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RESUMO 

 

Atualmente, está bem estabelecido que o ambiente fetal está ligado à saúde materna, e 

estímulos ou agressões anormais durante a vida intra-uterina podem resultar em mudanças na 

fisiologia e metabolismo da prole, aumentando o risco de doenças na vida adulta. Tal 

fenômeno é conhecido como programação fetal. Alterações na metilação do DNA e expressão 

gênica são consideradas mecanismos moleculares responsáveis por esta programação. Estudos 

anteriores demonstraram que a doença periodontal (DP) materna promove resistência 

insulínica, aumento nas concentrações plasmáticas de citocinas, redução do conteúdo de 

GLUT4 e do seu índice de translocação para membrana plasmática em sua prole adulta. E 

citocinas, como por exemplo, o TNF-α, têm sido relacionadas com a redução da expressão de 

GLUT4 por meio da ativação do fator de transcrição nuclear κappa B (NF-κB). Além disso, 

esta citocina pode estimular algumas serinas quinases, incluindo IκB quinase (IKK), c-Jun 

amino-terminal kinase (JNK) e quinases reguladas por sinais extracelulares (ERKs) que estão 

envolvidas na resistência insulínica. Tais achados evidenciam a necessidade de realizar mais 

estudos para verificar os mecanismos envolvidos nestas alterações. Portanto, os objetivos do 

presente estudo foram avaliar em ratos adultos, proles de ratas com DP: 1) massa corpórea ao 

longo de 75 dias de idade; 2) glicemia e insulinemia; 3) expressão do RNAm da proteína 

transportadora de glicose GLUT4 e do IRS1 em muscular esquelético gastrocnêmio (MG); 4) 

o grau de metilação do DNA na região promotora do gene do GLUT4 em MG; 5) fosforilação 

das proteínas JNK, IKKα/β, ERK 1/2, NF-κBp65 e NF-κBp50 e seus conteúdos totais em 

MG; 6) conteúdo total de TNF-α em MG. As ratas foram divididas em dois grupos: 1) com 

doença periodontal (DP), no qual esta doença foi induzida por meio de ligadura com fio de 

seda ao redor do 1º molar inferior; 2) ratas controle (CN). Após 7 dias da colocação da 

ligadura, as ratas de ambos os grupos foram colocadas para acasalamento, verificou-se 

diariamente, por esfregaço vaginal, o dia da copulação. As ratas prenhas foram separadas em 

caixas individuais. Quando os filhotes machos destas ratas completaram 75 dias, realizaram-

se os experimentos: 1) glicemia e insulinemia; 2) expressão do RNAm do GLUT4 e do IRS1 

em MG; 3) o grau de metilação do DNA na região promotora do gene do GLUT4 em MG; 4) 



fosforilação das proteínas JNK, IKKα/β, ERK 1/2, NF-κBp65 e NF-κBp50 e seus conteúdos 

totais em MG; 5) conteúdo total de TNF-α em MG. Os resultados demonstraram que a doença 

periodontal materna promove na sua prole adulta baixo peso ao nascimento (BPN), resistência 

insulínica, aumento do conteúdo total de TNF-α em MG, aumento do grau de fosforilação de 

IKKα/β, ERK 1/2, NF-κBp65 (grau de fosforilação e conteúdo) e NF-κBp50 em MG, 

diminuição na expressão gênica da proteína transportadora de glicose GLUT4 e aumento na 

expressão gênica do IRS1; porém não promove nessa prole alteração no grau de metilação do 

DNA na região promotora do gene do GLUT4, e no grau de fosforilação da proteína JNK em 

MG. Portanto, este estudo é de fundamental importância para o entendimento de alguns dos 

mecanismos envolvidos na relação entre a doença periodontal materna e resistência à insulina 

na prole adulta. Além disso, mostra que a saúde bucal materna ideal pode ajudar a prevenir 

doenças futuras na prole adulta. 

Palavras-chave: Doenças Periodontais. Resistência à insulina. Transportador de glucose tipo 

4.  Diabetes mellitus tipo 2. Inflamação. Epigenômica. 
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ABSTRACT 

 

It is well established that the fetal environment is linked to maternal health, and abnormal 

stimuli or aggressions during intrauterine life can result in changes in the physiology and 

metabolism of offspring, increasing the risk of disease in adult life, this phenomenon is 

known as fetal programming. Changes in DNA methylation and gene expression are 

considered molecular mechanisms responsible for this programming. Previous studies have 

demonstrated that maternal periodontal disease (PD) promotes insulin resistance, increased 

plasma concentrations of cytokines, reduced GLUT4 content and its plasma membrane 

translocation index in its adult offspring. And cytokines, such as TNF-α, have been linked to 

reduced GLUT4 expression through the activation of nuclear transcription factor kappa B 

(NF-κB). In addition, this cytokine can stimulate some serine kinases including IκB kinase 

(IKK), c-Jun amino-terminal kinase (JNK) and extracellular signal–regulated kinases (ERKs) 

that are involved in insulin resistance. These findings evidenced the need for further studies to 

verify the mechanisms involved in these changes. Therefore, the objectives of the present 

study were to evaluate in adult rats, offspring of rats with PD: 1) birth weight and during the 

75 days of age; 2) glycemia and insulinemia; 3) GLUT4 and IRS1 mRNA expression in 

skeletal muscle gastrocnemius (MG); 4) the degree of DNA methylation in the promoter 

region of the GLUT4 gene in MG; 5) phosphorylation of JNK, IKKα/β, ERK 1/2, NF-κBp65 

and NF-κBp50 proteins and their total contents in MG; 6) TNF-α content in MG. Female 

Wistar rats were distributed into a control group and an experimental periodontal disease 

group, in which the disease is induced by ligation with silk thread around the 1st molar. Seven 

days after ligature placement, animals from both groups mated and daily vaginal smears were 

taken to verify the presence of sperm. Pregnant rats were kept in individual cages. The body 

weights of the offspring were measured once weekly from birth until 75 days of age. When 

male offspring of these rats completed 75 days, the experiments were performed: 1) glycemia 

and insulinemia; 2) GLUT4 and IRS1 mRNA expression in skeletal muscle gastrocnemius 

(MG); 3) the degree of DNA methylation in the promoter region of the GLUT4 gene in MG; 

4) phosphorylation of JNK, IKKα/β, ERK 1/2, NF-κBp65 and NF-κBp50 proteins and their 



total contents in MG; 5) TNF-α content in MG. The results demonstrated that maternal 

periodontal disease promotes in its adult offspring low birth weight (LBW), insulin resistance, 

increased TNF-α content in MG, increased IKKα/β, ERK 1/2, NF-κBp65 (phosphorylation 

status and content) and NF-κBp50 phosphorylation status in the MG, decrease in gene 

expression of GLUT4 and increase in IRS1 gene expression; but does not promote in this 

progeny change in the degree of DNA methylation in the promoter region of the GLUT4 

gene, and JNK phosphorylation status in MG. Therefore, this study is of fundamental 

importance for the understanding of some of the mechanisms involved in the relationship 

between maternal periodontal disease and insulin resistance in adult offspring. In addition, it 

shows that ideal maternal oral health can help prevent future illnesses in adult offspring.  

Keywords: Periodontal diseases. Insulin resistance. Glucose transporter type 4. Type 2 

diabetes mellitus. Inflammation. Epigenetic. 
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a perda óssea alveolar. A figura apresenta análises radiografias e 
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corpórea semanal de ratos, PCN e PDP, semanalmente, até 75 dias de 
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quantidades iguais de proteína foram submetidas à SDS-PAGE (185 µg). 

Utilizou-se como controle: β-actina, IKKα/β, JNK, ERK 1/2 e NF-κB 
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(IRS1) em tecido muscular esquelético gastrocnêmio de ratos adultos 

proles de ratas controle (PCN) e de ratas com doença periodontal (PDP). 
β-actina foi utilizada como gene endógeno. Os resultados foram 
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esquelético gastrocnêmio de ratos adultos, proles de ratas controle (PCN) 

e de ratas com doença periodontal (PDP). Empregando dois sítios de 

restrição de enzimas sensíveis à metilação (HhaI e HpaII) e uma enzima 

dependente de metilação (McrBC), (A, B e C) em três regiões separadas 

49  



dentro do promotor proximal, denominadas prom 1 (Fig. A), prom 2 (Fig. 

B) e prom 3 (Fig. C), do gene Slc2a4. Os resultados são apresentados 

como média ± EPM, n=4. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Atualmente, os pesquisadores estão apenas começando a entender as complexas 

interações entre a herança genética e as influências ambientais sobre a expressão gênica e as 

maneiras pelas quais isso afeta o ser humano (LONGO, 2019). O fenômeno conhecido como 

programming ou programação fetal sugere que estímulos ou agressões durante a vida 

intrauterina podem resultar em alterações na fisiologia e metabolismo da descendência, 

aumentando o risco de doenças na vida adulta (BARKER, 1995), como por exemplo, diabetes 

mellitus (DM) (LANGLEY-EVANS; MCMULLEN, 2010).  

O DM é considerado pela Organização Mundial de Saúde (OMS) e pela 

Federação Internacional de Diabetes como uma epidemia global, atingindo 422 milhões de 

pessoas no mundo e no Brasil, alcançando 8,1% da população na faixa etária entre 20 e 79 

anos, totalizando 11,6 milhões de pessoas. Adicionalmente, estima-se que em 2045 o número 

de pessoas com DM em todo o mundo será superior a 438 milhões (IDF, 2017). Há dois tipos 

principais de DM: tipo 1 (DM1) e tipo 2 (DM2). 

No DM1 a produção de insulina do pâncreas é insuficiente, pois as células das 

ilhotas pancreáticas sofrem destruição autoimune. Seu início é muito súbito, e as pessoas 

acometidas por este tipo de diabetes precisam de insulina para sobreviver. No DM2, o 

pâncreas é capaz de produzir insulina, porém o corpo é incapaz de responder adequadamente 

aos seus efeitos, provocando um acúmulo de glicose no sangue (hiperglicemia) e com a 

progressão da doença pode ocorrer diminuição na secreção de insulina. Ocorre com maior 

frequência nos adultos e idosos, mas, recentemente, tem sido observado um aumento da 

doença em crianças e adolescentes. O DM pode levar a várias complicações sistêmicas como: 

alteração no metabolismo de proteínas, baixos níveis de colesterol HDL, altos níveis de 

triglicérides, microangiopatia, neuropatia, nefropatia, doenças macrovasculares, aumento do 

tempo de cicatrização de feridas e risco de infecção (JENSEN; DECKERT, 1992; LIBMAN 

et al., 1993; LÖE, 1993;ELNER et al., 1995; PATTERSON; ANDRIOLE, 1997; TAYLOR et 

al., 1998; VLASSARA; PALACE, 2002; BORGGREVE; DE VRIES; DULLAART, 2003). 

Acredita-se que a resistência insulínica seja um evento desencadeante no 

desenvolvimento do DM2 por ser a primeira anormalidade detectável desta doença 

(GABBAY; CESARINI; DIB, 2003).  

A insulina é um hormônio anabólico secretado pelas células β pancreáticas, tendo 

como papel principal a captação de glicose, atuando em diferentes tecidos, como muscular, 
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adiposo e também no fígado (CARVALHEIRA et al., 2002). Este hormônio exerce seu efeito 

por meio de ligação a um receptor específico na membrana plasmática. O receptor de insulina 

é uma glicoproteína heterotetramérica constituído por duas subunidades alfa e duas 

subunidades beta, ligadas por pontes de dissulfeto (KASUGA et al., 1982a). A subunidade 

alfa é inteiramente extracelular, com peso molecular de 135 kDa, e contém o sítio de ligação 

da insulina. A subunidade beta é uma proteína transmembrânica (95 kDa) responsável pela 

transdução do sinal  insulínico (KASUGA et al., 1982a, 1982b). 

Kasuga et al.  (1982b, 1982c) descreveram que a subunidade beta do receptor de 

insulina é uma proteína quinase, estimulada pela insulina, sendo capaz de autofosforilar-se e 

de fosforilar outros substratos em aminoácidos tirosina. Essa atividade do receptor de insulina 

é importante para a ação insulínica (EBINA et al., 1987). O receptor, uma vez fosforilado em 

decorrência de sua ativação por insulina, passa a fosforilar substratos intracitoplasmáticos, 

como por exemplo a pp185. Este foi o primeiro substrato do receptor de insulina estudado, 

com peso molecular de aproximadamente 185 kDa (WHITE; TAKAYAMA; KAHN, 1985). 

Sun et al. (1991) observaram que em células transfectadas com o receptor de insulina humano 

há um expressivo aumento da fosforilação da pp185, coincidindo com aumento da ação 

insulínica. 

Em 1991, Sun et al. clonaram a pp185 e denominaram-na de substrato 1 do 

receptor de insulina (IRS1) e, após três anos, demonstrou-se que outra proteína também 

migrava na altura da banda desta proteína, que foi denominada de substrato 2 do receptor de 

insulina (IRS2) (ARAKI et al., 1994; TAMEMOTO et al., 1994; SUN et al., 1995). Quando o 

IRS1 e o IRS2 estão fosforilados, podem interagir com proteínas contendo a porção SH2 e 

ativá-las. Entre essas proteínas está uma enzima, a fosfatidilinositol 3-quinase (PI 3-k). Alessi 

et al. (1997) demonstraram que esta proteína ativada pode induzir a ativação de outras 

proteínas como a proteína quinase- 1 dependente de fosfoinositídeo (PDK1) e esta pode 

fosforilar e ativar a Akt (ou proteína quinase B – PKB). Esta proteína tem três diferentes 

isoformas - Akt1, Akt2 e Akt3 - e todas são ativadas pela fosforilação em treonina e serina 

(KOHN; TAKEUCHI; ROTH, 1996; BELLACOSA et al., 1998). A fosforilação da Akt 

auxilia na translocação da proteína transportadora de glicose (GLUT4) para membrana 

plasmática para facilitar a entrada da glicose em células musculares e adipócitos 

(WHITEMAN; CHO; BIRNBAUM, 2002). 

O transportador de glicose insulino-sensível, GLUT4, é um dos 14 membros da 

família de GLUTs. Cada um destes transportadores apresenta uma afinidade distinta e 
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especificidade para hexoses particulares, assim como a distribuição do tecido original, 

localização subcelular e função fisiológica (LETO; SALTIEL, 2012). 

O GLUT4, também denominado transportador de glicose 4 ou membro 4 da 

família 2 de carreador de soluto, é uma proteína transportadora (codificada pelo gene Slc2a4) 

expressa predominantemente em células musculares e adipócitos e tem como função propiciar 

a captação de glicose insulino-mediada (LEHNEN et al., 2010; MACHADO; SCHAAN; 

SERAPHIM, 2006). Ratos transgênicos que carecem ou superexpressam o GLUT4, 

respectivamente, diminuem ou aumentam a sensibilidade à insulina (KATZ et al., 1996; 

CARVALHO et al., 2005; BERGLUND et al., 2012). Assim sendo, este transportador é de 

fundamental importância para a manutenção da homeostase da glicose (CARVALHO et al., 

2005; LEGUISAMO et al., 2012). 

Outra forma de ativar a translocação de GLUT4 é por meio do exercício físico via 

AMPK, sendo este, um mecanismo independente de insulina (HAYASHI et al., 1998). A 

AMPK é uma proteína heterotrimérica formada por uma subunidade catalítica (α) e duas 

subunidades regulatórias (β e γ) (HARDIE; CARLING, 1997; HARDIE et al., 2003). A 

contração muscular promove a hidrólise de ATP necessário para produção de energia, 

resultando na diminuição de ATP e um aumento de AMP. Este aumento de AMP ativa a 

AMPK por promover a fosforilação da sua subunidade α em resíduo de treonina 172 

(HARDIE; CARLING, 1997). Esta fosforilação causa a ativação do substrato da PKB a AS-

160, promovendo a translocação de GLUT4 para a membrana plasmática, o que possibilita o 

transporte de glicose para o músculo (MCGEE et al., 2003).  

A resistência insulínica pode estar presente em outra patologia como obesidade, 

uma vez que os adipócitos, além de promoverem o armazenamento de gordura, também 

secretam vários fatores denominados adipocinas. Estas adipocinas, em sua grande maioria, 

estão relacionadas, direta ou indiretamente, com o DM2 (TORRES-LEAL et al., 2010). 

Dentre elas, destacam-se a adiponectina, o TNF-α (fator de necrose tumoral alfa), a IL-6 

(interleucina-6) e a resistina. A adiponectina, ao contrário das demais adipocinas, age como 

fator protetor para doenças cardiovasculares e aumenta a sensibilidade à insulina 

(HERMSDORFF; MONTEIRO, 2004). Por outro lado, o TNF-α, a IL-6 e a resistina, 

promovem resistência insulínica. 

Shirakashi (2012) demonstrou que ratos adultos, proles de ratas com doença 

periodontal (DP) materna, apresentaram resistência insulínica, modificações no sinal 

insulínico e aumento das concentrações plasmáticas de TNF-α, IL-6 e resistina. A relação 

cíclica bidirecional entre DM e DP tem sido amplamente examinada. Ou seja, as 
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complicações sistêmicas do DM agravam a DP (ALMEIDA ABDO et al., 2013; 

BORGNAKKE et al., 2013), e DP, por sua vez, exacerba a hiperglicemia (TAYLOR; 

BORGNAKKE, 2008). 

A DP refere-se aos processos inflamatórios que ocorrem nos tecidos ao redor dos 

dentes em resposta às acumulações bacterianas ou biofilme dentária. O biofilme, gengivite e 

periodontite estão inter-relacionados, pois o acúmulo supragengival de biofilme microbiano 

pode progredir a infecções subgengivais e DP. No pior dos casos, a DP pode envolver a 

inflamação tanto dos tecidos de suporte (gengiva), quanto de sustentação (cemento, osso 

alveolar e ligamentos periodontais). Em adultos, o ambiente microbiano subgengival 

associado à cárie dentária contém principalmente bactérias anaeróbicas gram-negativas (por 

exemplo, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia). Sem tratamento, a DP pode 

levar à perda progressiva do osso alveolar, resultando em mobilidade e a subsequente perda 

de dentes. Os efeitos patogênicos da DP são causados pelos micro-organismos que aderem às 

superfícies do dente e pela resposta inflamatória agressiva contra esses micro-organismos 

(SRINIVAS; PARRY, 2012).  

A etiologia da periodontite sugere que a infecção bacteriana seja a causa primária 

desta doença e esta patologia é o resultado da interação entre patógenos e hospedeiros 

(ÜSTÜN et al., 2013). Esta interação promove a ativação de monócitos pelos linfócitos T que 

iniciam a produção de grandes quantidades de mediadores inflamatórios, tais como IL-6 e 

TNF- (HERNÁNDEZ et al., 2011). Estas citocinas ocasionam a ativação de osteoclastos, 

propiciando reabsorção óssea, bem como aumento de colagenase, o que favorece maior 

destruição das fibras do ligamento do periodonto, promovendo assim, a destruição do osso e 

do tecido (IACOPINO, 1995; LALLA; LAMSTER; SCHMIDT, 1998; LALLA et al., 2000). 

Segundo Wang e Ohura (2002), amostras de soros de pacientes com periodontite 

são positivas para anticorpos contra vários componentes estruturais de P. gingivalis, como: 

proteína de membrana externa, cápsula, fímbrias, produtos bacterianos biologicamente ativos, 

lipopolissacarídeo (LPS) e hemaglutinina, sendo que, o LPS é absorvido nas superfícies das 

raízes e nos tecidos gengivais de pacientes com DP. 

O LPS se liga primeiro à proteína ligante de LPS (LBP), solúvel no sangue ou 

líquido extracelular, e este complexo serve para facilitar a ligação de LPS a CD14, que existe 

como uma proteína plasmática solúvel e como uma proteína de membrana ligada a 

glicofosfatidilinositol na maioria das células, exceto no endotélio. Uma vez que o LPS se liga 

a CD14, LBP se dissocia, e o complexo LPS-CD14 se associa fisicamente o toll-like receptor 

4 (TLR4) (ABBAS; LICHTAN; PILLAI, 2008).  
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O TLR4 é um receptor da superfície celular que gera respostas imunes inatas pela 

sua capacidade em detectar agentes patogênicos por meio de padrões moleculares associados 

a patógenos (PAMPs) que resulta na indução de cascatas de sinalização da ativação de fatores 

de transcrição e cinase. Estas cascatas de ativação podem conduzir à geração de fatores de 

transcrição (NF-κB e AP-1), citocinas pró-inflamatórias (como TNF-α e IL-6), quimiocinas, 

eicosanóides, e as espécies reativas de oxigênio (ROS), todos os efetores da imunidade inata. 

Notavelmente, o TLR4 é expresso em vários componentes celulares dos tecidos alvo da 

insulina, incluindo fígado, tecido adiposo, músculo esquelético, vasos, células β pancreáticas 

e cérebro (KIM; SEARS, 2010). Além disso, as vias de TLR4 ativadas inibem outras vias de 

sinalização, por exemplo, a sinalização insulínica, por promover a fosforilação em serina do 

IRS1(KIM; SEARS, 2010). As sinalizações dos TLRs estão na base do desenvolvimento de 

inflamação crônica e resistência à insulina no músculo esquelético, demonstrando que 

patógenos podem promover alterações sistêmicas (KIM; SEARS, 2010). 

O tratamento com TNF-α causa diminuição tanto na fosforilação em tirosina do 

receptor de insulina e no IRS1 in vivo (FEINSTEIN et al., 1993) como na captação de glicose 

em cultura celular de adipócitos (HOTAMISLIGIL et al., 1994). Esta redução da fosforilação 

em tirosina do IRS1 pode ser devido a uma maior taxa de fosforilação em serina deste 

substrato. Sabe-se que esta fosforilação em serina do IRS1 diminui o sinal insulínico 

(KANETY et al., 1995). 

Citocinas pró-inflamatórias, tais como TNF-α, ativam vias intracelulares da cJun 

amino-terminal kinase (JNK), das quinases reguladas por sinais extracelulares (ERK: ERK1 e 

ERK2) e do IκB kinase β/fator nuclear κB (IKKβ/NF-κB) (WULLAERT et al., 2006). A 

ativação da JNK promove a fosforilação do IRS1 em serina (SHOELSON; LEE; GOLDFINE, 

2006) e prejudica a atividade da Akt, promovendo resistência insulínica (KANETO et al., 

2005). 

O subgrupo JNK das proteínas quinases ativadas por mitógenos é codificada por 

três genes: JNK1, JNK2 e JNK3 (TUNCMAN et al., 2006). Nos estados de resistência 

insulínica e obesidade, as atividades JNK e IKKβ estão aumentadas por ativarem fatores de 

transcrição pró-inflamatórios. Verificou-se que os ratos deficientes em JNK1, mas não em 

JNK2, têm adiposidade reduzida e melhoram a sensibilidade à insulina (TUNCMAN et al., 

2006). 

De acordo com Plomgaard et al. (2005), a infusão de TNF-α em humanos 

aumenta a fosforilação de p70 S6 quinase (S6K), ERK1/2 e JNK, concomitante com a 

fosforilação em serina do IRS1. Estas ativações comprometem a captação de glicose, devido à 
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diminuição do AS160 (substrato da Akt de 160 kDa), responsável pela regulação da 

translocação de GLUT4. 

A exposição crônica ao IL-6 acarreta deficiência da translocação de GLUT4 para 

a membrana plasmática e defeitos na sinalização do substrato receptor de insulina, 

demonstrando que o tratamento crônico com essa citocina prejudica completamente a 

fosforilação em tirosina de IRS1 e IRS2 e a fosforilação em serina do Akt, sem alterar a 

quantidade total desta última proteína. (NIETO-VAZQUEZ et al., 2008). Além disso, IL-6 

produz fosforilação do IRS1 em resíduos Ser307, de uma maneira JNK dependente. Convém 

salientar, que nem sempre a IL-6 possui efeitos pró-inflamatórios. Durante o exercício físico, 

a contração muscular promove a produção de IL-6 por fibras musculares, por meio de uma via 

independente de TNF-α, que estimula o aparecimento de citocinas anti-inflamatórias, tais 

como, IL-10 e IL-1ra (antagonista do receptor de IL-1), e inibe a produção de TNF-α 

(PETERSEN; PEDERSEN, 2005; PEDERSEN; FISCHER, 2007;). A duração do exercício é 

o fator mais importante que determina a amplitude da produção da IL-6 pelos músculos 

esqueléticos (PETERSEN; PEDERSEN, 2005). 

Por meio da técnica de citometria de fluxo, Xie et al. (2010) avaliaram que 

concentrações significativas de citocinas inflamatórias, tais como TNF-α, IL-1β e IL-6, em 

células 3T3-L1 (pré-adipócitos) reduzem a expressão de GLUT4. Estas citocinas 

inflamatórias têm um papel importante na regulação do metabolismo da glicose. E a ativação 

excessiva das vias inflamatórias pode representar uma etapa fundamental no desenvolvimento 

da resistência à insulina (WELLEN; HOTAMISLIGIL, 2005). 

Conforme descrito anteriormente, um dos fatores que podem causar o DM2 é o 

ambiente fetal (REYNOLDS; PHILLIPS, 1998; LUO; XIAO; NUYT, 2010). A inflamação 

oral materna, particularmente a DP, tem sido associada a desfechos gestacionais adversos, 

incluindo parto prematuro (PTB), baixo peso ao nascer (BPN) e restrição de crescimento 

intrauterino (RCIU) e, posteriormente, diabetes na vida adulta (SIQUEIRA et al., 2007; 

ERCAN et al., 2013; IDE; PAPAPANOU, 2013; POZO et al. 2016). Ademais, o tratamento 

periodontal em grávidas reduziu a incidência de PTB (JEFFCOAT et al., 2011).  

Segundo Amarilyo et al. (2011) o sangue do cordão umbilical de crianças com 

RCIU apresenta elevadas concentrações de IL-6, TNF-α, proteína C-reativa (PCR) e 

trombopoietina (TPO).  

Os mecanismos patogênicos que têm sido propostos como causa de PTB e BPN 

em consequência da infecção periodontal, são a translocação de bactérias ou produtos 

bacterianos (por exemplo, o LPS) para a unidade fetoplacental, desencadeando a liberação 
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local de mediadores bioquímicos ou citocinas pró-inflamatórias, tais como TNF-α, IL-1, IL-6 

e prostaglandina E2 (PGE2) (GANDHIMADHI; MYTHILI, 2010). 

Outro mecanismo que tem sido proposto é que uma bactéria presente na 

periodontite (Campylobacter rectus) induz grandes alterações na estrutura da placenta, como 

a redução no tamanho do labirinto placentário (OFFENBACHER et al., 2005). O labirinto é a 

região da placenta, onde há a troca de nutrientes e resíduos entre a mãe e o feto. Por isso, 

alterações em sua estrutura podem implicar a alimentação insuficiente do feto e, 

consequentemente, o crescimento prejudicado e BPN. Além disso, danos estruturais na 

placenta podem interromper o fluxo normal de sangue entre o feto e a mãe (MADIANOS et 

al., 2013). 

A nutrição prejudicada promove adaptações fetais, como a priorização do gasto de 

energia para os principais tecidos (cérebro e coração) e uma diminuição no desenvolvimento 

de tecidos menos críticos, por exemplo, no músculo esquelético (a hipótese do fenótipo 

econômico). Essas adaptações levam a consequências fisiológicas e metabólicas negativas na 

musculatura esquelética e, posteriormente, predispõem a prole a doenças metabólicas na idade 

adulta, como o DM (HORÁKOVÁ; JANOUTOVÁ; JANOUT, 2005). 

Estudos realizados em animais evidenciaram que complicações intrauterinas 

podem danificar o funcionamento das células β (GREEN; ROZANCE; LIMESAND, 2010), 

levando ao desenvolvimento de DM2 na vida adulta por afetar a expressão de genes 

essenciais para o desenvolvimento do pâncreas que são susceptíveis a modificações 

epigenéticas (PINNEY; SIMMONS, 2010). O termo epigenética refere-se aos processos que 

modificam a atividade genética sem alterar a sequência de DNA e levam a modificações que 

podem ser transmitidas transgeracionalmente. Existem pelo menos dois mecanismos 

envolvidos na epigenética: modificações de histonas e metilação do DNA (PINNEY; 

SIMMONS, 2010). Estas modificações podem ocorrer durante a embriogênese ou na vida 

pós-natal precoce. 

A metilação do DNA é caracterizada pela adição de um grupo metil (CH3) no 

carbono 5 da citosina em dinucleotídeos de citosina e guanina (CpG). Esta metilação ocorre 

por meio de DNA metiltransferases (DNMT) responsáveis por adicionar o grupo metil do S-

adenosil metionina (SAM) para citosina. As DNMTs podem ser de três tipos: DNMT3A e 

DNMT3B, que são responsáveis por fazer novas metilações; enquanto a DNMT1 cuida da 

manutenção da metilação. Aproximadamente 70% dos dinucleotídeos CpGs do DNA humano 

é constitutivamente metilado, enquanto a maioria dos CpGs não metilados estão localizados 

em ilhas CpG (PINNEY; SIMMONS, 2010). As ilhas CpG são sequências ricas em CG 
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principalmente localizadas em regiões promotoras (PINNEY; SIMMONS, 2010). A metilação 

das ilhas CpG dentro das sequências promotoras evita a interação de fatores de transcrição, 

inibindo a expressão gênica (BAYLIN, 2005).  

Já a desacetilação de histonas é marcada pela ação das histonas desacetilases 

(HDAC) que removem o grupo acetil das histonas promovendo a condensação da cromatina. 

Ambos os mecanismos impossibilitam que os fatores de transcrição se liguem à região 

promotora dos genes. Entretanto, as modificações de histonas são consideradas eventos mais 

dinâmicos, enquanto a metilação do DNA fornece uma forma mais estável de regulação 

gênica (BÄCKDAHL; BUSHELL; BECK, 2009). 

Essas alterações epigenéticas podem ocorrer no fator duodenopancreático 

homeobox 1 (PDX1), também denominado fator promotor da insulina 1 (IPF-1), que é um 

fator de transcrição que regula o desenvolvimento do pâncreas e diferenciação de células β 

(VAXILLAIRE; FROGUEL, 2008; LING; GROOP, 2009). Mutações no gene deste fator 

podem causar uma forma de diabetes monogênica (VAXILLAIRE; FROGUEL, 2008; LING; 

GROOP, 2009). A RCIU, devido à insuficiência útero-placentária, foi associada com o 

silenciamento epigenético progressivo de PDX1 (PARK et al., 2008). Na vida pós-natal 

precoce, antes do início da diabetes, o estado de RCIU induz desacetilação das histonas H3 e 

H4, o que é facilitada pelo recrutamento de histona-desacetilase 1 (HDAC1) e Sin3A para o 

promotor proximal de PDX1 (PARK et al., 2008). A desacetilação destas histonas é 

acompanhada pela perda de ligação do fator de transcrição chave, como o upstream 

stimulatory factor 1 (USF-1), ao gene da PDX1 (PARK et al., 2008). Após o aparecimento da 

diabetes no indivíduo adulto que apresentou RCIU, foi observada a metilação da ilha de CpG 

no promotor proximal, o que resulta no silenciamento completo e permanente do locus PDX1 

(PARK et al., 2008). 

Modificações epigenéticas podem também ocorrer na vida pós-natal precoce. 

Conforme descrito por Liu et al. (2013) ratos fêmeas hipernutridas (em decorrência da 

diminuição proposital do número filhotes) durante o período de amamentação, apresentaram 

ganho de peso, aumento dos níveis de insulina, glicose e leptina. Além disso, esta 

hipernutrição resultou na hipermetilação específica do dinucleotídeo CpG (dinucleotídeo 5’-

CpG-3’) na região proximal dos genes promotores do IRS1 e GLUT4 e, consequentemente, 

uma redução nos níveis de RNAm de GLUT4 e do IRS1 no tecido muscular esquelético na 

prole adulta. 

Segundo Raychaudhuri et al. (2008) a RCIU, devido à restrição de nutrientes no 

período perinatal, diminui a expressão de RNAm de GLUT4 em tecido muscular esquelético 
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de ratos fêmeas. Esta diminuição foi em decorrência de alterações no gene promotor de 

GLUT4, pois nesse gene observou-se: 1) aumento da ligação de myocyte enhancer factor 2D 

MEF2D (inibidor); 2) declínio da ligação de myocyte enhancer factor 2A MEF2A (ativador) e 

MyoD (co-ativador). O MEF2A, MEF2D e o MyoD são fatores de transcrição. Além disso, a 

RCIU promoveu o recrutamento de enzimas DNA metiltransferase 3A (DNMT3A) e DNA 

metiltransferase 3B (DNMT3B), na idade adulta ao gene de GLUT4. A enzima DNMT3A 

pode interagir com outras proteínas repressoras suprimindo a transcrição do gene. Outro fator 

de transcrição que pode regular a expressão de GLUT4 é o NF-κB atuando na inibição do 

gene. Lembrando que o TNF-α ativa o NF-κB (RAYCHAUDHURI et al., 2008). 

A família NF-κB em células de mamíferos é um complexo homo ou 

heterodimérico formado pelas proteínas contendo o domínio semelhante a RelA (p65), RelB, 

NF-κB1 (p105/p50), NF-κB2 (p100/p52) e c-Rel. A forma heterodimérica p50/p65 é a mais 

comum (OECKINGHAUS et al., 2009; FURUYA et al., 2013). Ademais, foi demonstrado 

que a região promotora do gene Slc2a4 (que codifica o transportador de glicose GLUT4) 

apresenta sequências (-134/-112 e -82/-60 no gene do camundongo) às quais tanto a 

subunidade p50 como a p65 do NF-κB são capazes de se ligar e agir como repressor direto da 

atividade transcricional do Slc2a4, ocasionando a diminuição da expressão de GLUT4 

(FURUYA et al., 2013; SILVA, 2013). 

Outros fatores que regulam a expressão gênica são os microRNA (miRNAs) que 

constituem uma família de pequenos RNAs endógenos não-codificadores de proteínas. Estes 

miRNAs estão intimamente ligados com as modificações de histonas e metilação do DNA e, 

muitas vezes, agem conjuntamente como uma forma de regular os diferentes processos 

celulares (SAETROM et al., 2007; VAISSIÈRE et al., 2008). Enquanto a modificação de 

histonas e a metilação do DNA regulam a expressão a nível transcricional, os miRNAs agem 

principalmente em nível pós-transcricional (SAETROM et al., 2007). 

Os miRNAs são moléculas de RNA fita simples, de cerca de 22 nucleotídeos, não 

codificadores de proteínas, que agem como potentes reguladores pós-transcricionais da 

expressão gênica em plantas e animais, promovendo a degradação ou inibição da tradução de 

RNAs mensageiros alvo (RNAm) (KIM, 2005; DAVIS-DUSENBERY; HATA, 2010).  

Utilizar miRNAs como biomarcadores é relativamente novo e foi proposto pela 

primeira vez para a detecção de várias formas de câncer, doenças autoimunes e sepse (GUAY; 

REGAZZI, 2013). Guay e Regazzi (2013) demonstraram que indivíduos diabéticos 

apresentavam alterações no perfil de miRNA. A melhor caracterização do papel dos miRNAs 
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nos mecanismos de secreção de insulina poderá levar à compreensão da fisiopatologia do 

diabetes, além de auxiliar no desenvolvimento de novos tratamentos. 

Segundo Poy et al. (2004) o miR-375 é um regulador da secreção da insulina, uma 

vez que, o miR-375 regula a secreção da insulina em células β de pâncreas de camundongo, 

inibindo a expressão de miotrofina, uma proteína citoplasmática que induz a exocitose de 

grânulos de insulina. 

Karolina e pesquisadores avaliaram os miRNAs presentes no sangue e exossomos 

de 265 pacientes com diferentes condições de saúde associados à síndrome metabólica. Eles 

detectaram uma regulação positiva de miR-27a, miR-150, miR-192, miR-320a e miR-375 em 

pacientes com DM2 e observaram uma forte correlação entre os níveis de jejum elevados de 

glicose e o aumento dos níveis de miR-27a e miR -320a. Estes estudos pioneiros 

demonstraram o potencial dos miRNAs como biomarcadores para DM2 (KAROLINA et al., 

2012). 

Outros modelos de programação fetal como alterações nutricionais materna, 

podem levar à resistência insulínica na prole. Segundo Westermeier et al. (2014) a obesidade 

pré-gestacional materna está relacionada a um aumento no risco de obesidade, de resistência 

insulínica e à presença de marcadores precoces de doenças cardiovasculares na prole. Uma 

das explicações é que a obesidade materna, em consequência de efeitos estressores causados 

por excesso de nutrientes, leva ao estresse do retículo endoplasmático (ERE) em células 

endoteliais da veia umbilical humana, envolvendo ativação de proteínas de ERE, como a 

PERK e ATF6.  A ATF6 é libertada a partir de membranas do retículo endoplasmático e, em 

seguida, processada no complexo de Golgi por clivagem proteolítica, promovendo a sua 

translocação nuclear. Por sua vez, a PERK autofosforilada é capaz de fosforilar eIF2α, 

levando à translocação para o núcleo de ATF4. Além disso, eIF2α também pode ser 

fosforilada pela PKR que também é uma proteína dependente do ERE. Estudos sugerem que 

as translocações nucleares de ATF6 e ATF4 podem ser capazes de alterar a sinalização da 

insulina e levar à resistência insulínica em células endoteliais da veia umbilical humana por 

meio de redução da fosforilação da Akt. Em paralelo, a ativação da PKR pode causar 

atenuação da sinalização insulínica pela fosforilação inibitória do IRS1 (WESTERMEIER et 

al., 2014). 

Outro estudo, que evidenciou a existência da programação fetal, demonstrou que a 

dieta materna (durante a prenhês) com baixo teor de sódio promove em sua prole (macho e 

fêmea) BPN (apenas na prole fêmea) e aumento da adiposidade na vida adulta (LOPES et al., 

2008). Ademais, o BPN em machos está, pelo menos em parte, relacionado com menores 
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concentrações séricas de IGF-1 (fator de crescimento semelhante à insulina tipo 1), menor 

expressão gênica e maior metilação do gene Igf1 (SIQUEIRA, 2014). Estes resultados 

também reforçam a influência do ambiente intrauterino no desenvolvimento de distúrbios na 

prole. 

Vários estudos sobre a programação fetal reforçam a relevância de se manter uma 

dieta materna adequada durante o período pré-gestacional e gestacional para a manutenção da 

saúde geral de sua prole na vida adulta (PARK et al., 2008; LOPES et al., 2008; LIU et al., 

2013; WESTERMEIER et al., 2014; SIQUEIRA, 2014).  

Nosso grupo mostrou previamente que não só a dieta, mas também uma doença 

bucal, como a DP materna, promove programação fetal em ratos. Esta programação resulta 

em: BPN, resistência à insulina, aumento dos níveis de TNF-α, alterações no grau de 

fosforilação da serina de Akt e alterações no índice de translocação e conteúdo GLUT4 do 

músculo gastrocnêmio (MG) na prole adulta (MATTERA et al., 2016). 

Como esse estudo demonstrou que a DP materna pode promover alterações no 

conteúdo proteico de GLUT4 no MG na sua prole adulta, como também aumento de TNF-α e 

resistência insulínica, investigamos os mecanismos que podem promover essas alterações, 

avaliando tanto as alterações epigenéticas e expressão gênica de GLUT4, como as vias 

inflamatórias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



31 

2 OBJETIVOS 

 

2. 1 Objetivo geral 

Sabendo-se que a doença periodontal materna promove baixo peso ao nascimento, 

resistência à insulina, aumento dos níveis de TNF-α, alterações no grau de fosforilação da 

serina de Akt, alterações no índice de translocação e conteúdo GLUT4 do músculo 

gastrocnêmio na prole adulta, tornou-se fundamental identificar os mecanismos que podem 

promover tais alterações nessa prole, como: mudanças na metilação do DNA do GLUT4, na 

expressão gênica (GLUT4 e IRS1), no conteúdo total de TNF-α e nas vias inflamatórias, em 

tecido muscular esquelético gastrocnêmio (MG). 

 

2.2 Objetivos específicos 

O presente estudo objetivou avaliar em ratos adultos, proles de ratas com doença 

periodontal:  

 peso ao nascimento e durante os 75 dias de idade;  

 glicemia e insulinemia;  

 fosforilação das proteínas JNK, IKKα/β, ERK 1/2, NF-κBp65 e NF-κBp50 e 

seus conteúdos totais em MG;  

 conteúdo total de TNF-α em MG.   

 expressão do RNAm da proteína transportadora de glicose GLUT4 (Slc2a4)  e 

do IRS1 em MG;  

 grau de metilação do DNA na região promotora do gene de Slc2a4 em MG.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



32 

3 MATERIAL E MÉTODO 

 

3.1 Animais 

O trabalho está de acordo com os Princípios Éticos em Uso de Animais e foi 

aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (Protocolo FOA-2015-00634). 

Foram utilizadas 14 ratas (2 meses de idade com 200g) e 3 ratos Wistar (3 meses 

de idade com 350g), mantidos em ambiente de 12/12 horas de claro e escuro (período claro 

iniciado às 7:00 horas) e temperatura de 23 ± 2º C. As ratas foram distribuídas em dois 

grupos: 1) com doença periodontal (DP) (n=7), nas quais esta doença foi induzida por meio de 

ligadura com fio de seda ao redor do 1º molar inferior; 2) ratas controle (CN) (n=7). Após a 

colocação da ligadura foram avaliados, três vezes por semana, a ingestão de ração e o peso 

corporal das ratas de ambos os grupos. Após 7 dias da colocação da ligadura, as ratas de 

ambos os grupos foram colocadas para acasalamento; verificou-se diariamente, por esfregaço 

vaginal, o dia da copulação.  

As ratas prenhas foram separadas em caixas individuais e, após o nascimento, a 

ninhada foi distribuída em proles de ratas com doença periodontal (PDP) (n=19) e proles de 

ratas-controle (PCN) (n=19), e o número de filhotes foi pareado (para as mães ficarem com a 

mesma quantidade de filhotes). Desde o dia do nascimento até o final do experimento foi 

avaliado o peso corporal (uma vez por semana) dos filhotes machos de ambos os grupos. A 

ingestão alimentar destes grupos foi aferida a partir do desmame (semanalmente) até a 

realização dos experimentos. Quando os filhotes machos DP e CN destas ratas completaram 

75 dias, os experimentos foram realizados.  

Os ratos proles controle (PCN) e proles DP (PDP) foram submetidos a jejum de 

14 horas antes dos procedimentos experimentais. Estes animais foram anestesiados com 

tiopental sódico (Thiopentax® - Cristália Produtos Químicos Farmacêuticos Ltda, Itapira, 

Brasil, 3%, 5mg/ 100g p.c., i.p.), e, sob anestesia, foi realizada laparotomia mediana, coletou-

se sangue pela veia cava inferior. As amostras de sangue foram transferidas para tubos de 

plástico heparinizados e mantidas a 4ºC até a centrifugação a 800g (4ºC, 15 minutos). O 

plasma obtido foi armazenado a -70ºC até o dia da quantificação das concentrações 

plasmáticas de glicose e insulina (n=7).  

Ademais, foi coletado o MG para avaliar: 1) o grau de metilação do DNA (n = 4) 

de Slc2a4; 2) expressão do mRNA de Slc2a4 e do IRS1 (n = 5) no MG. Por fim, os demais 

animais dos grupos PCN (n = 7) e PDP (n = 7) foram utilizados para avaliar: 1) fosforilação 
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das proteínas JNK, IKKα/β, ERK 1/2, NF-κBp65 e NF-κBp50 e seus conteúdos totais em 

MG; 2) conteúdo total de TNF-α em MG.  Após os experimentos, todos os animais foram 

eutanasiados por dose excessiva de anestésico (Tiopentax® 3% - Cristália, Itapira/ SP – 150 

mg/Kg p.c., i.p). 

 

3.2 Análise radiográfica do nível da perda óssea alveolar 

Após o desmame, aproximadamente 57 dias após a instalação da ligadura, as ratas 

mães de ambos os grupos foram eutanasiadas por dose excessiva de anestésico (Tiopentax® 

3% - Cristália, Itapira/ SP – 150 mg/Kg p.c., i.p). As hemi-mandíbulas direita e esquerda 

foram dissecadas e fixadas por 24 h em formaldeído a 4%. 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 0,12 segundos. A imagem digital foi 

obtida diretamente com placa óptica digital (Digora, Soredex, Orion Corporation, Helsinki, 

Finland). O nível ósseo foi mensurado nas imagens radiográficas em quatro locais: face 

mesial, face distal e em dois pontos equidistantes na região de furca dos primeiros molares 

inferiores. Com o auxílio de software digital (Digora, Soredex, Orion Corporation, Helsinki, 

Finland), medidas lineares (em milímetros) foram realizadas paralelamente ao longo eixo do 

dente, considerando, nas faces mesial e distal, a distância entre a crista óssea alveolar e a 

junção cemento-esmalte e, por outro lado, a mensuração equidistante na região de furca levou 

em consideração a distância entre a crista óssea alveolar do septo interradicular e a superfície 

do bulbo dental. A média aritmética das quatro mensurações foi realizada para cada animal e, 

em seguida, os valores foram expressos em média para cada grupo experimental para que 

fosse possível quantificar o nível ósseo ao redor do elemento dental e, consequentemente, 

avaliar a perda óssea alveolar. 

 

3.3 Análise histológica da perda óssea alveolar 

Após a radiografia, as hemi-mandíbulas foram submetidas à desmineralização em 

10% de ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) por 60 dias. Em seguida, as amostras 

foram processadas de maneira convencional seccionadas em micrótomo de parafina, coletadas 

sobre lâminas de vidro e coradas com hematoxilina e eosina (HE). Após esta etapa, foi 

realizada análise histológica do primeiro molar com doença periodontal induzida por ligadura, 

na qual foram considerados os seguintes parâmetros: presença de processo inflamatório, 
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extensão da inflamação nos tecidos periodontais, padrão de celularidade dos tecidos 

periodontais e padrão de estrutura da matriz extracelular do tecido periodontal. 

 

3.4 Determinação da glicemia (método de glicose-oxidase)  

Esse é um método enzimático, específico para quantificação de glicose (Analisa 

Diagnóstica, São Paulo, Brasil). No método de glicose-oxidase a glicose é oxidada 

enzimaticamente pela glicose oxidase (GOD) gerando ácido glucônico e água oxigenada. A 

H2O2 , em presença de peroxidase (POD), produz a ligação oxidativa do fenol com a 4-amino 

fenazona (4-AF), dando origem a um cromógeno com máximo de absorção em 505nm de 

comprimento de onda. Devem ser consideradas as seguintes reações resumidas: 

glicose + O2 + H2O  ácido glucônico + H2O2 

2 H2O2 + 4-AF + fenol  4 (p-benzoquinona monoimino) fenazona + 4 H2O. 

 

3.5 Determinação de insulinemia  

A insulinemia foi quantificada pelo método radioimunológico –RIE (Sensitive Rat 

Insulin, SRI-13K, Millipore, St Charles, MO, EUA). Em resumo, trata-se de uma reação de 

competição entre antígenos (insulina fria e insulina marcada) para ligação a um anticorpo 

específico. Essa reação obedece à lei da ação de massas. Portanto, quanto mais insulina fria 

estiver presente, mais será formado complexo insulina fria-anticorpo, acarretando queda na 

quantidade de complexo insulina marcada-anticorpo. 

 

3.6 Análise do HOMA-IR 

A resistência à insulina foi avaliada por meio do índice HOMA-IR (Homeostasis 

Model Assessment - Insulin Resistance / 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 (µlU/ml) / 22,5 (BONORA et al., 2000). 

 

3.7 Avaliação das vias inflamatórias em tecido muscular esquelético 

3.7.1 Preparação das amostras 

Imediatamente após a extração, os tecidos foram homogeneizados em Polytron 

(24000 rpm durante 10 segundos) em 2 mL de tampão de extração (Tris100 mM pH 7,5; 

EDTA 10 mM; SDS 1%; NaF 100 mM; Pirofosfato de Na 10 mM; Ortovanadato de Na 10 

mM; 0,1mg/mL Aprotinina) e mantidos em banho-maria (100°C) durante 10 minutos, 
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transferidos para gelo e, então, centrifugados a 16000g durante 40 minutos (à 4°C). Do 

sobrenadante foram retiradas alíquotas para determinação da concentração protéica pelo 

método de Lowry et al., (1951) modificado e para estoque em tampão desenvolvido por 

Laemmli (azul de bromofenol 0,1%; SDS 10 %; fosfato de sódio 1M pH 7,0; glicerol 50%; 

DTT 15%). 

 

3.7.2 Western blotting 

 SDS-PAGE - (Sodium Dodecil Sulfate - Polyacrylamide Gel Electrophoresis):  

A primeira etapa do Western blotting consistiu na submissão das amostras (185 μg 

de proteína em cada poço) a uma corrida eletroforética em gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE). Por meio deste método, foi possível separar proteínas de acordo com seu peso 

molecular, sem que as unidades proteicas fossem perdidas, permitindo estudos posteriores 

nessas frações proteicas. Foi utilizado o método desenvolvido por Laemmli e modificado por 

Garfin (1990), o qual envolve um sistema descontínuo de dois géis contínuos, mas diferentes 

em sua composição: 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 minutos. A 

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

Laboratories, Richmond, CA. EUA), e começou com a corrida no gel de stacking sob 

voltagem constante em 30 mV até que ocorresse o empacotamento da amostra, o que pôde ser 

observado na transição dos géis. Posteriormente foi aplicada voltagem constante de 100 V 

para a corrida no gel de resolução, durante aproximadamente 2 horas. Juntamente com as 

amostras, sempre foi colocado um padrão de proteínas de conhecidos pesos moleculares 

(marcadores). 

 

●Transferência eletroforética 
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Após a separação das frações protéicas no gel de poliacrilamida, foi feita a 

transferência eletroforética dessas frações para uma membrana de nitrocelulose Hybond-C 

Super (GE Healthcare Buckinghamshire, Germany). A transferência foi realizada sob 

voltagem constante de 100 V, durante 2 horas, 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, desenvolvido por Kruger e 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 em pó - 0% de gordura) durante 2 horas à temperatura ambiente, e então, lavada 

com solução basal por três sessões de 10 minutos cada. Em seguida, a membrana foi incubada 

em solução (SB + 3% de leite desnatado em pó - 0% de gordura) contendo os anticorpos p-

IKKα/β, p-JNK, p-ERK 1/2, p-NF-κB p65, p-NF-κB p50, TNF-α e p-NF-κB p65 e NF-κB 

p65 (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz, USA), na diluição de 1:1000, ou anticorpos 

β-actina, IKKα/β, JNK, ERK 1/2 e NF-κB p50 (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz, 

USA), utilizados como controle endógeno, na diluição de 1:1000 por 4 horas em temperatura 

ambiente. Posteriormente, foram realizadas três lavagens com solução basal, e as membranas 

foram incubadas em solução (SB + 1% de leite desnatado em pó - 0% de gordura) com 

segundo anticorpo contendo peroxidase de horseradish (“kit’ de quimioluminescencia – ECL 

– GE Healthcare Buckinghamshire, Alemanha), durante 1 hora em temperatura ambiente. 

Novamente, foram realizadas 3 lavagens das membranas de nitrocelulose com solução basal, 

com duração de 10 minutos cada lavagem. Após estes procedimentos, as membranas foram 

levadas até uma câmara escura, onde foi adicionado 1 ml de cada solução de detecção 1 e 2 

(do kit de ECL - GE Healthcare Buckinghamshire, Alemanha), e incubou-se por 1 minuto. 

Por fim, foi drenado o excesso de reagente e a membrana de nitrocelulose foi exposta a filme 

de RX (Hyperfilm ECL– GE Healthcare Buckinghamshire, Alemanha) dentro de um cassete 

para autorradiografia (GE Healthcare Buckinghamshire, Alemanha) à prova de luz, durante 10 

minutos, em 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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3.8 Metodologia de quantificação do GLUT4 e do IRS1 por meio da técnica 

de “PCR em tempo real” 

3.8.1 Extração e quantificação do RNA total e transcrição reversa 

A extração de RNA total tecidual 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 -80 ºC até o início dos 

experimentos. No momento do experimento, a essas amostras foram adicionados 1000 µL do 

reagente Trizol LS (Invitrogen) e, depois de homogeneizadas, foram adicionados 200 μL de 

clorofórmio (Merck, Germany) em cada amostra. Os tubos foram vigorosamente agitados por 

30 segundos, e logo após, mantidos em repouso à temperatura ambiente, por 5 minutos. 

Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 4°C e 13000 G, por 15 minutos. Novos 

tubos foram nomeados de acordo com as amostras, e ao fim da centrifugação coletamos cerca 

de 300 µL da fase aquosa e colocamos no novo tubo. Em seguida, adicionamos nestes novos 

tubos 500 µL de álcool isopropílico (Merck), agitamos novamente e armazenamos à -20 ºC. 

No dia seguinte, estas amostras descongeladas e centrifugadas a 4ºC e 13000G por 15 

minutos, depois de retirado o álcool isopropilico, foram acrescentados 500µL de etanol 75% 

(Merck). Após isso, as amostras foram agitadas e centrifugadas a 4ºC e 10000 G por 10 

minutos. Em seguida, desprezou-se o sobrenadante e os tubos foram colocados com a borda 

virada para baixo em uma superfície coberta com papel absorvente. Quando os tubos 

apresentaram-se secos, foram desvirados. Então foram acrescentados 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 260 nm. 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) 

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 obteve menor rendimento. 
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3.8.2 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: 

Slc2a4 (GLUT4 - Rn01752377_m1) e IRS1 (Rn02132493_s1). 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 2 min a 50 ºC, 10 

min a 95 ºC, e quarenta ciclos de 15 s a 95 ºC e 1 min a 60 ºC, conforme recomendado pela 

empresa. Os resultados 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. 

 

3.9 Avaliação do grau de metilação do DNA na região promotora do gene 

do GLUT4 em músculo esquelético 

3.9.1 Extração do DNA e Análise de Dados 

A extração do DNA genômico do MG foi realizada utilizando-se coluna de sílica 

e métodos disponibilizados pelo DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha). 

Para isolar o gDNA do tecido muscular foram utilizados 25mg conforme as instruções do 

fabricante. O gDNA isolado foi quantificado pela densidade óptica de absorbância a 260nm 

no espectrofotômetro NanoDrop (Thermo Scientific, Wilmington, EUA). A metilação foi 

mostrada como uma porcentagem de DNA digerido sobre não digerido, com base na mudança 

de Ct obtida para cada enzima e para cada par de primers. 
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3.9.2 Desenho do oligos iniciadores (primers)  

O gene de interesse foi localizado no banco de dados genome.ucsc.edu. Com 

auxílio do genome.ucsc.edu os sítios de restrição das enzimas sensíveis à metilação (Hhall, 

Hpall) e uma dependente de metilação (McrBC) foram localizados no 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), evitando regiões repetidas e semelhanças com outras regiões 

genômicas não específicas. As regiões específicas do gene foram escolhidas para conter os 

locais de reconhecimento de todas as três enzimas empregadas e acordo com os artigos Liu et 

al. (2013) e Raychaudhuri et al. (2014). 

 

Table 1 - Sequências dos primers usados para análise quantitativa de metilação (qAMP) de 

GLUT4 (Slc2a4) na prole adulta 

Nome do Oligo 
Forward 5’-3’ Reverse 5’-3’ 

Posição 

Prom 1 GGCACTAGAAGCCT

TGCACT 
CACAGTCTACTGGCCCATCC 

-897 a -

1141 

Prom 2 CCCTTTAAGGCTCC

ATCTCC 

GAAACAATGCCCCGAAGTA

A 

-653 a -

743 

Prom 3 CTTCAGCTCTCCGC

ATCTTT 
TGAACCAGATTCCCCAATTC 

+23 a -227 

Fonte: do autor 

 

3.9.3 Restriction Digestion and Real-Time PCR (qAMP) 

A partir dessa análise foi possível realizar uma avaliação quantitativa do grau de 

metilação dos sítios CpG de forma rápida e econômica, sem a necessidade da modificação do 

DNA por bissulfito de sódio (OAKES et al., 2009). Em resumo, foram 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 foram concebidos para flanquear esses sítios de restrição. O conjunto de 

templates de PCR criado para cada amostra de DNA foi composto por tubos separados de 

DNA de igual concentração que foram digeridos com uma única enzima de restrição. Os 

grupos de digestão dos sítios foram compostos por enzimas de restrição e foram 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 foi executado, produzindo valores de limiar de ciclo (Ct) que foram 
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utilizados para calcular a percentagem de metilação do DNA em determinado local de 

restrição (OAKES et al., 2009). 

 

3.10 Análise estatística 

Todos os valores foram apresentados como média ±EPM. 

1) Para análise da ingestão alimentar, da massa corpórea dos ratos (durante os 75 

dias de vida) e do grau de metilação de DNA, foi verificada a normalidade do conjunto de 

dados analisados por meio do teste de Shapiro-Wilk. As análises estatísticas foram realizadas 

por análise de variância (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey. As diferenças entre os 

grupos foram consideradas significantes quando p<0,05. 

2) Para a análise da vias inflamatórias, massa corpórea ao nascimento, glicemia 

em jejum, insulinemia, HOMA-IR, expressão do RNAm (Slc2a4 e IRS1), foi também 

verificada a normalidade do conjunto de dados analisados por meio do teste de Shapiro-Wilk. 

As análises estatísticas foram analisadas pelo teste t de Student. As análises estatísticas foram 

realizadas com o programa estatístico Graph Pad Prism (version 5.0). As diferenças entre os 

grupos foram consideradas significantes quando p<0,05. 
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4 RESULTADOS  

 

4.1 Análise radiográfica e histológica dos tecidos periodontais das mães 

A análise das mensurações lineares (distância entre a crista óssea alveolar e a 

junção cemento-esmalte nas faces mesial e distal; e entre a crista óssea alveolar do septo 

interradicular e o bulbo dental) realizadas sobre as radiografias mostrou que a média das 

medidas (Figura 1A) no grupo DP foi maior que no grupo CN, confirmando a presença de 

perda óssea alveolar (Figura 1A, B e C). A análise histológica revelou um padrão de 

celularidade e estrutura dos tecidos periodontais compatíveis com a normalidade no grupo CN 

(Figura 1D e E). No grupo DP, a presença de infiltrado inflamatório foi observada na face 

mesial e distal e na região de furca do primeiro molar inferior (Figura 1F e G). Foram 

observadas destruição do ligamento periodontal e perda óssea alveolar associada a locais onde 

o processo inflamatório estava presente (Figura 1F). Uma alta quantidade de osteoclastos 

estavam presentes nesses locais (Figura 1G). A perda óssea alveolar demonstrada pela 

avaliação radiográfica associada à presença do processo infeccioso-inflamatório e a 

desintegração dos tecidos periodontais demonstrada pela avaliação histológica confirmaram a 

indução e manutenção da doença periodontal no grupo DP (Figura 1). 
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Figura 1 – Gráfico (Figura 1A) mostra que a média das medidas 

(distância entre a crista óssea alveolar e a junção cemento-esmalte nas 

faces mesial e distal; e distância da crista óssea alveolar do septo 

interradicular e o bulbo dental na região de furca) no grupo DP foi maior 

que no grupo CN, confirmando a perda óssea alveolar. A figura apresenta 

análises radiografias e histológicas dos primeiros molares inferiores no 

grupo controle (CN) (Figura 1B, 1D e 1E) e no grupo doença periodontal 

(DP) (Figura 1C, 1F e 1G). Observa-se que os aspectos radiográficos (1B) 

e histológicos (Figura 1D e 1E) são compatíveis com um padrão normal 

no grupo CN, e o que grupo DP apresenta perda óssea alveolar (Figura 

1C e 1F) e uma grave resposta inflamatória local (Figura 1F e 1G). 

Abreviações e símbolos: oa, osso alveolar; tc, tecido conjuntivo; lp, 

ligamento periodontal. Os valores são expressos como média ± EPM, n = 

7. * p<0,05 DP vs. CN 

 
 

                      Fonte: do autor 
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4.2 Avaliação da massa corpórea (g) 

Os resultados da massa corpórea dos grupos proles de ratas controle (PCN) e 

proles de ratas com doença periodontal (PDP) foram avaliados semanalmente, desde o 

nascimento até 75 dias de idade. Houve diferença estatística na massa corpórea ao nascimento 

(Figura 2A), porém não houve diferença nestes parâmetros entre os grupos até os 75 dias 

(Figura 2B).  

 

 

Figura 2 – A) Massa corpórea ao nascimento de ratos, proles de ratas 

controle (PCN) e proles de ratas com doença periodontal (PDP). B) Massa 

corpórea semanal de ratos, PCN e PDP, semanalmente, até 75 dias de 

idade. Os valores são expressos como média ± EPM, n = 19. * p<0,05 PDP 

vs. PCN 

 
 Fonte: do autor 
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4.3 Ingestão alimentar 

A Figura 3 mostra a ingestão alimentar de PCN e PDP do desmame até o final do 

experimento. Não houve diferença significativa entre os grupos na ingestão alimentar durante 

este período. 

 

Figura 3 - Ingestão alimentar (média) de ratos, proles de 

ratas controle (PCN) e proles de ratas com doença 

periodontal (PDP) do desmame até o final do experimento. 

Valores expressos como média ± EPM, n=19. 

  

Fonte: do autor 
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4.4 Glicemia, Insulinemia e HOMA-IR 

A Tabela 2 mostra as glicemias, insulinemias e os valores de HOMA-IR dos 

grupos PCN e PDP. Não houve diferença significativa entre os grupos nas concentrações 

plasmáticas de glicose, porém houve entre as insulinemias e os valores de HOMA-IR.  

 

Tabela 2 –  Glicemia (mmol/L), insulinemia (μUI/mL) e HOMA-IR 

Parâmetros PCN PDP 

Glicemia (mmol/L) 5,16 ± 0,16 6,01 ± 0,55 

Insulinemia (μIU/mL) 12,61 ± 2,35 27,87 ± 4,99* 

HOMA-IR 2,91 ± 0,58  7,98 ± 2,13* 

Os valores são expressos como média ± EPM, n =7. *p<0,05 

Fonte: do autor 
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4.5 Avaliação das vias inflamatórias 

As Figuras 4A e E mostram autorradiografias típicas referente ao conteúdo e/ou 

ao grau de fosforilação de TNF-α e IKKα/β, JNK, ERK 1/2, NF-κB p65 e NF-κB p50, em 

tecido muscular dos grupos PCN e PDP. As Figuras 4B, C, D, F, G e H mostram os 

resultados, expressos em unidades arbitrárias por µg de proteína amostrada. 

Os conteúdos de TNF-α e NF-κB p65 no MG foram significativamente maiores 

no grupo PDP em comparação ao grupo PCN (Figura 4A, B e C). Os graus de fosforilação de 

IKKα/β, ERK 1/2, NF-κB p65 e NF-κB p50 foram significativamente maiores no grupo PDP, 

enquanto não foram observadas diferenças no grau de fosforilação da JNK entre os grupos no 

MG (Figura 4C, D, E, F, G e H).  

 

Figura 4 – Avaliação do conteúdo e/ou o grau de fosforilação TNF-α, IKKα/β, JNK, ERK 1/2, 

NF-κB p65 (conteúdo e grau de fosforilação) e NF-κB p50 no músculo gastrocnêmio de ratos 

adultos, proles de ratas controle (PCN) e de ratas com doença periodontal (PDP). (A e E) 

Autoradiografias típicas: quantidades iguais de proteína foram submetidas à SDS-PAGE (185 

µg). Utilizou-se como controle: β-actina, IKKα / β, JNK, ERK 1/2 e NF-κB p50. (B, C, D, F, G e 

H) Conteúdo e/ou ao grau de fosforilação TNF-α e IKKα/β, JNK, ERK 1/2, NF-κB p65 

(conteúdo e grau de fosforilação) e NF-κB p50 (expresso em unidades arbitrárias) são 

apresentadas como a média ± EPM, n = 7. * p<0,05 PDP vs. PCN 

 
   Fonte: do autor 
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4.6 Avaliação da expressão gênica de Slc2a4 e do IRS1 em tecido muscular 

esquelético gastrocnêmio 

O grupo PDP apresentou uma diminuição (p <0,05) na expressão gênica da 

proteína transportadora de glicose (GLUT4) comparado ao grupo PCN (Figura 5). Entretanto, 

ao avaliarmos a expressão gênica do IRS1 (Figura 6) foi observado um aumento significativo 

(p <0,05) no grupo PDP em relação ao grupo PCN.  

 

Figura 5 - Avaliação da expressão gênica da proteína 

transportadora de glicose GLUT4 (Slc2a4) em tecido muscular 

esquelético gastrocnêmio de ratos adultos, proles de ratas 

controle (PCN) e de ratas com doença periodontal (PDP). β-

actina foi utilizada como gene endógeno. Os resultados foram 

apresentados como média ± EPM, n=5. * p<0,05 PDP vs. PCN 

 
  Fonte: do autor 
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Figura 6 - Avaliação da expressão gênica substrato 1 do 

receptor de insulina (IRS1) em tecido muscular esquelético 

gastrocnêmio de ratos adultos proles de ratas controle (PCN) e 

de ratas com doença periodontal (PDP). β-actina foi utilizada 

como gene endógeno. Os resultados foram apresentados como 

média ± EPM, n=5. * p<0,05 PDP vs. PCN 

 
         Fonte: do autor 
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4.7 Avaliação da metilação do DNA de Slc2a4 em tecido muscular 

esquelético gastrocnêmio 

A Figura 7 mostra os resultados para a metilação do DNA de GLUT4 (Slc2a4) em 

MG nos grupos PCN e PDP. Foram analisadas três regiões separadas dentro do promotor 

proximal, denominadas prom 1, prom 2 e prom 3, do gene Slc2a4. Não foram encontradas 

diferenças nos níveis de metilação entre os grupos. 

 

Figura 7 – Avaliação da metilação do DNA de GLUT4 (Slc2a4) em tecido muscular esquelético 

gastrocnêmio de ratos adultos proles de ratas controle (PCN) e de ratas com doença periodontal 

(PDP). Empregando dois sítios de restrição de enzimas sensíveis à metilação (HhaI e HpaII) e 

uma enzima dependente de metilação (McrBC), (A, B e C) em três regiões separadas dentro do 

promotor proximal, denominadas prom 1 (Figura 7A), prom 2 (Figura 7B) e prom 3 (Figura 

7C), do gene Slc2a4. Os resultados são apresentados como média ± EPM, n=4.  

 

Fonte: do autor 
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5 DISCUSSÃO 

 

Os resultados demonstraram que a doença periodontal (DP) materna promove na 

sua prole adulta BPN; resistência insulínica; aumento do grau de fosforilação das proteínas 

IKKα/β, ERK 1/2, NF-κBp65 e NF-κBp50 em tecido muscular gastrocnêmio (MG); 

incremento do conteúdo total do NF-κBp65 e TNF-α em MG; diminuição na expressão gênica 

de Slc2a4 e aumento na expressão gênica do IRS1 em MG. Porém não promove nessa prole 

adulta alterações no grau de metilação do DNA, na região promotora do gene de Slc2a4, e no 

grau de fosforilação da proteína JNK em MG. 

O presente estudo utilizou o modelo de DP induzida por ligadura em ratas. As 

imagens radiográficas e histológicas e o nível da perda óssea alveolar (Figura 1) 

demonstraram que a indução desta doença foi efetiva. Existem modelos de indução de doença 

periodontal nos quais, além da realização da ligadura, realiza-se a inoculação de 

Porphyromonas gingivalis. Um estudo demonstrou que este modelo de indução com 

inoculação bacteriana também é efetivo, contudo, produz menor perda óssea se comparado ao 

modelo no qual se insere apenas a ligadura (MEULMAN et al., 2011). Ademais, a perda 

óssea, no modelo de DP induzida por ligadura, pode ser observada a partir do sétimo dia após 

a indução (RODINI, 2005).  

Conforme descrito anteriormente, a DP é ocasionada por bactérias gram-negativas 

que agem na circulação sanguínea levando à produção de PGE2 e TNF-α que podem 

representar uma ameaça potencial à unidade fetal-placentária (OFFENBACHER et al., 1996) 

e podem promover PTB e BPN (GANDHIMADHI; MYTHILI, 2010). 

No presente estudo, observou-se que DP materna promoveu BPN (Figura 2A). 

Estes resultados estão de acordo com estudos que evidenciaram que DP maternal promove 

BPN (MANNEM; CHAVA, 2011; GUIMARÃES et al.  2012; MATTERA et al. 2016).  

Conforme comentado anteriormente, segundo Offenbacher et al. (2005), a 

infecção por Campylobacter rectus (uma bactéria presente na periodontite) em ratos induz 

uma redução no tamanho do labirinto placentário. E modificações na estrutura do labirinto 

placentário podem promover um suprimento insuficiente para o feto e, portanto, um 

crescimento prejudicado e BPN (MADIANOS et al., 2013). Ademais, infecções subcutâneas 

localizadas por Porphyromonas gingivalis (um patógeno periodontal) em hamsters podem 

reduzir o peso fetal em até 25% (COLLINS et al., 1994). 
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Estudos epidemiológicos relatam uma relação entre BPN e alta predisposição à 

hipertensão arterial, dislipidemia e diabetes na idade adulta. Esta relação pode ser explicada 

pelo mecanismo conhecido como programação fetal pela qual estímulos ambientais no útero 

que afetam o crescimento fetal e a saúde, não só durante a gestação, mas também durante a 

vida adulta (BARKER, 1995). Esta programação fetal, induzida pela DP materna foi 

comprovada pelos estudos de Shirakashi et al. (2013) e Mattera et al. (2016). 

Como observado acima, o grupo PDP apresentou BPN, no entanto, a partir da 

primeira semana de vida, os grupos não apresentaram diferença significativa no peso corpóreo 

(Figura 2B) e, após o desmame, também não apresentaram diferença na ingestão alimentar 

(Figura 3). A hipótese conhecida como catch-up grown sugere que crianças submetidas a um 

período transiente de inibição de crescimento acelera o mesmo, atingindo peso e/ou altura 

semelhante ao de crianças com peso e altura normais ao nascer (BOERSMA; WIT, 1997). 

Além disso, a catch-up grown está associada ao aumento da suscetibilidade à obesidade e 

DM2 (ONG et al., 2004; JIMENEZ-CHILLARON et al., 2006). 

No presente estudo observamos aumento de insulinemia, nenhuma alteração na 

glicemia e redução na sensibilidade insulínica, avaliada pelo índice de HOMA-IR, no grupo 

PDP em relação ao grupo PCN (Tabela 2).  Estes resultados estão de acordo com a teoria fetal 

salvage, no qual o feto desnutrido desenvolve resistência à insulina periférica, por meio de 

uma redistribuição de nutrientes, tais como a glicose, a favor de órgãos essenciais, como o 

cérebro, levando à redução permanente da função ou do número de transportador de glicose 

do músculo esquelético. Em consequência desta diminuição da sensibilidade periférica à 

insulina há um estímulo nas células β para produzir quantidades maiores de insulina para 

atingir a glicemia normal. Se isso se mantiver durante um período prolongado pode ocorrer 

um esgotamento de células β (HOFMAN et al., 1997; CIANFARANI; GERMANI; 

BRANCA, 1999). Ademais, resultados similares foram observados no estudo de Tsosura et 

al. (2019), os quais relataram que ratos adultos, proles de ratas com lesão periapical (outra 

inflamação oral) apresentaram aumento da insulinemia e resistência insulínica. 

Mattera et al. (2016) demonstraram, em ratos, que a DP materna promoveu em 

sua prole adulta alterações na etapa inicial e final da sinalização insulínica e um aumento nas 

concentrações plasmáticas de TNF-α. No presente estudo observamos aumento da expressão 

do conteúdo total de TNF-α (Figura 4B) no tecido muscular de ratos adultos, proles de ratas 

com DP, complementando os estudos de Mattera et al. (2016). 

O TNF-α é capaz de ativar vias intracelulares da JNK, ERK1/2 e do IκB kinase 

β/fator nuclear κB (IKKβ/NF-κB) (PLOMGAARD et al., 2005; SHOELSON; LEE; 
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GOLDFINE, 2006). No músculo esquelético, o aumento da ativação do IKKβ aumenta 

expressão de NF-κB e este gene pode inibir a expressão de GLUT4 (RAYCHAUDHURI et 

al., 2008).  

O NF-κB pode ser ativado por vias como: a via não-canônica e a via canônica. A 

via alternativa ou não-canônica é ativada por meio da fosforilação da quinase NIK (NF-κB-

inducing kinase), que promove a ativação do complexo IKK e a translocação dos dímeros do 

NF-κB para o núcleo (SRIVASTAVA; RAMANA, 2009). Esta via é ativada por um grupo 

mais restrito de citocinas. Na via clássica ou canônica, a ligação do ligante específico ao 

receptor promove a ativação do complexo quinase IkB (IKK), que contém a ação das 

subunidades catalíticas quinases (IKKα  e  IKKβ)  e  a  subunidade reguladora  

(NEMO/IKKɣ) que conduz à fosforilação de IkB. Após a degradação do IkB, os dímeros do 

NF-κB (p50 e p65) são translocados para o núcleo promovendo a transcrição de citocinas 

inflamatórias (SRIVASTAVA; RAMANA, 2009).  Proteínas como IKK e JNK inibem a ação 

da insulina por meio da fosforilação em serina do IRS1 (SCHENK et al., 2008).  O NF-κB 

também tem um papel importante bloqueando a apoptose por meio da sua regulação positiva 

de moléculas anti-apoptóticas, incluindo XIAP (X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein), c-

FLIP (FLICE-like inhibitory protein) e outras (BONNARD et al., 2000; AOKI et al., 2002; 

SCHWABE; BRENNER, 2006). 

Ao avaliarmos o grau de fosforilação da proteína IKKα/β e ERK1/2, o grupo PDP 

apresentou um aumento do grau de fosforilação da proteína IKKα/β e ERK1/2 em relação ao 

grupo PCN (Figura 4F e 4H). Porém, não houve diferença no grau de fosforilação da proteína 

JNK entre os grupos (Figura 4G).  

Estudos demonstraram que a ativação da JNK promove apoptose celular 

(SCHWABE e BRENNER, 2006). E o NF-κB pode atenuar a ativação de JNK induzida por 

TNF-α, representando um mecanismo importante pelo qual NF-κB bloqueia a morte celular 

(DE SMAELE et al., 2001; TANG et al., 2001; SCHWABE; BRENNER 2006). NF-κB ativa 

vários fatores que foram implicados na repressão da atividade de JNK, como por exemplo, os 

fatores de transcrição XIAP e GADD45 (Growth Arrest and DNA-Damage Inducible 45), 

bem como a enzima antioxidante Superoxide Dismutase 2 -SOD2 (SCHWABE e BRENNER, 

2006). Deste modo, a ativação não contínua de JNK via TNF-α pode proporcionar uma 

diminuição da apoptose celular (NAKANO, 2004). 

O TNF-α exerce as suas funções biológicas por meio de interações com dois 

receptores cognitivos da membrana, TNF-R1 e TNF-R2. Embora o TNF-α possa atuar como 

um potente ativador, tanto das vias pró-inflamatórias como das pró-apoptóticas, estas vias de 
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sinalização interagem numa rede complexa em vários níveis e a ativação de uma via depende 

frequentemente da inativação de outra via, sugerindo que as células são capazes de dirigir o 

sinal induzido por TNF-α em direção à resposta apropriada (SCHWABE; BRENNER, 2006). 

Estudos com animais mostram que a supressão de JNK e IKK resulta em menor 

infiltração de macrófagos, menor secreção de adipocinas pró-inflamatórias, diminuição na 

fosforilação de IRS1 em resíduos de serina, assim aumentando a sensibilidade à insulina 

desses animais (ZANG et al., 2018; JIANG et al., 2018). Em decorrência disto, essas vias 

estão sendo os principais alvos de estudo no combate à obesidade e à resistência insulínica 

(ZANG et al., 2018; JIANG et al., 2018).  

Uma proteína importante para sinalização insulínica é o GLUT4. Esta proteína é 

responsável pela captação de glicose mediada por insulina no tecido adiposo, músculo 

esquelético e coração (RÜEGG et al., 2011). Após a estimulação da insulina, o GLUT4 

transloca-se dos estoques intracelulares para a membrana plasmática e medeia a entrada de 

glicose na célula (KAHN, 1996). A atividade de GLUT4 é regulada tanto pela sua 

translocação para a membrana plasmática quanto pelo seu nível de expressão gênica (IM et 

al., 2007). Estudos em ratos mostraram que a perda da expressão de GLUT4 leva à 

diminuição da sensibilidade à insulina, enquanto a superexpressão de GLUT4 em ratos 

resistentes à insulina restaura a sensibilidade à mesma (GRAHAM; KAHN, 2007).  

Ao avaliarmos a expressão gênica de Slc2a4 em tecido muscular esquelético, o 

grupo PDP apresentou diminuição da expressão deste gene em relação ao grupo PCN (Figura 

5). Conforme mencionado anteriormente, no músculo esquelético, o aumento da ativação do 

IKKβ aumenta expressão de NF-κB e este gene pode inibir a expressão de GLUT4 

(RAYCHAUDHURI et al., 2008). Ademais, conforme descrito anteriormente, foi 

demonstrado que a região promotora do gene Slc2a4 apresenta sequências (-134/-112 e -82/-

60 no gene do camundongo) às quais tanto a subunidade p50 como a p65 do NF-κB são 

capazes de se ligar e agir como repressor direto da atividade transcricional do Slc2a4, 

ocasionando a diminuição da expressão de GLUT4 (FURUYA et al., 2013; SILVA, 2013).  

No presente estudo, ambas as subunidades, tanto p50 como a p65 do NF-κB, tinham aumento 

no grau de fosforilação em tecido muscular (Figura 4C e 4D).  

Entretanto, quando avaliamos a expressão de IRS1 (Figura 6), observamos que o 

grupo PDP apresentou uma maior expressão de IRS1 no tecido muscular. Este resultado pode 

ser devido a um mecanismo compensatório, ou seja, para equilibrar a resistência à insulina e 

diminuição da expressão gênica de GLUT4 encontrada no grupo PDP, o organismo tende a 
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contrabalançar essas mudanças com um aumento da expressão de IRS1, uma vez que este 

substrato é importante para a regulação do sinal insulínico e da ativação de GLUT4. 

Conforme descrito anteriormente, outros mecanismos que podem modificar a 

expressão de genes são os mecanismos epigenéticos. Há pelo menos dois possíveis 

mecanismos envolvidos na epigenética: modificações de histonas e metilação do DNA. Estas 

alterações podem ocorrer durante a embriogênese ou início da vida pós-natal (BAYLIN, 

2005; BÄCKDAHL et al., 2009). A metilação do DNA pode impedir a interação de fatores de 

transcrição no promotor do gene, inibindo efetivamente a transcrição (BAYLIN, 2005; 

BÄCKDAHL et al., 2009).  

A expressão de GLUT4 está sob regulação epigenética, e estudos mostraram que a 

desmetilação do DNA pode desempenhar um papel na ativação da expressão de GLUT4 

durante a adipogênese (RÜEGG et al., 2011). 

Ratos machos com RCIU e catch-up grown (RCIU-CG) apresentaram 

susceptibilidade aumentada ao DM e menor expressão (gênica e proteica) das moléculas 

(IRS2, IRS1 e GLUT4) importantes para a via de sinalização insulínica (DUAN et al., 2017). 

Para elucidar o mecanismo da regulação negativa desses genes, os autores examinaram os 

padrões de metilação nas regiões promotoras dos genes IRS2, IRS1 e GLUT4 (DUAN et al., 

2017). Estas regiões mostraram diferentes padrões de metilação nas ilhas CpG. O perfil de 

metilação do gene IRS2 apresentou hipermetilação relativamente moderada; o gene IRS1 

mostrou leve hipermetilação, enquanto não foram observadas diferenças no padrão de 

metilação no gene do GLUT4 em ratos machos RCIU-CG comparado ao grupo controle. Os 

perfis de metilação desses três genes não mostraram uma relação unânime com seus padrões 

de expressão, o que pode sugerir que eles têm uma regulação epigenética diferente (DUAN et 

al., 2017). Ademais, ratos fêmeas (18 meses de idade) com RCIU mostraram intolerância à 

glicose e reduções significativas nas expressões de GLUT4 e no coativador-1α do receptor 

ativado por proliferador de peroxissoma γ (PGC-1α) no tecido muscular esquelético, mas 

apenas o nível médio de metilação da ilha CpG do promotor PGC-1α foi significativamente 

aumentado (ZENG et al., 2013). 

No presente estudo avaliamos o grau de metilação do DNA na região promotora 

do gene de GLUT4 e conforme apresentado na Figura 7 não houve diferença no grau de 

metilação do DNA. Com base nestes resultados, podemos inferir que a DP materna promove a 

diminuição da expressão gênica de GLUT4 por meio da ativação de vias inflamatórias e não 

por metilação do DNA nas regiões estudadas.  
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Em suma, podemos afirmar que alterações na etapa inicial e final da sinalização 

insulínica encontrada no grupo PDP, em estudos anteriores, podem ter sido decorrentes do 

aumento do conteúdo total de TNF-α e aumento do grau de fosforilação da proteínas IKKα/β, 

ERK 1/2, NF-κBp65 (conteúdo total e grau de fosforilação) e NF-κBp50 em MG no grupo 

PDP, uma vez que a ativação dessas proteínas inibe a ação da insulina. 

Portanto, estes resultados demonstram o impacto que a DP tem em curto prazo 

sobre a vida intrauterina, e em longo prazo na predisposição a certas doenças 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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6 RESUMO DOS PRINCIPAIS RESULTADOS 

 

A doença periodontal materna em sua prole:  

 promoveu baixo peso ao nascimento; 

 não alterou a massa corpórea do nascimento até 75 dias de idade; 

 não alterou a ingestão alimentar; 

 não alterou as concentrações plasmáticas de glicose; 

 promoveu aumento das concentrações plasmáticas de insulina; 

 ocasionou resistência insulínica; 

 aumentou o grau de fosforilação do IKKα/β, ERK 1/2, NF-κB p65 (conteúdo 

total e grau de fosforilação) e NF-κB p50 em MG; 

 não alterou o grau de fosforilação de JNK em MG; 

 aumentou a expressão de mRNA do IRS1 em MG; 

 diminuiu a expressão de mRNA do Slc2a4 (GLUT4) em MG; 

 não promoveu diferenças nos níveis de metilação do Slc2a4 em MG. 
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7 CONCLUSÃO E CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A DP materna em sua prole promoveu: baixo peso ao nascimento (BPN); 

resistência à insulina; ativação de vias inflamatórias; diminuição da expressão de Slc2a4 

(GLUT4); um aumento da expressão gênica do IRS1. Essas alterações foram independentes 

das mudanças na metilação do DNA do Slc2a4 (nas regiões estudadas) ou do grau de 

fosforilação JNK no tecido muscular esquelético gastrocnêmio na prole adulta. Portanto, este 

estudo é de fundamental importância para o entendimento de alguns dos mecanismos 

envolvidos na relação entre DP materna e resistência à insulina na prole adulta. Além disso, 

mostra que a saúde bucal materna ideal pode ajudar a prevenir desfechos gestacionais 

adversos, como BPN, e doenças futuras na prole adulta. 
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