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RESUMO

A doenca periodontal é considerada, pela Organizacdo Mundial da Saude,
como a sexta complicacao classica do diabético. O diabetes pode influenciar a
prevaléncia, severidade e progressdo da periodontite. A literatura mostra uma
associacao bidirecional entre periodontite e diabetes mellitus (DM). DM afeta
negativamente a condicdo periodontal e a periodontite afeta negativamente o
controle glicémico, aumentando, assim, o risco de complicagdes no paciente
diabético. No entanto, ainda ndo ha estudos que demonstrem que um processo
inflamatério local, como a doenca periodontal “per si”, possa induzir alteracdes
nas etapas iniciais no sinal insulinico em individuos nédo diabéticos. Portanto, o
objetivo deste estudo foi avaliar se a doenga periodontal é capaz de causar
alteracdo na etapa inicial do sinal insulinico e na sensibilidade a insulina em
ratos ndo diabéticos. Para tanto, foram utilizados ratos Wistar (02 meses de
idade) e os animais foram divididos em dois grupos: ratos com doenca
periodontal (DP) induzida por ligadura e ratos-controle (CN). Apds 28 dias da
colocacdo da ligadura, realizaram-se os experimentos: 1) coleta de sangue
(n=10) e obtencdo de plasma para andlise das concentracdes de glicose,
frutosamina, colesterol total, colesterol HDL (HDL-C), triglicérides, TNF-a, IL-6
e resistina; 2) teste de tolerédncia a insulina (ITT) para a avaliacdo da
sensibilidade a insulina (n=7); 3) avaliacdo tanto do grau de fosforilacdo em
tirosina da pp185 (IRS-1/IRS-2) e em serina do IRS-1 como dos contetdos de
IRB e de IRS-1 em tecidos adiposo branco periepididimal, muscular esquelético
e hepdtico. A partir dos resultados pode-se observar que os ratos com DP
apresentaram: 1) reducdo na sensibilidade a insulina (p<0.05); 2) nenhuma
alteracdo nas concentracdes plasmaticas de glicose, frutosamina, colesterol
total, HDL-C, triglicérides; 3) aumento nas concentracdes plasmaticas de TNF-
a, mas nenhuma alterac&do nas concentragdes de IL-6 e resistina; 4) diminuicdo
(p<0.05) no grau de fosforilacdo em tirosina da ppl85 (IRS-1/IRS-2), apds o

estimulo insulinico, no tecido adiposo branco e muscular esquelético, mas sem



alteracdo no figado; 5) nenhuma alteracéo no grau de fosforilacdo em serina do
IRS-1 e nos conteddos de IRB e de IRS-1 nestes tecidos responsivos a
insulina. Com base nesses resultados, podemos inferir que o aumento de TNF-
a em ratos com DP pode ter ocasionado a alteragdo no sinal insulinico e na
sensibilidade a insulina. O presente trabalho reforca a importancia da
prevencdo da doenca periodontal no intuito de prevenir a resisténcia a insulina
e as alteracbes sistémicas que podem ser geradas devido a este estado
metabolico.

Palavras-chave: Periodontite. Resisténcia a insulina. Inflamacéo. Proteinas

substratos do receptor de insulina. Ratos. Diabetes mellitus tipo 2.



COLOMBO, N.H. Evaluation of insulin signaling in male rats with
periodontal disease. 2012. 104 f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
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ABSTRACT

Periodontal disease (PD) is considered by the World Health Organization as the
sixth classic complication of diabetes. Diabetes may influence the prevalence,
severity and progression of periodontitis. The literature shows a bidirectional
association between periodontitis and diabetes mellitus (DM). DM negatively
affects periodontal status and periodontal disease, in addition to adversely
affecting glycemic control, increasing the risk of complications in diabetic
patients. However, there are no studies showing that local inflammatory events,
such as periodontal disease, “per si”, can induce changes in early steps of
insulin signaling in non-diabetic individuals. Therefore, the purpose of this study
was to determine whether periodontal disease can cause changes in the initial
phase of insulin signaling and in insulin sensitivity in non-diabetic rats. For this
purpose, Wistar rats (two-month-old) were used in the present study. The
animals were divided into two groups: 1) group with ligature-induced periodontal
disease (PD); 2) control group (CN). Twenty eight days after ligature placement,
experiments were carried out: 1) blood collection (n = 10) obtaining plasma for
glucose, fructosamine, total cholesterol, HDL cholesterol (HDL-C), triglycerides,
TNF-a, IL-6 and resistin analyses; 2) insulin tolerance test (ITT) for evaluating
insulin sensitivity (n = 7); 3) assessment of both pp185 (IRS-1 / IRS-2) tyrosine
phosphorylation and IRS-1 serine phosphorylation status, and IRB and IRS-1
content in periepididymal white adipose tissue, skeletal muscle and liver.
Observation of results in rats with DP showed: 1) reduction in insulin sensitivity
(p <0.05); 2) no change in glucose, fructosamine, total cholesterol, HDL-C and
triglycerides plasmatic concentrations; 3) increase in TNF-a plasmatic
concentration, but no changes in IL-6 and resistin plasma levels; 4) decrease in
(p <0.05) ppl85 (IRS-1/IRS-2) tyrosine phosphorylation status after insulin
stimulation in white adipose tissue and skeletal muscle, but no change in liver,
5) no change in IRS-1 serine phosphorylation status and IRB and IRS-1 content

in these insulin-responsive tissues. Based on these results, it could be inferred



that the increase in TNF-a in PD rats may have caused the change in insulin
signaling and insulin sensitivity. This study reinforces the importance of
periodontal disease prevention to prevent insulin resistance and systemic
changes that may be generated due to this metabolic state.

Keywords: Periodontitis. Insulin resistance. Inflammation. Insulin Receptor
Substrate Proteins. Rats. Diabetes Mellitus, Type 2.
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Lista de Figuras

As vias de sinalizagdo insulinica. O receptor de
insulina € uma tirosina quinase que se autofosforila e
catalisa a fosforilacdo de proteinas intracelulares como
as proteinas IRS, Shc e Chl. Apés a fosforilacdo essas
proteinas se ligam a outras moléculas de sinalizacdo
através de seus dominios SH2, resultando na ativagéo
de vias de sinalizacdo intracelular como a via da Pl 3-
guinase, a cascata da MAPK e a ativacdo do TC10 via
CAP/Chl. Essas vias regulam o transporte de glicose, a
sintese de glicogénio, lipideos e proteinas,
coordenando e integrando o metabolismo intermediario
(figura extraida e adaptada de Carvalheira et al.).

Radiografias digitais das mandibulas e fotomicrografias
dos tecidos periodontais obtidos de animais
experimentais. Em A, imagens radiogréaficas mostrando
0sso alveolar normal e em B, perda 0ssea em regides
interproximais e inter-radiculares (seta branca) 28 dias
apos a periodontite induzida por ligadura. Perda 6ssea
foi medida pela disténcia da jungdo cemento-esmalte a
crista 6ssea alveolar (linha branca).) Em C,
caracteristicas histolégicas dos tecidos periodontais do
animal controle (sem ligadura) demonstrando camada
do epitélio de espessura regular, com tecido conjuntivo
denso com baixo infiltrado inflamatério e superficie
regular da crista Ossea. Em D, caracteristicas
histolégicas 28 dias apds a colocacdo da ligadura,
demonstrando perda de papila gengival, aumento da
espessura da camada epitelial, infiltrado inflamatério
mais intenso no tecido conjuntivo, além de
irregularidade da superficie da crista 6ssea. Em E,

fotomicrografias demonstrando regides inter-
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Figura 3

Figura 4
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Figura 6

Figura 7

radiculares no controle e em F, perda éssea (asterisco)
claramente observada no grupo com ligadura.
Abreviaturas e simbolos: ABC, crista 6ssea alveolar;
CEJ, juncdo cemento esmalte; d, dentina; PL,
ligamento periodontal; IR, regido interradicular; seta de
preta ponta, cemento.

Peso corpéreo dos ratos-controle (CN) e ratos com
doenca periodontal (DP) durante 28 dias. Os valores
sao expressos como média £ EPM, n = 25.

Ingestao alimentar de ratos-controle (CN) e ratos com
doenca periodontal (DP) durante 28 dias. Os valores
Sao expressos como média £ EPM, n=25.

Teste intravenoso de tolerdncia & insulina nos ratos-
controle (CN) e com doenga periodontal (DP). As
amostras de sangue foram coletadas nos tempos de 0
(basal), 4, 8, 12, 16 minutos apds a inje¢do de insulina.
Os valores das glicemias sdo apresentados como
média £ EPM, n=7.

*p<0.05 para CN vs. DP.

Velocidade de desaparecimento da glicose (Kiit) em
ratos do grupo controle (CN) e do grupo com doenca
periodontal (DP). Os animais foram submetidos ao
teste de toleradncia a insulina (0,75U / kg de peso
corpdéreo) e as amostras foram coletadas nos tempos 0
(basal), 4, 8, 12, 16 minutos apds a injecao de insulina.
O Kitt foi calculado como descrito em materiais e
métodos e 0s valores sdo expressos como média +
EPM,n=7.

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

Avaliacdo do grau de fosforilagdo em tirosina da ppl185
(IRS-1/IRS-2) antes (-) e apds (+) o estimulo insulinico
no muasculo gastrocnémio (A, B), tecido adiposo branco

periepididimal (C, D) e figado (E, F) de ratos-controle
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Figura 8

Figura 9

Figura 10

(CN) e de ratos com doenca periodontal (DP). Em A, C
e E autorradiografia tipica: quantidades iguais de
proteina foram submetidas a SDS-PAGE (185 ug). B-
actin foi utilizada como controle. Em B, D e F, valores
do grau de fosforilagdo em tirosina da ppl85,
expressos em unidades arbitrarias, sdo apresentados
como média £ EPM, n=7.

* p<0,05 insulina (-) vs. insulina (+);

" p<0,05 CN (+) vs. DP (+);

1 p< 0,05 CN (-) vs. DP (-).

Avaliagdo do grau de fosforilagdo em serina do IRS-1
(Ser 307) antes (-) e ap0s (+) o estimulo insulinico no
musculo gastrocnémio (A, B), tecido adiposo branco
periepididimal (C, D) e figado (E, F) de ratos-controle
(CN) e de ratos com doenca periodontal (DP). Em A, C
e E autorradiografia tipica: quantidades iguais de
proteina foram submetidas a SDS-PAGE (185 ug). B-
actina foi utilizada como controle. Em B, D e F, valores
do grau de fosforilagdo em serina do IRS-1, expressos
em unidades arbitrarias, sdo apresentados como
média £ EPM, n=7.

Avaliacdo do contetdo da subunidade B do receptor de
insulina (IRB) no tecido muscular gastrocnémio (A, B),
adiposo branco periepididimal (C, D) e hepatico (E, F)
de ratos-controle (CN) e de ratos com doenca
periodontal (PD). Em A, C e E autorradiografia tipica:
guantidades iguais de proteina foram submetidas a
SDS-PAGE (185 pg). Em B, D e F, valores do
contetdo do IRB, expressos em unidades arbitrarias,
sdo apresentados como média + EPM, n=6.

Avaliacdo do contetdo do IRS-1 no tecido muscular
gastrocnémio (A, B), adiposo branco periepididimal (C,

D) e hepatico (E, F) de ratos-controle (CN) e de ratos
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com doenca periodontal (PD). Em A, C e E
autorradiografia tipica: quantidades iguais de proteina
foram submetidas a SDS-PAGE (185 ug). EmB, D e F,
valores do contetdo do IRS-1, expressos em unidades

arbitrarias, sdo apresentados como média + EPM, n=6.
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1 INTRODUCAO

A doenca periodontal (DP) tem sido apontada por diversos estudos como fator
de risco para o desenvolvimento de varias doencas sistémicas, como por exemplo,
doencas cardiovasculares, acidentes vasculares cerebrais, pneumonias e diabetes
mellitus.*

O diabetes mellitus (DM) é considerado uma epidemia global, atinge 366
milh6es de pessoas no mundo (2011), sendo que, no Brasil, alcanca cerca de 10%
da populacdo adulta. Estima-se que em 2030 a populacdo mundial de diabéticos
serd de 552 milhdes e no Brasil alcancara 19 milhdes.? Este crescimento na
prevaléncia de diabetes, impulsionado principalmente pela crescente prevaléncia de
diabetes tipo 2, estd ocorrendo tanto em paises desenvolvidos como em
desenvolvimento.® Assim, o DM é considerado um problema de satde publica
prevalente, em ascendéncia, oneroso do ponto de vista econdmico e social, com
potencial reconhecido para prevencdo.’ Os custos econdmicos decorrentes desta
doenca incluem gastos diretos com cuidados médicos e custos indiretos, tais como
perda de produtividade profissional resultante da morbidade relacionada ao diabetes
e mortalidade prematura.’

O DM é um grupo de doengas metabolicas caracterizadas por hiperglicemia
cronica, distirbios no metabolismo dos carboidratos, gorduras e proteinas
decorrentes de defeitos na secrecdo efou acdo da insulina. A acdo deficiente da
insulina resulta de secrecdo inadequada e/ou respostas dos tecidos a este horménio
que pode estar diminuida em um ou mais pontos nas vias complexas da agao
insulinica. A hiperglicemia crbnica do diabetes esta associada a danos em longo
prazo, como disfuncdo e faléncia de varios oOrgaos, especialmente olhos, rins,
nervos, coracdo e vasos sanguineos.’ Com a progressdo da doenca, o individuo
desenvolve complicagbes sistémicas, como, por exemplo, alteracdo no metabolismo
de proteinas, baixas concentracGes plasmaticas de colesterol HDL, altas

concentracdes de triglicérides, doencas cardiovasculares,’ disfuncdo endotelial, ®*°

%10 retinopatia, neuropatia, nefropatia,** aumento

13,14

microangiopatia, macroangiopatia,

do tempo de cicatrizacdo de feridas™ e risco de infeccao.
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Os principais tipos de diabetes sdo o diabetes mellitus tipo 1 (DM1) e o
diabetes mellitus tipo 2 (DM2). O DM1 tem como causa uma deficiéncia absoluta da
secrecdo de insulina e representa de 5 a 10% das pessoas com esta enfermidade.
Individuos com risco aumentado de desenvolver este tipo de diabetes geralmente
podem ser identificados pela evidéncia soroldégica de um processo patolégico
autoimune ocorrendo nas ilhotas pancreaticas e por marcadores genéticos. O tipo
mais prevalente de diabetes é o DM2, que representa de 90 a 95% dos casos
diagnosticados como diabetes mellitus. Esta patologia tem como causa uma
combinacdo de resisténcia a acdo da insulina e uma inadequada resposta
compensatéria de secrecdo de insulina.®

Para que a insulina exerca seu efeito, existe a necessidade de ligagdo a um
receptor especifico na membrana plasmatica (Figura 1). O receptor de insulina é
uma glicoproteina heterotetramérica constituido por duas subunidades alfa e duas
subunidades beta, ligadas por pontes de dissulfeto.”® A subunidade alfa é
inteiramente extracelular, com peso molecular de 135 kDa, e contém o sitio de
ligagdo da insulina. A subunidade beta € uma proteina transmembranica (95 kDa)
responsavel pela transducao do sinal insulinico.™®

Kasuga et al.'® '’ descreveram que a subunidade beta do receptor de insulina
€ uma proteina quinase, estimulada pela insulina, sendo capaz de autofosforilar-se e
de fosforilar outros substratos em aminoacidos tirosina. Essa atividade do receptor
de insulina é importante para a ac&o insulinica.*® O receptor, uma vez fosforilado em
decorréncia de sua ativacdo por insulina, passa a fosforilar substratos
intracitoplasméaticos, como por exemplo, a pp185. Este foi o primeiro substrato do
receptor de insulina estudado, com peso molecular de aproximadamente 185 kDa.*®
Sun et al.?® observaram que em células transfectadas com o receptor de insulina
humano ha um expressivo aumento da fosforilagdo em tirosina da ppl85,
coincidindo com aumento da agéo insulinica.

Em 1991, Sun et al.?° clonaram a pp185 e denominaram-na substrato 1 do
receptor de insulina (IRS-1) e, apés trés anos, demonstrou-se em experimentos de
“Western blotting” que outra proteina também migrava na altura da banda desta
proteina, que foi denominada IRS-2.2* Quando o IRS-1 e o IRS-2 estdo

fosforilados em tirosina, podem interagir com proteinas contendo a por¢do SH2 e
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ativa-las. Entre essas proteinas, tem-se a enzima fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K).
Alessi et al.?* demonstraram que esta proteina ativada pode induzir a ativacdo de
outras proteinas, como por exemplo, a proteina quinase- 1 dependente de
fosfoinositideo (PDK1) e esta pode fosforilar e ativar a Akt (ou proteina quinase B —
PKB). Esta proteina tem trés diferentes isoformas - Aktl, Akt2 e Akt3 - e todas sdo
ativadas pela fosforilagdo em treonina e serina.?> ?° A ativacdo desta proteina é
essencial para sintese de glicogénio,?” acdo antiapoptética,?® regulacdo da sintese
lipidica,? sintese de proteinas,® regulacédo da expressdo génica® e transporte de
glicose estimulado pela insulina.*> Outras proteinas da mesma familia do IRS-1,
como o IRS-3 e IRS-4 também podem estimular o transporte de glicose.*®

Buren et al.** demonstraram que altas concentracdes plasmaticas de insulina
e glicose em longo prazo, particularmente em combinacgdo, podem produzir, dentro
de 24h em cultura de células adiposas de ratos, intensas alteracdes na capacidade
de captacdo de glicose, no conteldo de IRS-1/2 e de proteina transportadora de
glicose GLUT4 e na fosforilagdo da PKB induzida pela insulina.

Em suma, a acgéo insulinica envolve uma sequéncia de interacdes covalentes
e ndo covalentes centralizadas, em primeiro nivel, nos IRSs. A ligacdo da insulina ao
seu receptor, na superficie celular, determina a fosforilagdo em tirosina destes
substratos. Estes servem, entdo, como proteinas ancoradouras para varias enzimas
intracelulares e adaptadores moleculares. Tais ligacBes determinam multiplos sinais
na cascata da acao insulinica, que contribuirdo para determinar a multiplicidade dos
efeitos biologicos finais. Portanto, os estudos que investigam alteracdes do
mecanismo de a¢do da insulina presentes na resisténcia a insulina representam um
passo importante na busca de mecanismos preventivos e/ ou curativo para o

diabetes mellitus.
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FIGURA 1- As vias de sinalizacao insulinica. O receptor de insulina é uma tirosina quinase
gue se autofosforila e catalisa a fosforilagdo de proteinas intracelulares como as proteinas
IRS, Shc e Cbl. Apos a fosforilagdo essas proteinas se ligam a outras moléculas de
sinalizagdo através de seus dominios SH2, resultando na ativagdo de vias de sinalizagéo
intracelular como a via da Pl 3-quinase, a cascata da MAPK e a ativacdo do TC10 via
CAP/Chl. Essas vias regulam o transporte de glicose, a sintese de glicogénio, lipideos e
proteinas, coordenando e integrando o metabolismo intermediéario (figura extraida e adaptada

de Carvalheira et al.).*

A literatura apresenta estudos que avaliam o sinal insulinico em tecidos
responsivos a insulina (mdsculo esquelético, tecido adiposo branco e figado), pois
eles sdo os principais responsaveis pela homeostase glicémica.***® Sabe-se que
apos a ingestdo de glicose, 0 aumento na concentracdo plasmatica de glicose
estimula a liberagéo de insulina, e a combinagéo de hiperinsulinemia e hiperglicemia
estimula a captagdo de glicose por 6rgédos esplancnicos (figado e intestino) e tecidos
periféricos  (principalmente mdsculo) e suprime a producdo endbgena
(principalmente hepatica) de glicose. A maioria (80% - 85%) da captacdo de glicose
por tecidos periféricos ocorre no musculo, com uma pequena quantidade (4% -5 %)
metabolizada por adipdcitos.®® E os pacientes portadores de DM2 apresentam

Y

resisténcia a insulina no tecido muscular e adiposo em termos de captacdo de
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glicose e resisténcia a insulina no tecido hepatico em termos da capacidade do
horménio para suprimir a captagéo de glicose hepatica.*

A literatura mostra uma associacdo entre DM e alteragdes patoldgicas na
cavidade bucal. Papapanou** em 1996 realizou uma meta-andlise e verificou que o
DM pode influenciar ndo apenas na prevaléncia e severidade da periodontite, como
também na progressdo desta doenca. Estes estudos corroboram os resultados de
Oliver e Tervonen® que demonstraram a importancia do DM como fator de risco
para a periodontite em indios Pima (EUA), que apresentam uma grande prevaléncia
de DM. Ademais, a OMS incluiu, desde 1993, a DP como a sexta complicacédo
classica do diabético.*®

O DM pode contribuir para o quadro de periodontite devido as mudancas
vasculares, disfuncdo de neutrdfilos, sintese de colagenos e pela predisposicdo
genética, além de mudancas na microbiota gengival.** Além disso, a insulina
apresenta atividade anti-inflamatoéria, assim um estado de resisténcia a insulina ndo
apenas reduz a utilizacdo da glicose pelos tecidos responsivos a insulina, mas
também estimula a sinalizac&o pré-inflamatéria.*®

Tanto a hiper quanto hipoglicemia podem prejudicar diretamente as fun¢des
biolégicas dos tecidos periodontais. Células do ligamento periodontal cultivadas em
condi¢cdes hiperglicémicas tiveram suas funcdes biolégicas como adesédo e
motilidade prejudicadas, enquanto as células cultivadas em condi¢cbes de
hipoglicemia sofreram morte. Estas mudancas, devido a diferentes concentracdes
plasmaticas de glicose foram observadas mais intensivamente em células do
ligamento periodontal do que em outras células fibroblasticas, sugerindo que as
funcdes biolégicas do ligamento periodontal séao facilmente levadas a
comprometimento por variagées das concentracdes plasmaticas de glicose.*

A hiperglicemia progressivamente promove a glicagdo das proteinas do
corpo, formando produtos de glicacdo avancada (AGE) que sdo quimiotaticos para a
linhagem de mondcitos e macréfagos e sdo captados pelos mondécitos e células
endoteliais através de receptores especificos, conhecidos como receptores para
produtos de glicacdo avancada (RAGE). Em seguida, eles estimulam mondécitos a se
proliferar e induzir radicais livres de oxigénio e citocinas pré-inflamatérias como IL-

18, IL-6 e TNF-a. Estas citocinas, por sua vez, podem agravar ainda mais a
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destruicdo do tecido inflamado pela ativacdo de outras células inflamatorias, tais
como linfécitos T ou B, enquanto os radicais livres de oxigénio podem danificar
diretamente os tecidos.**

A doenca periodontal é uma doenca infecciosa crénica do periodonto causada
pela colonizacdo de mistura complexa de bactérias anaerbébias gram-negativas e,
em menor grau, bactérias gram-positivas, nos tecidos periodontais. A reacgéo
inflamatdria provoca uma progresséo lenta da perda 6ssea alveolar. Se a DP nao for
tratada, os dentes perdem o suporte dsseo alveolar e tornam-se mdveis, podendo
ocasionar a perda daqueles acometidos pela doenca. Sabe-se que a DP é uma das
principais causas de perda dentéria entre adultos, resultando em reducédo da funcéo
oral e da qualidade de vida.*

A deteccdo de patdgenos € um elemento essencial para o inicio da resposta
imune inata, tais como inflamacéo, é mediada por receptores de reconhecimento de
padrBes (PRRs) que reconhecem estruturas moleculares (amplamente partilhadas
por patégenos) conhecidas como PAMPs (padrbes moleculares associados a
patdégenos). A ligacdo de PAMPs aos PRRs inicia uma série de programas de
sinalizacdo que executam a primeira linha da resposta defensiva necessaria para
eliminar microrganismos infecciosos.*®

Os receptores Toll-like (TLRs) foram os primeiros PRRs a serem identificados.
Eles sdo também os mais bem caracterizados e reconhecem uma vasta gama de
PAMPs.*® Os TLRs sd0 amplamente expressos em células do sistema imune inato
(macrofagos, células epiteliais, endoteliais, e células do parénquima de 6rgédos) e em
células do sistema imune adaptativo (células B, mastdcitos, células T, e células
dendriticas).*” Uma familia de 10 TLRs funcionais humanos podem reconhecer os
ligantes que ndo existem no hospedeiro e iniciar as cascatas inflamatorias. Isto
provoca a producao de citocinas inflamatérias, quimiocinas e interferons.*’

Os receptores Toll-like 1-9 sao expressos por células do tecido gengival
normal e a expressdo destes receptores apresenta-se aumentada nas células do
tecido gengival inflamado.*® Cada TLR detecta PAMPs distintos derivados de virus,
bactérias, fungos ou parasitas. Como exemplos de PAMPs bacterianos pode-se citar
lipopolissacarideos (LPS), lipoproteinas, flagelina, DNA e RNA.*® Sabe-se que o LPS

estimula 0 RNAm para TLR-2 e TLR-4* e causa regulacdo transcricional de uma
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ampla gama de genes pré-inflamatérios incluindo TNF-a, IL-1, IL-8 e IL-6.%° Portanto,
a estimulacdo dos TLRs provoca uma resposta defensiva imediata, incluindo a
producdo de uma matriz de peptideos antimicrobianos e citocinas.>

Os LPS séo os principais componentes das membranas mais externas das
bactérias gram-negativas e considerados fatores importantes na patogénese da
doenca periodontal, sdo encontrados adsorvidos as superficies dentarias radiculares

e aos tecidos gengivais de pacientes com doenca periodontal.>

Como visto acima,
os LPS podem induzir a producdo de vérias citocinas em macrofagos, tais como
TNF-a, IL-1B, IL-6 que desempenham papel importante na maturacao de células
progenitoras dos osteoclastos®™ e ocasionam a ativacdo de osteoclastos,
favorecendo a reabsorcdo 0ssea e 0 aumento de colagenase que propicia maior
destruicdo das fibras do ligamento periodontal, promovendo assim, uma destruicdo
do osso e do tecido conjuntivo.>*>®

Uma associacdo bidirecional entre periodontite e DM foi estabelecida na
literatura. DM afeta negativamente a condicdo periodontal e a periodontite afeta
negativamente o controle glicémico, aumentando, assim, o risco de complicagdes no
paciente diabético.>’

A doenca periodontal €& considerada fator predisponente para o
desenvolvimento de resisténcia a insulina e DM2 devido a liberagdo de mediadores
inflamatorios.®® Além de atuarem localmente, estes mediadores atingem a circulagdo
sistémica. Estudos mostram que as concentracdes séricas de TNF-a estdo elevadas
em pacientes com DP.>*®! Concentracdes elevadas de TNF-a e IL-6 também podem
ser observadas em tecidos (figado e tecido adiposo branco) de ratos com doenca
periodontal. Contudo, estas citocinas apresentam-se elevadas nos tecidos somente
quando a doenca periodontal estd associada & obesidade.®* Além disso, o
tratamento periodontal reduz as concentragbes séricas de TNF-a em individuos
diabéticos.®®

Um levantamento realizado por Demmer et al.®** do NHANES Il (National
Health and Nutrition Examination Study Ill) com acompanhamento em 10 e 20 anos
de 7.168 pessoas verificou uma associacdo entre doenca periodontal e diabetes.
Participantes com doenga periodontal apresentaram aumento de duas vezes na

incidéncia de diabetes.
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Andlise do NHANES Ill demonstrou que uma situacdo glicémica néo
controlada em pacientes com DM2 foi associada a uma maior severidade de
periodontite.®® Pessoas com doenca periodontal severa e moderada apresentaram
concentragfes elevadas de glicemia quando comparadas aos individuos com saude
periodontal adequada.®® Um estudo piloto demonstrou que individuos diabéticos
apresentam quadro de periodontite severa quatro vezes maior que individuos nao
diabéticos.®’

A literatura tem associado a doenca periodontal as alteracdes séricas nos
lipideos, porém nao estabeleceu se a periodontite causa elevacdo nas
concentracdes séricas de lipideos ou se esta elevacado predispde a periodontite, uma
vez que pacientes com doenca periodontal moderada a severa apresentam aumento

nas concentracbes séricas de triglicérides e colesterol®

e pacientes com
hiperlipidemia demonstram maior incidéncia de periodontite.

Engebretson et al.®* demonstraram que a periodontite cronica severa possuli
associacao positiva com o TNF-a plasmético em adultos com diabetes mellitus tipo
2. Este mesmo estudo verificou que individuos com periodontite severa
apresentaram maiores concentracfes plasméticas desta citocina se comparados
aqueles com periodontite moderada.

Varios autores demonstraram que o TNF-a pode induzir resisténcia a insulina
na obesidade.®®*"* Também foi demonstrado que o tratamento com TNF-a leva &
reducdo da autofosforilagdo do receptor da insulina estimulada pela prépria insulina
e inibicdo subsequente da fosforilagdo em tirosina de IRS-1.> "’ Ademais, o TNF-
a induz modificacdo do IRS-1 por fosforilagdo em serina, o que torna essa molécula
inibitéria para a capacidade sinalizadora do receptor de insulina.’” "> Demonstrou-se
também que a neutralizacdo dos efeitos do TNF-a em ratos obesos provocou

aumento da sensibilidade insulinica.?®

Além do mais, observou-se que
camundongos deficientes em TNF-a permaneceram sensiveis a insulina quando
colocados em dieta rica em gordura.”’

Lumeng et al.,”

utilizando estudo in vitro, mostraram que o tratamento de
adipocitos de camundongos com TNF-a por 6 horas reduziu: 1) as concentragdes da
proteina transportadora de glicose (GLUT4); 2) a expressédo do receptor de insulina;

3) fosforilagdo de IRS-1 em tirosina. Neste estudo, o pré-tratamento dos adipécitos
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isolados com IL-10 preveniu os efeitos do TNF-a nestas proteinas. Demonstrou-se
também que a inibicdo da IL-10 em camundongos promove 0 aumento da expressao
de citocinas inflamatérias.”

Na literatura ha estudos demonstrando a acgdo de outras citocinas
inflamatérias, como o IL-6 e IL-1B no sinal insulinico. Jager et al.?° observaram que o
tratamento crénico de IL-13 em adipécitos (3T3-L1) reduziu a expressdo de GLUT4
e impediu a translocagdo deste transportador para a membrana plasmatica em
resposta a insulina. Além disso, a literatura também mostra que o tratamento
cronico do musculo com IL-6 induz a fosforilacdo em serina do IRS-1, prejudica a
fosforilag&o em tirosina do IRS-1 e IRS-2; e reduz a fosforilagdo em serina da Akt.®*

Conforme descrito anteriormente, h& na literatura diversos artigos cientificos
que relatam uma associacdo ente diabetes e doencga periodontal, nos quais se
observa que o DM leva ao agravamento da DP e esta, por sua vez, piora o quadro
de DM. No entanto, ainda ndo h& estudos que demonstrem que um processo
inflamatdrio local, como a doenca periodontal, possa induzir resisténcia a insulina e
alteragcdo na etapa inicial do sinal insulinico em individuos n&o diabéticos. O

presente projeto propde-se a investigar esta proposicao.
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2 OBJETIVOS

Sabendo-se que o processo inflamatério pode ocasionar alteragdo no sinal
insulinico, tornou-se fundamental averiguar se um processo inflamatério local, como
a DP “per si", & capaz de induzir resisténcia a insulina e alteracfes na etapa inicial
do sinal insulinico. Portanto, no presente projeto foram avaliados: 1) glicemia; 2)
frutosaminemia; 3) colesterolemia e triacilgliceridemia; 4) concentracdo plasmética
de TNF-a, IL-6 e resistina; 5) resisténcia a insulina; 6) grau de fosforilagdo em
tirosina da ppl85 (IRS-1/IRS-2) e em serina do IRS-1 em musculo esquelético
gastrocnémio (MG), tecido adiposo branco (TAB) periepididimal e figado (F); 7)
contetdos de IRB e de IRS-1 em MG, TAB e F.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados 62 ratos Wistar de 2 meses de idade (200 g), mantidos em
ambiente de 12/12 horas de claro e escuro (periodo claro iniciado as 7h) e
temperatura de 23 + 2° C. Os ratos foram divididos em dois grupos: 1) com doenca
periodontal (DP); 2) ratos-controle (CN).

Animais do grupo DP foram anestesiados usando cloridrato de quetamina
(10%, 80mg/ kg de peso corporeo, intraperitoneal) com xilazina (2%, 10 mg/ kg de
peso corporeo, intraperitoneal), e a doenca periodontal foi induzida por ligadura com
fio de seda 4-0 adaptada na regido cervical dos primeiros molares inferiores,
bilateralmente.®> Apés a colocacdo da ligadura foram avaliados a ingestao alimentar
(trés vezes por semana) e o0 peso corporal (uma vez por semana) dos ratos de
ambos 0s grupos. Apos 28 dias da indugdo da doenca periodontal os experimentos
foram realizados. Todos os procedimentos experimentais foram realizados em ratos
DP e CN submetidos a uma privacdo alimentar de 14 horas e anestesiados com
tiopental sodico (Thiopentax® - Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda,
Itapira, Brasil, 3%, 5mg/ 100g peso corpdéreo, intraperitoneal).

Os animais dos grupos CN (n=10) e DP (n=10) foram submetidos a
laparotomia mediana para coleta de sangue pela veia cava inferior. As amostras de
sangue foram transferidas para tubos de plastico heparinizados e centrifugadas
(4000 rpm, 4°C, 15 minutos). O plasma obtido foi aliquotado e armazenado a -70°C
até o dia da avaliacdo das concentracdes plasmaticas de glicose, frutosamina,
colesterol total, colesterol HDL (HDL-C), triglicérides, TNF-a, IL-6 e resistina. Destes
animais também foi realizada a remog¢édo do musculo esquelético gastrocnémio da
pata esquerda, do tecido adiposo branco (TAB) periepididimal e retroperitoneal para
analise do peso tecidual. Em seguida os animais foram eutanasiados por dose
anestésica excessiva.

Outro grupo de ratos CN (n=7) e DP (n=7) foi submetido ao teste endovenoso
de tolerancia a insulina (ITT). Em seguida os animais foram eutanasiados por dose

anestésica excessiva.
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Um outro grupo de ratos CN (n=7) e DP (n=7) foi submetido a laparotomia
mediana, com retirada de amostras de tecidos responsivos a insulina antes e apés a
injecdo de 1,5 U de insulina regular (i.v. veia porta) em tempos variaveis (30s para
figado, 90s para o gastrocnémio, 120s para o tecido adiposo branco periepididimal)
a fim de quantificar o grau de fosforilacdo em tirosina do substrato do receptor de
insulina pp185 (IRS-1/IRS-2), apds estimulo insulinico. Em seguida os animais foram
eutanasiados por dose anestésica excessiva.

Por dltimo, um grupo de animais CN (n=7) e DP (n=7) foi utilizado para
guantificar, em tecidos responsivos a insulina: 1) o grau de fosforilacdo em serina do
substrato do receptor de insulina IRS-1, apds estimulo insulinico; 2) os conteudos do
receptor de insulina (IRB) e de IRS-1. Nestes experimentos, os animais foram
anestesiados conforme ja descrito, realizando-se, a seguir, laparotomia mediana,
com retirada de amostras dos tecidos, antes e apos a injecdo de 1,5 U de insulina
regular (i.v. veia porta) em tempos variaveis (30s para o figado, 90s para o
gastrocnémio e 120s para o tecido adiposo branco periepididimal). Em seguida os

animais foram eutanasiados.

3.2 indice de Lee
Como indicativo de massa corpoérea, foi calculado o indice de Lee (similar ao
IMC para humanos), que € a raiz cubica do peso corpéreo em gramas dividido pelo

comprimento naso-anal em centimetros x 1000.%®

3.3 Anédlise radiografica da perda 6ssea alveolar e suporte 6sseo periodontal
ApG6s 28 dias da indugdo da doenca periodontal, os animais foram
eutanasiados. As hemimandibulas direita e esquerda foram dissecadas e fixadas por
24h em formaldeido 4%. Para obtencdo das imagens radiogréaficas foi utilizado o
aparelho de raios-X GE-100 (General Eletric, Milwaukee, EUA), operando com 70
kvp, 10 mA e tempo de exposicdo de 0,10 segundos. A imagem digital foi obtida
diretamente com placa 6ptica digital (Digora, Soredex, Orion Corporation, Helsinki,
Finland). As leituras das placas Opticas 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). Analises
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radiograficas foram realizadas para detectar a perda éssea alveolar de acordo com o
descrito por Holzhausen et al.?? A distancia entre a juncdo cimento-esmalte (CEJ) e
a altura do osso alveolar foi determinada na superficie da raiz mesial do primeiro
molar inferior esquerdo e direito, com o auxilio de um software (Windows Digora
1.51, Soredex, Orion Corporation, Helsinki, Finland). O suporte 6sseo periodontal foi

1.4 As medidas foram realizadas

analisado como descrito por Pontes Andersen et a
eletronicamente na mesial e distal do primeiro molar inferior direito e esquerdo. Uma
linha foi desenhada conectando as cuspides (C) do primeiro molar ao apice (A) da
raiz correspondente. Uma segunda linha foi tracada a partir do apice (A) ao nivel do
0sso correspondente ao defeito ésseo interproximal mais profundo (B). As distancias
foram medidas em milimetros, e o suporte 6sseo periodontal foi calculado segundo a

formula: Suporte Osseo Periodontal = (AB / AC) x 100%.

3.4 Analise histologica da perda 6ssea alveolar

Cinco animais de cada grupo (DP e CN) foram selecionados aleatoriamente
para analise histolégica. As hemimandibulas direita e esquerda coletadas de ratos
de ambos os grupos CN e DP, 28 dias apdés a colocacdo da ligadura, foram
embebidas em formaldeido 4% por 24h. A descalcificagdo foi realizada em EDTA
10% (pH 7,4) por aproximadamente 3 meses. Foram feitos cortes sequenciais com 5
pum de espessura ao longo do eixo dos dentes no sentido mesiodistal, e 0os cortes
foram corados com hematoxilina e eosina. Estudos morfologicos foram realizados na

gengiva e 0sso alveolar.

3.5 Determinacédo da glicemia

A glicemia foi determinada pelo método da glicose-oxidase que € um método
enzimatico especifico para quantificacdo de glicose (Enzymatic glucose, ANALISA
Diagnostica, Belo Horizonte, Brasil), pelo qual a glicose é oxidada enzimaticamente
pela glicose oxidase, gerando acido glucbnico e agua oxigenada. A H,O,, em
presenca de peroxidase, produz a ligacdo oxidativa do fenol com a 4-
aminoantipirina, dando origem a um composto réseo-avermelhado (quinonimina)

com méximo de absor¢cdo em 505nm de comprimento de onda.
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Para a dosagem de glicemia foram utilizados 10 pL da amostra de plasma ou
de padrdo (100 mg/dl) e 1,0 mL de reagente enzimatico. Essa solucdo foi bem
homogeneizada e colocada em banho-maria a 37°C durante 15 minutos. As
absorbancias do teste e do padrédo foram determinadas em 505 nm acertando o zero
com o branco.

Célculos
Glicose (mg/dl)= (Absorbancia do teste + Absorbancia do padrdo) x 100
Glicose (mmol/L) = mg/dl x 0,0556

3.6 Frutosamina

A frutosamina (umol/L) foi estimada por método cinético de tempo fixo (kit
comercial - Labtest Diagnéstica S.A., Lagoa Santa, Brasil, ref. 97), utilizando como
substrato, azul de nitrotetraz6lio. As absorbancias nos tempos de reacdo 10 e 15
minutos foram estimadas em espectrofotbmetro da marca Hitachi (Hitachi, Ltd.
Tokyo, Japan), em comprimento de onda de 530 nm. Para realiza¢c&do das dosagens

foram seguidas as recomendacdes do fabricante.

3.7 Determinacdo da concentracdo plasmaéatica de colesterol total

A concentragdo plasmatica de colesterol total foi determinada pelo método de
colesterol oxidase, que é um método enzimatico especifico desta andlise (Katal
Biotecnologica Ind. Com. Ltda., Belo Horizonte, Brasil) pelo qual os ésteres de
colesterol da amostra s&o hidrolisados pela colesterol esterase, produzindo
colesterol livre. Este, em presenca da colesterol oxidase e de oxigénio, produz
peréxido de hidrogénio que, pela acdo da peroxidase em presenca de fenol e 4-
aminoantipirina produz, um composto roseoavermelhado (quinonimina) com maximo
de absorcdo em 500 nm.

Para a dosagem de colesterol total foram utilizados 10 uL da amostra ou de
padrdo e 1,0 mL de reagente enzimatico. Essa solucdo foi homogeneizada e
colocada em banho-maria a 37°C durante 10 minutos. As absorbancias do teste e do

padrédo foram determinadas em 500 nm acertando o zero com o branco.
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Célculos
Colesterol (mg/dL) = (Absorbéancia do Teste + Absorbancia do Padrdo) x 200
Colesterol (mmol/L) = mg/dL x 0,0259

3.8 Determinacédo da concentracédo plasméatica do Colesterol HDL

A determinacdo da concentracdo plasmatica do colesterol HDL (HDL-C) foi
realizada por um método enzimatico de precipitacdo, especifico para esta andlise
(Katal Biotecnolégica Ind. Com. Ltda., Belo Horizonte, Brasil).

O conjunto Colesterol HDL é um sistema que se destina a separacdo do
colesterol ligado a fragdo HDL no plasma sanguineo. A mistura acido
fosfotdngstico/cloreto de magnésio precipita os quilomicrons, as lipoproteinas de
baixa densidade (LDL-C) e muito baixa densidade (VLDL-C) sem alterar a
solubilidade das lipoproteinas de alta densidade (HDL-C). Apés centrifugacdo,
recolhe-se o liquido sobrenadante que contém a fracdo HDL-C cujo colesterol &
determinado enzimaticamente.

Para a dosagem de HDL-C foram utilizados 100 pL da amostra ou de padréo e
1,0 mL de reagente de cor. Essa solucdo foi bem homogeneizada e colocada em
banho-maria a 37°C durante 10 minutos. As absorbancias do teste e do padrédo séo
determinadas em 500 nm acertando o zero com o branco.
Célculos
Colesterol HDL (mg/dL) = (Absorbancia do Teste +~ Absorbéancia do Padrao) x 40*

*OBS: O valor 40 leva em conta a diluicdo do soro na etapa de precipitacao.

3.9 Determinacdo da concentracdo plasmatica dos triglicérides

A concentragdo plasmatica dos triglicérides foi determinada pelo método
enzimatico da glicerol-P-oxidase, especifico para quantificacéo de triglicérides (Katal
Biotecnoldgica Ind. Com. Ltda., Belo Horizonte, Brasil).

No presente método, os triglicérides do plasma sao hidrolisados pela lipase
lipoproteica produzindo glicerol livre. Este é fosforilado pela glicerol quinase, cujo
produto sofre a acéo da glicerol-P-oxidase, a qual, em presenca de oxigénio, produz

peroxido de hidrogénio. Este, sob a ag¢do da peroxidase em presenca de um
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reagente fendlico (p-clorofenol) e 4-aminoantipirina, produz um composto réseo-
avermelhado (quinonimina), com maximo de absor¢cdo em 500 nm.

Para a dosagem dos triglicérides, foram utilizados 10 pL da amostra ou de
padrdo e 1,0 mL de reagente de cor. Essa solucédo foi homogeneizada e colocada
em banho-maria a 37°C durante 10 minutos. As absorbancias do teste e do padréo
sdo determinadas em 500 nm acertando o zero com o branco.

Calculos
Triglicérides (mg/dl) = (Absorbancia do Teste + Absorbéancia do Padréo) x200
Triglicérides (mmol/L) = mg/dL x 0,0113

3.10 Determinagdes das concentragfes plasmaticas do LDL-C e VLDL-C
Os valores do colesterol VLDL e colesterol LDL foram obtidos pela equacéo
de Friedewald et al.?®
VLDL-C (mg/dl) = (Triglicérides (mg/dl)/ 5)
LDL-C (mg/dl) = Colesterol total — (Colesterol HDL + Colesterol VLDL)

3.11 Teste endovenoso de tolerancia a insulina (ITT) curto

Os animais foram anestesiados e, sob esta anestesia, realizou-se a inje¢cao
de insulina (Novolin®, Novo Nordisk, Bagsvaerd, Dinamarca) pela veia peniana
ministrada na dose de 0,75U/ kg de peso corpéreo. Amostras de sangue foram
colhidas (por seccdo da cauda) aos O (antes da injecdo hormonal), 4, 8, 12, 16
minutos apods insulina e a glicemia foi medida utilizando um monitor de glicemia
(Accu-Chek Advantage, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany).

A velocidade de desaparecimento da glicose (Ki) foi calculada pela férmula

Ln?t,. O t, da glicose foi calculado de acordo com Bonora et al.®

a partir da
inclinagdo da curva de regressdo minima durante a fase linear de declinio da

concentracdo plasmatica de glicose, ou seja t 1= Ln?/coeficiente de x.

3.12 Concentracfes plasmaticas de citocinas
As concentrag¢des plasmaticas de TNF-q, IL-6 e resistina foram determinadas
pelo método de ELISA com a utilizagdo de kits de acordo com as instru¢cdes dos

fabricantes. Os kits comerciais utilizados foram respectivamente Biosource
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International, Camarillo, USA; BD Biosciences, San Diego, USA; Biovedor,

Heidelberg, Germany.

3.13 Avaliacéo do grau de fosforilagdo em tirosina do substrato do receptor de
insulina pp185 (IRS-1/IRS-2) e em serina do IRS-1 e dos conteludos de IRB e
IRS-1

3.13.1 Preparagédo das amostras para “Western blotting”

Imediatamente ap6s a extracdo, os tecidos foram homogeneizados em
Polytron (24000 rpm durante 10 s) em 2 mL de tamp&o de extracdo (Tris 100 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 min, transferidos para gelo, e entéo centrifugados 16000g durante 40 min (4 °C).
Do sobrenadante foram retiradas aliquotas para determinacdo da concentragcdo
protéica pelo método de Bradford (Bio-Rad Protein Assay - Bio-Rad Laboratories,
Hercules, USA) e para estoque em tampao de Laemmli (azul de bromofenol 0,1%;
SDS 10 %; fosfato de sédio 1M pH 7,0; glicerol 50%; DTT 15%).

3.13.2 “Western blotting”

o “SDS-PAGE” - (“Sodium Dodecil Sulfate - Polyacrylamide Gel
Electrophoresis”):

A primeira etapa do Western blotting consistiu na submissdo das amostras
(185 pg de proteina em cada poco) a uma corrida eletroforética em gel de
poliacrilamida. Através deste método, foi possivel separar proteinas de acordo com
seu peso molecular, sem que as unidades protéicas fossem perdidas, permitindo
estudos posteriores nessas fragbes protéicas. Foi utilizado o método desenvolvido
por Laemmli e modificado por Garfin®, o qual envolve um sistema descontinuo de
dois géis contiguos, mas diferentes: o gel de “stacking” (3,39% T, 2,7% C -
acrilamida 3,3%; bisacrilamida 0,09%; Tris 25 mM, pH 8,9; EDTA 2,0 mM; SDS
0,1%; TEMED 0.111%; Persulfato de aménio 0,27%) e o gel de resolucéo (6,16% T,
2,7% C - acrilamida 6%; bisacrilamida 0,16%; Tris 388 mM, pH=6,7; EDTA 2,1 mM,;
SDS 0,1%; TEMED 0.115%; Persulfato de aménio 0,17%; glicerol 10%). Na

montagem, o gel de resolucéo ficou sob o gel de “stacking”, com orientacao vertical,
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num sistema de camaras que manteve as por¢des superiores e inferiores do gel em
contato com um tampao 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 tampéao de
Laemmli. Imediatamente antes da aplicacdo, 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 comecou com a corrida no gel de “stacking”
sob voltagem constante em 30 mV até que ocorresse 0 empacotamento da amostra,
0 que pbde ser observado na transicdo dos geéis. Posteriormente foi aplicada
voltagem constante de 100 V para a corrida no gel de resolucéo, durante 2h.

Juntamente com as amostras, sempre foi colocado um padrdo de proteinas
de conhecidos pesos moleculares (marcadores).

Transferéncia eletroforética

Apoés a separacdo das fracbes protéicas no gel de poliacrilamida, foi feita a
transferéncia eletroforética dessas fragdes para uma membrana de nitrocelulose
Hybond-C Super (GE Healthcare Buckinghamshire, Germany).

A transferéncia foi realizada sob voltagem constante de 100 V, durante 2h, a
4°C, utilizando-se o tampéo de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol
20%, SDS 0,02%).

“Immunoblotting”

ApGs a transferéncia eletroforética, foi iniciado o processo de imunodetecgéo
de proteinas especificas.88 A membrana de nitrocelulose foi, primeiramente,
incubada na presenca de solucéo bloqueadora (solucdo 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 2h a temperatura ambiente, e entdo, lavada com solucéo basal
por trés sessdes de 10 min. Em seguida, a membrana foi incubada em solucdo (SB
+ 3% de leite desnatado) contendo os anticorpos antifosfotirosina (Santa Cruz
Biotechnology, Inc, Santa Cruz, USA) ou antifosfoserina-IRS1 (Ser307) (UPSTATE,
New York, EUA) ou anti-IRS-1 (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz, USA) ou
anti-IRB (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz, USA) por 4h em temperatura
ambiente. Posteriomente, foram realizadas trés lavagens com solucdo basal, e as

membranas foram incubadas durante 1h com segundo anticorpo contendo
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peroxidase de “horseradish” (“kit' de quimioluminescéncia -ECL- GE Healthcare
Buckinghamshire, Germany). Novamente, foram realizadas 3 lavagens das
membranas de nitrocelulose com solucdo basal, com duracdo de 10 min cada
lavagem. Apds estes procedimentos, as membranas foram levadas até uma camara
escura, onde foi adicionado 1 ml de cada solucédo de deteccdo 1 e 2 (do kit de
ECL), e incubou-se por 1 minuto. Por fim, foi drenado o excesso de reagente e a
membrana de nitrocelulose foi exposta a fiime de RX (Hyperfim ECL- GE
Healthcare Buckinghamshire, Germany) dentro de um cassete para autorradiografia
(GE Healthcare Buckinghamshire, Germany) a prova de luz, durante 10 min, em
temperatura ambiente. O filme foi processado com solucao reveladora e reforgcadora
GBX (KODAK BRASILEIRA, Sao Paulo, BR) e solucéo fixadora e reforcadora GBX
(KODAK BRASILEIRA, Séo Paulo, BR).

A intensidade dos "blots” foi avaliada por densitometria 6ptica, utilizando-se o

programa Scion Image (Scion Image-Release Beta 3b, NIH, Frederick, MD, USA).

3.14 Andlise estatistica

Duas analises foram realizadas:

1) Para o sinal insulinico e valores de glicemia do ITT:

A normalidade do conjunto de dados analisados foi verificada. As analises
estatisticas foram realizadas por andlise de variancia, seguida pelo teste de Tukey
post hoc quando a andlise de variancia sugeriu uma diferenca significativa entre os
grupos (p <0,05). As analises estatisticas foram realizadas com os programas
estatisticos BioEstat 5.0 (BioEstat 5.0, Parda, Brasil) e SAS (SAS System, v. 9.2. SAS
Institute Inc, Cary, North Carolina, USA).

2) Para a andlise da perda Ossea alveolar e suporte 0sseo periodontal,
concentragBes plasmaticas de glicose em jejum, frutosamina, insulina, citocinas,
ensaios lipidicos e valores do Kitt:

As analises estatisticas foram analisadas pelo teste t de Student. O valor de
p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

Todos os valores foram apresentados como média + EPM.
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4 RESULTADOS

4.1 Andlise radiogréafica do osso alveolar
A andlise do o0sso alveolar revelou que o grupo DP apresentou maior perda
O0ssea e menor suporte 6sseo que o grupo controle (Tabela 1).

Tabela 1 - Perda éssea alveolar e suporte 6sseo dos ratos-controle (CN) e ratos com

doenca periodontal (DP)

CN (média £ EPM) DP (média £ EPM)
Perda 0ssea (mm) 0.58 + 0.03 1.46 £ 0.05*
Suporte 6sseo (%) 56.95 £ 0.44 45.01 £+ 0.90*

*p < 0,0001 para grupo CN vs. DP

4.2 Anédlise histolégica da inflamacgao e reabsorcéo 6ssea

Os tecidos periodontais dos ratos CN apresentaram morfologia normal. Por
outro lado, observou-se perda da papila gengival, aumento da espessura da camada
epitelial, inflamacao e reabsor¢cdo 6ssea na regido interproximal e interradicular,
além de irregularidade da superficie da crista 6ssea nos cortes histologicos obtidos

28 dias apo6s a inducao da periodontite experimental em ratos DP (Figura 2).
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FIGURA 2 - Radiografias digitais das mandibulas e fotomicrografias dos tecidos periodontais obtidos
de animais experimentais. Em A, imagens radiogréficas mostrando osso alveolar normal e em B,
perda O0ssea em regifes interproximais e inter-radiculares (seta branca) 28 dias ap6s a periodontite
induzida por ligadura. Perda 6ssea foi medida pela distancia da jungdo cemento-esmalte a crista
Ossea alveolar (linha branca). Em C, caracteristicas histoldgicas dos tecidos periodontais do animal
controle (sem ligadura) demonstrando camada do epitélio de espessura regular, com tecido conjuntivo
denso com baixo infiltrado inflamatoério e superficie regular da crista 6ssea. Em D, caracteristicas
histologicas 28 dias apos a colocagdo da ligadura, demonstrando perda de papila gengival, aumento
da espessura da camada epitelial, infiltrado inflamatério mais intenso no tecido conjuntivo, além de
irregularidade da superficie da crista 6ssea. Em E, fotomicrografias demonstrando regifes inter-
radiculares no controle e em F, perda 0ssea (asterisco) claramente observada no grupo com ligadura.
Abreviaturas e simbolos: ABC, crista 6ssea alveolar; CEJ, juncdo cemento esmalte; d, dentina; PL,

ligamento periodontal; IR, regido interradicular; seta de preta ponta, cemento.
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4.3 Peso corpéreo e ingestao alimentar:
Os ratos DP ndo apresentaram diferenca tanto no peso corpéreo (Figura 3)
como na ingestdo alimentar (Figura 4) em relacdo aos ratos-controle, desde a

inducdo da doenca periodontal até a realizacdo dos experimentos.
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FIGURA 3 - Peso corpéreo dos ratos-controle (CN) e ratos
com doenca periodontal (DP) durante 28 dias. Os valores

sdo expressos como média + EPM, n = 25.
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FIGURA 4 - Ingestdo alimentar de ratos-controle (CN) e ratos com
doenca periodontal (DP) durante 28 dias. Os valores séo

expressos como média £ EPM, n=25.
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4.4 Parametros morfométricos

A Tabela 2 mostra os parametros morfométricos de ambos os grupos no dia
da eutanasia. Os ratos DP nao apresentaram diferengas tanto nos pesos dos tecidos
adiposos (periepididimal e retroperitoneal) e muscular (gastrocnémio) como no

indice de Lee em relacdo aos ratos-controle.

Tabela 2 - Parametros morfométricos dos ratos-controle (CN) e ratos com doenca
periodontal (DP)

CN DP
indice de Lee 305.80 + 0.12 304.70+0.14
Peso TAB periepididimal (g) 4.07£0.36 4.39£0.35
Peso TAB retroperitoneal (g) 3.52+0.35 3.15+0.23
Peso musculo gastrocnémio (g) 2.06 £ 0.06 2.07£0.04

Valores expressos como média + EPM, n=10. Tecido adiposo branco (TAB).
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4.5 Concentragdes plasmaticas de glicose e frutosamina
Ndo foram observadas diferencas nas glicemias entre os dois grupos
estudados. Além disso, nao foi observada alteragdo nas concentracdes plasméaticas

de frutosamina entre estes grupos (Tabela 3).

Tabela 3 - Concentracéo plasmatica de glicose em jejum e frutosamina dos ratos-controle

(CN) e ratos com doenca periodontal (DP)

CN DP
Glicemia (mg/dL) 105.20 £ 3.43 109.50 £ 3.37
Frutosaminemia (umol/L) 198.50 + 16.08 196.70 + 26.98

Valores expressos como média + EPM, n=10.
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4.6 Lipidemia
Nado foram observadas diferencas nas concentracBes plasmaticas de
colesterol Total, Colesterol LDL, Colesterol HDL e triglicérides nos ratos DP em

relacdo aos ratos CN (Tabela 4).

Tabela 4 - Perfil lipidico dos ratos-controle (CN) e ratos com doenca periodontal (DP)

CN DP
Colesterol Total (mg/dl) 55.17 + 3.46 59.77 £ 2.81
Triglicérides (mg/dl) 38.00+1.83 34.91+261
Colesterol HDL (mg/dl) 15.70£ 0.34 15.80 £ 0.53
Colesterol LDL (mg/dl) 31.87 + 3.48 36.99 + 2.86
Colesterol VLDL (mg/dl) 7.60 £ 0.37 6.982 £ 0.52

Valores expressos como média + EPM, n=10.
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4.7 Teste intravenoso de tolerancia a insulina (ITT)
Na comparacéao das glicemias (Figura 5) em cada periodo de tempo, 0 grupo
DP apresentou glicemia significativamente maior comparado ao grupo CN, exceto

para o estado basal (tempo 0) e 4 minutos apés a infusao de insulina.

Glicemia (mg/dL)
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FIGURA 5 - Teste intravenoso de tolerancia & insulina nos
ratos-controle (CN) e com doenca periodontal (DP). As
amostras de sangue foram coletadas nos tempos de 0 (basal),
4, 8, 12, 16 minutos apds a injecao de insulina. Os valores das
glicemias séo apresentados como média + EPM, n=7.

*p<0,05 para CN vs. DP.
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A partir dos valores apresentados na figura 5, calculou-se a taxa de
desaparecimento da glicose (Kitt) durante o teste de tolerancia a insulina. O grupo
DP apresentou uma taxa de decaimento da glicose (Kitt) menor (p<0.05) em relacéo

ao grupo CN (Figura 6).
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FIGURA 6 - Velocidade de desaparecimento da glicose
(Kiit) em ratos do grupo controle (CN) e do grupo com
doenga periodontal (DP). Os animais foram submetidos
ao teste de toleréncia a insulina (0,75U / kg de peso
corpéreo) e as amostras foram coletadas nos tempos 0
(basal), 4, 8, 12, 16 minutos apds a injecdo de insulina. O
Kitt foi calculado como descrito em materiais e métodos e
os valores sdo expressos como média + EPM, n = 7.
*p<0,05 para CN vs. DP.
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4.8 Concentracdes plasmaticas de TNF-a, IL-6 e resistina

Em relacdo as citocinas estudadas, observou-se aumento apenas nas
concentragbes plasméticas de TNF-a no grupo DP em relagdo ao CN. As
concentragbes plasmaticas de IL-6 e resistina ndo apresentaram diferencas

significativas entre os grupos (Tabela 5).

Tabela 5 - Concentragdes plasmaticas de TNF-q, IL-6 e resistina nos ratos-controle (CN) e

ratos com doenca periodontal (DP)

CN DP
TNF-a (pg/ml) 8.62 +0.21 9.37 + 0.15*
IL-6 (pg/ml) 14.86 + 0.44 14.44 + 0.31
Resistina (ng/ml) 0.68 £ 0.15 0.86 +0.18

Valores expressos como média + EPM, n=10. *p< 0,05 CN vs. DP.
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4.9 Avaliacdo do grau de fosforilacdo em tirosina do substrato do receptor de
insulina pp185 (IRS-1/IRS-2) no musculo esquelético gastrocnémio, tecido
adiposo branco periepididimal e figado

Observou-se aumento no grau de fosforilagdo em tirosina da ppl185 apds o
estimulo insulinico com relacdo ao estado basal em ambos os grupos e tecidos.
Apbs estimulo insulinico, o grau de fosforilagdo em tirosina da ppl85 foi reduzido
(p<0.05) no grupo DP em relagdo ao grupo CN nos tecidos muscular e adiposo.
Contudo, esta alteracdo no sinal insulinico ndo foi observada no figado, entre os
grupos. Nao houve diferenca no grau de fosforilacdo em tirosina da pp185 no estado
basal entre os grupos, nos tecidos muscular e hepatico, mas houve diferenca
(p<0,05) no TAB (Figura 7).
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FIGURA 7 - Avaliagdo do grau de fosforilagdo em tirosina da ppl85 (IRS-1/IRS-2) antes (-) e
apés (+) o estimulo insulinico no muisculo gastrocnémio (A, B), tecido adiposo branco
periepididimal (C, D) e figado (E, F) de ratos-controle (CN) e de ratos com doenca periodontal
(DP). Em A, C e E autorradiografia tipica: quantidades iguais de proteina foram submetidas a
SDS-PAGE (185 pg). B-actin foi utilizada como controle. Em B, D e F, valores do grau de
fosforilagdo em tirosina da pp185, expressos em unidades arbitrarias, sdo apresentados como
média + EPM, n=7.

* p<0,05 insulina (-) vs. insulina (+);

" p<0,05 CN (+) vs. DP (+);

1 p< 0,05 CN (-) vs. DP (-).
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4.10 Avaliacdo do grau de fosforilagdo em serina do substrato do receptor de
insulina IRS-1 no musculo esquelético gastrocnémio, tecido adiposo branco
periepididimal e figado

Comparando-se os grupos CN e DP, observou-se que tanto no estado basal
guanto apds o estimulo insulinico ndo houve diferenca significativa na fosforilagdo
em serina do IRS-1 em nenhum dos tecidos estudados (Figura 8).
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FIGURA 8 - Avaliacdo do grau de fosforilacdo em serina do IRS-1 (Ser 307) antes (-) e apds (+)
0 estimulo insulinico no misculo gastrocnémio (A, B), tecido adiposo branco periepididimal (C,
D) e figado (E, F) de ratos-controle (CN) e de ratos com doenga periodontal (DP). Em A, C e E
autorradiografia tipica: quantidades iguais de proteina foram submetidas a SDS-PAGE (185 ug).
B-actina foi utilizada como controle. Em B, D e F, valores do grau de fosforilagdo em serina do

IRS-1, expressos em unidades arbitrarias, séo apresentados como média + EPM, n=7.
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4.11 Avaliacdo do contetdo do IRB no musculo esquelético gastrocnémio,
tecido adiposo branco periepididimal e figado

Nao houve diferenga no contetdo celular de IRB entre os grupos em todos 0s
tecidos estudados (Figura 9).
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FIGURA 9 - Avaliacdo do contetdo da subunidade B do receptor de insulina (IRB) no tecido
muscular gastrocnémio (A, B), adiposo branco periepididimal (C, D) e hepatico (E, F) de ratos-
controle (CN) e de ratos com doenga periodontal (PD). Em A, C e E autorradiografia tipica:
guantidades iguais de proteina foram submetidas a SDS-PAGE (185 pg). Em B, D e F, valores do

conteudo do IRB, expressos em unidades arbitrarias, sdo apresentados como média + EPM, n=6.
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4.12 Avaliacdo do contetdo do substrato do receptor de insulina IRS-1 no
musculo esquelético gastrocnémio, tecido adiposo branco periepididimal e
figado

Em relagdo ao contetdo de IRS-1 observou-se que ndo houve diferencas

entre os grupos CN e DP em todos os tecidos estudados (Figura 10).
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FIGURA 10 - Avaliacédo do contetddo do IRS-1 no tecido muscular gastrocnémio (A, B), adiposo
branco periepididimal (C, D) e hepatico (E, F) de ratos-controle (CN) e de ratos com doenca
periodontal (PD). Em A, C e E autorradiografia tipica: quantidades iguais de proteina foram
submetidas a SDS-PAGE (185 pg). Em B, D e F, valores do contetido do IRS-1, expressos em
unidades arbitrarias, sdo apresentados como média £ EPM, n=6.
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5 DISCUSSAO

A literatura mostra uma associacéo bidirecional entre periodontite e diabetes
mellitus (DM), pois o DM agrava a condicdo periodontal e a periodontite afeta
negativamente o controle glicémico, aumentando o risco de complicacdes no
paciente diabético.>’

O presente estudo utilizou o modelo de doenca periodontal induzida por
ligadura em ratos. As imagens radiograficas e histolégicas (Figura 2) e as
respectivas medidas da perda 6ssea (Tabela 1) demonstraram que a indugéo desta
doenca foi efetiva. Existem modelos de induc&do de doenga periodontal nos quais,
além da realizacdo da ligadura, realiza-se a inoculagcdo de Porphyromonas
gingivalis. Um estudo recente demonstrou que este modelo de indugdo com
inoculacdo bacteriana também ¢é efetivo, contudo, produz menor perda Ossea se
comparado ao modelo no qual se insere apenas a ligadura. E esta diferenca na
perda déssea entre os modelos foi observada em todos os tempos estudados, ou
seja, aos 15, 21 e 30 dias apés a inducdo da DP.®

Alguns estudos mostram que pessoas com doenca periodontal moderada e
severa apresentam concentracdes elevadas de glicemia quando comparadas aos
individuos com satde periodontal adequada.’® %° Entretanto, o presente n&o
demonstrou aumento na glicemia em jejum nos ratos DP em relacdo aos ratos CN
(Tabela 3). Além disso, os ratos DP ndo apresentaram altera¢des nas concentracdes
plasméticas de frutosamina que pode ser usada para mensurar as concentragées
plasmaticas de proteinas glicadas que refletem o controle glicémico durante um
periodo de 2-3 semanas.™ Estes dados corroboram estudos que também n&o
mostram aumento na glicemia em pessoas®, ratos® ou camundongos® com doenca
periodontal em relagdo aos controles saudaveis. Estudos de Pontes Andersen et

al.®* e Watanabe et al.,®

gue avaliaram a glicemia de ratos Wistar apds 60 dias da
inducdo da periodontite e de camundongos apds 70 dias da inducdo da DP,
respectivamente, também nao observaram alteragdo na glicemia. Mostrando que o
aumento no tempo de indugcéo da doenca nestes animais ndo alterou o parametro

glicémico.



54

7 BN

A doenca periodontal também é associada a reducdo na sensibilidade a
insulina em pessoas ndo diabéticas com idade entre 30 e 49 anos. Entretanto, esta
associacdo ndo é observada entre pessoas mais velhas.** Os resultados do
presente estudo demonstraram que a sensibilidade a insulina, medida pela taxa de
decaimento de glicose (Kitt), foi reduzida nos ratos DP em relacdo aos ratos CN
(Figura 5). Sabe-se que quanto menor o valor do Kitt, maior a resisténcia a insulina,
porque quando o valor do Kitt € baixo, significa que a sensibilidade das células a
insulina esta prejudicada. Como consequéncia, a taxa de decaimento de glicose
apos a injecao de insulina é baixa.

O efeito sistémico da doenca periodontal em ratos € reforcado por estudos
que demonstram que ratos diabéticos com doenca periodontal sdo mais intolerantes
a glicose do que os ratos diabéticos sem periodontite; além disso, a doenca
periodontal € associada ao aumento de 4cidos graxos livres (AGL) em ratos nao
diabéticos.®*

Gorman et al.®

associaram a obesidade e sobrepeso com maior risco para
progressao da DP. Por outro lado, em nossos estudos ndo se observou diferenga no
peso corpoéreo (Figura 3), nha ingestao alimentar (Figura 4), no indice de Lee e nos
pesos dos tecidos adiposos (periepididimal e retroperitoneal) e muscular
(gastrocnémio) (Tabela 2) entre os dois grupos estudados (CN e DP).

As alteragOes lipidicas associadas a obesidade sdo semelhantes aquelas
observadas em pacientes com diabetes mellitus tipo 2 ou com resisténcia a
insulina.®® Alguns estudos mostram que pessoas com DP apresentam aumento nas
concentracbes plasmaticas de colesterol total,* triglicérides,”® " LDL-C* e reducéo
de HDL-C.°" ® A reducéo de HDL-C tem implicacdes metabdlicas importantes, pois
aumenta o risco de desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2.°° A literatura
demonstra que o tratamento periodontal aumenta as concentracfes seéricas de HDL-
CIIOO

Por outro lado, outros estudos apontam que o tratamento periodontal néo
altera as concentracdes séricas de colesterol total, triglicérides, LDL-C*%**%? ¢ HDL-
C.101 192 Além disso, Machado et. al.®* concluiram que a doenca periodontal (em
humanos), independente da intensidade, ndo tem relagdo com a lipidemia, pois

pacientes com DP ndo apresentaram alteracdes nas concentragcfes plasmaticas de



55

colesterol total, triglicérides, LDL-C e HDL-C quando comparados com individuos
saudéaveis. Os dados do presente estudo corroboram estes trabalhos, pois os ratos
com DP ndo demonstraram alteracdo nas concentracdes plasméaticas de colesterol
total, triglicérides, HDL-C, LDL-C, VLDL-C comparativamente aos animais CN
(Tabela 4).

As discordancias observadas entre os estudos que relacionam doenca
periodontal e hiperlipidemia, em humanos, podem ocorrer devido ao grande nimero
de variaveis envolvidas, tais como habitos alimentares, atividades fisicas, condi¢ao
sécio-econdmica entre outras.®> O modelo experimental utilizado neste estudo tem a
vantagem de eliminar estas variaveis por ser realizado em animais.

Adicionalmente, como a DP foi induzida em apenas dois sitios, esta doenca
pode ser considerada menos generalizada do que a observada na maioria dos
estudos realizados em humanos. Diante disso, pode-se aventar que a auséncia de
dislipidemia no grupo DP pode ser devida a uma menor severidade da doenga
periodontal.

Apesar do presente estudo ndo ter encontrado dislipidemias em ratos com
DP, sabe-se que pessoas com diabetes mellitus tipo 2, devido a resisténcia a
insulina, comumente apresentam dislipidemia, caracterizada pela elevacéo sérica de
LDL-C e triglicérides apresentando também, menores concentra¢des plasmaticas de
HDL-C.2®® A resisténcia & insulina tem um papel central na patogénese da
dislipidemia no diabético, ocorrendo aumento na liberacdo de acidos graxos livres
em células adiposas resistentes a insulina.

Segundo Cesaretti e Kolmann Junior,'® resisténcia & insulina é uma condicéo
genética ou adquirida, na qual concentrag@es fisioldgicas de insulina provocam uma
resposta biolégica subnormal, como por exemplo, diminuicdo na captacéo de glicose
pelas células, especialmente nas musculares e adiposas. Em consequéncia da
menor captacdo de glicose, torna-se necessaria uma maior producao de insulina
pelo pancreas, para a manutencao da glicemia normal, aumentando-se, desta forma,
as concentracdes circulantes de insulina e, portanto, a presenca de resisténcia ao
horménio se faz acompanhada de hiperinsulinemia.

Geralmente, o termo resisténcia a insulina é empregado tendo-se como

referéncia o controle glicémico, refletindo um efeito inadequado da insulina na
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homeostase da glicose. Além do mais, a insulina tem acdes pleiotropicas,
modulando diversas fung¢des celulares, como por exemplo, o metabolismo de
lipideos e proteinas, o transporte de ions e aminoacidos, a proliferacdo e o ciclo
celular, a diferenciacao celular, apoptose e a sintese de 6xido nitrico (NO). Logo,
guando se considera situacfes de resisténcia a insulina, ndo se deve levar em conta
apenas o metabolismo de glicose, mas sim toda a gama de ac¢des metabdlicas e de
crescimento promovido pela insulina. Deve-se considerar, também, que a resisténcia
a insulina pode afetar estas funcées de forma heterogénea.*®

A resisténcia insulinica é extremamente comum e ocorre tanto em estados de
doencas (como o diabetes tipo 2, obesidade, hipertensdo, doenca ovariana
policistica e uma variedade de sindromes genéticas) quanto em condigbes
fisiolégicas (como puberdade e gestacdo).’%'% A resisténcia & insulina também
esta presente em muitos estados de estresse, em associacdo com a infeccéo e
secundaria ao tratamento com uma variedade de drogas, particularmente os
glicocorticoides.*®

Segundo Kahn et al.,'® sob perspectiva molecular, a resisténcia insulinica
pode ocorrer em varios niveis: 1) pré-receptor: é rara hoje em dia, mas antigamente
era exemplificado por pacientes com altos niveis de anticorpos circulantes contra
insulina, que bloqueavam a ligacdo do ligante a seu receptor; 2) receptor: pode
resultar de alteracGes genéticas na expressao do receptor ou sua estrutura, como
alteracBes na atividade do receptor devido a fosforilagdo em serina; 3) pds-receptor:
pode ocorrer em quase todos os locais, em uma das vias comuns ou ramificadas da
sinalizagao insulinica.

Nos estados mais comuns de resisténcia a insulina, parece haver defeitos em
varios niveis. Por exemplo, no diabetes tipo 2 ha reducdo na concentracdo do
receptor, na atividade quinase do receptor, na concentracéo e fosforilacdo de IRS-1
e IRS-2, na atividade da PI3K e na translocacdo do transportador de glicose, bem
como em defeitos na atividade das enzimas intracelulares.**®*°

Normalmente, o sinal insulinico esta alterado em modelos de resisténcia a
insulina.'®**? O presente estudo, no intuito de averiguar tal relacdo, realizou a
avaliagcdo do sinal insulinico. Os resultados demonstraram que a doenga periodontal

alterou a etapa inicial do sinal insulinico em ratos, reduzindo o grau de fosforilagao
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em tirosina da ppl85 (IRS-1/IRS-2), apds o estimulo insulinico, no masculo
gastrocnémico e no tecido adiposo branco periepididimal (Figura 7).
No figado ndo se observou alteracdo no grau de fosforilagdo em tirosina da

pp185 (Figura 7). Esses resultados estdo de acordo com Chiba et al.*** 13

que, em
modelo experimental envolvendo fllor, verificaram redu¢do no grau de fosforilacdo
da ppl85 no muasculo e no tecido adiposo, mas ndo no figado. Este resultado pode
explicar a auséncia de alteragc&o na glicemia nos ratos DP mesmo havendo redugéo
no grau de fosforilagcdo da ppl85 no tecido muscular e adiposo. Nesse sentido, Cho
et al.'** sugerem que o figado pode compensar a resisténcia & insulina encontrada
no tecido adiposo e muscular para prevenir a hiperglicemia.

Sabe-se que apés a estimulacao insulinica, o receptor de insulina fosforila
diretamente as proteinas IRSs. A fosforilacdo em tirosina destas proteinas cria sitios
de reconhecimento para moléculas contendo dominios com homologia a SRC 2
(SH2). As proteinas SH2 que se ligam as proteinas IRS fosforiladas séo divididas
em duas categorias principais. As mais bem estudadas sdo as moléculas
adaptadoras, como a subunidade regulatéria da PI3K ou a molécula GrB2, que se
associa com a SOS para ativar a via da proteina quinase ativada por Ras-mitégeno
(MAP) .38 115117 A outra categoria importante de proteinas que se ligam as proteinas
IRS sd@o as enzimas, como a fosfotirosina fosfatase SHP2'® ° e as tirosinas
quinases citoplasmaticas, como Fyn tirosina kinase.'*®

As funcdes fisioldgicas do IRS-1/2 foram estabelecidas por meio da producgao
de camundongos sem 0s genes que codificam o IRS-1 e IRS-2 (camundongos
knockout para IRS-1 e IRS-2). O camundongo que ndo expressa IRS-1 apresenta
retardo de crescimento, resisténcia a insulina, primariamente no musculo e na
gordura, mas ndo é hiperglicémico.? *® Foi demonstrado que o IRS-2 poderia
compensar parcialmente a auséncia de IRS-1, o que explicaria o fendtipo de
resisténcia a insulina sem hiperglicemia do camundongo knockout de IRS-1. O

camundongo que ndo expressa o IRS-2 foi gerado'*

e também apresenta
resisténcia a insulina, mas primariamente no figado, e hiperglicemia acentuada
devido a diversas anormalidades na acdo da insulina nos tecidos periféricos e a
faléncia da atividade secretéria das células 3, acompanhada de reducéo significativa

da massa de células B pancreaticas.’*™ ** Em contraste, camundongos knockout
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para o IRS-3 tém crescimento e metabolismos normais, enquanto os camundongos
knockout para o IRS-4 exibem anormalidades minimas na tolerancia a insulina.** *2*

A diminuicdo da fosforilagdo em tirosina no tecido adiposo e muscular
observada na Figura 7, ao contrario do esperado, nao foi decorrente do aumento do
grau de fosforilacdo em serina do IRS-1 nestes tecidos (Figura 8). Em vista disso,
pode-se aventar que a diminuicdo da fosforilacdo em tirosina seja decorrente da
acdo de outras proteinas, tais como glicoproteina-1 de membrana plasmatica celular
(PC-1),** proteina ligada a receptor de fator de crescimento 10 (Grbl0) e 14
(Grb14),*% 2" supressores da sinalizacdo de citocinas (SOCS1 e SOCS3)'® e

proteina tirosina fosfatase 1B (PTP1B),*?°

gue podem diminuir a funcdo do receptor
de insulina, bloqueando sua interacdo com proteinas IRS ou modificando sua
atividade quinase.

Frittitta et al.”*® observaram que o PC-1 liga-se ao IR tanto in vivo como in
vitro, e subsequentemente, a funcdo do receptor € inibida. Por conseguinte, é
possivel que o PC-1 interaja com o IR e altere a sua capacidade de ativar a
subunidade B.

Smith et al.** demonstraram que camundongos deficientes para Grb10
exibem aumento na fosforilagdo em tirosina de IRS-1 induzida por insulina no tecido
adiposo branco e muscular. Camundongos deficientes para Grb14 exibem aumento
no sinal insulinico por meio da via IRS-1 e Akt no figado e musculo esquelético.*?’
Além disso, foi demonstrado na literatura que ambos os modelos de camundongos
knockout para Grb1l0 e Grbl4 apresentam melhora na homeostase da glicose
corpérea.t?” 13t

As proteinas SOCS tém sido encontradas em maior atividade em situacdes
de resisténcia insulinica, como na obesidade, podendo participar da fisiopatologia do
diabetes mellitus tipo 2.** Ademais, sabe-se que as SOCS estdo envolvidas na
cascata da inflamacdo. Citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, IL-6 e IL-1B
induzem expressdo de SOCS-3.1* Emanuelli et al.**? demonstraram que a SOCS-3
em fibroblastos diminui a fosforilacdo em tirosina do IRS-1 induzida por insulina e a
sua associacdo com p85, uma subunidade reguladora de PI3K. Este mecanismo
aponta para uma funcdo da SOCS-3 na resisténcia a insulina. Esses autores

demonstraram ainda que o TNF-a induziu aumento na expressdo de SOCS-3, no



59

figado, muasculo e tecido adiposo. A inflamacdo aumenta a expressdo hepatica de
SOCS, especialmente SOCS-1 e SOCS-3, e estas proteinas podem antagonizar
sinalizacdo do IR no figado, podendo haver prejuizo na fosforilagdo em tirosina de
IRS.*3

Conforme citado anteriormente, a PTP1B, também atua como um regulador
negativo do sinal insulinico' através da desfosforilagdo de residuos de tirosina do
IR e IRS-1."*> 1*®* A producdo de PTP1B é aumentada em estados de resisténcia a
insulina, tais como obesidade e DM2, nos quais altas concentracbes de citocinas
(TNF-a, IL-6) sdo encontradas.™®" **® A super expresséo da PTP1B esté relacionada

138

a reducdo da captacao de glicose no masculo™ e a auséncia de PTP1B aumenta a

sensibilidade a insulina e restaura a agdo desta em miocitos pré-tratados com TNF-
0,139

Tanto a doenca periodontal quanto o aumento de tecido adiposo liberam
TNF-a. Hotamisligil et al.®* *° demonstraram que o aumento de tecido adiposo
tanto em roedores como em humanos obesos induz um aumento na producdo de
TNF-a nos adipécitos.

O tecido adiposo € um o6rgdo dindmico que secreta varias citocinas
denominadas adipocinas. Estas adipocinas, em sua grande maioria, estdo
relacionadas, direta ou indiretamente, a processos que contribuem na aterosclerose,
hipertensdo arterial, resisténcia a insulina, DM2 e dislipidemias. Dentre elas,
destacam-se o0 TNF-q, IL-6, resistina e a adiponectina. A adiponectina, ao contrario
das demais adipocinas, age como fator protetor para doencas cardiovasculares e
aumenta a sensibilidade a insulina.***

O tratamento de hepatdcitos humanos com resistina em concentracfes
semelhantes as encontradas em humanos obesos ocasiona reducdo da expressao/
fosforilagdo do IRS-2 e Akt.'*

Células do musculo esquelético tratadas com resistina apresentam redugao
na captagdo de glicose e sintese de glicogénio basal e ap6s o estimulo com insulina.
Este efeito é observado de maneira aguda (2h de tratamento) ou crénica (24h de
tratamento). Além disso, o tratamento cronico de células musculares com resistina
diminui a translocagdo de GLUT4, mas ndo altera o teor total de GLUT1 ou
GLUT4.*
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A resistina também reduz o contetdo e o grau de fosforilacdo em tirosina do
IRS-1, mas néo exerce efeito sobre o contetdo ou funcéo do receptor de insulina e
sobre o contetdo de IRS-2. Esta citocina atua sobre o contetdo e fungdo da Akt,
reduzindo a fosforilacdo da Akt e o contetdo de Aktl. Estas observacdes ressaltam
o papel potencial da resistina na fisiopatologia do diabetes tipo 2 na obesidade.**®

1. e Furugen et al'*® demonstraram um aumento nas

Saito et a
concentracles séricas de resistina em pacientes com doenga periodontal. Contudo,
os dados do presente estudo ndo demonstraram alteracdes nas concentracdes
plasmaticas de resistina nos ratos com DP em relacdo aos ratos CN. Estes
resultados corroboram os dados de Davies et al.**® que também ndo demonstraram
alteracdes séricas de resistina em pacientes com periodontite agressiva.

Nieto-Vazquez et al.2* demonstraram que o IL-6 produz um efeito duplo na
sensibilidade a insulina no masculo esquelético, pois produz um efeito positivo na
captacdo de glicose em curto prazo e negativo ap0s exposi¢cao cronica. Miotubulos
pré-tratados com IL-6 por 3h apresentaram um efeito aditivo na captagéo de glicose,
ap6s estimulo com insulina. Entretanto, a insulina ndo estimulou a captagdo de
glicose em miotdbulos apés o tratamento crénico (24h) com IL-6; além disso, o efeito
inibitério observado da IL-6 cronica foi dose dependente. Os mecanismos pelos
quais o tratamento crénico com IL-6 em miotubulos produz resisténcia a insulina
envolvem ativacdo da JNK1/2, expressdo da SOCS3, e ativacdo da PTP1B. Esse
tratamento crénico com essa citocina em miotdbulos também induz a fosforilagdo em
serina do IRS-1, prejudica a fosforilagdo em tirosina induzida pela insulina do IRS-1
e IRS-2, e reduz a fosforilacdo em serina da Akt.®*

A expressdo de GLUT4 ou GLUT1 nos miotlbulos nao foi modificada pelo
tratamento crénico com IL-6. Tanto a insulina quanto o IL-6 individualmente
produziram translocacdo de GLUT4 para a membrana plasmatica, mas quando as
células foram pré-tratadas com IL-6 por 24h, a insulina ndo promoveu a translocagao
do GLUT4 para a membrana plasmatica.®*

Em 2003, Rotter et al.'*’ observaram que IL-6 (dependendo do tempo de
incubacdo) pode alterar a expressdo de proteinas envolvidas na sinalizagdo
insulinica e na captacao de glicose no tecido adiposo, pois constataram que células

adiposas expostas a IL-6 de forma aguda (30 min) ndo apresentam alteracdo tanto
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na fosforilacdo em serina e tirosina do IRS-1 como na fosforilagdo em tirosina do
receptor de insulina. Por outro lado, esses autores demonstraram que o tratamento
crbnico (24h) de células adiposas com IL-6 reduz a expressdo de genes e da
proteina IRS-1, além de reduzir a expressdo génica de GLUT4 e a captacao de
glicose estimulada pela insulina; e ndo observaram alteracdo nos contetdos de
RNAm de IRS-2 e de sua proteina.*’ Entretanto, os estudos de Stouthard et al. *®
demonstraram que a incubagdo tanto aguda (2 a 5h) como crbnica (24h) de
adipocitos (3T3-L1) com IL-6 (concentracdes semelhantes as encontradas na
septicemia) aumenta o transporte de glicose estimulado pela insulina nestas células.

Além de atuar no sinal insulinico, o IL-6, in vitro, pode induzir morte de células
beta pancreaticas quando s&o expostas a esta citocina por 48h.°

Outra citocina que altera a captacao de glicose € o TNF-a. Sabe-se que esta
citocina ativa a via AMPK/AS160 em adipécitos humanos, uma cascata de
sinalizagdo que envolve a translocagdo de GLUT4. Adipocitos humanos tratados
com TNF-a mostram uma alta captacdo de glicose basal. Esta ativacao é
dependente da ativagdo de AMPK, contudo, na presenca de insulina os adipdcitos
apresentam sinalizacdo insulinica prejudicada e ndo aumentam a captacdo de
glicose.™

Baixas concentragbes de TNF-a reduzem a atividade tirosina quinase do
receptor de insulina. Altas concentracfes desta citocina podem reduzir a expresséo
do receptor de insulina, IRS-1 e GLUT4 no tecido adiposo.’® A incubacdo de
adipdcitos por 24h com TNF-a reduz a expresséo génica de GLUT4.**’

O TNF-a atua na via da sinalizag&o insulinica ativando a SK6 (p70S6k- uma
serina quinase) e esta fosforila diretamente o IRS-1 em mudltiplos residuos de serina
para inibir a sinalizac&do insulinica.**? Sabe-se que a fosforilagcédo em tirosina de IRS-
1 e de IRS-2 ocasiona aumento do sinal insulinico; por outro lado a fosforilagdo em
serina destes substratos atenua a transmisséo deste sinal por diminuir a capacidade
de fosforilagdo do receptor de insulina e de seus substratos em tirosina, apés
estimulo com insulina.™

A periodontite crbnica esta associada a elevacédo sérica das concentracdes de

9

TNF-a em ratos®® e em humanos sistemicamente saudaveis,®® assim como em

humanos com DM2 nos quais se observa que quanto maior a severidade da doenca
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periodontal, maiores as concentracdes plasmaticas de TNF-a encontradas.®® Além
do aumento de TNF-a, alguns estudos demonstram que a DP esta associada a
elevacdo das concentracdes séricas de IL-6° '3 em humanos. Com relacdo ao
TNF-a, os resultados do presente trabalho corroboram estes estudos pois constatou-
se aumento nas concentracfes plasmaticas de TNF-a em ratos DP (Tabela 5).

Conforme descrito anteriormente, em decorréncia do aumento de TNF-a
nesse grupo DP, era esperado que ele apresentasse também aumento no grau de
fosforilacdo em serina do IRS-1. Entretanto, no grupo DP n&o se observou alteracdo
nesta fosforilagdo nos tecidos adiposo, muscular e hepatico em comparacdo ao
grupo CN (Figura 8). Desta maneira, mais estudos séo necessarios para a fim de se
verificar quais mecanismos estdo envolvidos na redugcéo do grau de fosforilagdo em
tirosina em ratos DP identificado neste estudo.

Estudos mostram que o tratamento periodontal em pacientes com toleréancia a
glicose prejudicada aumenta as concentracdes séricas de adiponectina e reduz as
concentragdes de CRP (proteina C reativa), TNF-a e IL-6."** Do mesmo modo, o
tratamento periodontal em pacientes com DM2 também reduz as concentragfes

63,155, 136 | .p1%3 1%6. 157 & de CRP'®* '*° assim como reduz a

plasmaticas de TNF-a
glicemia e insulinemia em jejum e o indice de HOMA-IR, e aumenta as
concentracdes plasmaticas de adiponectina.’*®

O efeito sistémico do tratamento periodontal também é observado em
pacientes nao diabéticos, pois, o tratamento periodontal em pessoas sistemicamente
saudaveis também reduz as concentracdes séricas de TNF-a* e IL-6.°8

Contudo, outros estudos demonstram que a doenca periodontal em pessoas
sistemicamente saudaveis ndo altera as concentracdes séricas de TNF-a,gs‘ 159 L-
189" 9 e IL-6."*° O presente estudo também observou (Tabela 5) inalteracdo nas
concentracdo de IL-6 entre os grupos estudados.

Assim, pode-se observar que héa divergéncias na literatura em relagdo ao
aumento das concentracdes plasmaticas de citocinas na doenga periodontal. Esta
divergéncia de resultados apresentados pode ser, entre outros fatores, devido ao
tipo de bactéria predominante no biofiime dental. Recentemente, Andrukhov et al.®°
demonstraram que o aumento das concentragfes séricas de TNF-a em pessoas

com doenca periodontal esta associado ao aumento da concentracdo de
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Porphyromonas gingivalis no biofilme dental. Adicionalmente, o aumento da
concentracdo de Aggregatibacter actinomycetemcomitans (previamente chamado
Actinobacillus actinomycetemcomitans) no biofilme esta associado a elevagdo das
concentragdes séricas de IFN-y (Interferon- y).

Conforme descrito anteriormente, os TLRs possuem papel chave na
periodontite, uma vez que esta doenca é desencadeada por microrganismos gram
negativos, tais como Porphyromonas  gingivalis e  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, que apresentam LPS em suas paredes, e que s&o
reconhecidos pelos TLRs.*®°

A ativacdo de TLRs pode levar a degradacéo do inibidor kappa B (IkB) e isto
promove a translocagcdo nuclear de fator de transcricdo nuclear kB (NF-kB) e
subsequente produc&o de citocinas pré-inflamatérias e quimiocinas.*” Além disso, os
TLRs podem desempenhar um papel na cascata inflamatéria associada ao
desenvolvimento de diabetes. Um aumento da expressdo de TLR2 e TLR4 foi
detectado em mondcitos de pacientes com DM1 e no tecido adiposo de pacientes
com DM2.%®! Kim et al.'®? avaliaram a concentracdo de citocinas e expresséo de
TLR2 e TLR4 no musculo esquelético de pessoas ndo obesas com tolerancia a
glicose prejudicada. Verificaram-se niveis elevados de TNF-a, IL-6 e TLR4, mas
nenhuma alteracéo foi notada na expressdo de TLR2. Um estudo de recente mostra
gue pessoas que tiveram perda de peso, apresentaram reducdo da expressdo de
RNAm para TLR4 e isso foi associado ao aumento da sensibilidade & insulina.'®®

Um estudo realizado por Radin et al.'®* demonstrou que a hiperlipidemia
aguda induziu resisténcia a insulina no musculo esquelético, e que a delecdo do
TLR4 promoveu protecdo contra este efeito. Estes autores constataram que oS
acidos graxos ativaram a via do NF-kB no musculo esquelético e nos miotubulos e
verificaram que este efeito foi bloqueado pela inibicdo do TLR4. Além disso, a
inibicdo da via do NF-kB em miotubulos com expresséo reduzida de TLR4 também
protege contra a resisténcia a insulina induzida por lipidios, sugerindo um
mecanismo pelo qual a reducéo da atividade do TLR4 confere um efeito benéfico na
acdo da insulina.*®*

Com base nos achados anteriormente citados, podemos inferir que o aumento

de TNF-a em ratos DP pode ter ocasionado resisténcia a insulina e diminuicdo da
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fosforilacdo em tirosina da ppl85, porém esta alteracdo ndo é decorrente de um
aumento em fosforilagdo em serina de IRS-1 ou presenca de dislipidemias.
Entretanto, convém salientar que outras vias que envolvam as proteinas tais como
JNK, PTP1B, SOCS, PC-1, Grb10 e Grb14, podem estar relacionadas a resisténcia
a insulina observada neste estudo.

O presente trabalho reforca a importdncia da prevengdo da doenca
periodontal no intuito de prevenir a resisténcia a insulina e as alteragfes sistémicas

gue podem ser geradas devido a este estado metabdlico.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que a doenca periodontal

em ratos:

e nao alterou a ingestédo alimentar, peso corporeo, indice de Lee e pesos dos
tecidos adiposos brancos (periepididimal e retroperitoneal) e muscular
esquelético (gastrocnémio);

e nao alterou as concentragbes plasmaticas de glicose, frutosamina, colesterol
total, colesterol LDL, colesterol HDL, colesterol VLDL e triglicérides;

e reduziu a sensibilidade a insulina;

e promoveu aumento nas concentracfes plasmaticas de TNF-a, mas nao
alterou as concentracdes plasméticas de IL-6 e resistina;

e reduziu o grau de fosforilacdo em tirosina da pp185 (IRS-1/IRS-2) no tecido
adiposo branco e muscular, ap6s o estimulo insulinico, porém ndo alterou a
fosforilagdo deste substrato em tecido hepético;

e ndo promoveu alteracdo no grau de fosforilagdo em serina do IRS-1 e nos

contetdos de IRB e IRS-1 em tecido adiposo branco, muscular e hepético.

A partir desses resultados, podemos inferir que o aumento de TNF-a em ratos
DP pode ter ocasionado resisténcia a insulina e diminuicdo do sinal insulinico,
entretanto esta alteracdo ndo é decorrente de um aumento em fosforilacdo em

serina de IRS-1 ou presenca de dislipidemias.
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Periodontal disease decreases insulin signaling

The present study showed that induced periodontal disease in rats reduces insulin
sensitivity and insulin signaling probably due to the plasmatic elevation of TNF-a level.
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PERIODONTAL DISEASE DECREASES INSULIN SENSITIVITY AND INSULIN
SIGNALING

Background: The purpose of this study was to investigate whether local inflammatory
events, such as periodontal disease, are able to increase TNF-o plasmatic concentration, and
decrease insulin sensitivity and insulin signaling in non-diabetic rats.

Methods: Forty-eight male Wistar rats (at two months old) were divided into two
groups, with either ligature-induced periodontal disease (PD) or control conditions (CN).
Experiments were carried out in both groups twenty-eight days following ligature placement.

Plasmatic concentration of glycemia and TNF-a (n=10) were analyzed by the glucose
oxidase and ELISA method, respectively. Insulin sensitivity (n=7) were measured using the
insulin tolerance test (ITT). Insulin signal transduction (n=7) was measured by pp185 tyrosine
phosphorylation status in insulin-sensitive tissues using the western blotting method.

Results: The PD group showed decreased insulin sensitivity (p<0.05), although no
glycemic alterations were noted (p>0.05). TNF-a plasmatic concentration was higher in PD
rats compared to control. In addition, a decrease in the pp185 tyrosine phosphorylation status
was observed following insulin stimulus in both white adipose and skeletal muscle tissues of
the PD group compared to the control group.

Conclusions: Periodontal disease is able to cause alterations to both insulin signaling
and insulin sensitivity, probably due to the elevation of TNF-a plasmatic concentration. Thus,
the present results emphasize the importance of the prevention of local inflammatory diseases,

such as periodontitis, to prevent diabetes mellitus.

KEY WORDS
Periodontitis, Diabetes Mellitus, Insulin Receptor Substrate Proteins, Insulin Resistance,

Insulin.
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INTRODUCTION

Diabetes mellitus is a group of metabolic diseases characterized by hyperglycemia
resulting from the impairment of insulin secretion, insulin action, or both. Type 2 diabetes
mellitus (T2DM) encompasses individuals with insulin resistance and insulin deficiency,
occurring in 90-95% of diabetic individuals." The prevalence of this disease has increased
significantly, and estimates suggest that by the year 2025, the number of patients with T2DM
will have doubled in relation to the year 2000 and might reach 300 million people
worldwide.? The exact mechanisms contributing to the onset of insulin resistance are not fully
understood. Several studies have suggested that subclinical chronic inflammation may be an
important pathogenic factor for the development of insulin resistance and T2DM.?

Insulin action begins with its binding to a specific receptor which self-phosphorylates
and phosphorylates cytoplasmic substrates, including a broad band of 165-185 kDa
cytoplasmic protein, called ppl85. This band has two proteins with 70% homology,

denominated insulin receptor substrate-1 and -2 (IRS-1 and IRS-2).* °

These tyrosine-
phosphorylated substrates may bind with and activate the Pl 3-kinase. This activation is
essential for glucose transportation to insulin-sensitive tissues.®

Periodontal disease is considered a predisposing factor for the development of insulin
resistance and T2DM due to the release of inflammatory mediators.” Besides acting locally,
these mediators diffuse to the systemic circulation. Studies show that two out of three patients
with periodontal disease have a high concentration of tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) in
the plasma.® Elevated levels of TNF-o and IL-6 can also be observed in tissues (liver and
white adipose tissue) of rats with periodontal disease. However, these cytokines are only
elevated in tissues when periodontal disease is associated with obesity.” In addition,
periodontal treatment reduces TNF-a concentration in the blood of diabetic individuals.™
TNF-a alters the insulin signal by reducing the tyrosine phosphorylation of the insulin
receptor and its substrates."*™* Moreover, TNF-a induces IRS—1 phosphorylation on serine,
which makes this molecule inhibitory to the signaling capacity of the insulin receptor.** *°

Studies have demonstrated the metabolic alterations induced by periodontitis in animal
models of diabetic rats. Periodontal disease increases glucose tolerance in rats with T2DM.*®
Another study in diabetic rats showed that the combination of periodontitis and a hyperlipidic
diet accelerates the development of severe insulin resistance, impairs glucose homeostasis,

and elevates serum TNF-o concentration.’
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Insulin resistance is a key mechanism for the pathophysiology of T2DM, as well as its
degenerative alterations. The study of the alterations in the insulin action mechanism noted in
insulin-resistant patients represents an important step for the prevention and/or cure of T2DM.

Considering that the inflammatory process may alter insulin signal transduction, the
purpose of this study was to evaluate if induced periodontal disease is able to increase TNF-a
plasmatic concentration, and decrease insulin sensitivity and insulin signaling in non-diabetic
rats. It’s believed that periodontitis can promote an increase of TNF-o levels and, in turn,
cause insulin resistance and alterations in insulin signal.

MATERIALS AND METHODS
Animals

Forty-eight male Wistar rats (at two months old) were used in the present study. The
animals were kept under a 12/12 h light/dark cycle (lights on at 07:00), temperature of 23 +
2°C and food and water ad libitum. This study followed the Ethical Principles and Guidelines
for Animal Experimentation and was approved by the local ethics committee, according to
protocol number 2007/005735.

Experimental Design

The animals were divided into two groups with 24 animals in each group: control
group (CN) and periodontal disease group (PD). PD group animals were anesthetized using
ketamine hydrochloride® (10%, 80 mg/kg body weight, i.p.) with xylazine' (2%, 10 mg/kg
body weight, i.p.) in order to induce periodontal disease, by ligating 4-0 silk thread on
cervical region of the lower first molars, bilaterally, for 28 days. After this period, they were
submitted to 14-hour fasting and sodium thiopental’ (3%, 50 mg/kg body weight, i.p.)
anesthetization. Then the experiments were carried out.

Glucose and TNF-a Level Measurement

Ten animals of each group (CN and PD) were submitted to median laparotomy and
blood samples (4mL) were taken via inferior vena cava puncture, followed by euthanasia. The
samples were then distributed into tubes containing heparin.” Plasma was prepared by
centrifugation of blood at 3000g for 15 minutes at 4°C and then stored in aliquots at —70°C
until used. The obtained plasma was used to measure the glucose concentration by the glucose
oxidase method.” Plasmatic concentrations of TNF-o were quantified using an enzyme-linked
immune sorbent assay (ELISA) kit." The limits of detection of the TNF-a was <0.7 pg/ml.
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Short Intravenous Insulin Tolerance Test (ITT)

The insulin tolerance tests were carried out in seven animal of each group (CN and
PD) following the protocol described by Chehoud et al.'® A dose of 0.75 U/kg p.c. insulin®
was administered through the penile vein to both animal groups. Blood samples (about 50 pl)
were collected from nicked tails at 0 (before hormone administration), 4, 8, 12 and 16 min
(after insulin administration) and glucose was measured using a glycemia monitor.*® The
results were analyzed by constant comparison of the constant rate for glucose disappearance
(Ki) from 0 to 16 min of the test. The Kix was calculated using the formula 0.693/ti;,. The
glucose t% was calculated from the slope of the least-square analysis of the plasma glucose
concentrations during the linear decay phase.*®
Assessment of the |Insulin Receptor Substrate (ppl85-IRS-1/IRS-2) Tyrosine
Phosphorylation Status

Samples from the liver (L), gastrocnemius skeletal muscle (SM) and periepididymal
white adipose tissue (WAT) were collected from seven animals of each group (PD and CN)
prior to and after administration of 1.5 U regular insulin (i.v. portal vein) at variable times (30
s for L, 90 s for SM, 120 s for WAT). Tissue samples were prepared according to the method

described by Carvalho et al.?

and submitted to the western blotting method for quantification
of the pp185 (IRS-1/IRS-2) tyrosine phosphorylation status using anti-phosphotyrosine
antibody." p-actin antibody" were used as controls. Immunoreactive bands were detected by
autoradiography using a chemiluminescent substrate system'" according to the manufacturer’s
instructions. Quantitative analysis of the blots was carried out using a software.”
Radiographic Evaluation of Alveolar Bone Loss and Periodontal Bone Support

On the 28th day after periodontal disease induction, the animals were euthanatized.
The right and left hemi-mandibles were dissected and fixed for 24h in 4% formaldehyde.
Radiographic images were acquired using 70kvp, 10 mA, 0,10 s time exposure. The source-
to-film distance was always set at 40 cm. The digital image was obtained directly with the
optical digital plate.”” The readings of optical plates were performed in sensitized laser
scanner equipment, and the images were analyzed by a software."" Radiographic analyses
were performed to detect alveolar bone loss as described by Holzhausen et al.?* The distance
between the cement-enamel junction (CEJ) and the height of alveolar bone was determined
for mesial root surfaces of left and right mandible first molars with the aid of the software.""

Periodontal bone support was analyzed as described by Andersen et al.?> Measurements were
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performed electronically on the mesial and distal parts of right and left mandible first molars.
A line was drawn connecting the cusps (C) of the first molar to the apex (A) of the
corresponding root. A second line was drawn from the apex (A) to the level of bone
corresponding to the deepest interproximal bone defect (B). The distances were measured in
millimeters, and periodontal bone support (PBS) was calculated according to the formula PBS
= (AB/AC) x 100%.

Histological Analysis

For histological analysis, five animals of each group (PD and CN) were randomly
selected. The right and left hemi-mandibles collected from rats of both groups CN and PD, 28
days after ligature placement, were soaked in 4% formaldehyde for 24h. Decalcification was
carried out in 10% EDTA (pH 7.4) for approximately 3 months. Serial paraffin sections of 5
pum thickness were made on the mesial-distal aspects of the whole right and left first lower
molars and stained with hematoxylin and eosin. Morphological studies were made on the
mesial and distal gingiva and alveolar bone.

Statistical Analyses

Two analyses were performed:

1) For insulin signal and glycemia values from ITT test:

The normality of data set analyzed was verified. The statistical analyses were
performed by analysis of variance, followed by Tukey post hoc test when the analysis of
variance suggested a significant difference among groups (P <0.05). Data analysis was
performed with a statistical program.*

2) For analysis of fasting glycemia, TNF-a levels, Kitt values, alveolar bone loss and
periodontal bone support:

The statistical analyses were analyzed by Student t test. P value of <0.05 was
considered statistically significant.

RESULTS
Alveolar Bone Radiographic Analysis

Alveolar bone analysis revealed that PD group had more bone loss and less bone
support than

Control group (p<0.0001; Table 1).
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Histological Analysis of Inflammation and Bone Resorption

Periodontal tissues from CN rats presented normal morphology. On the other hand,
loss of gingival papilla, increase of thickness of the epithelial layer, inflammation and bone
resorption in the interproximal and interradicular region, besides irregularity of bone crest
surface were observed in the histological sections obtained 28 days after the induction of
experimental periodontitis in PD rats (Fig. 1).

Glycemia and TNF-a Plasmatic Concentration

PD rats showed no glycemic alterations when compared to CN rats. However, the
value of TNF plasmatic concentration was higher in PD rats compared to control.
ITT

In the glycemia comparison (Fig. 2) at each period of time, the PD group showed
significantly higher glycemia compared to the control group, except for basal (time 0) and 4
minutes after insulin infusion.

Table 2 shows the glucose disappearance rate (Kix) during the insulin tolerance test,
performed in the first 16 min after the hormone infusion in the control and PD groups. The
PD group had a significantly lower (p<0.05) glucose disappearance rate (Kj) in relation to the
CN group, demonstrating decreased insulin sensitivity in PD rats compared to CN rats.
Insulin Signal

An increased ppl85 phosphorylation status was observed after insulin stimulus in
relation to baseline in both groups and tissues. After insulin stimulus, the ppl85
phosphorylation status was reduced (p<0.05) in the muscle and white adipose tissues in the
PD group compared to the CN group. However, this alteration in insulin signaling was not
observed in the liver between groups. There was no difference in the pp185 phosphorylation
status at baseline across these groups in the liver and muscle, but a difference (p<0.05) was
observed in the white adipose tissue (Fig. 3).

DISCUSSION

The present study demonstrated that induced periodontal disease, confirmed by
radiographic histological analysis, decreases the insulin signaling in rats by reducing the
pp185 tyrosine phosphorylation status (IRS-1/IRS-2) in the gastrocnemius muscle and white
adipose tissue, after insulin stimulus (Western Blotting analysis). Although the Western
analysis had been previously considered a semi-quantitative method, mainly because it does

not provide a true quantity of the protein (ug of protein), the method is now considered very
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sensitive for quantification, since calibration of changes in densitometric values has been
extensively reported, and linear regression analysis has confirmed excellent values of r2.*

It is known that IRS-1 and IRS-2 tyrosine phosphorylation cause the insulin signal to
increase. On the other hand, serine phosphorylation of these substrates attenuates the signal by
decreasing the tyrosine phosphorylation capacity of the insulin receptor and its substrate, after
insulin stimulus.™ It has been recently demonstrated that TNF-a. acts in the insulin signaling
pathway, activating the SK6 (p70S6k- a serine kinase). This kinase directly phosphorylates
the IRS-1 on multiple serine residues to inhibit insulin signaling.?* Thus, the insulin signal
alteration observed in PD rats could be due to an increase of inflammatory mediators in the
plasma, such as TNF-a, induced by the periodontal disease. Under no insulin stimulus
(baseline), the present study showed a decrease in pp185 tyrosine phosphorylation only in
WAT of PD rats compared to control. This result may have great importance in decreased
insulin signaling. It is known that this tissue can provide significant amount of macrophages
and this cell can secrete TNF-alpha that causes a change in insulin signal.*> 2> %

Chronic periodontitis is associated with the elevation of serum TNF-a levels in rats® as
well as in individuals with T2DM. Interestingly, it has been demonstrated that the higher the
severity of periodontal disease, the higher the plasma TNF-o concentration.?” The present
study has also demonstrated an increase of TNF-o plasmatic concentration in PD rats
compared to control. Recent studies have shown that periodontal treatment in both T2DM and
systemically healthy patients reduces serum TNF-a levels,"® 2 IL-6, and glycosylated
hemoglobin.? The systemic effect of periodontal disease in rats is reinforced by studies that
demonstrated that diabetic rats with periodontal disease are more glucose intolerant than
diabetic rats without periodontitis. In addition, periodontal disease is associated with the
increase of free fatty acids in non-diabetic rats.*®

It is very well established that comparison of aging peculiarities in animals with
different species-specific life spans can not be done only based on chronobiological data of
their average life expectancy, but must consider ontobiological changes of the species.®® In the
ontobiological concern, we would like to point out that male rats (laboratory strains such as
Sprague-Dawley and Wistar) have been reported to achieve sexual maturity at 45-55 days™,
whereas male humans achieve the Tanner V stage (complete sexual maturity) at 17 years of
age.*? Considering the above, a three-month old rat is considered an adult. We didn’t use
older rats or Zucker diabetic Sprague-Dawley (ZDSD) that show an obese phenotype and the
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potential to develop overt hyperglycemia between15 and 21 wk of age®® because they show
insulin resistance. We aimed at knowing whether periodontitis causes insulin resistance and
alteration in insulin signal in normal rats. Therefore, the aim of the study was not to verify if
periodontal disease could worsen the insulin resistance in older or diabetic rats, but to check if
periodontitis could cause insulin resistance in a healthy adult rat.

The literature demonstrates that people with moderate and severe periodontal disease
present high glycemia levels when compared to people with adequate periodontal health.** In
the present study, there was no glycemia increase in PD rats (Table 2). Periodontal disease is
also associated with reduced insulin sensitivity in non-diabetic individuals aged 30 to 49,
however this association is not observed in older individuals.*> The results of the present
study demonstrate that insulin sensitivity, measured by the glucose disappearance rate (Kix)
during the 16 min ITT, was reduced in PD rats compared to control rats (Table 2). It’s known
that the smaller the KITT value, the greater the insulin resistance is, because when the value
of KITT is low, it entails that the cell sensitivity to insulin is impaired. As consequence, the
glucose disappearance rate after insulin injection is low."

No insulin signal alteration was observed in the liver (Fig. 3.F). These results are in
agreement with Chiba et al.,*® who verified a reduced pp185 phosphorylation status in the
muscle, but not in the liver in an experimental model involving fluoride. This result may
explain the absence of glycemia alteration in PD rats even with reduced pp185

phosphorylation status in muscle and adipose tissues. Interestingly, Cho et al.*’

suggest that
the liver may compensate for insulin resistance found in the adipose and muscle tissues to
prevent hyperglycemia.

In the literature there are basically two ways to perform the tyrosine phosphorylation of
insulin receptor substrate. In some studies, the tissues are removed from different rats after
insulin or saline injection to verify basal and insulin stimulated tyrosine phosphorylation®*°
and other studies analyze it through the tissue samples that are taken before and after insulin
injection in the same rat.'® *® 3 We chose to remove the tissue samples before and after
insulin injection in the same rat to avoid excessive and unnecessary use of rats and we
observed no difference between double biopsy control, i.e, between the "control without
insulin™ (baseline), in which tissue samples were taken before and after insulin injection and
the "control without insulin” (baseline), in which only saline was injected to take sample

tissues. After insulin injection there is no difference in tyrosine phosphorylation status either.
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The reduced insulin sensitivity and insulin signaling in PD rats evidenced by the
present study is likely to be due to the plasmatic elevation of TNF-a level. The interlink
between poor oral and systemic health is important, as in PD rats there is a decrease in insulin
signal and insulin sensitivity. These alterations are present in Type 2 diabetes mellitus®® and
periodontitis is one known complication of this disease.

CONCLUSION

Periodontal disease is able to cause alterations in both insulin signaling and insulin
sensitivity, probably due to the elevation of TNF-a plasmatic concentration. Thus, the present
results emphasize the importance of preventing local inflammatory diseases such as
periodontal disease, aiming to prevent diabetes mellitus.
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Table 1. Alveolar Bone Destruction

CN (mean £ SEM)  PD (mean + SEM)

Bone loss (mm) 0.58 £ 0.03* 1.46 +0.05
Bone suport (%) 56.95 + 0.44* 45.01 +£0.90

*p < 0.0001 for CN versus PD animals.

Table 2. Glycemia and TNF-a plasmatic concentration and Glucose disappearance rate (Kitt)
of control group rats (CN) and periodontal disease rats (PD)

Parameters CN (mean+ SEM) PD (mean = SEM)
glycemia (mg/dl) (n=10) 105.2 £ 3.426 109.5+£3.371
TNF-a (pg/ml) (n = 10) 8.62+0.21 937+0.15*
Glucose disappearance rate (Kitt) (n=7) 2.81+0.25 187+0.18*

*p < 0.01 for CN versus PD animals.
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Figure 1- Digital X-ray mandible images and periodontal tissues photomicrographs obtained from
experimental animals. In A, radiographic images showing normal alveolar bone and in B, loss bone
in interproximal and interradicular regions (white arrowhead) 28 days after ligature-induced
periodontitis. Loss bone was measured by cementum enamel junction to alveolar bone crest
distance (white line). In C, histological characteristics from control animal (nonligated) showing
epithelium layer of regular thickness, dense connective tissue with low inflammatory infiltrate and
regular bone crest surface. In D, histological characteristics after ligature placement demonstrating
loss of gingival papilla, increase of thickness of the epithelial layer, inflammatory infiltrate more
intense in connective tissue, besides irregularity of bone crest surface. In E, photomicrographs
showing interradicular region in control and in F, loss bone (asterisk) clearly observed in the
ligature group. Abbreviations and symbols: ABC, alveolar bone crest; CEJ, cementum enamel
junction; d, dentin; PL, periodontal ligament; IR, interradicular region; black arrowhead,

cementum.
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Figure 2 — Intravenous insulin tolerance test in control and
PD groups. The blood samples were collected at the times
of 0 (basal), 4, 8, 12, 16 minutes, after insulin injection.

The values of glycemias are presented as meantSEM,

n=7.*p<0.05 compared to control.
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Figure 3 — Evaluation of pp185 (IRS-1/IRS-2) tyrosine phosphorylation status before (-) and
after (+) insulin stimulus in gastrocnemius muscle (A,B), in periepididymal white adipose
tissue (C,D) and in liver (E,F) of control (CN) and periodontal disease (PD) rats. A, C and E
show typical autoradiography, where similar quantities of protein (185 pg) were submitted to
SDS-PAGE. B-actin was used as control. B, D and F show tyrosine phosphorylation status
values (expressed in arbitrary units) which are presented as means + SEM, n=7. *p<0.05 for
insulin (-) versus insulin (+); 'p<0.05 for CN (+) versus PD (+); tp< 0.05 for CN (-) versus

PD ().
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