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MOTA, M.S.0. Efeito da atividade fisica na sensibilidade a insulina e no sinal insulinico em
ratos com doenca periodontal. 2014. 104 f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de

Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2014.
RESUMO

Estudos tém demonstrado que existe uma correlagdao entre diabetes mellitus (DM) e doenca
periodontal (DP) de tal maneira que pessoas com DM apresentam uma maior prevaléncia e
severidade da doencga periodontal, quando comparadas com pessoas saudaveis. Ademais,
verifica-se também que entre pessoas com DP, hd uma maior incidéncia de diabetes.
Estudos anteriores do nosso laboratério demonstraram que a DP induz altera¢do no sinal
insulinico e resisténcia a insulina. Vdrios estudos evidenciaram que o exercicio fisico
promove melhora na sensibilidade a insulina. Sabendo-se que a DP reduz a sensibilidade
insulinica e o sinal insulinico, este trabalho procurou averiguar se o exercicio fisico consegue
reverter ou melhorar esse quadro em ratos com DP. Portanto, foram avaliados em ratos com
DP, submetidos ou ndo ao exercicio: 1) sensibilidade a insulina; 2) glicemia, insulinemia; 3)
concentracdo plasmatica de TNF-a e IL-6; 4) colesterolemia e trigliceridemia; e 5) grau de
fosforilagdo em tirosina e serina do substrato do receptor de insulina pp185 (IRS-1/IRS-2).
Para tanto, 80 ratos Wistar (2 meses de idade) foram distribuidos em quatro grupos: 1)
grupo controle sedentdrio sem DP (CNS); 2) grupo controle exercitado sem DP (CNEx); 3)
grupo sedentdrio com DP (DPS); 4) grupo exercitado com doenca periodontal (DPEx). Nos
grupos com DP, esta doenca foi induzida por meio da ligadura com fio de seda ao redor do
12 molar inferior. Apds a colocacdo da ligadura foram avaliadas, trés vezes por semana, a
ingestdo de racdo e, uma vez por semana, o peso corporal dos ratos. No vigésimo oitavo dia
apods a inducdo da doenca foi iniciado o treinamento resistido. Apds 12 semanas de
treinamento fisico, os experimentos foram realizados. A analise estatistica foi realizada pela
andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey. O nivel de significancia adotado foi
de 5%. Nao foi observada diferenca significativa na glicemia dos grupos estudados. O grupo
DPS apresentou maior insulinemia quando comparado aos grupos CNS, CNEx e DPEx. O
grupo DPS apresentou maior resisténcia a insulina e maior concentra¢ao de TNF-a quando
comparado aos demais grupos. Nao houve diferenca na concentracdo plasmatica de IL-6, na
colesterolemia e trigliceridemia. O grupo DPS apresentou menor grau de fosforilagdio em

tirosina da pp185 em tecidos muscular e adiposo, no entanto, ndo houve diferenga no tecido



hepatico. Ndo foi observada diferenca no grau de fosforilacdo em serina da pp185. Assim,
observou-se que o exercicio fisico promoveu diminui¢cdo da insulinemia, da concentracao
plasmatica de TNF-a, melhora da resisténcia insulinica e do sinal insulinico de ratos com

doenca periodontal

Palavras-chave: Periodontite. Resisténcia a insulina. Diabetes Mellitus. Inflamacdo. Proteinas

substratos do receptor de insulina. Exercicio.



MOTA, M.S.O. Effect of physical activity in insulin sensitivity and insulin signaling of rats
with periodontal disease. 2014. 104 f. Dissertacao (Mestrado) — Faculdade de Odontologia,

Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2014.
ABSTRACT

Studies have shown that there is a correlation between Diabetes Mellitus (DM) and
Periodontal Disease (PD) in a way that people with DM present higher prevalence and
severity of PD, when compared with healthy people. It is also observed that among people
with PD there is an increased prevalence of Diabetes. Previous studies in our laboratory
showed that PD induces alterations in insulin signaling and insulin resistence. Several studies
showed that exercise can promote improvements in insulin sensitivity. Knowing that DP
reduces insulin sensitivity and signaling, this study investigated if physical exercise can revert
or improve this condition in rats with PD. Therefore, it was assessed in rats with PD
submitted or not to exercise: 1) insulin sensitivity; 2) glycemia, insulinemia; 3) TNF-a and IL-6
plasma levels; 4) cholesterolemia and triglyceridemia; 5) insulin receptor substrate pp185
(IRS-1/IRS-2) tyrosine and serine phosphorylation status. Therefore, 80 male Wistar rats
(two-month-old) were distributed into four groups: 1) sedentary control group without PD
(CNS); 2) exercised control group without PD (CNEx); 3) sedentary group with PD (DPS); 4)
exercised group with PD (DPEx). In those groups with PD, the disease was induced by ligating
silk thread on the lower first molars. After that, it was assessed food ingestion (three times a
week) and body weight (once a week) of rats in all groups. In the 28th day after the disease
induction, the resistance training began. After 12 weeks of training, the experiments were
performed. Statistical analysis was performed by analysis of variance (ANOVA) followed by
Tukey's test. Significance value adopted was of 5%. No significant difference was observed in

glycemia of the studied groups. DPS had higher insulin levels when compared to CNS, CNEx



and DPEX. DPS showed increased insulin resistance and higher concentration of TNF-a when
compared to the other groups. There was no difference in plasma IL-6, in blood cholesterol
and triglycerides. DPS had decreased levels of tyrosine phosphorylation of pp185 in muscle
and adipose tissues, however, there was no difference in liver tissue. No difference in serine
phosphorylation status was observed in pp185. Thus, it was observed that physical exercise
caused a decrease in serum insulin, plasma concentrations of TNF-a, improved insulin

resistance and insulin signaling in rats with periodontal disease.

Keywords: Periodontitis. Insulin resistance. Diabetes Mellitus. Inflammation. Insulin receptor

substrate proteins. Exercise.
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Figura 5

1/IRS-2) antes (-) e apds (+) o estimulo insulinico em figado (A,
B), musculo gastrocnémio (C,D) e tecido adiposo branco
periepididimal (E, F) dos grupos controle sedentdrio (CNS),
controle exercitado (CNEx), doenca periodontal sedentario
(DPS) e doenca periodontal exercitado (DPEx). Em A, C e E
autorradiografia tipica: quantidades iguais de proteina foram
submetidas a SDS-PAGE (185 pg). GAPDH foi utilizado como
controle. Em B, D e F, valores do grau de fosforilagio em
tirosina da pp185, expressos em unidades arbitrdrias, sdo
apresentados como média + EPM, n=6. *p<0,05 insulina (-) vs.

insulina (+); Tp<0,05 DPS (+) vs. CNS (+), CNEx (+) e DPEx (+).

Avaliacdo do grau de fosforilacdo em serina do IRS-1 (Ser 307)
antes (-) e apds (+) o estimulo insulinico em figado (A, B),
musculo gastrocnémio (C,D) e tecido adiposo branco
periepididimal (E, F) dos grupos CNS, CNEx, DPS e DPEx. Em A,
C e E autorradiografia tipica: quantidades iguais de proteina
foram submetidas a SDS-PAGE (185 pg). GAPDH foi utilizado
como controle. Em B, D e F, valores do grau de fosforilacdo em
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1 INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) é considerado pela Organizacdo Mundial de Saude e pela
Federagao Internacional de Diabetes como uma epidemia global, atingindo 382 milhdes de
pessoas no mundo (8,3% da populacdo de adultos), e no Brasil, alcancando 9,04% da
populacdo na faixa etdria entre 20 e 79 anos (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION,
2013). Somado a isto, estima-se que existam cerca 175 milhdes de casos ndo diagnosticados
de diabetes no mundo (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2013).

Estudos apontam que a prevaléncia dos casos de diabetes tanto no Brasil como na
populacdo mundial segue aumentando. Isto ocorre devido ao aumento e envelhecimento
das populagdes, a urbanizacdao e as mudancas de estilo de vida que esta acarreta, o que se
reflete em uma maior prevaléncia de obesidade e sedentarismo. Desta forma, estima-se que
de 2010 até 2030 ocorra um aumento de 54% no numero de individuos diabéticos em todo o
mundo, atingindo um total superior a 430 milhdes de casos, enquanto que no Brasil, este
valor sera superior a 12 milhdes (SHAW et al., 2010).

Conceitua-se o DM como um grupo de doencas metabdlicas caracterizadas pela
presenca de hiperglicemia resultante de defeitos na secrecdo de insulina, em sua agdo ou
ambas, ocasionando modificacdes no metabolismo de proteinas, lipidios, sais minerais e,
principalmente, carboidratos, além de estar associada a danos a longo prazo, como
disfuncao e faléncia de diferentes drgaos, especialmente olhos, rins, nervos, coracao e vasos
sanguineos (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014).

O DM é classificado em dois tipos principais: 1) tipo 1 (DM1), associado a absoluta
deficiéncia de insulina pancreatica; 2) tipo 2 (DM2), relacionado aos disturbios de acdo e
secrecao de insulina, afetando principalmente individuos obesos; uma vez que a obesidade
confere resisténcia a acao periférica da insulina (GROSSI; GENCO, 1998). O DM1 representa
cerca de 5-10% dos casos de diabetes e é causado, normalmente, pela destruicdo autoimune
das células-B pancredticas, responsaveis pela produgao e secre¢do de insulina. Ja o DM2, que
representa de 90 a 95% dos casos, engloba individuos com resisténcia insulinica e,
progressivamente, relativa deficiéncia de insulina (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION,
2014).
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Com a progressao do diabetes, o individuo desenvolve complicagbes sistémicas
como: alteracdo no metabolismo de proteinas, baixos niveis de colesterol HDL, altos niveis
de triglicérides, microangiopatia, neuropatia, nefropatia, doencas macrovasculares, aumento
do tempo de cicatrizagdo de feridas e risco de infec¢do (;; BORGGREVE et al. 2003, ELNER et
al., 1995; JENSEN; DECKERT, 1992; LIBMAN et al.,1993; LOE, 1993; PATTERSON; ANDRIOLE,
1997; TAYLOR et al., 1998; VLASSARA; PALACE, 2002).

Varios mecanismos tém sido sugeridos para o aumento da suscetibilidade a infec¢ado
em pacientes com diabetes, incluindo impedimento quimiotdtico, fagocitico e microbicida
das células envolvidas na resposta imune (DRACHMAN et al., 1966; MOWAT; BAUM., 1971;
PICKUP; CROOK., 1998; SIMA et al., 1988). Assim, existem quadros infecciosos quase
exclusivos do paciente com DM, tais como, abscesso perinefrético, pielonefrite
enfisematosa, otite externa invasiva maligna, mucormicose rinocerebral e colecistite
enfisematosa. Ha ainda uma maior incidéncia de infec¢des no trato respiratério, no trato
urinario, em tecidos moles (como a celulite, abscessos, erisipelas, fasceitenecrosante e
piomiosite) e doenca periodontal (ROCHA et al., 2002).

Doenca periodontal (DP) é um nome genérico que engloba uma série de alteracoes
patoldgicas que ocorrem no periodonto, e embora existam inumeras classificagdes, elas
podem ser organizadas em dois grandes grupos: gengivite e periodontite. Na gengivite,
apenas o tecido gengival estd alterado. Na periodontite, além dos tecidos moles, os tecidos
duros como 0ssos, cemento e ligamento sdo alterados (LOURO et al., 2001).

Esta patologia trata-se de uma doenca inflamatéria cronica causada por
microorganismos que acomete adultos, com incidéncia maior em idosos (URIZA et al., 2011),
caracterizada pela destruicdo progressiva dos tecidos de suporte ao dente, podendo levar a
perda de dentes, sendo, portanto, um importante assunto de saude publica (KUMAR et al.,
2014).

Nos dias atuais, ha certo consenso dentro da drea odontolégica no que diz respeito
ao fato de que infecgdes cronicas nos dentes e em seus periodontos, mesmo que nao
tragam qualquer desconforto ao paciente, tém grande potencial de progredir para lesdes
insidiosas, eventualmente fatais. Diversas evidéncias tém levado a considerar as condicdes
bucais ndo mais de maneira isolada, mas em suas relagdes com o corpo humano (COLLINS et
al., 1994; LUNARDELLI et al., 2005; QURESHI et al., 2005). Este posicionamento também é

valido para as periodontopatias, que tém sido apontadas por diversos estudos como fator de



21

risco para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares, acidentes vasculares cerebrais,
pneumonias e o préprio diabetes mellitus (QURESHI et al., 2005; IACOPINO et al., 2000).

Os patdgenos periodontais afetam as respostas inflamatdrias locais e sistémica. A
resposta inflamatdria local a estas bactérias ou produtos bacterianos é caracterizada pela
infiltracdo dos tecidos periodontais por células inflamatdrias, como neutréfilos
polimorfonucleares, macréfagos e linfécitos (NOACK et al., 2001). Posteriormente, células
como macréfagos ativados liberam, citocinas pro-inflamatérias como prostaglandinas,
interleucina 1 e o fator de necrose tumoral-a (TNF-a) (SHAPIRA et al., 1994). Estas citocinas
produzidas localmente podem ativar hepatécitos que passam a produzir proteinas de fase
aguda, como proteina C reativa, um marcador de inflamacdo sistémica (KAUR et al., 2014;
PEPYS; HIRSCHFIELD, 2003). Assim, a interrelacdo entre um processo inflamatdrio localizado,
como é a doenca periodontal, e problemas sistémicos ocorre devido ao fato da DP promover
aumento de citocinas na circulagdo sanguinea, tais como proteina C reativa, Interleucina-6
(IL-6) e TNF-a, ocasionando assim uma inflamacdo sistémica; e estas citocinas estdo
relacionadas com o desenvolvimento de resisténcia a insulina e incidéncia de diabetes
mellitus (CULLINAN; SEYMOUR, 2013). Uma evidéncia desta relacdo foi encontrada por
Munenaga et al. (2013) que realizaram um estudo no qual individuos diabéticos com doenca
periodontal receberam um tratamento com aplicacdo todpica de antibidtico. Estes
pesquisadores verificaram que os individuos que apresentavam uma leve inflamacao
sistémica decorrente da periodontite (sendo esta inflamacdo avaliada através da
concentracdo de proteina C reativa ultra sensivel) e que receberam o tratamento com
antibiético apresentaram melhora nos valores de hemoglobina glicada A1C (HbA1C), o que
demonstra um melhor controle glicémico.

Estudos demonstram que a doenca periodontal esta relacionada ao DM2 e a
resisténcia a insulina de uma maneira bidirecional, ou seja, pacientes diabéticos apresentam
uma maior severidade da doenca periodontal e pacientes com DP apresentam maiores
problemas no controle glicémico, aumentando o risco da patogénese do diabetes e de suas
complicacdes (ALMEIDA et al, 2006; ARORA et al., 2014; TAYLOR; BORGNAKKE, 2008;
WATANABE et al., 2008).

Um levantamento realizado por Demmer et al. (2008), do NHANES Il (Nacional
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. Observou-se
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neste estudo que participantes com doenca periodontal tiveram um aumento de duas vezes
na incidéncia de diabetes.

Uma andlise do NHANES Il demonstrou que uma situacao glicémica ndo controlada
em pacientes com diabetes tipo 2 estd associada a uma maior severidade de periodontite
(TSAI et al.,, 2002). Pessoas com doenca periodontal severa e moderada, por sua vez,
apresentaram niveis elevados de glicemia quando comparados a individuos com saude
periodontal adequada (KATZ, 2001). Um estudo piloto demonstrou que individuos diabéticos
apresentam quadro de periodontite severa quatro vezes maior que individuos nao
diabéticos (ALMAS et al., 2001).

Estudos realizados por Engebreston e colaboradores (2007) demonstraram a
existéncia de uma relagdo entre doenca periodontal e TNF-a em pacientes diabéticos (tipo
2), nos quais individuos com periodontite severa apresentaram maior concentracao
plasmatica desta citocina quando comparados com aqueles cuja periodontite era moderada.
Endo et al. (2009) observaram maior concentracdo de RNAm de TNF-a e proteina C-reativa
(CRP) no figado e de CRP e IL-6 em tecido adiposo branco de ratos obesos com doenca
periodontal. Estes mesmos pesquisadores demonstraram também que ratos magros com
periodontite apresentavam maior concentracdo de TNF-a que ratos magros sem
periodontite.

Encontra-se na literatura diversos estudos que relacionam TNF-a a modelos de
resisténcia a insulina. Lang e colaboradores (1992) demonstraram que a administracao
cronica de TNF-a em animais foi capaz de induzir um estado de resisténcia insulinica,
demonstrando a relacdo entre esta citocina (presente em individuos com doencas
inflamatdrias) e a sensibilidade a insulina.

Hotamisligil et al. (1993) encontraram concentracdes elevadas de TNF-a no tecido
adiposo de ratos e humanos obesos (HOTAMISLIGIL et al., 1995). Ao neutralizar os efeitos do
TNF-a, observou-se maior captacdo periférica de glicose, ou seja, mostrou-se mais uma vez a
relacdo entre esta citocina e a sensibilidade insulinica (HOTAMISLIGIL et al., 1993).

De fato, esta relagdo entre TNF-a e resisténcia a insulina foi comprovada por
trabalhos que demonstraram que o tratamento com TNF-a causou diminuicdo da
fosforilacdo do receptor de insulina e do IRS-1 in vivo (FEINSTEIN et al., 1993) e em cultura
celular de adipdcitos, além de diminuicdo na captacdo de glicose (HOTAMISLIGIL et al.,

1994a). Esta reduc¢do da fosforilagdo em tirosina do IRS-1 pode ser devido a uma maior taxa
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de fosforilacdo em serina deste substrato (KANETY et al.,, 1995). Por outro lado, a
neutralizacdo do TNF-a através de anticorpo especifico ocasionou melhora na fosforilacao
em tirosina estimulada por insulina tanto do IR quanto do IRS-1 em musculo e tecido
adiposo de ratos e também causou reducao da concentracao plasmatica de insulina que se
encontra elevada nos casos de resisténcia insulinica (HOTAMISLIGIL et al., 1994b). Além
disso, camundongos obesos geneticamente modificados que ndo apresentavam TNF-a ndo
apresentaram resisténcia insulinica, ao contrario dos animais selvagens (UYSAL et al., 1997).

Estudos realizados com ratos em nosso laboratério demonstraram que a DP causa
resisténcia a insulina e alteragdes no sinal insulinico, provavelmente devido ao aumento da
concentracdo de mediadores inflamatérios, como o TNF-a (COLOMBO et al., 2012).

A infeccdo periodontal, condicionada por células fagocitarias como mondcitos, pode
induzir a um estado cronico de resisténcia a insulina, contribuindo para o ciclo de
hiperglicemia. A hiperglicemia ocasiona uma glicacdao ndao enzimatica de proteinas e lipidios,
formando assim os produtos finais de glicacdo avancada (AGEs — advanced glycation end
products) (AMIR et al., 2011). O acumulo de AGEs aumenta a trilha classica da destruicdo
tecidual, resultando em doenca periodontal mais grave e em maior dificuldade de controlar
a glicemia do diabético. (SCANNAPIECO, 2004), além de contribuir para uma cascata pro-
inflamatéria, promovendo a producdo de citocinas como TNF-a e IL-6 por macréfagos e
estimulando a secrecdo hepatica de proteinas de fase aguda (LIN, 2006; MARCHETTI et al.,
2012). De fato, a restricdo de AGEs na dieta de individuos diabéticos ocasionou diminuicdo
da concentracdo de TNF-o (LUEVANO-CONTERAS et al., 2013).

Estudos posteriores que buscaram investigar as vias de sinalizacdo intracelular
ativadas por processos inflamatérios promoveram avanc¢os no entendimento da relacdo
entre citocinas pro-inflamatdrias e a resisténcia a insulina. Citocinas pro-inflamatdrias, como
o TNF-a e IL-1 sdo capazes de ativar as vias da c-Jun amino-terminal kinase (JNK) e do IkB
kinase B/fator nuclear kB (IKKB/NF-kB) por meio da interacdo com receptores especificos
presentes na membrana plasmatica e, assim, promover uma cascata de sinalizagdo
intracelular que culmina na resisténcia a insulina (SHOELSON et al., 2006).

JNK é um grupo de serina/treonina quinases (JNK-1, 2 e 3) pertencentes a familia da
MAPK que sdo responsaveis pela regulacdo de diversas atividades no desenvolvimento e
funcdo celular. Esta regulacdo se dd, em grande parte, devido a sua habilidade de controlar a

transcricdo de genes especificos por meio das proteinas ativadoras- 1 (AP-1) (WELLEN;
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HOTAMISLIGIL, 2005). O AP-1 é um fator de transcricdo que, quando ativado, promove a
expressao de genes relacionados a imunidade inata (BENNET et al., 2003).

O fator nuclear kB (NF-kB) é um fator de transcricdo que regula a expressdo de
diversos genes envolvidos em inUmeros processos como respostas inflamatdrias e imunes,
crescimento e desenvolvimento celular. Na auséncia de um estimulo ativador, o NF-kB
encontra-se ligado a uma proteina inibidora, o IkB. Desta maneira, o complexo NF-kB/ IkB
permanece no citosol e, portanto, na sua forma inativa. O estimulo da célula pelo TNF-a
ocasiona uma via de sinalizacdo que leva a ativacdo da subunidade B do complexo da IkB
quinase (IKK), que, por sua vez, fosforila o IkB em dois residuos de serina N-terminais. O IkB
fosforilado é reconhecido pelo maquindrio ubiquitina ligase, o que leva a sua
poliubiquitinacdo e subsequente degradacao. Desta forma, os dimeros de NF-kB passam a
ficar livres e translocam-se para o nucleo, onde ligam-se ao DNA em sequéncias especificas
da regido promotora de genes-alvo, promovendo a transcricdo de genes relacionados a
resisténcia a insulina (NAPETSCHNIG; WU, 2013).

JNK1 e IKKB contribuem para a resisténcia a insulina por meio de diversos
mecanismos, dentre os quais, a fosforilacdo em serina dos IRS1 e 2. Embora tenha sido
demonstrado que o IKKB seja capaz de fosforilar IRS1 em vdrios residuos de serina (GAO et
al., 2002), ainda ndo esta claro o quanto esta fosforilacdo pode contribuir para a resisténcia
a insulina, uma vez que o IKKB parece exercer seus efeitos principalmente através do NF-kB.
Para o JNK1, no entanto, existe uma forte correlagdo entre sua ativacao e a fosforilagdo em
serina/treonina dos IRS1 e 2. Outro mecanismo através do qual JNK1 e IKKB promovem
resisténcia a insulina é por meio da inducdo da expressao de genes de citocinas pro-
inflamatdrias em diferentes tipos celulares, especialmente em macrofagos (SOLINAS; KARIN,
2010). Evidéncias do envolvimento destas quinases na etiologia da resisténcia a insulina
podem ser observadas em estudos em que se verificou que a neutralizacdo ou auséncia de
JNK e IKKB promoveram melhora da resisténcia a insulina e diminui¢do da expressao de
citocinas pro-inflamatdrias (ARKAN et al., 2005; SABIO et al., 2014).

A insulina exerce seu efeito pela da ligagdo a um receptor especifico na membrana
plasmatica. O receptor de insulina é uma glicoproteina heterotetramérica constituido por
duas subunidades alfa e duas subunidades beta, ligadas por pontes de dissulfeto (KASUGA et

al., 1982a). A subunidade alfa é inteiramente extracelular, com peso molecular de 135 kDa, e
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contém o sitio de ligacdo da insulina. A subunidade beta é uma proteina transmembranica
(95 kDa) responsavel pela transdugao do sinal insulinico (KASUGA et al., 1982a, 1982b).

Kasuga et al. (1982b, 1982c) descreveram que a subunidade beta do receptor de
insulina é uma proteina quinase, estimulada pela insulina, sendo capaz de autofosforilar-se e
de fosforilar outros substratos em aminodcidos tirosina. Essa atividade do receptor de
insulina é importante para a acao insulinica (EBINA et al., 1987). O receptor, uma vez
fosforilado em decorréncia de sua ativacdo por insulina, passa a fosforilar substratos
intracitoplasmaticos, como por exemplo, a pp185. Este foi o primeiro substrato do receptor
de insulina estudado, com peso molecular de aproximadamente 185 kDa (WHITE et al.,
1985). Sun et al. (1991) observaram que em células transfectadas com o receptor de insulina
humano hd um expressivo aumento da fosforilagdo em tirosina da pp185, coincidindo com
aumento da acdo insulinica.

Em 1991, Sun e colaboradores clonaram a pp185 e denominaram-na de substrato 1
do receptor de insulina (IRS-1) e, apds trés anos, demonstrou-se que outra proteina também
migrava na altura da banda desta proteina, que serd denominada de IRS-2 (ARAKI et al.,
1994; SUN et al., 1995; TAMEMOTO et al., 1994). Quando o IRS-1 e o IRS-2 estdo fosforilados
em tirosina, podem interagir com proteinas contendo a por¢dao SH2 e ativa-las. Entre essas
proteinas estd uma enzima, a fosfatidilinositol 3-quinase (Pl 3-k). Alessi et al. (1997)
demonstraram que esta proteina ativada pode induzir a ativacdo de outras proteinas como 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 (BELLACOSA et al., 1998;
KOHN et al., 1996). A ativacdo desta proteina é essencial para sintese de glicogénio (CROSS
et al.,, 1995), acdo antiapoptética (FRANKE et al., 1997), regulacdo da sintese lipidica
(KITAMURA et al., 1999), sintese de proteinas (HAJDUCH et al., 1998), regulacdo da
expressao génica (VANHAESEBROECK; ALESSI 2000) e transporte de glicose estimulado pela
insulina (WANG et al., 1999). Outras proteinas da mesma familia do IRS-1, como o IRS-3 e
IRS-4 podem também estimular o transporte de glicose (ZHOU et al., 1999). Cai et al. (2003)
descobriram dois novos substratos do receptor de insulina, o IRS-5 e IRS-6.

Buren et al. (2003) demonstraram que altos niveis de insulina e glicose em longo
prazo, particularmente em combinacdo, podem produzir, dentro de 24h de cultura de

células adiposas de ratos, intensas alteragdes na capacidade de captacao de glicose, no
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contetdo de IRS-1/2 e de proteina transportadora de glicose GLUT4 e na fosforilagcdo da
proteina kinase B (PKB) induzida pela insulina.

Em suma, a acdo insulinica envolve uma seqliéncia de interaces covalentes e nao
covalentes centralizadas, em primeiro nivel, nos IRSs. A ligacdo da insulina ao seu receptor,
na superficie celular, determina a fosforilacdo em tirosina destes substratos. Estes servem,
entdo, como proteinas ancoradouras para vdrias enzimas intracelulares e adaptadores
moleculares. Tais ligacGes determinam multiplos sinais na cascata da acdo insulinica, que
contribuirdo para determinar a multiplicidade dos efeitos bioldgicos finais (Figura 1).
Portanto, os estudos que investigam alteracdes do mecanismo de a¢do de insulina presentes
na resisténcia a insulina representam um passo importante na busca de mecanismos

preventivos e ou curativo para o diabetes mellitus.

Figura 1 - As vias de sinalizacdo insulinica. O receptor de insulina é uma tirosina quinase que
se autofosforila e catalisa a fosforilacdo de proteinas intracelulares como as proteinas IRS,
Shc e Cbl. Apds a fosforilagdo essas proteinas se ligam a outras moléculas de sinalizacdo por
meio de seus dominios SH2, resultando na ativacado de vias de sinalizacao intracelular como
a via da PI 3-quinase, a cascata da MAPK e a ativacdo do TC10 via CAP/Cbl. Essas vias
regulam o transporte de glicose, a sintese de glicogénio, lipideos e proteinas, coordenando e
integrando o metabolismo intermediario (CARVALHEIRA et al., 2002).
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Estudos epidemioldgicos tém proporcionado evidéncias de que o nivel de atividade

fisica esta associado com a incidéncia de DM2, mostrando que um programa de exercicio
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regular pode reduzir o risco de desenvolvimento deste tipo de diabetes (BORGHOUTS;
KEIZER, 2000; MANSON et al., 1991).

Trabalhos de intervencdo e epidemioldgico tém demonstrado que mudangas no
estilo de vida, adotando-se novos habitos alimentares e pratica regular de atividade fisica,
diminuem a incidéncia de diabetes do tipo 2 em individuos com intolerdncia a glicose.
Geralmente tem sido recomendada a realizacdao de exercicios aerdbios para individuos com
diabetes do tipo 2. No entanto, recentes estudos tém demonstrado que o exercicio resistido
também é benéfico no controle glicdmico de diabéticos do tipo 2 (CIOLAC; GUIMARAES,
2004).

O exercicio fisico que desencadeia contracdes musculares contra alguma forma de
resisténcia externa, geralmente pesos, recebe as denominagdes de: treinamento com pesos,
de forca, contra-resisténcia e resistido. O treinamento resistido (TR), quando praticado com
regularidade, pode aumentar a forca muscular com positivas repercussdes na protecao
contra as quedas, além do eficiente estimulo para o aumento da massa éssea, influenciando
fatores de risco relacionados com osteoporose (JOVINE et al., 2006).

Nuutila et al. (1994) em um estudo transversal conduzido em humanos, observou
que atletas apresentam menores niveis de insulina e maior sensibilidade a insulina quando
comparados a seus congéneres sedentdrios. Pesquisas demonstram que atletas masteres
(idade acima dos 60 anos) que realizam exercicios regularmente podem prevenir a
deterioracdo da tolerancia a glicose e da sensibilidade a insulina associada ao
envelhecimento (ROGERS et al., 1990; SEALS et al., 1984).

O efeito do exercicio fisico sobre a sensibilidade a insulina tem sido demonstrado em
diversos estudos. Burstein et al. (1985) avaliaram o efeito do treinamento aerdbico e do
destreinamento sobre a captacao da glicose estimulada por insulina; e observaram que a
taxa de depuracdo metabdlica de glicose, medida pela técnica do clamp euglicémico, foi
significativamente maior em individuos treinados (15,6 + 1,8 ml/ kg/ min), 12 horas apds a
sessdo de exercicio, em comparagdo ao grupo controle (7,8 + 1,2 ml/ kg/ min) composto por
individuos ndo treinados. Neste estudo também foi verificado que quando os individuos
treinados abstiveram-se do treinamento fisico por 60 horas, a taxa de depuracdo metabdlica
de glicose diminuiu para 10,1 + 1,0 ml / kg / min, e ainda para 8,5 + 0,5 ml / kg / min apds 7

dias de destreinamento.
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Mikines et al. (1988) estudaram o efeito do exercicio fisico agudo na sensibilidade a
insulina e na capacidade de resposta da captacao de glicose. Sete homens nao treinados
foram submetidos a avaliacdes pela técnica do clamp euglicémico hiperinsulinémico em trés
situacdes: 1) apds 1 hora de repouso; 2) imediatamente apds o exercicio; 3) 48 horas apds
60 minutos de exercicio cicloergbmetro; e constataram que a captacao de glicose mediada
por insulina avaliada imediatamente apds o exercicio e 48 horas apdés 60 minutos de
exercicio cicloergbmetro foi maior quando comparado ao observado apds 1 hora de
repouso.

Em um estudo randomizado, Mavros e colaboradores (2013) observaram que
individuos diabéticos tipo 2 submetidos a um protocolo de treinamento resistido
apresentaram melhora na resisténcia insulinica, independentemente da perda de peso.

Durante o exercicio fisico, a contracdo muscular aumenta a translocacdo de GLUT4
independentemente da presenca de insulina. Schimmack et al. (2006) demonstraram que
este aumento de GLUT4 na membrana plasmatica durante o exercicio é decorrente da
ativacdo da proteina quinase ativada por AMP (AMPK). E esta ativacdo promove a captacdo
de glicose e a oxidacdo de acidos graxos. Ademais, Musi; Goodyear (2003) observaram que a
ativacdo da AMPK associada ao aumento da captac¢ao de glicose é influenciada por fatores
como conteldo de glicose, tipo de fibra muscular e treinamento fisico.

Entretanto, o mecanismo de transporte de glicose através da via de sinalizacdo da
AMPK ndo parece ser o Unico mecanismo responsavel por esse processo metabdlico. De
maneira semelhante, existem inumeras outras moléculas envolvidas nesse mecanismo de
sinalizacdo durante o exercicio. O aumento na concentracdao do ion cdlcio no interior da
célula, a atividade da dxido nitrico sintase (NOS) e a sintese por ela de dxido nitrico (NO), o
aumento na concentracdo de bradicinina ou até mesmo a hipdxia podem estimular a
captacdo de glicose através do aumento da translocacdo do GLUT4 para a membrana
durante a contracdo muscular (PAULI et al., 2009). Além disso, novas evidéncias cientificas
mostram que o exercicio fisico pode, além dos efeitos positivos sobre a via de sinalizacdo
dependente de insulina (IR/IRSs/PI13-g/Akt) e/ou independente de insulina (via AMPK e/ou
outras biomoléculas), também pode beneficiar o individuo obeso com resisténcia a insulina
por diminuir a expressdo e/ou atividade de proteinas inflamatérias de efeito negativo a agdo

da insulina (PAULI et al., 2009).
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A combinagdo de insulina e exercicio resulta em efeitos aditivos em relagdao ao
transporte de glicose associado ao recrutamento do transportador GLUT4 para a membrana
plasmadtica, o que confirma as hipdteses sugeridas sobre a estimulacdo de dois mecanismos
diferentes nos quais haveria duas localizagbes de pools intracelulares distintos de
transportadores de glicose, ou seja, um que responde ao exercicio e outro que responde a
insulina (GOODYEAR; KAHN, 1998). Uma das justificativas para essa hipdtese refere-se a
capacidade da insulina — e ndo do exercicio — em provocar uma redistribuicdo de Rab4, uma
proteina transportadora de GTP (GTP-binding protein), que esta implicada na regulagdo da
translocacdo de GLUT4 em células adiposas (SHERMAN et al., 1996).

Considerando-se a importancia da inflamacdo na patogénese da resisténcia a insulina
e DM2, bem como os efeitos positivos da atividade fisica sobre a sensibilidade a insulina, faz-
se necessario verificar a relacdo entre a atividade fisica e processos inflamatérios. Talebi-
Garakani e Safarzade (2013) analisaram as concentra¢les plasmaticas de citocinas pro-
inflamatdrias em ratos diabéticos submetidos a quatro semanas de treinamento resistido e
observaram que, apds este periodo, houve diminuicdo na concentra¢ao de TNF-a, IL-6 e
proteina reativa C ultra sensivel.

Lemos et al. (2011) observaram que ratos ZDF (Zucker diabetic fatty) diabéticos
submetidos a um treinamento fisico moderado apresentaram niveis mais baixos de TNF-a,
embora o oposto tenha sido observado naqueles submetidos a atividade fisica intensa.
Lemos et al. (2007) sugerem que o treinamento moderado regular produz efeitos benéficos
sobre o diabetes, devido a sua ac¢do anti-inflamatéria e antioxidante. Baseado nesta
informacdo, estes autores inferiram que o exercicio fisico regular pode constituir uma
medida importante como coadjuvante da terapéutica farmacoldgica.

Ha vdrios autores que estudam o efeito anti-inflamatério do exercicio fisico
(MATHUR; PEDERSEN, 2008; NICKLAS et al., 2005). Durante a contragdo muscular, o musculo
é capaz de liberar substancias capazes de modificar a producdo de citocinas em outros
tecidos, como a interleucina-6 (PETERSEN; PEDERSEN, 2006). A IL-6 produzida pelos
musculos em resposta ao exercicio fisico promove a liberagdo de outras citocinas anti-
inflamatdrias, como IL-10 e IL-1ra (antagonista do receptor de IL-1), e inibe a producdo de IL-
1B e TNF-qa, diferentemente da IL-6 produzida pelo tecido adiposo (HOPPS et al., 2011).

Conforme descrito anteriormente, ha na literatura diversos artigos cientificos que

relatam a associa¢dao de diabetes e doencgas periodontal, os quais relatam que o DM leva a
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um agravamento da DP e esta por sua vez piora o quadro de DM, ou seja, piorando o quadro
de resisténcia a insulina; e o exercicio fisico por sua vez, melhora a sensibilidade a insulina.
No entanto, ainda ndo hd estudos demonstrando que o exercicio fisico possa reverter ou

melhorar o sinal insulinico e a resisténcia a insulina encontrada em ratos com DP.
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2 OBJETIVOS

Sabendo-se que a DP reduz a sensibilidade insulinica e o sinal insulinico, tornou-se
fundamental averiguar se o treinamento resistido consegue reverter ou melhorar esse
guadro em ratos com DP. Portanto, foram avaliados em ratos com DP submetidos ou ndo ao
exercicio: 1) sensibilidade a insulina; 2) grau de fosforilagdo em tirosina e serina do substrato
do receptor de insulina pp185 (IRS-1/IRS-2); 3) glicemia, insulinemia, colesterolemia e

trigliceridemia; 4) concentragdes plasmaticas de TNF-a e IL-6.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados 80 ratos Wistar de 2 meses de idade, mantidos em ambiente de
12/12 horas de claro e escuro (periodo claro iniciado as 7 horas) e temperatura de 23 + 22 C,
recebendo dgua e ragao ad libitum. Os ratos foram distribuidos em quatro grupos: 1) grupo
controle sedentario sem DP (CNS); 2) grupo controle exercitado sem DP (CNEx); 3) grupo
sedentdrio com DP (DPS); 4) grupo com DP submetido a atividade fisica (DPEXx).

Os animais dos grupos DPS e DPEx foram anestesiados usando cloridrato de cetamina
(10%, 80 peso corporal mg / kg, ip) com xilazina (2%, 10 mg de peso corporal / kg, ip), e a
doenca periodontal foi induzida por meio de ligadura com fio de seda 4-0 na regido cervical
dos primeiros molares inferiores, bilateralmente. Apds a colocacdo da ligadura foram
avaliados a ingestdo de racdo (trés vezes por semana) e o peso corporal dos ratos (uma vez
por semana) de ambos os grupos. O trabalho estd de acordo com os principios éticos em uso
de animais e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (processo 00510-2012).

Apds 28 dias da inducdo da doenca periodontal, foi realizado em um grupo de
animais o primeiro teste de intolerancia a insulina (ITT) e, posteriormente, o treinamento
resistido foi iniciado. Foram realizadas duas semanas de treinamento fisico com o intuito de
adaptacdo dos animais e, posteriormente, o treinamento foi conduzido por doze semanas,
conforme descrito abaixo.

Decorrido este periodo, os experimentos foram realizados. Apds serem submetidos a
jejum de 12 horas, os animais foram anestesiados com tiopental sddico (Thiopentax® -
Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, Itapira, Brasil, 3%, 5mg/ 100g p.c., i.p.) e,
sob anestesia, foi realizada a laparotomia mediana, coletando-se sangue pela veia cava
inferior. As amostras de sangue foram transferidas para tubos de plastico heparinizados e
mantidas a 4°C até a centrifugacdo a 800 g (4°C, 15 minutos). O plasma obtido foi
armazenado a -70°C até o dia da quantificacdo da insulinemia, glicemia, TNF-a, IL-6,
colesterolemia e trigliceridemia. Um grupo de animais foi novamente submetido ao ITT
conforme descrito abaixo. Em outro grupo foi quantificado, em tecido hepatico, muscular
(gastrocnémio) e adiposo, o grau de fosforilagdo em tirosina e serina do substrato do

receptor de insulina (pp185- IRS-1/IRS-2), apds estimulo insulinico. Para tanto, estes animais
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foram anestesiados conforme descrito anteriormente, realizando-se em seguida laparotomia

mediana, com retirada de amostras dos tecidos.

3.2 Programa Orientado de Treinamento Resistido

Os animais realizaram o treinamento proposto por meio de uma escada, com as
seguintes dimensdes: (1.1 3 x 0.18 m, 2 cm grade), com 80° de inclinacdo; no topo da escada
existe um local (casa), com diametro de 20 x 20 x 20 cm, onde ocorreu o descanso durante
as subidas (HORNBERGER; FARRAR, 2004).

Os animais dos grupos doenca periodontal (DPEx) e Controle Exercitados (CNEx),
realizaram um periodo de adaptacdao ao treinamento resistido, onde os mesmos fizeram
durante a primeira semana de treinamento 8 repeticdes (subidas), com 30 segundos de
descanso entre as subidas, 3 vezes por semana, sem acréscimo de carga. Na segunda
semana os animais realizaram 12 repeticoes, com 30 segundos de descanso entre as
mesmas, 3 vezes por semana. Apds 2 semanas de treinamento foi realizado o teste de uma
repeticdo maxima (1-RM), com o intuito de quantificar a forca maxima de cada animal e a
partir do teste, estipular porcentagens de trabalho para os grupos. Durante o teste de 1-RM
0s animais realizaram subida da escada com carga inicial de 200g, posteriormente, foi
acrescentado 10g a cada subida, com um intervalo 2 minutos entre as subidas para descanso
dos animais.

Ao término do periodo de adaptacdo e do teste de 1-RM, os grupos CNEx e DPEx
foram submetidos ao programa orientado de treinamento resistido em modo de circuito, 3
dias por semana, 20 minutos divididos em 5 séries de 8 repeticdes. Na primeira semana ndo
houve acréscimo de carga, na segunda semana ocorreu acréscimo de sobrecarga através de
um aparato acoplado a cauda (esferas de aco) referente a 60% do valor obtido através do
teste de 1-RM. A partir da terceira semana, houve um acréscimo sucessivo de 5% de
sobrecarga semanalmente, em relacdo ao valor obtido por meio do teste de 1-RM, durante

12 semanas.

3.3 Teste endovenoso de tolerdncia a insulina (ITT) curto



34

Os testes foram realizados pela manha apds jejum de 14 horas. Os animais foram
anestesiados com tiopental sdédico (Thiopentax® - Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos
Ltda, Itapira, Brasil, 3%, 5mg/ 100g p.c., i.p.), e, sob esta anestesia, foi realizada a injecdo de
insulina (via veia peniana) que foi ministrada na dose de 0,75U / kg p.c.. Amostras de sangue
foram colhidas (por seccdo da cauda) aos O (antes da injecdo hormonal), 4, 8, 12, 16 minutos
apos insulina e a glicemia foi medida utilizando-se um monitor de glicemia (Accu-Chek
Advantage, Roche Diagnostics, (Mannheim, Germany). A velocidade de desaparecimento da
glicose (Kitt) foi calculada pela formula In/t %. O t % da glicose foi calculado a partir da
inclinacdo da curva de regressao minima durante a fase linear de declinio da concentracao
plasmatica de glicose (BONORA et al., 1989). O ITT foi realizado em dois momentos distintos,
apos 28 dias da inducdo da doenca periodontal e, posteriormente, apds o treinamento

resistido.

3.4 Determinagao da glicemia (método de glicose-oxidase)

A glicemia foi determinada pelo método da glicose-oxidase que é um método
enzimatico especifico para quantificacdo de glicose (Enzymatic glucose, ANALISA
Diagnédstica, Belo Horizonte, Brasil).

Neste método a glicose é oxidada enzimaticamente pela glicose oxidase, gerando
acido gluconico e dgua oxigenada. A H,O,, em presenca de peroxidase, produz a ligacdo
oxidativa do fenol com a 4-aminoantipirina, dando origem a um composto rdseo-
avermelhado (quinonimina) com maximo de absor¢dao em 505nm de comprimento de onda.

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

Calculos
1. Glicose (mg/dl) = (Absorbancia do teste + Absorbancia do padrao) x 100
2. Glicose (mmol/L) = mg/dl x 0,0556

3.5 Determinagao de insulinemia
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A insulinemia foi quantificada pelo método radioimunoldgico —RIE (Coat-A-Count,
Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, USA). Em resumo, trata-se de uma reagdo de
competicdo entre antigenos (insulina fria e insulina marcada) para ligacdo a um anticorpo
especifico. Essa reacdo obedece a lei da acdo de massas. Portanto, quanto mais insulina fria
estiver presente, mais sera formado complexo insulina fria-anticorpo, acarretando queda na

quantidade de complexo insulina marcada-anticorpo.

3.6 Analise do HOMA-IR

A resisténcia a insulina foi avaliada através do indice HOMA-IR (Homeostasis Model
Assessment - Insulin Resistance / Modelo de Avaliagdo da Homeostase - Resisténcia a
Insulina), calculado a partir da féormula, como segue: HOMA - IR = glicemia de jejum

(mmol/L) x insulinemia de jejum (uUI/ml) / 22,5.

3.7 Concentragao plasmatica de TNF-a e IL-6

As concentragdes plasmaticas de TNF-a e IL-6 foram determinadas pelo método de
ELISA com a utilizacdo de kits de acordo com as instru¢cdes dos fabricantes. Os Kkits
comerciais utilizados foram, respectivamente, Biosource International, Camarillo, USA; BD

Biosciences, San Diego, USA.

3.8 Determinagao da concentragao plasmatica de colesterol total

A concentracdo plasmadtica de colesterol total foi determinada pelo método de
colesterol oxidase, que é um método enzimatico especifico esta analise (Katal
Biotecnoldgica Ind. Com. Ltda., Belo Horizonte, Brasil).

No presente método, os ésteres de colesterol da amostra sdo 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 réseo-avermelhado (quinonimina) com mdaximo de

absorcdo em 500 nm.
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Para a dosagem de colesterol total foram utilizados 10uL da amostra ou de padrdo e
1,0 mL de reagente enzimdtico. Essa solugdo foi bem homogeneizada e colocada em banho-
maria a 37°C durante 10 minutos. As absorbancias do teste e do padrao foram determinadas
em 500 nm acertando o zero com o branco.
Calculos
Colesterol (mg/dL) = (Absorbancia do Teste + Absorbancia do Padrdo) x 200
Colesterol (mmol/L) = mg/dL x 0,0259

3.9 Determinagdo da concentragao plasmatica do Colesterol HDL

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

O conjunto Colesterol HDL é um sistema que se destina a separacdo do colesterol
ligado a fracdo HDL no plasma sanguineo. A mistura 4acido fosfotungstico/cloreto de
magnésio precipita os quilomicrons, as lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e muito baixa
densidade (VLDL) sem alterar a solubilidade das lipoproteinas de alta densidade (HDL). Apds
centrifugacao, recolhe-se o liquido sobrenadante que contém a fragdao HDL cujo conteldo
em colesterol (Colesterol HDL) é determinado enzimaticamente.

Para a dosagem de HDL foram utilizados 100uL da amostra ou de padrao 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 padrao foram determinadas em 500nm
acertando o zero com o branco.

Calculos
Colesterol HDL (mg/dL) = (Absorbéancia do Teste + Absorbancia do Padrdo) x 40*

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

3.10 Determinagao da concentragao plasmatica dos triglicérides

A concentracdo plasmatica dos triglicérides foi determinada pelo método enzimatico

da glicerol-P-oxidase, especifico para quantificacdo de triglicérides (Katal Biotecnoldgica Ind.

Com. Ltda., Belo Horizonte, Brasil).
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Neste método, os triglicérides do plasma sdo hidrolisados pela lipase lipoproteica
produzindo glicerol livre. Este é fosforilado pela glicerol quinase, cujo produto sofre a agado
da glicerol-P-oxidase, a qual, em presenca de oxigénio, produz peréxido de hidrogénio. Este,
sob a acdo da peroxidase em presenca de um reagente fendlico (p-clorofenol) e 4-
aminoantipirina, produz um composto réseo-avermelhado (quinonimina), com maximo de
absorcdao em 500 nm.

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

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

3.11 Determinagdo da concentrac¢ao plasmatica do LDL-C e VLDL-C

Os valores do colesterol VLDL e colesterol LDL foram obtidos pela equacgdo de
Friedewald (FRIEDEWALD et al., 1972):
VLDL-C (mg/dl) = (Triglicérides (mg/dl)/ 5)
LDL-C (mg/dl) = Colesterol total — (Colesterol HDL + Colesterol VLDL)

3.12 Avaliagao do grau de fosforilagdo em tirosina e serina do substrato do receptor de
insulina (pp185- IRS-1/IRS-2):

3.12.1 Preparagdo das amostras:

Um grupo de ratos foi submetido a laparotomia mediana, com retirada de amostras
de tecidos hepatico, muscular (gastrocnémio) e adiposo branco periepididimal antes e apds
a injecao de 1,5 U de insulina regular (i.v. veia porta) em tempos varidveis (30s para figado,
90s para o gastrocnémio, 120s para o tecido adiposo branco periepididimal) a fim de
quantificar o grau de fosforilagdo em tirosina do substrato do receptor de insulina pp185
(IRS-1/IRS-2) e em serina do IRS-1, apds estimulo insulinico. Imediatamente apds a extragao,

os tecidos foram homogeneizados em Polytron (24000 rpm durante 10 s) em 2 mL de
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tampao 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), e mantidos em banho-maria (100°C) durante 10
min, transferidos para gelo, e entdo centrifugados 16000g durante 40 min (4°C). Do
sobrenadante foram retiradas aliquotas para determinagdo da concentra¢do 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%; DTT15%).

3.12.2 “Western blotting”:
° “SDS-PAGE” - (“Sodium Dodecil Sulfate - Polyacrylamide Gel Electrophoresis”):

A primeira etapa do Western blotting consistiu na submissdo das amostras 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 fragdes protéicas. Foi utilizado o método
desenvolvido por Laemmli e modificado por Garfin (1990), 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 amonio 0,27%) e o gel de resolucdo (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 amonio 0,17%; glicerol 10%). Na montagem, o gel de resolugdo fica sob o gel
de “stacking”, com orientacdo vertical, num sistema de camaras que mantém as porgoes
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 tampdo 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 comegou com a corrida no gel de “stacking” sob voltagem
constante em 30 mV até que ocorreu o empacotamento da amostra, o que pode ser
observado na transicdo dos géis. Posteriormente foi aplicada voltagem constante de 100 V
para a corrida no gel de resolucdo, durante 2h.

Juntamente com as amostras, sempre foi colocado um padrdo de proteinas de

conhecidos pesos moleculares (marcadores).
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° “Electrophoretictransfer”:

Apds a separacao das fragBes protéicas no gel de poliacrilamida, foi feita a
transferéncia eletroforética dessas fracdes para uma membrana de nitrocelulose Hybond-C
Super (Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, England). A transferéncia foi
realizada sob voltagem constante de 100 V, durante 2h, a 4°C, utilizando-se o tampao de

transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20%, SDS 0,02%).

° “Immunoblotting”

Apdbs a transferéncia eletroforética, foi iniciado o processo de imunodetec¢do de
proteinas especificas (KRUGER; HAMMOND, 1988). A membrana de nitrocelulose foi,
primeiramente, incubada na presenca de solucdo bloqueadora (solu¢do 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 solugdo basal por trés
sessoes de 10 min. Em seguida, a membrana foi incubada em solucdo ( SB + 3% de leite
desnatado) contendo o anticorpo antifosfotirosina (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Santa
Cruz, USA), antifosfoserina-IRS1 (Ser307) (UPSTATE, New York, EUA) ou anti-GAPDH (Santa
Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz, USA) que foi utilizado como controle por 4h em
temperatura ambiente. Posteriomente, foram realizadas trés lavagens com solucdo basal, e
a membrana foi incubada durante 1h com segundo anticorpo contendo peroxidase de
“horseradish” (“kit’ de quimioluminescéncia — ECL — Amersham Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, England). Novamente, foram realizadas 3 lavagens da membrana de
nitrocelulose com solugao basal, com duracdo de 10 min cada lavagem. Adicionou-se 1 ml de
cada solucdo 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 filme de RX
(Hyperfilm ECL— Amersham Biosciences, Buckinghamshire, England), durante 10 min a
temperatura ambiente. O filme foi processado com solucdo reveladora e reforcadora GBX
(KODAK BRASILEIRA, S3ao Paulo, BR) e solugdao fixadora e reforcadora GBX (KODAK
BRASILEIRA, Sdo Paulo, BR).

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

programa Scionlmage (Scionlmage-Release Beta 3b, NIH, Frederick, MD, EUA.
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3.13 Analise Estatistica

Todos os valores sdao apresentados como média + EPM. A analise estatistica foi feita
pela andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey, e as diferencas entre os grupos

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

4.1 Ingestao alimentar e massa corporea

Nao foi encontrada diferenca significativa na ingestdo alimentar total entre os grupos
CNS, CNEx, DPS e DPEx (Tabela 1). Na andlise das massas corpdrea dos grupos CNS, CNEx,
DPS e DPEx observou-se que ndo houve diferenca significativa entre estes grupos no inicio
do experimento. Semelhantemente, ndo foi encontrada diferenca neste parametro no final

do experimento (Tabela 2).

Tabela 1 - Ingestdo alimentar total (g) dos grupos CNS, CNEx, DPS e DPEx.

Grupo Consumo total (g)
CNS 1883 + 20,88
CNEx 1946 + 20,93
DPS 1867 + 21,23
DPEx 1880 + 24,77

Valores expressos como média + EPM, n= 10.

Tabela 2 - Massa corporea (g) dos grupos CNS, CNEx, DPS e DPEx no inicio e final do

experimento.

Grupo Massa inicial (g) Massa final (g)
CNS 2544 +6,4 498,7+12,0
CNEx 256,8 £ 6,7 500,6 £ 9,2
DPS 243,7+6,4 489,5+5,2
DPEx 2449+ 4,4 498,9+9,9

Valores expressos como média + EPM, n= 10.

4.2 Treinamento resistido

A realizagdo quinzenal do teste de 1-RM demonstrou que nao ouve diferenga entre

as cargas maximas dos grupos CNEx e DPEx ao longo do periodo de treinamento resistido.
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Tabela 3 - Valores das cargas (g) utilizadas no treinamento resistido

definidos pelo teste de 1-RM dos grupos CNEx e DPEx.

1-RM CNEXx DPEX
1 201 289
2 320 319
3 351 347
4 398 395
5 450 444
6 497 492

Valores expressos como média + EPM, n= 10.

4.2 Glicemia, Insulinemia e HOMA-IR

Os valores da glicemia, insulinemia e HOMA-IR podem ser observados na tabela 3.
Ndo foi encontrada diferenca significativa na glicemia entre os grupos estudados.
Entretanto, a andlise da insulinemia revelou que o grupo DP apresentou maior valor de
insulinemia quando comparado aos grupos CNS, CNEx e DPEx. Por outro lado o grupo DPEx
apresentou maior insulinemia somente quando comparado ao CNS. Por meio do indice
HOMA-IR observou-se que o grupo DPS apresentou maior resisténcia insulinica quando
comparado com todos os demais grupos, enquanto o grupo DPEx apresentou diferenca

apenas quando comparado ao grupo CNS.
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Tabela 4 - Glicemia (mg/dL), insulinemia (ulU/mL) e HOMA-IR dos grupos controle

sendentdrio (CNS), controle exercitado (CNEx), doenca periodontal sedentario (DPS) e

doenga periodontal exercitado (DPEXx).

CNS CNEX DPS DPEXx
Glicemia (mg/dL) 92,22 +2,84  102,4+2,20  9856+4,02 101,60 + 2,61
Insulinemia 332 +0,40 4,49 +0,28 9,79 + 6,93* 6,93 + 0,92"
(ulU/mL)

HOMA-IR 0,78 + 0,07 1,08 + 0,05 2,36+ 0,22* 1,59 + 0,18"

Os valores sdo expressos como media + EPM, n =9. *P < 0,05 DPS vs CNS, CNEx e DPEx. *p< 0,05 DPEx vs CNS. P < 0,05 DPS vs CNS e DPEx.

4.3 Teste de Tolerancia a Insulina (ITT)

Ao realizar o ITT, apds 28 dias da inducdo da doenca periodontal (antes do periodo

de treinamento resistido), observou-se reducao significativa na constante de decaimento de

glicose (Kitt) do grupo com doenca periodontal quando comparada com o grupo controle

(Figura 2).
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FIGURA 2 - Constante de decaimento da Glicemia (Kitt)
expressa em percentagem de decaimento da glicemia por
minuto dos grupos controle (CN) e com doencga periodontal
(DP), antes do treinamento resistido. Valores sdo expressos
como Média + EPM, n=12. *P < 0,05 CN vs DP.
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Ap0ds o periodo de treinamento fisico verificou-se que o valor do Kitt do grupo DPS foi
significativamente menor em relacdo aos grupos controle (CNS e CNEx) e DPEx. Porém, nao

houve diferenga entre os grupos controle CNS e CNEx (Figura 3).
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FIGURA 3 — Constante de decaimento da Glicemia (Kitt) expressa
em percentagem de decaimento da glicemia por minuto apés o
treinamento resistido dos grupos controle sedentario (CNS),
controle exercitado (CNEx), doenca periodontal sedentdrio (DPS) e
doenca periodontal exercitado (DPEx). Valores sdo expressos como
Média + EPM, n= 6. *P < 0,05 DPS vs CNS, CNEX e DPEx.
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4.4 Concentragoes plasmaticas de TNF-a e IL-6

Apds a analise da concentracdo plasmatica de TNF-a, observou-se que o grupo DPS
apresentou maior concentracdo plasmatica desta citocina em relacdo aos grupos CNS e
DPEx, mas ndao em relacdo ao grupo CNEx. Ademais, também ndao foram observadas
diferencas entre os grupos CNS, CNEx e DPEx. Ndo houve diferenca significativa na

concentracdo plasmatica de IL-6 entre os grupos estudados.
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Tabela 5 — Concentracdes plasmaticas de TNF-a e IL-6 dos grupos controle sedentario (CNS),
controle exercitado (CNEx), doenca periodontal sedentario (DPS) e doenca periodontal

exercitado (DPEXx).

CNS CNEx DPS DPEx
TNF-a (pg/mL) 6,95+ 0,32 7,66 £0,33 9,56 + 0,90" 7,24 +£0,14
IL-6 33,82 +0,97 32,23 +0,93 34,52 £ 0,47 34,55 +0,51

Os valores s3o expressos como media + EPM, n = 10. P < 0,05 DPS vs CNS e DPEx

4.5 Lipidemia de jejum

N3ao foi observada diferenca significativa nas concentracdes plasmaticas de
triglicérides, colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL e colesterol VLDL entre os grupos

CNS, CNEx, DPS e DPEx.

Tabela 6 - Lipidemia em jejum dos grupos controle sedentario (CNS), controle exercitado

(CNEx), doenca periodontal sedentario (DPS) e doenca periodontal exercitado (DPEXx).

CNS CNEx DPS DPEx

Triglicérides (mg/dL) 72,03 £ 6,65 72,60+2,99 69,83+192 71,58*2,64

Colesterol total 76,58 + 3,62 84,63+4,39 87,46+2,13 94,44 +4,73
(mg/dL)

Colesterol HDL 35,58 + 0,83 33,11+1,10 33,79+0,74 34,76 +0,90
(mg/dL)

Colesterol LDL ~ 38,03+1,95  37,00+3,85 40,03+1,72 44,53 +5,06
(mg/dL)

Colesterol VIDL ~ 14,41+1,33  14,52+0,59 13,97+0,38 15,15+0,74
(mg/dL)

Valores expressos como média + EPM, n = 10.



47

4.6 Avaliacao do grau de fosforilagdo em tirosina do substrato do receptor de insulina
pp185 (IRS-1/IRS-2) no tecido adiposo branco periepididimal, musculo esquelético

gastrocnémio e figado

Uma andlise intragrupos revelou um aumento no grau de fosforilagdo em tirosina da
pp185 apds estimulo insulinico com relagdo ao estado basal em todos os tecidos estudados.
Ja a andlise intergrupos revelou que, apds o estimulo insulinico, o grau de fosforilacdo em
tirosina da pp185 foi significativamente reduzido em musculo e tecido adiposo no grupo DPS
guando comparado aos grupos CNS, CNEx e DPEx. Esta diferenca intergrupos ndo foi

observada em figado (Figura 4).
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Figura 4 - Avaliacdo do grau de fosforilagdo em tirosina da pp185 (IRS-1/IRS-2) antes (-) e
apos (+) o estimulo insulinico em figado (A, B), musculo gastrocnémio (C,D) e tecido
adiposo branco periepididimal (E, F) dos grupos controle sedentdrio (CNS), controle
exercitado (CNEx), doenca periodontal sedentdrio (DPS) e doenca periodontal exercitado
(DPEx). Em A, C e E autorradiografia tipica: quantidades iguais de proteina foram
submetidas a SDS-PAGE (185 pg). GAPDH foi utilizado como controle. Em B, D e F, valores
do grau de fosforilacgdo em tirosina da pp185, expressos em unidades arbitrarias, sao
apresentados como média + EPM, n=6. *p<0,05 insulina (-) vs. insulina (+); Tp<0,05 DPS (+)
vs. CNS (+), CNEx (+) e DPEx (+).
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4.7 Avaliacgao do grau de fosforilagdo em serina do substrato do receptor de insulina pp185
(IRS-1/IRS-2) no tecido adiposo branco periepididimal, musculo esquelético gastrocnémio

e figado.

Comparando-se os grupos CNS, CNEx, DPS e DPEx, observou-se que tanto no estado
basal quanto apds o estimulo insulinico ndo houve diferenca significativa na fosforilagdo em

serina do IRS-1 em nenhum dos tecidos estudados (Figura 5).
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Figura 5 - Avaliacdo do grau de fosforilacdo em serina do IRS-1 (Ser 307) antes (-) e apds (+) o
estimulo insulinico em figado (A, B), musculo gastrocnémio (C,D) e tecido adiposo branco
periepididimal (E, F) dos grupos CNS, CNEx, DPS e DPEx. Em A, C e E autorradiografia tipica:
guantidades iguais de proteina foram submetidas a SDS-PAGE (185 pg). GAPDH foi utilizado
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=6.

Lol & F 8§ T F T el TTITI TR

Garon W D D GHD GND G G - | GAPDH | W - - - - - |
insulina -+ - 2+ - + - 4 miling . i G e e 2 L W
CNs CNEx DPS DPExX CNs CNEx DPS DPEX
= 2004
B o 200 " )
2 3.
&5 8 - @ C
0.c L
=0 £9
o8 °
% S 100 5 g 100
2 @ )
ST 3o
© (]
he) °
c =
= =
T = = & ws ik =3 -+ -+ -+
CNS CNEx DPS DPEx CNS CNEx DPS DPEX

150+

I

100+

Unidades arbitrarias/ ug
de proteina

NS ONEx OPS  DPEx



51

5 DISCUSSAO

No presente estudo foi possivel observar uma relacdo entre a doencga periodontal e a
sensibilidade insulinica, além da influéncia do exercicio fisico sobre as mesmas, no qual
observou-se que a inducdo da doenca periodontal promoveu resisténcia a insulina em ratos
adultos e o exercicio fisico reverteu esta alteracao.

Para a realizacdo deste estudo foi utilizado o modelo de doenca periodontal induzida
por ligadura em ratos. Em seu estudo, Colombo et al. (2012) utilizando o mesmo modelo de
inducdo de doencga periodontal, demonstraram a efetividade deste modelo. Estes autores
observaram por meio de cortes histolégicos e andlise radiografica que houve perda dssea
em ratos com doenca periodontal induzida por ligadura.

A analise da ingestdo alimentar (Tabela 1) ndo revelou diferenca significativa entre os
grupos estudados e, consequentemente, também nao foi observada diferenca na massa
corpérea (Tabela 2) dos grupos CNS, CNEx, DPS e DPEXx. Este resultado esta de acordo com
estudos anteriores como de Colombo et al. (2012) e Porto et al. (2013) que também nao
observaram tais altera¢cdes em ratos com doenca periodontal.

O treinamento resistido também nao teve influéncia na ingestao alimentar e massa
corporea. Talebi-Garakani e Safarzade (2013) observaram em seu estudo que ratos
diabéticos submetidos a treinamento resistido ndo apresentaram diferenca na massa
corpérea quando comparados aos diabéticos sedentdrios, no entanto, o exercicio fisico
diminuiu marcadores inflamatdrios plasmaticos nestes animais, podendo ser importante na
prevencdo de complicacdes relacionadas ao diabetes. Estudo de Hall et al. (2013)
demonstrou que o exercicio fisico melhorou a resisténcia a insulina de ratos diabéticos sem,
no entanto, promover alteracées na massa corporal.

Panvelosky-Costa et al. (2011) observaram que o treinamento resistido reduziu a
expressao de RNAm de marcadores inflamatdrios em musculo esquelético e melhoraram a
sensibilidade insulinica de ratos obesos sem que houvesse influéncia da atividade fisica
sobre a massa corpdrea.

A existéncia de uma relacdo bidirecional entre a condicdo periodontal, diabetes
melitus tipo 2 e resisténcia a insulina tem sido estudada (TAYLOR; BORGNAKKE, 2008).
Alguns estudos demonstram que a presenca de doenca periodontal estd relacionada a

maiores concentragdes plasmaticas de glicose em humanos quando comparados a
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individuos com saude periodontal adequada (KATZ, 2001; LOSCHE et al., 2005). No entanto,
no presente estudo nao se observou diferenga significativa entre as glicemias dos grupos
estudados (Tabela 3). Este resultado estd de acordo com estudos de Machado et al. (2005)
que ndo observaram aumento da glicemia em humanos com DP e Andersen et al. (2006) e
Colombo et al. (2012) que ndo observaram diferenca na glicemia de ratos com DP em
relagcdo ao controle.

A andlise da insulinemia revelou que os ratos do grupo DPS obtiveram maior
insulinemia quando comparados com os grupos controle (CNS e CNEx) (Tabela 3). Este
resultado estd de acordo com trabalhos de Demmer et al. (2012) e Pontes Andersen et al.
(2007) que observaram maior concentracdo plasmatica de insulina associada a DP. Sun et al.
(2011) observaram em seu estudo que o tratamento da DP foi capaz de, apds trés meses de
tratamento, reduzir a concentracdo plasmatica de insulina

Observou-se também um efeito da atividade fisica sobre a insulinemia dos animais
estudados. Verificou-se uma diminuicdo significativa na concentracdo plasmatica de insulina
do grupo DPEx quando comparado ao DPS. Contudo, ndo se observou diferenca entre os
controles sedentdrio e exercitado (CNS e CNEx). Whyte et al. (2013) demonstraram que uma
Unica sessdao de exercicio intenso foi capaz de diminuir os valores da insulinemia de
individuos obesos. A atividade fisica cronica (treinamento resistido) conduzida em ratos
obesos, por um maior periodo (8 semanas), ocasionou a diminuicdo da concentracgdo
plasmatica de insulina (MARINHO et al, 2012). Geirsdottir et al. (2012) também observaram
reducdo da insulinemia apds 12 semanas de treinamento resistido em idosos pre-diabéticos
e com DM2.

A partir dos valores de glicemias e insulinemias encontradas, obtivemos o valor do
indice de HOMA-IR, que expressa a resisténcia a insulina, de tal maneira que quanto maior
seu valor, maior a resisténcia insulinica. A partir dos resultados do presente estudo, foi
possivel observar que os ratos do grupo DPS apresentaram maior resisténcia a insulina
quando comparados aos demais grupos (Tabela 3). Este resultado estd de acordo com o
estudo de Colombo et al. (2012) que observaram maior resisténcia insulinica em ratos apds
28 dias da inducao da DP.

Analisando-se o HOMA-IR, verificou-se que o grupo DPEx apresentou maior
sensibilidade insulinica quando comparado ao grupo DPS, porém o DPEx n3o apresentou

diferenca em relagcdo ao CNEx, o que reforca o fato de que o exercicio fisico teve efeito



53

positivo sobre a sensibilidade insulinica dos ratos com doenca periodontal. No entanto, ndo
se observou diferenca entre os grupos controle sedentario e exercitado.

Além do HOMA-IR, a sensibilidade insulinica foi avaliada por meio de outro
parametro, a constante de decaimento da glicemia (Kitt), um indice que permite avaliar a
sensibilidade a insulina in vivo pelo ITT. Sua interpretagdao baseia-se em quanto menor o
valor desta constante, maior a resisténcia a insulina (GELONEZE; TAMBASCIA, 2006). Os
resultados obtidos pelo ITT confirmam os dados do HOMA-IR, ou seja, os ratos com DP,
antes do exercicio, apresentavam-se mais resistentes a insulina em relagdo ao grupo
controle, mas apds o exercicio fisico, observou-se que o grupo DPEx apresentou
sensibilidade insulinica semelhante aos dos grupos controle. Por outro lado, o grupo DPS
apresentou-se mais resistente em relagao aos demais grupos, demonstrando, mais uma vez,
o efeito benéfico da atividade fisica na sensibilidade a insulina.

A resisténcia a insulina pode ser definida como um estado no qual as concentrac¢des
fisioldgicas de insulina provocam uma resposta subnormal na captacdo de glicose pelas
células, especialmente no tecido muscular e adiposo. (CARVALHO-FILHO et al., 2007). Em
consequéncia da menor captacao de glicose em situacdes de resisténcia insulinica, torna-se
necessaria uma maior producao de insulina pelo pancreas para a manutencgdo dos niveis
glicémicos normais, aumentando-se desta forma os niveis circulantes de insulina. Assim, a
situacdo de resisténcia a insulina é, normalmente, acompanhada de hiperinsulinemia
(CESARETTI; KOHLMANN, 2006).

A relacdo entre o exercicio fisico e a sensibilidade a insulina tem sido estudada ao
longo do tempo e, hoje, sabe-se que o exercicio € um importante auxiliar no controle
glicémico de individuos diabéticos (DUBE et al., 2012; O’HAGAN et al.,, 2013). Diversos
estudos apontam aumento da sensibilidade insulinica e melhora do controle glicémico
promovido pela atividade fisica. Panvelosky-Costa et al. (2011) demonstraram aumento da
sensibilidade a insulina promovida pelo treinamento resistido aferido pelo teste de
intolerancia a insulina em ratos obesos resistentes a insulina. Resultado semelhante foi
observado por Oliveira et al. (2011) que demonstraram que o exercicio crénico promoveu
melhora na sensibilidade insulinica de ratos obesos. Mackenzie et al. (2012) observaram que
a pratica continua de exercicio moderado foi capaz de promover melhora do controle

glicémico de pacientes diabéticos. Pauli et al (2010) observaram que uma Unica sessdo de
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exercicio promoveu melhora na sensibilidade insulinica de ratos velhos que se encontravam
resistentes devido ao processo de envelhecimento.

Os mecanismos pelos quais a atividade fisica é capaz de melhorar a sensibilidade
insulinica ainda ndo s3ao completamente conhecidos, no entanto, um dos fatores
importantes neste processo é o fato de o exercicio ser capaz de melhorar o controle
glicémico (FIGUEIRA et al., 2013; GILLEN et al., 2012).

Acredita-se que esse melhor controle glicEmico promovido pela atividade fisica possa
ser devido a uma maior captacdo periférica de glicose. Isto ocorre devido a maior
translocagao da proteina transportadora de glicose GLUT4 para a membrana plasmatica por
uma via independente da insulina (KENNEDY et al., 1999). Carvalho et al. (1996)
demonstraram que uma maior expressao de GLUT4 no tecido adiposo é capaz de diminuir a
glicemia de jejum e aumentar a tolerancia a glicose em camundongos transgénicos que nao
expressavam GLUT4 em musculo.

Estudos demonstram que o exercicio fisico é capaz de aumentar a expressdao de
RNAmM de GLUT4 em musculo esquelético (HUSSEY et al., 2011) e em tecido adiposo (HUSSEY
et al., 2011) bem como a translocac¢do da proteina para a membrana plasmatica das células
musculares, sendo esta ocasionada via AMPK (HAYASHI et al., 1998; KENNEDY et al., 1999).

Devido a conhecida relacao entre a resisténcia insulinica e a concentragao plasmatica
de TNF-a, avaliou-se no presente trabalho a concentracdo plasmatica desta citocina (Tabela
4). Observou-se que a doenca periodontal aumentou a concentracdo de TNF- a, da mesma
forma que foi observado por Colombo et al. (2012) em ratos com DP e Engebreston et al.
(2007) em humanos com DP. Astolphi et al. (2013) também observaram maior concentracao
plasmatica de TNF-a associado a uma diferente forma de inflamacdo oral, a lesdo periapical.

Sun et al. (2011) observaram em seu estudo que apds 3 meses de tratamento da
doenca periodontal os niveis plasmaticos de TNF-a e o valor do HOMA-IR estavam
significativamente diminuidos, demonstrando que o tratamento da doenca periodontal foi
capaz de reduzir a inflamacdo, melhorar o controle glicémico e a resisténcia insulinica, além
de melhorar a fungdo das células B em individuos diabéticos (tipo 2), evidenciando que a
presenca de inflamacdo localizada estd relacionada a patogénese da resisténcia a insulina e,

consequentemente, diabetes melitus tipo 2.
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No presente estudo observou-se que o grupo DPS apresentou maior concentragao
plasmatica de TNF-a quando comparado ao grupo DPEx, demonstrando que a atividade
fisica pode alterar a concentracao plasmatica desta citocina.

Na literatura hd estudo demonstrando que o exercicio fisico agudo aumenta a
concentracdo plasmatica de citocinas pro-inflamatérias, como o TNF-a (PEREIRA et al,,
2013). Por outro lado, outros estudos demonstraram que a atividade fisica cronica é capaz
de diminuir a concentracdo plasmatica desta citocina (HO et al., 2013; LEMOS et al., 2011)
como também sua expressao (AL-NASSAN et al., 2012).

Os mecanismos pelos quais o exercicio fisico atua sobre o TNF-a ainda ndo sao
completamente elucidados, no entanto, sabe-se que existe um aumento na concentracao da
citocina IL-6 (produzida pelo musculo) em decorréncia da atividade fisica, e esta citocina, por
sua vez, possui efeito inibitério sobre a producdo de TNF-a (PETERSEN; PEDERSEN, 2006;
STARKIE et al.,, 2003). Um outro possivel fator é que durante a atividade fisica, ocorre
liberacdo de epinefrina (PEDERSEN; HOFFMAN-GOETZ, 2000), substancia capaz de diminuir a
producdo de TNF-a induzida por LPS (VAN DER POLL et al., 1996). Desta forma, o efeito
inibitério da atividade fisica sobre a producdo de TNF-a pode ser um importante mecanismo
que diminui a resisténcia a insulina, que é uma das principais caracteristicas do diabetes
melitus tipo 2.

Além do aumento de TNF-qa, alguns estudos demonstram que a doenca periodontal
esta associada a elevagdo das concentracdes séricas de IL-6 (BUHLIN et al., 2003; SHIMADA
et al, 2010) em humanos. Foi demonstrado que o IL-6 possui um efeito duplo na
sensibilidade a insulina no musculo esquelético (NIETO-VASQUEZ et al., 2008). Embora esta
citocina tenha um efeito positivo na captacao de glicose em curto prazo, observou-se que a
exposicao cronica a IL-6 ocasiona efeitos negativos. Miotubulos pré-tratados com IL-6 por 3h
apresentaram um efeito aditivo na captacdo de glicose, apds estimulo com insulina.
Entretanto, a insulina ndo estimulou a captacdo de glicose em miotubulos apds o tratamento
cronico (24h) com IL-6. No presente estudo ndo foi observada diferenca significativa na
concentragdo plasmatica de IL-6 entre os grupos estudados.

A resisténcia a insulina, juntamente com a dislipidemia é um dos marcadores da
chamada sindrome metabdlica (AYDIN et al., 2014) e o exercicio fisico esta relacionado a

melhora de casos de dislipidemia (HEEREN et al., 2009). Assim, procurou-se avaliar as
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concentra¢des plasmaticas de lipidos de ratos com doenca periodontal submetidos a
atividade fisica cronica.

Individuos com diabetes mellitus tipo 2, devido a resisténcia a insulina, comumente
apresentam dislipidemia que é caracterizada pela elevacdo sérica de colesterol LDL e
triglicérides apresentando, além disso, menores concentracdes plasmaticas de colesterol
HDL. A resisténcia a insulina exerce papel central na patogénese da dislipidemia, uma vez
gue ocasiona aumento na liberacdo de acidos graxos livres em células adiposas resistentes a
insulina (MOORADIAN, 2009).

Alguns estudos mostram que pessoas com doenca periodontal apresentam aumento
nas concentracdes plasmaticas de colesterol total, triglicérides, colesterol LDL e reducdo de
colesterol HDL (BUHLIN et al., 2003; LOSCHE et al., 2000;). Bactérias Gram-negativas
associadas a doenca periodontal produzem uma molécula denominada lipopolisacarideo
(LPS) e este é considerado o principal fator de viruléncia produzido por bactérias (CHAVES DE
SOUZA et al., 2013). Acredita-se que a presenca de LPS no plasma e as respostas de fase
aguda a disseminacdo sistémica de bactérias podem promover maior biossintese de
colesterol pelo figado. Esta dislipidemia, por sua vez, pode favorecer aterogénese
(SCHENKEIN; LOOS, 2013). Entretanto, alguns estudos demonstram que o exercicio fisico
diminui a dislipidemia (HEO; KIM, 2013; KRAEMER; RATAMESS, 2004; MANN et al., 2014).

Outros estudos mostram que o tratamento periodontal ndo altera as concentragdes
séricas de colesterol total, triglicérides e colesterol LDL e HDL (KAMIL et al., 2011; LOSCHE et
al., 2005; TUTER et al., 2007). Nossos resultados est3o de acordo com estes resultados, pois
também ndo foram observadas alteracées no colesterol total, colesterol HDL, LDL e VLDL e
triglicérides entre todos os grupos estudados.

Sabendo-se que em diferentes modelos de resisténcia a insulina, bem como na
presenca de doenca periodontal, o sinal insulinico encontra-se alterado (CHIBA et al., 2010;
COLOMBO et al., 2012; CUSI et al., 2000; KEROUZ et al., 1997;), procurou-se avaliar os
efeitos do treinamento resistido sobre o sinal insulinico de ratos com doenca periodontal.

Ao avaliar o sinal insulinico, o presente estudo observou diminuicdo no grau de
fosforilagdo em tirosina da pp185 (IRS-1/IRS-2) nos tecidos muscular e adiposo do grupo DPS
quando comparado aos demais grupos (Figura 4). Estes resultados estdao de acordo com o
trabalho de Colombo et al. (2012) que observou diminuicdo do grau de fosforilagdo em

tirosina da pp185 nos mesmos tecidos em ratos com doenga periodontal e de Astolphi et al.
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(2013) que, ao analisar o sinal insulinico de ratos com lesao periapical, observaram redugdo
da fosforilagdo em tirosina da ppl85 em tecido adiposo. Em ambos os trabalhos a
diminuicdo da transducdo do sinal insulinico estava associada a aumento da concentracao
plasmatica de TNF-a.

Como dito anteriormente, a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias, como o TNF-a
tanto pelo tecido adiposo quanto em condicdo de doencga periodontal estad relacionada a
maior resisténcia a insulina e prejuizos no sinal insulinico. Estudos focando vias de
sinalizacdo intracelular ativadas por processos inflamatérios demonstraram que as vias do c-
Jun amino-terminal kinase (JNK) e IkB kinase B/fator nuclear kB (IKKB/NF-kB) tem importante
papel no desenvolvimento da resisténcia a insulina (SHOELSON et al., 2006). Sabe-se que o
aumento da adiposidade ativa estas vias (HIROSUMI et al., 2002) e que a inibicdo quimica ou
genética de JNK ou IKKB/NF-kB é capaz de melhorar a resisténcia a insulina (ARKAN et al.,
2005; SOLINAS et al., 2007). O TNF-a, marcadores de estresse, incluindo espécies reativas de
oxigénio (EROs) e Receptores de Reconhecimento de Padrdes (PRR), como os receptores
semelhante a Toll (TLR) sdo capazes de ativar JNK e IKKB/NF-kB (SHOELSON et al., 2006),
participando, portanto, da patogénese da resisténcia a insulina.

Estudos demonstram que a inibicdo genética ou quimica de JNK e IKKB/NF-KB esta
relacionada com melhora da resisténcia a insulina (SHOELSON et al., 2006). Bennet et al.
(2003) observaram que o tratamento com um inibidor de JNK em ratos obesos e diabéticos
promoveu diminuicdo na concentracao plasmatica de glicose e aumento na insulinemia. Em
outro estudo, ratos mutantes, deficientes para JNK-1 apresentaram-se protegidos do
desenvolvimento obesidade e de resisténcia a insulina associada a obesidade, além de maior
grau de fosforilacdo da subunidade B do receptor de insulina, maior fosforilagdo em tirosina
do IRS-1 e diminuicdo do grau de fosforilacdo em serina do IRS-1 (HIROSUMI et al., 2002).
Alguns estudos com salicilatos, anti-inflamatdrios com capacidade de inibir a atividade de
NF-kB (YIN et al., 1998; KOPP, GHOSH, 1994), observaram reducdo na glicemia, HbA1C,
triglicérides, aumento na concentracdo plasmatica de adiponectina e melhora na
sensibilidade a insulina de individuos diabéticos (FLEISCHMAN et al., 2008; GOLDFINE et al.,
2008; GOLDFINE et al., 2010). Ghanim et al. (2001) observaram que o tratamento de
individuos obesos com troglitazona, uma tiazolidinediona utilizada no tratamento de DM2,
foi capaz de diminuir a atividade de NF-kB, bem como as concentrac¢des plasmaticas de TNF-

a e insulina. Ouchi et al. (2000) observaram que o tratamento de cultura celular com
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adiponectina, uma adipocina relacionada a melhora da sensibilidade a insulina, diminuiu a
atividade de NF-kB estimulada por TNF-a.

Uma vez que foi observada uma maior concentracdo plasmatica de TNF-a no grupo
DPS (Tabela 4) e sabendo-se que esta citocina pode ativar as vias inflamatdrias descritas
acima, pode-se inferir que o menor grau de fosforilagdo em tirosina da pp185 em musculo e
tecido adiposo do grupo DPS esteja relacionado ao aumento desta citocina.

Além do aumento da concentracdo plasmatica de TNF-a, a doenca periodontal esta
associada a aumento da concentracao de lipopolissacarideo bacteriano (LPS). O LPS é um
componente da membrana de bactérias Gram-negativas e é importante no reconhecimento
de microorganismos pelo sistema imune do hospedeiro (AKIRA et al., 2006). Sabe-se que
muitas das bactérias que causam doenca periodontal, como Porphyromonas gingivalis,
Fusobacterium nucleatum e Aggregatibacter actinomycetemcomitans sdo Gram-negativas e,
portanto, expressam LPS em sua parede celular (PASTER et al., 2006; PIHLSTROM et al.,
2005). O LPS proveniente de patdgenos periodontais pode ser um importante ativador de
TLRs, tornando-se, assim, um importante fator nas respostas inflamatdrias da periodontite.

Um estudo de Kato et al. (2014) demonstrou que células tronco de ligamento
periodontal tratadas com LPS de P. gingivalis por 21 dias apresentaram maior producao de
citocinas pré-inflamatdrias, como IL-18, IL-8 e IL-6. Doyle et al. (2014) demonstraram que o
tratamento de fibroblastos gengivais com azitromicina reduziu a producdo de citocinas
induzida por LPS de P. gingivalis.

Toll-like receptors (TLR) sdo proteinas transmembranas responsdveis pelo
reconhecimento de moléculas associadas a patégenos pelo sistema imune inato. Estes
receptores contém em sua porcdo extracelular dominios ricos em leucinas repetidas que
atuam no reconhecimento de padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPS, do
inglés pathogen-associated molecular patterns) e na porcdo intracelular uma regido
conhecida como dominio receptor de Toll-Interleucina-1 (TIR) necessdria para a sua
transducdo de sinal (KAWAI; AKIRA, 2010).

Dentre os PAMPs reconhecidos por TLRs, incluem-se lipidios, lipoproteinas, proteinas
e acidos nucléicos derivados de uma ampla variedade de microorganismos, como bactérias,
virus, parasitas e fungos (AKIRA et al., 2006). No entanto, existem evidéncias de que

moléculas enddgenas produzidas por células em processo de morte ou em certas condi¢des
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patolégicas estimulam TLRs, resultando no desenvolvimento ou aceleracdo de doencas
inflamatdrias (KAWAI; AKIRA, 2006).

O LPS liberado de bactérias Gram-negativas associa-se a uma proteina plasmatica
soluvel chamada proteina ligante de LPS (LBP ou LPS-binding protein) e, posteriormente,
liga-se a CD14, uma proteina ligada a glicosilfosfatidilinositol presente na superficie celular
de fagdcitos (POLTORAK et al., 1998; AKIRA et al., 2006). O LPS é entdo transferido ao MD2,
uma proteina associada a porc¢ao extracelular do TLR4 (SHIMAZU et al., 1999), dando inicio a
uma via de sinalizacao intracelular que culmina na ativacdo de fatores de transcricdo, como
o NF-kB e MAPKs, e consequente expressao de genes envolvidos em respostas inflamatérias
(AKIRA et al., 2006).

A ligacdo do LPS ao complexo CD14/TLR4 ativa os macréfagos e estimula a producdo
de citocinas inflamatdrias (STONE, 1994; TIZARD, 2009), principalmente o TNF-a e IL-6 (BAIN
et al.,, 2009; BLETSA et al., 2006). Sob estimulo de LPS sintético, o ligante da proteina de
membrana CD40 (CD40L) presente em células do sistema imune (linfécitos, macréfagos e
células dendriticas), mostra-se capaz de produzir as citocinas TNF-a e IL-6, demonstrando a
capacidade destes componentes bacterianos em acentuar uma resposta inflamatdria
(WAGNER et al., 2004).

Além de sua importante fungdo na imunidade inata, estudos demonstraram que TLRs
podem ser ativados por moléculas enddgenas relacionadas a danos teciduais ou estresse
(HUANG et al., 2012). Além disso, tem sido demonstrado que estes receptores podem
perceber perturbacbes metabdlicas e, desta maneira, relacionar respostas imunolégicas a
homeostase metabdlica (HOTAMISLIGIL; ERBAY, 2008). De fato, Shi et al. (2006) observaram
gue TLR podem atuar como sensores de lipidios endégenos, contribuindo com a patogénese
de resisténcia a insulina induzida por dieta hiperlipidica. Estes autores demonstraram que
uma mistura de palmitato e acido oléico ativam NF-kB por meio de TLR4 (SHI et al., 2006).
Huang et al. (2012) demonstraram que acidos graxos saturados foram capazes de ativar TLR2
e TLR4 e, consequentemente, vias inflamatdrias subsequentes como do NF-kB e MAPKs.
Tsukumo e colaboradores (2007) demonstraram em camundongos que apresentavam perda
da funcdo do TLR4 por meio de mutacdo uma prevencao da obesidade induzida por dieta,
reducao da ativacdo de IKKB e JNK, além de protecdao contra o desenvolvimento de
resisténcia a insulina em animais tratados com dieta hiperlipidica e em musculos isolados

tratados com acidos graxos.
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Estudos demonstram que animais e humanos obesos e diabéticos apresentam maior
expressao de TLR2 e TLR4 em tecidos muscular e adiposo. Observa-se um moderado
aumento na concentracdo de LPS de ratos com obesidade induzida por dieta hiperlipidica
(FRESNO et al., 2011). Estudos com modelos genéticos de animais deficientes para TLR4
demonstraram que a perda da funcdo de TLR4 reduz a inflamacdo induzida por dieta
hiperlipidica, caracterizada por uma reduzida infiltracdo e ativacao de macréfagos no tecido
adiposo (ORR et al., 2012).

Como dito anteriormente, a atividade fisica possui um efeito inibitério sobre a
producao de TNF-a, o que pode estar relacionado com a melhora no grau de fosforilagdo em
tirosina do grupo DPEx (Figura 4). Ropelle et al. (2006) observaram que ratos obesos
induzidos por dieta hiperlipidica submetidos a uma Unica sessao de nata¢dao apresentaram
menor fosforilacdo da JNK, bloqueio da via IKK/NF-kB, e menor grau de fosforilagdo do IRS-1
em serina, além de reduc¢ao da atividade da PTP-1B no musculo gastrocnémio. Experimentos
com humanos demonstraram que uma sessdo aguda de exercicio fisico também se mostrou
eficiente na reducdo da fosforilacdo da JNK e no bloqueio da via IKK/NF-kB apds perfusdo de
acidos graxos. O bloqueio da via IKK/NF-kB também foi observado no musculo de pacientes
diabéticos, e esse bloqueio ocorreu pela menor taxa de degradacao do IkBa e do IkBp,
impedindo que o NF-kB iniciasse a transcricdo de proteinas inflamatdrias. Assim, além de
uma melhora direta na transducdo do sinal insulinico, o bloqueio desta via inflamatéria
através do exercicio fisico foi responsavel por diminuir as concentragdes plasmaticas de TNF-
o nestes individuos (SRIWIJITKAMOL et al., 2007).

Atualmente, sabe-se que o 6xido nitrico (NO) produzido pela proteina éxido nitrico
sintase (NOS) é um importante sinalizador intracelular capaz de modificar a fun¢do protéica
por diversos mecanismos em etapas pds-transcripcionais, incluindo nitrosilagao, nitracdo e
S-nitrosacdo. A S-nitrosacdo ocorre pela adicdo de um grupamento NO ao radical tiol (S-H)
de um residuo de cisteina, formando um nitrosotiol (S-NO). Foi demonstrado que drogas
doadoras de NO, como nitrosoglutationa (GSNO) ou nitrosocisteina (CISNO) e a propria
inducdo da iNOS seriam capazes de provocar S-nitrosacdo e com isso modificar a funcdo de
proteinas envolvidas na via de sinalizagdo da insulina (CARVALHO-FILHO et al., 2005).
Carvalho-Filho et al. (2006) observaram em musculo de camundongos com resisténcia a
insulina promovida por LPS reducdo da fosforilacdo do receptor de insulina e do IRS-1,

maior expressdo de iNOS associada a S-nitrosacdo do receptor de insulina e IRS-1. Além
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disso, em animais knock out para iINOS ndo foi observada S-nitrosacdo do receptor de
insulina e IRS-1 apds tratamento com LPS. Nestes animais ndo foi observada resisténcia a
insulina. Outro efeito positivo do exercicio fisico na transducdo do sinal insulinico ocorre por
meio da reducdo da expressao de iNOS e S-nitrosacao de proteinas da via de sinalizacdo da
insulina (PAULI et al., 2009). Foi demonstrado que a atividade fisica foi capaz de melhorar a
resisténcia a insulina e promover aumento da fosforilagdo do receptor de insulina, IRS-1 e
Akt estimulada por insulina, e isto foi atribuido ao fato de o exercicio ter revertido a S-
nitrosacdo destas proteinas no musculo esquelético (PAULI et al., 2008). Acredita-se que a
ativacdo da AMPK promovida pelo exercicio seja responsavel pela diminuicdo da expressao
de iNOS e consequente melhora da resisténcia e do sinal insulinico (PILON et al., 2004).

A diminuicao da fosforilagdo em tirosina no tecido adiposo e muscular observada no
presente estudo ndo foi decorrente do aumento do grau de fosforilagdo em serina do IRS-1
nestes tecidos (Figura 5). Algumas proteinas podem estar relacionadas a diminuicdo da
fosforilacdo em tirosina sem que haja aumento da fosforilacdo em serina, tais como a
glicoproteina-1 de membrana plasmatica celular (PC-1) (MADDUX; GOLDFINE, 2000),
proteina ligada a receptor de fator de crescimento 10 (Grb10) e 14 (Grb14) (COONEY et al.,
2004; MORRIONE, 2000;), supressores da sinalizacdo de citocinas (SOCS1 e SOCS3) (UEKI et
al., 2004) e proteina tirosina fosfatase 1B (PTP1B) (WU et al., 2001), que podem diminuir a
funcdo do receptor de insulina, bloqueando sua interagcdo com proteinas IRS ou modificando
sua atividade quinase.

Frittitta et al. (1998) observaram tanto in vivo como in vitro que o PC-1 pode ligar-se
ao receptor de insulina inibindo sua fungcdo e, consequentemente, prejudicando a via de
sinalizacdo insulinica. Estudos demonstraram que camundongos deficientes para Grb10
apresentaram aumento da fosforilagdo em tirosina induzida por insulina de IRS-1 (SMITH et
al., 2007), e camundongos knockouts para Grb14 exibem aumento no sinal insulinico por
meio da via IRS-1 e Akt no figado e musculo esquelético (COONEY et al., 2004). Além disso,
foi demonstrado na literatura que ambos os modelos de camundongos knockout para Grb10
e Grb14 apresentam melhora na homeostase da glicemia (COONEY et al., 2004; SMITH et al.,
2007;).

Estudos demonstram que as proteinas SOCS apresentam maior atividade em
situagdes de resisténcia insulinica, como na obesidade, podendo participar da fisiopatologia

do diabetes mellitus tipo 2 (EMANUELLI et al., 2001). E sabido que as SOCS estdo envolvidas
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na cascata da inflamacdo. Citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, IL-6 e IL-1B induzem
expressao de SOCS-3 (FUKUSHIMA et al., 2010). Emanuelli et al. (2001) demonstraram que a
SOCS-3 diminuiu a fosforilagdo em tirosina do IRS-1 induzida por insulina em fibroblastos e a
sua associacdo com p85, uma subunidade reguladora de PI3K, podendo assim estar
relacionada a resisténcia a insulina.

Um outro possivel fator que atua negativamente no sinal insulinico, a PTP1B,
promove a desfosforilacdo de residuos de tirosina do IR e IRS-1 (GOLDSTEIN et al., 2000;
SEELY et al., 1996). A producao de PTP1B é aumentada em estados de resisténcia a insulina,
tais como obesidade e DM2, nos quais altas concentracdes de citocinas (TNF-a e IL-6) sdo
encontradas (AHMAD et al.,, 1997; ZABOLOTNY et al., 2008). A super expressdo da PTP1B
esta relacionada a reducdo da captacao de glicose no musculo (ZABOLOTNY et al., 2008) e a
auséncia de PTP1B aumenta a sensibilidade a insulina e restaura a acdo desta em midcitos
pré-tratados com TNF-a (ALONSO-CHAMORRO et al., 2011).

Como apresentado no presente trabalho, o aumento da concentracdo plasmatica de
citocinas e a ativagdo de vias inflamatdrias intracelulares estao relacionadas a patogénese de
resisténcia a insulina associada a obesidade e também associadas a processos inflamatorios
locais como a doenca periodontal (COLOMBO et al., 2012). E sabido que o exercicio fisico é
capaz de melhorar a resisténcia a insulina de humanos e animais obesos, no entanto, ainda
ndo era conhecido que o exercicio promove reversao da resisténcia a insulina em ratos com
doenca periodontal. Assim, a atividade fisica pode ser um importante fator na prevencao ou
até mesmo um co-adjuvante no tratamento de complicacGes sistémicas decorrentes de

periodontopatias.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que o treinamento resistido em
ratos com doenga periodontal:
e Nao alterou a ingestdo de ragdo e o peso corporeo;
e N3o alterou a concentracdo plasmatica de glicose;
e Promoveu diminui¢ao da insulinemia;
e Melhorou a sensibilidade a insulina;
e Diminuiu a concentracdo plasmatica de TNF-a, mas ndo alterou a concentragao

plasmatica de IL-6;

e N3o alterou as concentragdes plasmaticas de colesterol total, colesterol HDL,
colesterol LDL, colesterol VLDL e triglicérides;
e Melhorou o grau de fosforilagdo em tirosina da pp185 (IRS-1/IRS-2) no tecido

adiposo branco e muscular, apds o estimulo insulinico, porém nao alterou a

fosforilacdo deste substrato em tecido hepatico;

e Nao promoveu alteragao no grau de fosforilagdo em serina do IRS-1.

A partir destes resultados, podemos inferir que o treinamento resistido promoveu
melhora na sensibilidade a insulina e no sinal insulinico de ratos com doenca periodontal,
entretanto, estas alteracdes ndo sdo decorrentes de aumento da fosforilacdo de IRS-1 ou
presenca de dislipidemias. Acredita-se que este efeito benéfico da atividade fisica esteja

relacionado a diminui¢do da concentracdo plasmatica de TNF-a.
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Abstract

Periodontitis is associated to the onset of insulin resistance (IR) and resistance training (RT) is
considered effective to improve insulin sensitivity of rats. Therefore, this study aimed to evaluate the
effects of RT on glycemia, insulinemia, insulin sensitivity, insulin signaling (IS) and TNF-a levels of rats
with periodontitis. Forty male Wistar rats were distributed into 4 groups: sedentary control group
(SCN), exercised control group (EXCN), sedentary ligature-induced periodontal disease group (SPD)
and exercised ligature-induced periodontal disease group (ExPD). Twenty-eight days after inducing
periodontitis the 14-week RT started. Plasmatic concentration of Glucose, insulin and TNF-a were
analyzed. Insulin sensitivity was measured using the insulin tolerance test (ITT) and HOMA-IR index.
IS was evaluated by measuring pp185 tyrosine and serine phosphorylation status in insulin-sensitive
tissues by the Western blotting method. No difference was observed on the glycemia. Higher levels
of insulin, HOMA-IR and TNF-a, and a decrease in insulin sensitivity were observed in SPD. SPD
showed decreased insulin-stimulated pp185 tyrosine phosphorylation status in skeletal muscle and
adipose tissue when compared to the other groups. In addition, ExPD showed increased insulin-
stimulated pp185 tyrosine phosphorylation status in the same tissues when compared to SPD, and
showed no significant difference when compared to SCN and ExCN. No differences on pp185 serine
phosphorylation status were observed among the groups. RT reversed IR and the alterations in IS in
rats with induced periodontitis and decreased insulin and TNF-a levels. Therefore, these results show

the importance of exercise training to prevent or treat insulin resistance associated to periodontitis.
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Introduction

Periodontal disease is a chronic infectious inflammatory disease that occurs commonly in
middle age adults, and increases in elderly people (URIZA et al., 2011). It has been considered a
predisposing factor to the development of insulin resistance and TYPE 2 Diabetes Mellitus (T2DM)
because of inflammatory mediators releasing, such as TNF-a (MEALEY; OATES, 2006). In fact, some
studies have demonstrated that chronic periodontitis is associated with elevated plasma levels of
TNF-a in subjects with T2DM (ENGEBRESTON et al., 2007) and in rats with induced periodontal
disease (COLOMBO et al., 2012).

The proinflammatory citokine TNF-a is related to insulin resistance in obese animals and to
suppression of insulin signaling in vivo and in vitro (FEINSTEIN et al., 1993; HOTAMISLIGIL et al., 1994)
by reducing tyrosine phosphorylation of insulin receptor and its substrates. Colombo et al. (2012)
showed that induced periodontal disease caused alterations to both insulin signaling and sensitivity
with elevation of TNF-a plasma level. In addition, it has been demonstrated that periodontal
treatment reduces TNF-a levels in diabetic subjects (DAG et al., 2009) and improved glycemic control
in type 2 diabetic patients (BHARTI et al., 2013).

Some studies have demonstrated that resistance training (RT) improved insulin
resistance of type 2 diabetic and obese subjects (MAVROS et al., 2013). It is known that exercise can
improve insulin sensitivity by decreasing visceral fat (CAMPOS et al., 2014), inflammatory markers
(PHILLIPS et al., 2010) and increasing GLUT4 translocation (KENNEDY et al., 1999; HOWLETT et al.,
2013).

Considering that periodontal disease can promote alterations in insulin signal
transduction and insulin sensitivity and that resistance training can improve such parameters in
obese animals, this study aimed to evaluate insulin sensitivity, insulin signaling and TNF-alevels in

adult rats with induced periodontal disease submitted to resistance training.
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Materials and Methods

Animals

Forty male Wistar rats (at 2 months old) were housed under a 12/12 hour light/dark cycle
(lights on 7:00 am), with temperature of 21°C + 2°C and food and water available ad libitum. This
study followed the ethical principles and guidelines for animal experimentation and was approved by

the local ethics committee according to protocol no. 00510-2012.

Experimental Design

Initially, the animals were randomly divided into two groups: control (CN) and
periodontal disease (PD). PD animals were anesthetized using ketamine hydrochloride* (Ketamina,
Agener, Embu-Guagu, Brazil, 10%, 80 mg/kg body weight, intraperitoneally) with xylazinet (Xilasina,
Dorcipec®, Monte Carlos, Brazil, 2%, 10 mg/kg body weight, intraperitoneally) and then periodontal
disease was induced by ligating 4-0 silk thread on the cervical region of the lower first molars,
bilaterally. Twenty eight days after the periodontal disease induction, CN and PD animals were
submitted to the first insulin tolerance test (ITT) and then they were divided into four groups:
sedentary control group (SCN), exercised control group (ExCN), sedentary periodontal disease group
(SPD) and exercised periodontal disease group (ExPD), and then, the resistance training protocol
started. After 14 weeks, the animals were submitted to 14-hour fasting and sodium thiopental
(Thiopentax®, Cristalia, Itapira, Brazil, 3%,50 mg/kg body weight, intraperitoneally) anesthetization.

Then the experiments were performed.

Resistance Training

Resistance training was applied according to the protocol described by Hornberger and
Farrar (2004). Initially, the rats were subjected to a 2-week adaptation program and then, the RT

program started. During the RT period, training was performed 3 days a week on an alternate day
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basis, with the rats executing climbing of a ladder with gradual load increase during the 12-week

period of training.

Determination of Glucose, Insulin and TNF-alevels

Plasma samples were used to determine glucose level by glucose oxidase method
(Enzymatic glucose, ANALISA Diagndstica, Belo Horizonte, Brazil) and insulinemia was determined by
radioimmunoassay (Coat - A - Count, DPC Diagnostics Products, Los Angeles, CA). Insulin resistance
was evaluated by the homeostasis model assessment of insulin resistance HOMA-IR = (fasting
glycemia [mmol/L] - fasting insulinemia [mUl/mL])/22.5. Plasmatic levels of TNF-a were

quantified using an enzyme-linked immunosorbent assay kit (Invitrogen, Camarillo, CA).

Short Intravenous Insulin Tolerance Test (ITT)

ITTs were performed before and after training period, following the protocol
described by Chehoud et al. (2008). Insulin (0.75 U/kg body weight) was administered through penile
vein to all groups. Blood samples (=50mL) were collected from nicked tails at 0 (before hormone
administration), 4, 8, 12, and 16 minutes (after insulin administration), and glucose was measured
using a glucose monitor (Accu-Chek Advantage, Roche Diagnostics, Indianapolis, IN). The results were
analyzed by comparison of the constant rate for glucose disappearance (Kitt) from 0 to 16 minutes of
the test. The Kitt value was calculated using the equation 0.693/t,,,. The glucose t;/, was calculated
from the slope of the least squares analysis of the plasma glucose concentrations during the linear

decay phase.

Assessment of the IRS (pp185 — IRS-1/IRS-2) tyrosine and serine phosphorylation status

Samples from liver, gastrocnemius skeletal muscle, and peri-epididymal white adipose tissue

were collected from six animals of each group (SCN, ExCN, SPD and ExPD) before and after
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administration of 1.5 U of regular insulin (portal vein intravenously) at variable times (30 seconds for
liver, 90 seconds for gastrocnemius, and 120 seconds for white adipose tisse). Tissue samples were
prepared according to the method described by Carvalho et al. (1996) and submitted to the Western
blotting method for quantification of pp185 (IRS-1/IRS-2) tyrosine and serine phosphorylation status
using anti-phosphotyrosine and antiphosphoserine antibodies (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA). GAPDH antibody (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) was used as control.
Immunoreactive bands were detected by autoradiography using a chemiluminescent substrate
system (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) according to the instructions of the manufacturer.
Quantitative analysis of the blots was performed using a software (Scion Image Release beta 3b,

National Institutes of Health, Frederick,MD).

Statistical Analyses

All values are presented as mean + SEM. The normality of data was verified and then
statistical analysis was performed by analysis of variance, followed by Tukey post hoc test when the

analysis of variance suggested a significant difference between groups (P < 0.05).

Results

Glycemia, insulinemia, HOMA-IR index and TNF-a levels

The comparison of fasting glycemia of the four groups showed no significant difference
(Table 1). Insulinemia and HOMA-IR index values were higher (P <0.05) in SPD group when compared
to the other groups. On the other hand, ExPD insulinemia and HOMA-IR index were higher only when

compared to SCN. No difference was observed between SPD and ExCN groups (Table 1).
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Twenty-eight days after periodontal disease induction (before RT period), the Kitt of PD
group was smaller (P <0.05) than CN group. A smaller value of Kitt shows greater insulin resistance
due to impaired insulin sensitivity. After RT, SPD showed smaller Kitt value (P <0.05) when compared

to SCN, EXCN and ExPD groups.

Insulin signal transduction

It was observed an increase in pp185 tyrosine phosphorylation status after insulin stimulus in
relation to baseline in all groups and tissues. After insulin stimulus, pp185 phosphorylation status
was reduced (P <0.05) in muscle and white adipose tissue in SPD group compared with the SCN, EXCN
and ExPD groups. However, this alteration in insulin signaling was not observed in liver of all groups
(Fig. 2). No difference was observed in IRS-1 serine phosphorylation status between the groups

studied (Fig. 3)

Discussion

Knowing that there is a relation between periodontal disease, insulin resistance and insulin
signaling (COLOMBO et al., 2012), the present study aimed to verify the effects of RT on these
parameters in adult rats with induced periodontal disease. It was observed that induced periodontal
disease promoted insulin resistance and a decrease in insulin signaling in adult rats and RT improved
these alterations.

The existence of a bidirectional relation between periodontal condition, T2DM and insulin
resistance has been demonstrated. Katagariet al. (2013) showed that glycemic control ameliorated
periodontal disease in type 2 diabetic subjects without periodontal treatment. Some studies show

that the presence of periodontal disease is related to elevated blood glucose levels in humans when
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compared to individuals with healthy periodontal condition (JUNG et al., 2014). However, in the
present study no significant difference in glycemia was observed (Table 1). This result is in agreement
with studies of Machado et al. (MACHADO et al., 2005) that did not observe differences on glycemia
of humans with PD and Pontes Andersen et al. (2006) and Colombo et al. (2012) that did not observe
difference on glycemia of rats with PD when compared to controls.

Although hyperglycemia is a characteristic of diabetes, normally, a compensatory increase in
insulin secretion makes normoglycemic the most of the obese insulin-resistant individuals (WU et al.,
2013). This was also observed in the present study. The analysis of insulin levels (Table 1) revealed
that rats of SPD group showed higher insulinemia when compared to control groups (SCN and EXCN).
This result is in agreement with Demmer et al. (2012) and Pontes Andersen et al. (2007) that
observed higher levels of insulin in association with PD. Moreover, Sun et al. (2011) observed that
after 3 months of treatment of PD insulin levels were reduced.

It was also observed an effect of RT in rats’ insulinemia. It was verified a significant decrease
in insulin levels of ExPD group when compared to SPD. However, no differences were observed
between sedentary and exercised controls (SCN and ExCN). Whyte et al. (2012) verified that a single
bout of intensive exercise decreased insulinemia of obese individuals. Chronic physical activity
(resistance training) conduced during 8 weeks in obese rats caused decrease in insulin level
(MARINHO et al., 2012). Geirsdottir et al. (2012) also observed reduction on insulinemia after 12
weeks of RT with prediabetic and with T2DM elderly.

Based on obtained values of glycemia and insulinemia, HOMA-IR index was calculated. This
index expresses insulin resistance, so that the higher the value of this index, more insulin resistant is
the animal. The present study observed that rats of SPD group showed higher values of HOMA-IR
when compared to the other groups (Table 1). This result is in agreement with Colombo et al. (2012)
that observed greater insulin resistance in rats after 28 days of induction of PD. The exercise reversed
this alteration so that ExPD group showed a decreased value of HOMA-IR index when compared to

SPD.
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Besides HOMA-IR, insulin sensitivity was evaluated by another parameter, the constant rate
for glucose disappearance (Kitt), an index that allows the evaluation of insulin sensitivity in vivo. The
lower this index is, greater is the insulin resistance (GELONEZE; TAMBASCIA, 2006). The results
obtained by ITT confirm data seen with HOMA-IR, that is, rats with PD before RT showed decreased
insulin sensitivity when compared to control group. However, after RT, it was observed that ExPD
group showed increased insulin sensitivity compared to SPD and similar values to control groups,
showing again the benefic effects of physical activity in insulin resistance.

The relation between physical exercise and insulin sensitivity has been studied, and it is
known that exercise is important to help glycemic control of diabetic subjects (DUBE et al., 2011).

Several studies show increase of insulin sensitivity and improvement on glycemic control
promoted by physical exercise. Panveloskyet al. (2011) demonstrated increase of insulin sensitivity
promoted by resistance training in diet-induced obese rats. Similar result was observed by Oliveira et
al. (2011) that showed that chronic exercise promoted improvement in insulin sensitivity of obese
rats. Mackenzie et al. (MACKENZIE et al.,, 2012) observed that continuous moderate exercise
promoted improvement of glycemic control of diabetic patients.

The mechanisms by which physical exercise improves insulin sensitivity are still not
completely understood, however, exercise can improve glycemic control and this may be an
important explanation (FIGUEIRA et al., 2013). Glycemic control promoted by physical exercise can
be due to a higher peripheral glucose uptake. This happens due to a higher translocation of glucose
transporter protein (GLUT4) to plasma membrane through an insulin independent pathway
(KENNEDY et al., 1999), possibly mediated by the 5 AMP-activated protein kinase (AMPK) (HAYASHI
et al., 1998). Carvalho et al. (1996) demonstrated that a higher expression of GLUT4 in adipose tissue
is able of lowering fast glycemia and increase glucose tolerance in transgenic mice that did not

expressed GLUT4 in muscle.
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Due to the known relation between insulin resistance and TNF-a plasmatic levels, this
cytokine concentration was evaluated in this study. It was observed that PD increased TNF-a level in
rats (COLOMBO et al., 2012) and in humans (ENGEBRESTON et al. 2007).

Besides its negative effects on insulin sensitivity, it has also been demonstrated that TNF-a is
related to impairment in insulin signaling (HOTAMISLIGIL et al., 1994). The decrease in ppl185
tyrosine phosphorylation status in skeletal muscle and adipose tissue observed in the present study
can be due to these effects of TNF-a. Colombo et al. (2012) demonstrated that periodontal disease
led to a decreased pp185 tyrosine phosphorylation status. The same was reported by Astolphi et al.
(2013), that found impairment in insulin signaling associated to periapical lesion. This way, the
increase of TNF-a levels in SPD might have caused insulin resistance and a decrease in pp185 tyrosine
phosphorylation status.

It is known that IRS-1 and IRS-2 tyrosine phosphorylation causes the increase of insulin signal,
while in some insulin resistant conditions, there is an increase in serine phosphorylation of these
substrates, which attenuates the signal by decreasing the tyrosine phosphorylation capacity of the
insulin receptor and its substrate after insulin stimulus (HOTAMISLIGIL et al., 1996). It has been
demonstrated that TNF-a can act in the insulin signaling pathway, increasing phosphorylation of the
IRS-1 on multiple serine residues (ZHANG et al., 2008). However, no difference in pp185 serine
phosphorylation was observed in the present study. Therefore, it is possible that the decrease in
pp185 tyrosine phosphorylation status is due to other proteins, such as membrane glycoprotein PC-1
(MADDUX; GOLDFINE, 2000;), growth factor receptor-bound protein 10 and 14 (Grb10 and Grb14)
(MORRIONE, 2000; COONEY et al., 2004), suppressor of cytokine signaling 1 and 3 (SOCS1 and SOCS3)
(UEKI et al., 2004) and protein tyrosine phosphatase 1B (PTP1B) (WU et al., 2001). These proteins are
related to decrease in insulin receptor function, blocking its interaction with IRS or modifying its
kinase activity, therefore leading to decreased insulin signaling.

No difference in pp185 tyrosine phosphorylation status in the liver was observed, such as

observed by Colombo et al. (2012). This may explain the absence of glycemia alteration in PD rats
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even with reduced pp185 tyrosine phosphorylation status in muscle and adipose tissues, since Cho et
al. (2006) suggest that liver may compensate for insulin resistance found in the adipose and muscle
tissues to prevent hyperglycemia.

Sun et al. (2011) observed that after 3 months of PD treatment, plasmatic levels of TNF-a and
HOMA-IR were significantly decreased, showing that this treatment reduced inflammation, improved
glycemic control, insulin resistance and improved B cell function in diabetic subjects (type 2),
showing that the presence of localized inflammation is related to insulin resistance pathogenesis
and, consequently, type 2 diabetes mellitus.

In this study it was observed that SPD showed higher plasmatic concentration of TNF-a when
compared to ExPD group, showing that physical activity can change plasmatic concentration of this
cytokine.

Studies show that acute exercise increases plasmatic levels of proinflammatory cytokines,
such as TNF-a and that chronic exercise decreases this cytokine levels as well as its expression (HO et
al., 2013).

The mechanisms by which exercise acts on TNF-a are not completely elucidated, however, it
is known that there is an increase in IL-6 levels (produced by muscle) due to physical activity and this
cytokine inhibits TNF-a production (PETERSEN; PEDERSEN, 2005). Another possible factor is that
during physical activity, there is release of epinephrine (PEDERSEN; HOFFMAN-GOETZ, 2000) and it
decreases TNF-a production induced by LPS (VAN DER POLL et al., 1996). This way, inhibitory effect
of physical activity on TNF-a production can be an important mechanism that restores pp185
tyrosine phosphorylation status and decreases insulin resistance, one of the main features of type 2
diabetes mellitus. In fact, Pauli et al. (2008) demonstrated that physical activity is related to increase
in IRS-1 tyrosine phosphorylation and improvement of insulin resistance.

In summary, besides corroborating the relation between periodontal disease and insulin

resistance, the present study demonstrated a positive effect of resistance training on insulin
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sensitivity, insulin signaling, TNF-a and insulin levels, showing that physical exercise may be an

important factor in preventing of insulin resistance in patients with periodontal disease.

Conclusions

Knowing that periodontal disease can promote impaired insulin sensitivity and
signaling, probably due to the elevation of TNF-a levels, the present study showed that resistance

training reversed the insulin resistance, the alterations in insulin signaling, TNF-a and insulin levels.
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Figure 1 — Constant rate for glucose disappearance (Kitt- %/min) from 0 to 16 minutes of the test. In
A, Kitt of control group (CN) and periodontal disease group (PD) after twenty-eight days of
periodontal disease induction (n=12). In B, Kitt of sedentary control group (SCN), exercised control
group (ExCN), sedentary periodontal disease group (SPD) and exercised periodontal disease group
(ExPD) after 14 weeks of resistance training (n=6). Values are expressed as mean * SEM.*P < 0.0001

PD versus CN, P < 0.05 SPD versus SCN, EXCN and ExPD.



103

A ITITENEEN © = HEENNENN
AN [ - - - - -] coon (SRS ES SR |

s 4 - 4 - + +

SCN ECN D &0 SCN ECN £ L = )
B)

B

Aroltrary unite/ ug ¢f proteln
8
|
Ardltrary unite/ ug ¢ proteln
g

SCN ExCN D (=)
= 1507
n =
e
o
B 1004
Ls )
=
B
5 s
g
o
< 0 + - + + +
SCN ExCN P EFD

Figure 2 - Evaluation of pp185 (IRS-1/IRS-2) tyrosine phosphorylation status before (-) and after (+)
insulin stimulus in liver (A and B), gastrocnemius skeletal muscle (C and D) and in peri-epididymal
white adipose tissue (E and F) of sedentary control group (SCN), exercised control group (EXCN),
sedentary periodontal disease group (SPD) and exercised periodontal disease group (ExPD). Panels A,
C, and E show typical autoradiography, in which similar quantities of protein (185 mg) were
submitted to sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). GAPDH was
used as control. Panels B, D, and F show tyrosine phosphorylation status values (expressed in
arbitrary units), which are presented as mean + SEM, n = 6. *P <0.05 for insulin (-) versus insulin (+);

tP<0.05 for SPD (+) versus SCN (+), EXCN (+) and ExPD (+).
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TABLE

Table 1. Glycemia, insulinemia, HOMA-IR and TNF-a plasmatic levels of SCN, ExCN, SPD, ExPD groups.

SCN EXCN SPD EXPD
Glycemia 92.22+2.84 102.4 +2.20 98.56 + 4.02 101.60 + 2.61
(mg/dL)
Insulinemia 3.32+0.40 4.49 +0.28 9.79 + 6.93* 6.93 +0.92"
(HIU/mL)
HOMA-IR 0.78 +0.07 1.08 +0.05 2.36 £ 0.22% 1.59 + 0.18"
TNF-a (pg/mL) 6.95 +0.32 7.66 +0.33 9.56 + 0.90" 7.24+0.14

Values are presented as mean + SEM. *P < 0.05 for SPD versus SCN, ExCN and ExPD. *P < 0.05 for ExPD versus
SCN and SPD. *P < 0.05 SPD versus SCN and EXPD.



