivemos incremento nestas alterações na prole 

adulta em decorrência do aumento do número de foco de infecção endodôntica 

materna. No entanto, apenas AP materna em quatro dentes ocasionou em sua prole 

adulta:  

- aumento na massa corpórea e ingestão alimentar; 

- aumento no grau de fosforilação das subunidades p50 e p65 do NF-kB no MG; 

- diminuição no grau de fosforilação em serina e treonina da Akt (após estímulo 

insulínico); 

- diminuição na expressão gênica e no conteúdo proteico de GLUT4 no MG. 
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7 CONCLUSÃO 

A inflamação oral materna, tal como a AP, está relacionada às alterações 

sistêmicas na prole adulta, incluindo RI, aumento no estresse oxidativo, prejuízo na 

transdução da etapa final do sinal insulínico e ativação da via inflamatória 

relacionada à atenuação do sinal insulínico. Algumas alterações, tais como a 

insulinemia e RI, foram mais pronunciadas quando houve aumento no número de 

focos de infecção endodôntica materna. Ademais, os resultados referentes às 

análises de ativação de Akt, expressão de GLUT4 e ativação de NF-kB 

demonstraram que houve alterações somente no grupo P-AP4 em relação ao grupo 

controle, concluindo que a AP materna com 4 lesões promove maiores adversidades 

em relação a uma lesão.  

Esses resultados revelam o impacto que a AP materna tem em longo 

prazo na predisposição as alterações metabólicas na fase adulta da prole. Isso 

reforça a importância que a manutenção da saúde bucal materna tem sobre a saúde 

geral da prole. 
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