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RESUMO

Atualmente, ha certo consenso dentro da drea odontoldgica relacionado ao fato de que
inflamacdes cronicas nos dentes, podem eventualmente ocasionar desordens sistémicas. A
Lesao Periapical (LP) é caracterizada como uma inflamagdo oral e estd associada ao aumento
da quantidade de citocinas pré-inflamatdrias, tais como, IL-6 e TNF-a, que possivelmente
induzem resisténcia insulinica. A resisténcia a insulina pode ser definida como o estado no
gual existe uma menor captacdo tecidual de glicose em resposta ao estimulo insulinico; no
entanto, os mecanismos que causam resisténcia a insulina n3dao sdo totalmente
compreendidos. Estudos anteriores do nosso laboratério demonstraram que ratos adultos
com LP apresentam alteragbes na etapa inicial da via do sinal insulinico e menor
sensibilidade a insulina. Baseado nisto, mais estudos sdo necessdrios para verificar se estas
altera¢des também estdo presentes na continuidade da cascata insulinica e na expressao da
proteina transportadora de glicose 4 (GLUT4). Os objetivos do presente estudo foram avaliar
em ratos com LP: 1) glicemia e insulinemia (n=10); 2) sensibilidade a insulina por meio do
indice de HOMA-IR (n=10); 3) grau de fosforilagdo em serina/treonina da Akt em tecido
muscular esquelético gastrocnémio (GM) (n=6); 4) conteddo de GLUT4 e seu indice de
translocacdo para membrana plasmdtica em GM (n=5). Para tanto, foram utilizados 32 ratos
Wistar (2 meses de idade) distribuidos em dois grupos: a) ratos do grupo controle, sem a LP;
b) ratos com LP induzida em molares superiores direito empregando-se broca em acgo
carbono dotada de esfera na extremidade com 0,1 mm. A partir dos resultados poéde-se
observar que os ratos com LP apresentaram: 1) nenhuma diferenca na glicemia e
insulinemia; 2) reducdo na sensibilidade a insulina, avaliado pelo indice de HOMA-IR; 3)
diminuicdo no grau de fosforilacdo em serina da Akt apds estimulo insulinico em GM, mas
nenhuma diferenca no grau de fosforilacdo da Akt em treonina; 4) reducdo do contetdo de
GLUT4 na membrana plasmatica e de seu indice de translocacdo, mas sem alteracdo no

microssoma. A partir desses resultados podemos concluir que a LP promoveu resisténcia a



insulina, alterou etapas posteriores do sinal insulinico e reduziu o conteddo de GLUT4 na

membrana plasmatica e seu indice de translocacao.

Palavras-chave: Doencas periapicais. Resisténcia a insulina. Transportador de glucose tipo 4.

Diabetes mellitus tipo 2.
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ABSTRACT

Currently, there is some consensus in the dental area related to the fact that chronic
inflammation in teeth may eventually lead to systemic disorders. Periapical lesion (PL) is
characterized as an oral inflammation and it is associated to the increase of proinflammatory
citokines, such as IL-6 and TNF-alpha, that can possibly induce insulin resistance. Insulin
resistance can be defined as the state in which there is a glucose uptake decrease by tissue
in response to insulin stimulation, however, the mechanisms that cause insulin resistance
are not totally understood. Former studies from our laboratory demonstrated that adult rats
with periapical lesion showed changes in the initial stage of insulin signaling and lower
insulin sensitivity. Based on that, more studies are needed in order to verify whether these
changes are also present in the continuity of the insulin signaling cascade and glucose
transporter protein 4 (GLUT4) expression. The aims of this study were to evaluate in rats
with PL: 1) plasma glucose and insulin levels (n=10); 2) insulin sensitivity by the HOMA-IR
index (n=10); 3) serine/ threonine phosphorylation status of Akt in skeletal muscle
gastrocnemius (GM) (n=6); 4) content of GLUT4 protein and its translocation index for
plasma membrane in GM (n=5). Therefore, 32 Wistar rats (2 months old) were used and
divided into two groups: a) control rats without PL b) rats with PL induced in right upper
molars by using a carbon steel drill fitted with ball 0.1 mm. From the results it was observed
that rats with PL showed: 1) no difference in blood glucose and insulin; 2) decrease in insulin
sensitivity assessed by HOMA-IR index; 3) decrease in the serine phosphorylation status of
Akt in GM after insulin stimulation, but no difference in the phosphorylation status of Akt in
threonine; 4) decrease in the GLUT4 content in the plasma membrane, but no change in the
microsome. From these results we conclude that the PL promoted insulin resistance,
impaired the later steps of insulin signal and reduced the amount of GLUT4 in the plasma

membrane and its translocation index.

Keywords: Periapical diseases. Insulin resistance. Glucose Transporter Type 4. Type 2

diabetes mellitus.
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1 INTRODUCAO

A possivel ligacdo entre processos orais inflamatdrios e saude sistémica é um
aspecto de grande interesse da comunidade médica e odontoldgica. Estudos clinicos e
experimentais demonstram maior prevaléncia de lesdo periapical (LP) em pacientes
com diabetes descontrolado (BENDER; BENDER, 2003; FOUAD, 2003; GARBER et al.,
2009; SEGURA-EGEA et al., 2012). Adicionalmente, o estado hiperglicémico
caracteristico do diabetes pode ocasionar efeitos deletérios sobre a condi¢do pulpar,
agravando a extensdo da LP e a reabsorcdo dssea alveolar (KOHSAKA et al., 1996).
Varios estudos demonstram associa¢do de doencga periodontal, um foco de inflamacgao
oral semelhante a LP, e maior incidéncia de alteragdes sistémicas, como por exemplo:
aterosclerose, doencgas cardiovasculares e respiratérias, osteoporose, resisténcia a
insulina e diabetes mellitus (DM) (COLOMBO et al., 2012; MEGSON et al., 2010;
PRADHAN; GOEL, 2011; SHRIHARI, 2012; TERPENNING, 2001;). Estes achados
evidenciam a necessidade de realizar novos estudos para elucidar os mecanismos
envolvidos no desenvolvimento de altera¢des sistémicas em pacientes com patologias
orais.

Maior concentracdo de citocinas pré-inflamatdrias tem sido relatada na polpa,
tecidos periapicais e no soro de pacientes com pulpite e periodontite apical
(JOSHIPURA et al., 2006; PRSO et al., 2007). Neste sentido, estudos anteriores do
nosso laboratdrio, com ratos, comprovaram que a LP promove aumento de fator de
necrose tumoral-a (TNF-a) e alteragcdes na etapa inicial do sinal insulinico (ASTOLPHI
et al., 2013), evidenciando que uma inflamacado local pode induzir efeitos sistémicos.
Libby (2008) sugerem que citocinas proé-inflamatdrias, produzidas localmente na
articulagdo acometida por artrite reumatdide, podem reduzir a sensibilidade a insulina.
Adicionalmente, doencas inflamatdrias como osteoartrite, lUpus eritematoso e
espondilite anquilosante tém sido associadas com aumento da prevaléncia de doencas
cardiovasculares (ABELLA et al., 2014).

Estudos sugerem que inflamagdo cronica de baixo grau estd associada ao
desenvolvimento de doencas metabdlicas crénicas como aterosclerose e DM
(DEPALMA et al., 2003; DUNCAN et al., 2003). O estado de inflamacgdo crénica de baixo
grau é caracterizado por situagdes em que as concentracdes plasmaticas de TNF-a,
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interleucina-6 (IL-6) e outras citocinas inflamatdrias encontram-se elevadas (COPPACK,
2001; GLEESON et al., 2011). Estudos mostram que um aumento das concentragdes
plasmaticas destas citocinas inflamatdrias é capaz de induzir resisténcia celular a
insulina (DUNCAN et al., 2003).

A resisténcia a insulina é definida como a incapacidade dos tecidos periféricos
responsivos a insulina responderem adequadamente as concentragdes circulantes
deste hormonio, resultando em diminuicdo da acdo bioldgica da insulina nesses
tecidos. Como consequéncia, as células beta pancreaticas secretam mais insulina a fim
de evitar a hiperglicemia. A sobrecarga da funcdo secretdria das células beta do
pancreas pode induzir a faléncia destas células, o que ocasiona diminui¢ao da secreg¢ado
de insulina. Este processo estd relacionado com o desenvolvimento do diabetes
mellitus tipo 2 (DM2), o qual é resultado da combinagdo desses dois fatores:
resisténcia insulinica e prejuizo das células beta em secretar insulina ( KAHN et al.,
2006; PETERSEN; SHULMAN, 2002).

O DM é considerado pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e pela
Federagdo Internacional de Diabetes como uma epidemia global, atingindo 387
milhdes de pessoas no mundo, e no Brasil, alcangando 8,7% da populagao na faixa
etaria entre 20 e 79 anos, totalizando 11,6 milhdes de pessoas. Adicionalmente,
estima-se que em 2035 o numero de pessoas com DM em todo o mundo serd superior
a 592 milhoes (IDF, 2014).

O DM ¢é grupo heterogéneo de doencas metabdlicas caracterizado por
hiperglicemia cronica devido a falta da acdo insulinica (SAAD; ZECCHIN, 2011; THE
COMMITTEE... 2010). Os principais tipos de DM sdo do tipo 1 (DM1) e do tipo 2 (DM2).
O DM esta relacionado aos disturbios de acdo e/ou secre¢do de insulina (GROSSI;
GENCO, 1998).

O DM1 (representa 5% a 10% dos casos de DM) é frequentemente
desenvolvido na infancia ou juventude e surge a partir da destruicdo autoimune das
células das ilhotas pancreaticas ocasionando perda da producdo de insulina. O DM2,
(representa de 90 a 95% dos casos de DM) engloba individuos com resisténcia
insulinica. A intolerancia a glicose e/ou glicemia de jejum alterada é um indicador de
risco para o desenvolvimento futuro de diabetes, podendo isto ser caracterizado como

pré-diabetes (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014).

20



A hiperglicemia cronica do paciente com DM2 pode promover glicotoxicidade,
agravando a resisténcia a insulina e diminuindo a secregao de insulina (SAAD; ZECCHIN,
2011). Isto pode ocasionar disfuncdo e faléncia de diferentes 6rgaos especialmente os
olhos, rins, nervos, coracao e vasos sanguineos (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION,
2012). Além disso, o individuo com DM2 pode desenvolver alteragdo no metabolismo
de proteinas, baixos niveis de HDL-C (Lipoproteina de alta densidade), altos niveis de
triglicérides, microangiopatia, neuropatia, nefropatia, doencas macrovasculares,
aumento do tempo de cicatrizacao de feridas e risco de infeccdo (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). O DM2
pode acometer individuos obesos, uma vez que a obesidade confere resisténcia a acdo
periférica da insulina (STEIN; COLDITZ, 2004).

O conceito de inflamacgao relacionado a disturbios metabdlicos como obesidade
e resisténcia a insulina teve inicio em 1993, quando Hotamisligil et al. (1993)
identificaram expressao exacerbada de TNF-a no tecido adiposo de roedores obesos;
contudo a neutralizacdo do TNF-a ocasionava reducdo da resisténcia insulinica. Desse
modo, varios trabalhos sobre obesidade tém confirmado que o excesso de tecido
adiposo causa inflamacdo crénica devido a maiores concentracgdes séricas de proteina
C-reativa, IL-6, proteina ligante de retionol-4 entre outros mediadores bioativos que
podem ser candidatos para o desenvolvimento de resisténcia a insulina
(CHAKRABORTY et al., 2010; GHOSH; ASHCRAFT, 2013; HAK et al., 1999; KIM et al.,
2012).

O tecido adiposo é atualmente reconhecido como um érgdo enddcrino capaz
de secretar fatores denominados adipocinas. As adipocinas estao ligadas a patogénese
da sindrome metabdlica e suas comorbidades por meio de seus efeitos sobre a funcdo
vascular e inflamagdo (CONDE et al., 2011; LAGO et al., 2011). Charriére et al. (2003)
observaram que células em cultura de pré-adipdcitos de roedores possuem grande
semelhanca e eficiéncia em transformar-se em macrofagos, enfatizando a estreita
correlacdo entre tecido adiposo e sistema imune inato. O tradicional conceito de que o
este sistema atua apenas como mecanismo de defesa é relativamente simples.
Atualmente, o sistema imune é visto como um sistema regulador que participa do

controle de vias metabdlicas. Em decorréncia disto, foi recentemente criado o termo

21



“immunometabolism” para demonstrar a importancia emergente da interacdo entre
sistema imunolégico e processos metabdlicos (PAL et al., 2014).

Individuos obesos apresentam maior nimero de macréfagos residentes no
tecido adiposo que produzem varias citocinas e contribuem para inflamagao local e
sistémica de baixo grau (CANCELLO et al., 2005; WEISBERG et al., 2003). Acredita-se
que hipertrofia do adipdcito e hipdxia local devido a expansao do adipdcito sdao dois
fatores que contribuem para o aumento do acimulo de macréfagos no tecido adiposo
na obesidade (DALMAS et al., 2011; TRAYHURN, 2013). Os macréfagos sao
classificados em dois fendtipos: M1 (pré-inflamatdério) ou M2 (anti-inflamatdrio). A
subpopulagdo M1 pode ser ativada por lipopolissacarideo (LPS) e TNF-a e produzir
citocinas pré-inflamatdrias. O fendtipo M2 pode ser ativado por glicocorticoides,
interleucina-4 (IL-4) e interleucina-10 (IL-10) e esta ativacdo pode promover a
producdo de citocinas anti-inflamatdrias (DALMAS et al., 2011; GRATCHEV et al., 2001;
MARTINEZ et al., 2009;). Em roedores, obesidade induzida por dieta geralmente
promove alteracdo do fendtipo de macroéfagos residentes no tecido adiposo e
polarizagdo do M2 a M1 na condicdo de animais obesos (LUMENG et al., 2007;
NGUYEN et al., 2007). Por outro lado, em ratos ndo obesos, os macréfagos do tecido
adiposo ndo exibem fendtipo inflamatério, ja que, nesse caso, as vias inflamatdrias ndo
estdo ativadas devido a auséncia de obesidade (LUMENG et al., 2007). Ademais, varios
estudos tém descrito uma associacdo entre macrofagos residentes no tecido adiposo e
resisténcia a insulina (WEISBERG et al., 2003; WENTWORTH et al., 2010).

Patologias inflamatdrias locais, como a doencga periodontal, podem ocasionar
hiperglicemia e resisténcia a insulina (CHIU et al., 2014). A LP, que é também um tipo
de doenca inflamatéria local, pode promover resisténcia a insulina (ASTOLPHI et al.,
2013). A LP ocorre como consequéncia de vdrios traumas a polpa do dente, que
incluem os fisicos, os iatrogénicos, os infecciosos e os decorrentes da terapia
endododntica. Este quadro inflamatério pode ocasionar uma ampla variedade de
respostas imunoldgicas, com intuito de proteger a polpa dentaria e regides periapicais.
Entretanto, a regulacdo da inflamacdo periapical é extremamente complexa, pois
envolve mediadores derivados do hospedeiro, incluindo componentes imunoldgicos,

como anticorpos, citocinas, metabdlitos do acido araquidénico e neuropeptideos.
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Estes fatores em conjunto estdo envolvidos na patogénese da LP (STASHENKO et al.,
1998).

A exposicdo cronica do canal pulpar apresenta, em sua maioria, colonizacdo
composta por diferentes tipos de bactérias gram-negativas anaerdbias (SUNDQVIST,
1992), dotadas de LPS na parede celular (WOLFF, 1973). LPS possui a capacidade de
ativar o toll like-4 (TLR4), um receptor de superficie celular que atua na ativag¢dao da
imunidade inata e inducdo de respostas inflamatdérias. O TLR4 é expresso em
diferentes tecidos e desempenha fungdo importante no desenvolvimento de
alteracGes cronicas relacionadas a obesidade, como a resisténcia a insulina (PAL et al.,
2012; REYNOLDS et al., 2012).

A ativacdo de TLR4 pode aumentar o processo inflamatdrio por meio da
producdo de citocinas (MEDZHITOV, 2001) principalmente o TNF-a e IL-6 (BAIN et al.,
2009; BLETSA et al., 2006). Estas citocinas, ao serem disseminadas para a circulagao
sistémica, podem afetar diversos érgdos (MARTON et al., 1988; MARTON; KISS, 2000) e
interferir negativamente com o sinal insulinico desencadeando resisténcia a insulina
(ASTOLPHI et al., 2013; BAIN et al., 2009; ZHANG et al., 2011).

Os mecanismos que causam resisténcia a insulina ndo sdo totalmente
compreendidos, no entanto, estudos tém demonstrado uma série de alteracdes
moleculares na via de sinaliza¢do insulinica que s3ao determinantes no estado de
resisténcia insulinica em tecidos periféricos, como musculo esquelético e tecido
adiposo (FROJDO et al., 2009).

A insulina é um hormonio anabdlico produzido pelas células beta pancreaticas,
gue atua em diferentes tecidos, como muscular, adiposo e também no figado, além de
apresentar atividades metabdlicas que incluem aumento da captagdo de glicose,
sintese de glicogénio, proteinas e acidos graxos, entre outros (PAULI et al., 2009).

A sinalizagdo intracelular insulinica inicia-se por meio da intera¢do da insulina
com seu receptor — o receptor de insulina (Rl) (ROTH, 1973; ROTH et al., 1975). ORI é
uma proteina quinase composta por duas subunidades alfa e duas subunidades beta
ligadas por pontes dissulfeto, com atividade quinase intrinseca. A subunidade beta do
receptor de insulina, quando estimulada pela acdo insulinica, é capaz de se
autofosforilar e ainda fosforilar substratos do receptor de insulina em residuos de

tirosina (KASUGA et al., 1982a; KASUGA et al., 1982b).
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Atualmente ja foram descritos varios substratos do receptor de insulina. Com
intuito de melhor compreensdo do papel fisiolégico destas proteinas, varios estudos
com camundongos knockout para os substratos do receptor de insulina (IRS) foram
publicados entre os anos de 1994 e 2003. Araki et al. (1994) demonstraram que o
camundongo que nado expressava IRS-1, apresentava resisténcia insulinica e atraso no
crescimento, porém, nao era hiperglicémico. Em 1998, Withers e colaboradores,
estudaram camundongos knockout para IRS-2, e identificaram fendtipo diferente do
camundongo knockout para IRS-1, isto é, hiperglicemia e faléncia da atividade
secretdria das células beta pancreaticas, além de perda significativa da massa de
células B. Contudo, no estudo de Fantin et al. (2000) camundongos knockout para IRS-
3 e IRS-4 apresentaram metabolismo de glicose quase normais. Adicionalmente, Cai et
al. (2003) descobriram dois novos substratos do receptor de insulina, o IRS-5 e o IRS-6
gue nado apresentam func¢ao relevante no transporte de glicose mediado por insulina.

A fosforilacdo do Rl em tirosina, resulta principalmente em fosforilacdo de IRS-1
e IRS- 2 (WHITE, 1998), que podem interagir com proteinas portadoras da por¢ao SH2
e ativa-las. Entre essas proteinas, destaca-se a fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) (FOLLI
et al., 1992). A PI3K atua em diversos processos celulares, que incluem regulagdo da
mitogénese, diferenciacdo celular, além de ser considerada molécula essencial para o
transporte de glicose mediado por insulina (CZECH; CORVERA, 1999). Estudos
observaram que os inibidores especificos da PI3K promoveram inibicdo da via de
sinalizacdo insulinica (CHEATHAM et al., 1994; OKADA et al., 1994).

A ligacao dos IRSs com a subunidade p85 da PI3K ativa a subunidade p110 desta
enzima (WHITE; KAHN, 1994). Esta interacdo induz fosforilacdo dos fosfoinositideos na
posicao 3 do anel de inositol, originando fosfatidilinositol- 3-fosfato, fosfatidilinositol-
3,4-difosfato e fosfatidilinositol- 3,4,5-trifosfato ou PIP3 (LIETZKE et al., 2000). O PIP3
gerado pela PI3K pode ativar a PDK-1 (“phosphoinositide-dependentkinasel”), uma
serina/treonina quinase que regula outra serina/treonina quinase conhecida como
proteina quinase B (PKB ou Akt) (ALESSI et al., 1997; LIETZKE et al., 2000).

Os estudos envolvendo Akt foram iniciados apds a descoberta de um virus
mutante de leucemia em camundongos, que possuia capacidade oncogénica para o
desenvolvimento de linfomas de timo, denominado Akt8 (STAAL et al., 1977). Em

mamiferos, trés genes da Akt/PKB foram identificados, denominados PKBa/Aktl
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(JONES et al., 1991), PKBB/Akt2 (CHENG et al., 1992) e PKBy/Akt3 (BRODBECK et al.,
1999), localizado nos cromossomos 14q32, 19q13, e 1944, respectivamente.

A Akt participa ativamente nas vias de sinalizagdo insulinica mediando os
efeitos metabdlicos deste hormdnio em diferentes tecidos. A fosforilagdo da Akt
diminui a atividade da glicogénio sintase quinase-3 (GSK3) o que resulta em sintese de
glicogénio, pois a GSK3 inibe a glicogénio sintase (GS) e, dessa forma, a inibicao da
GSK3 aumenta a atividade da GS. (CROSS et al., 1995). Ademais, GSK3 promove
degradacdao de SREBPs (sterol regulatory element-bindig protein) que sdo fatores que
aumentam a expressdo de genes envolvidos na biossintese de lipideos. Desta maneira,
a Akt promove estabilidade de SREBPs, aumentando a sintese de lipideos (MANNING;
CANTLEY, 2007).

Além disso, a Akt apresenta papel fundamental no processo de captacdo de
glicose por meio da estimulagdo da translocagdao do transportador de glicose GLUT4
para membrana, ao passo que a inibicdo da atividade da Akt bloqueia parcialmente a
translocacdao de GLUT4, em tecido adiposo e musculo esquelético (WHITEMAN et al.,
2002).

Figura 1 - As vias de sinalizacdo insulinica. O receptor de insulina é uma tirosina quinase
que se autofosforila e catalisa a fosforilagdo de proteinas intracelulares como as proteinas
IRS, Shc e Cbl. Apds a fosforilagdo, essas proteinas ligam-se a outras moléculas de
sinalizacdo por meio de seus dominios SH2, resultando na ativacao de vias de sinalizacdo
intracelular como a via da Pl 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.
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Fonte: Carvalheira et al. (2002)
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Como descrito anteriormente a PI3K e Akt participam ativamente do transporte
de glicose para célula por meio do controle da translocacdo do GLUT4, em tecidos
especificos. Os GLUTs sdo proteinas que estdo presentes nas superficies das células, e
tém capacidade de realizar fluxo bidirecional de glicose, sendo o gradiente de
concentracdo o fator determinante para indicar a direcdo do transporte da molécula.
Até hoje foram descobertos 14 transportadores de glicose, sendo que as fun¢Ges de
cada isoforma variam de um tecido para outro e sdo expressos de forma especifica de
acordo com o tipo celular. As 5 primeiras isoformas sdo as mais pesquisadas, tanto em
situacOes fisioldgicas como patoldgicas (MACHADO et al., 2006). O GLUT4 é
responsavel por participar da captacdo de glicose mediada por insulina nos tecidos
muscular e adiposo (LETO; SALTIEL, 2012). Ele se localiza no meio intracelular e por
meio da cascata de sinalizacdo insulinica ocorre sua translocacdo em direcdo a
membrana plasmatica (REA; JAMES, 1997). Uma série de investigacdes tem sido
conduzidas com intuito de avaliar o papel do GLUT4 em alteracdes da sensibilidade
insulinica (FAM et al., 2012; ZHU et al., 2013). Um estudo demonstrou que ratos
portadores de sindrome metabdlica apresentam: 1) reducdo do conteudo de GLUT4
(no coragao, musculo esquelético e tecido adiposo branco); 2) resisténcia a insulina; 3)
aumento das concentracdes plasmaticas de marcadores inflamatérios (LEGUISAMO et
al., 2012).

Como mencionado anteriormente, estudos do nosso laboratério comprovaram
gue ratos adultos com LP apresentam alteracdo na etapa inicial do sinal insulinico e
resisténcia a insulina. No intuito de averiguar os mecanismos que estdo envolvidos
nestas alteracdes, serdo investigados as etapas posteriores do sinal insulinico, o
conteddo de GLUT4 e seu indice de translocacdo para membrana plasmatica em

musculo esquelético gastrocnémio (GM) de ratos adultos com LP.
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2 OBIJETIVO

Sabendo-se que a etapa inicial do sinal insulinico estd alterada em ratos com
LP, é de fundamental importancia averiguar se estas alteracdes também estdo
presentes na continuidade da cascata insulinica, na translocacdo de GLUT4 para
membrana plasmatica (PM) e no conteudo desta proteina. Portanto, os objetivos do
presente estudo foram avaliar em ratos com LP: 1) glicemia e insulinemia; 2)
sensibilidade a insulina por meio do indice de HOMA-IR; 3) grau de fosforilagdo em
serina/treonina da Akt em GM; 4) contelido de GLUT4 e seu indice de translocagdo

para membrana plasmatica em GM.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados 32 ratos Wistar de 2 meses de idade, mantidos em ambiente
de 12/12 horas de claro e escuro (periodo claro iniciado as 7h) e temperatura de 23 +/-
2° C. Os animais foram distribuidos em dois grupos: 1) ratos controle (CN), sem LP; 2)
ratos com LP. O trabalho esta de acordo com os Principios Eticos em Uso de Animais e
foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (Protocolo FOA-00940-2013).

Os animais do grupo LP foram anestesiados com associa¢do de Cloridrato de
Quetamina (10%, 80mg/kg de peso corpdreo, intraperitoneal) e Xilazina (2%, 10 mg/kg
de peso corpdreo, intraperitoneal), e a LP foi induzida por meio de orificio realizado
em 12 molar superior direito com auxilio de broca em ago carbono (Broca Long Neck -
Maillefer, Dentsply, Terezépolis, RJ, Brasil) dotada de esfera na extremidade com
0,1mm de diametro, acoplada a caneta de baixa rotacdo. Ressaltamos que a exposicao
pulpar realizada por meio da abertura da cavidade pulpar com brocas, geralmente nao
induz a dor. A permanéncia da abertura é o método mais utilizado para o
desenvolvimento de lesdes periapicais.

Apds a inducdo da LP foram avaliados, trés vezes por semana, a ingestdo de
racao e o peso corporal dos ratos de ambos os grupos. Depois de 30 dias da inducdo da
LP os experimentos foram realizados. Todos os procedimentos experimentais foram
realizados em ratos LP e CN submetidos a uma privacdo alimentar prévia de 14 horas e
anestesiados com tiopental sddico (Thiopentaxe - Cristalia Produtos Quimicos
Farmacéuticos Ltda, Itapira, Brasil, 3%, 5mg/ 100g peso corpdreo, intraperitoneal).
Para realizacdo da coleta de sangue dos animais (n=10), foi realizada a laparotomia
mediana, coletando-se o sangue pela veia cava inferior, e as amostras de sangue foram
transferidas para tubos de pldstico heparinizados e mantidas a 4°C até a centrifugacao
a 800 g (4°C, 15 minutos). O plasma obtido foi armazenado a -70°C até o dia da
guantificacdo de glicemia e insulinemia. Logo ap6s a coleta do sangue também foi
retirado o musculo gastrocnémio para quantificar o contelddo da proteina GLUT4 e seu
indice de translocacdo para membrana plasmatica (n=5). Outro grupo de ratos (n=6)
foi utilizado para quantificar, em GM, o grau de fosforilacdo em serina/treonina da Akt

(Ser 473 e Thr 308), apds estimulo insulinico. Nestes experimentos, os animais foram
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anestesiados com tiopental sdédico (Thiopentax® - Cristdlia Produtos Quimicos
Farmacéuticos Ltda, Itapira, Brasil, 3%, 5mg/ 100g peso corpodreo, intraperitoneal),
realizando-se em seguida: laparotomia mediana, com retirada de amostras do GM
antes e apds (90 segundos) a inje¢dao de 1,5 U de insulina regular (intravenosa pela veia
porta), seguindo protocolo de acordo com Saad et al. (1993). Apds os experimentos, 0s
animais foram eutanasiados por dose anestésica excessiva de tiopental sddico
(Thiopentax® - Cristdlia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, Itapira, Brasil, 3%,

5mg/ 100g peso corpdreo, intraperitoneal).

3.2 Determinagao da glicemia (método de glicose-oxidase)

A glicemia foi determinada pelo método da glicose-oxidase, um método
enzimatico especifico para quantificacdo de glicose (Enzymatic glucose, ANALISA
Diagnéstica, Belo Horizonte, Brasil). Neste teste, a glicose é oxidada enzimaticamente
pela glicose oxidase, gerando acido glucOnico e agua oxigenada (H202). A H202, em
presenca de peroxidase, produz a ligacdo oxidativa do fenol com a 4-aminoantipirina,
dando origem a um composto réseo-avermelhado (quinonimina), com maximo de
absorcdo em 505 nm de comprimento de onda. Para a dosagem de glicemia foram
utilizados 10 pL da amostra de plasma ou de padrio (100 mg/dl) e 1,0 mL de reagente
enzimatico. Essa solucdo foi bem homogeneizada e colocada em banho-maria a 37°C
durante 15 minutos. As absorbancias do teste e do padrao foram determinadas em
505 nm, acertando o zero com o branco.

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

3.3 Determinagao da insulinemia

A insulinemia foi quantificada pelo método radioimunoldgico — RIA KIT
(Sensitive Rat Insulin, SRI-13K, Millipore, St Charles, MO, EUA). Em resumo, trata-se de
uma reacdo 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.
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3.4 Andlise do HOMA-IR

A resisténcia a insulina foi avaliada por meio 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 (ulU/ml) / 22,5 (LIMA et al., 1998).

3.5 Avaliagdo do grau de fosforilagio da Akt (Ser308/Thr473) em musculo
esquelético
3.5.1 Preparac¢ao das amostras para “Western Blotting”

Imediatamente apds a extragao, os tecidos foram homogeneizados em Polytron
(24000 rpm durante 10 segundos) em 2 mL de tampdo de extracdo (Tris100 mM pH
7,5; EDTA 10 mM; SDS 1%; NaF 100 mM; Pirofosfato de Na 10 mM; Ortovanadato de
Na 10 mM; 0,1mg/mL Aprotinina) e mantidos em banho-maria (100°C) durante 10
minutos, transferidos para gelo e, entao, centrifugados a 16000g durante 40 minutos
(@ 4°C). Do sobrenadante foram retiradas aliquotas para determinacdo da
concentracdo protéica pelo método de Lowry modificado e para estoque em tampao
desenvolvido por Laemmli (1970) (azul de bromofenol 0,1%; SDS 10 %; fosfato de

sédio 1M pH 7,0; glicerol 50%; DTT 15%).

3.5.2 “Western blotting”

A primeira etapa do “Western blotting” consistiu na submissao das amostras
(185 pg de proteina em cada poco) a uma corrida eletroforética em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE). Através deste método, foi possivel separar proteinas de
acordo com seu peso molecular, sem que as unidades protéicas fossem perdidas,
permitindo estudos posteriores nessas fracdes protéicas. Foi utilizado o método
desenvolvido por Laemmli (1970) e modificado por Garfin (1990), o qual envolve um
sistema descontinuo de dois géis continuos, mas diferentes em sua composicado: 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 amoénio 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%).
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Na montagem, o gel de resolugdo ficou sob o gel de “stacking”, com orientacdo
vertical, num sistema de camaras que manteve as porgdes superiores e inferiores do
gel em contato com um tampado 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 tampao de
Laemmli. Imediatamente antes da aplicagdo, as amostras foram fervidas por 4
minutos. A eletroforese foi realizada em equipamento para minigel da Bio Rad (Mini-
Protean, Bio Rad Laboratories, Richmond, CA. EUA), e comegou com a corrida no gel de
“stacking” sob voltagem constante em 30 mV até que ocorresse o empacotamento da
amostra, o que pode ser observado na transicao dos géis. Posteriormente foi aplicada
voltagem constante de 100 V para a corrida no gel de resolucdo, durante
aproximadamente 2 horas. Juntamente com as amostras, sempre foi colocado um
padrao de proteinas de conhecidos pesos moleculares (marcadores).
eTransferéncia eletroforética

Apds a separacdo das fragBes protéicas no gel de poliacrilamida, foi feita a
transferéncia eletroforética dessas fracdes para uma membrana de nitrocelulose
Hybond-C Super (GE Healthcare Buckinghamshire, Germany). A transferéncia foi
realizada sob voltagem constante de 100 V, durante 2 horas, a 4°C, utilizando-se o
tampao de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20%, SDS 0,02%).

e “Immunoblotting”

Apds a transferéncia eletroforética, foi iniciado o processo de imunodeteccao
de proteinas especificas, desenvolvido por Kruger e Hommond (1988). A membrana de
nitrocelulose foi, primeiramente, incubada na presenca de solucdo bloqueadora
(solugdo basal - SB - NaCl 150 mM; Tris 10 mM; "Tween" 20 0,02%; pH 7,2 - acrescida
de 5% de leite desnatado em pd - 0% de gordura) durante 2 horas a temperatura
ambiente, e entdo, lavada com solug¢do basal por trés sessdes de 10 minutos cada. Em
seguida, a membrana foi incubada em solucdo (SB + 3% de leite desnatado em pd - 0%
de gordura) contendo o anticorpo de coelho p-Akt 1/2/3 (Ser473) (Santa Cruz
Biotechnology, Inc, Santa Cruz, USA), na diluicdo de 1:1000 ou anticorpo de coelho
anti-fosfotreonina-Akt (Thr308) (Millipore Temecula, CA, USA), na diluicdo de 1:1000
ou anticorpo de camundongo anti-B-actina (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz,

USA), utilizado como controle enddégeno, na diluicido de 1:1000 por 4 horas em
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temperatura ambiente. Posteriomente, foram realizadas trés lavagens com solucdo
basal, e as membranas foram incubadas em solugdo (SB + 1% de leite desnatado em pé
- 0% de gordura) com segundo anticorpo contendo peroxidase de “horseradish” (“kit’
de quimioluminescencia — ECL — GE Healthcare Buckinghamshire, Alemanha), durante
1 hora em temperatura ambiente. Novamente, foram realizadas 3 lavagens das
membranas de nitrocelulose com solugao basal, com duracdo de 10 minutos cada
lavagem. Apds estes procedimentos, as membranas foram levadas até uma camara
escura, onde foi adicionado 1 ml de cada solu¢do de detecgdo 1 e 2 (do kit de ECL - GE
Healthcare Buckinghamshire, Alemanha), e incubou-se por 1 minuto. Por fim, foi
drenado o excesso de reagente e a membrana de nitrocelulose foi exposta a filme de
RX (Hyperfilm ECL— GE Healthcare Buckinghamshire, Alemanha) dentro de um cassete
para autorradiografia (GE Healthcare Buckinghamshire, Alemanha) a prova de luz,
durante 10 minutos, em temperatura ambiente. O filme foi processado com solugao
reveladora e reforcadora GBX (Kodak Brasileira, Sdo Paulo, Brasil) e solucdo fixadora e
reforcadora GBX (Kodak Brasileira, Sao Paulo, Brasil). A intensidade dos "blots” foi
avaliada por densitometria 6ptica, utilizando-se o programa Scion Image (Scion Image-

Release Beta 3b, NIH, Frederick, MD, EUA).

3.6 Quantifica¢dao do contetido da proteina GLUT4 e seu indice de translocagao

A deteccdo das quantidades de proteinas GLUT4 no musculo gastrocnémio foi
realizada utilizando-se eletroforese em gel de poliacrilamida, com a utilizacdo de kit de
quimioluminescéncia (ECL) para detec¢do das bandas. Quantidades iguais de proteinas
foram solubilizadas em tampdo de Laemmli, sujeitas a SDS-PAGE (10%) e entdo
transferidas eletroforeticamente para membrana de nitrocelulose Hybond-C Super (GE
healthcare, AMERSHAM Biosciences, UK). Apds bloqueio com leite desnatado em pé
durante 1 hora, as membranas foram incubadas com anticorpo anti-GLUT4 (Chemicon)
(diluicdo 1: 3000 em PBS/BSA 8%), durante 3 horas, a 37°C. Posteriormente foi feita
uma incubacdo com os anticorpos secundarios anti-lgG, marcado com peroxidase
(HRP), diluido 1: 10000, em solucdo blogueadora BSA 1% durante 1 hora. As
membranas foram lavadas vigorosamente com tampao PBS + Triton e colocadas em
contato com 4ml da combinacdo da solucdo A e solucdo B (Solugdo A: 8,856 ml de agua

destilada, 100pl de Luminol 2,5 mM e 44pul de Acido Cumérico 400mMe 1 ml de Tris
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1M pH 8,5; Solucdo B: 8,9939 agua destilada, 6,1l de Perdxido de Hidrogénio e 1ml de
Tris 1M pH 8,5) por 1 minuto e expostas a Hyperfilm® (IGF — Corporation, New Jersey,
USA) por periodos de 1 hora a -702C para deteccdo das bandas resultantes. As imagens
obtidas apds revelagdo serdao analisadas por densitometria dptica, utilizando-se um
“software” (IMAGE MASTER ID —AMERSHAM Pharmacia Biotech, Buckinghamshire,
UK). O anticorpo anti-GLUT4 utilizado é constituido por antissoro comercial de coelho
(Chemicon International, Temecula, Califérnia). Para avaliar o indice de translocacado
de GLUT4 para membrana plasmatica foi realizado o seguinte cdlculo:

indice de translocacdo de GLUT4 (%) = GLUT4 da membrana plasmatica x 100/(GLUT4

da membrana plasmatica + GLUT4 microsomal)

3.7 Andlise Estatistica
Todos os valores foram apresentados como média +EPM.

1) Para analise do grau de fosforilagdo da Akt em serina/treonina: a normalidade do
conjunto de dados analisados foi verificada. As andlises estatisticas foram
realizadas por analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey. O nivel
de significancia adotado foi de 5% (alpha=5%).

2) Para a andlise do peso corpéreo, ingestdo alimentar, glicemia em jejum,
insulinemia, HOMA-IR, conteldo e indice de translocacdo de GLUT4: As andlises
estatisticas foram analisadas pelo teste t de Student. O nivel de significancia
adotado foi de 5% (alpha=5%). As analises estatisticas foram realizadas com o

programa estatistico Graph Pad Prism (version 5.0).
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4 RESULTADOS
4.1 Analise Histoldgica

Imagens histoldgicas da regido periapical do primeiro molar superior de ratos
do grupo CN e LP apds 30 dias da inducdo da lesdo periapical (figura 2).

FIGURA 2 - Analise histoldgica da regido periapical nos grupos controle (CN) e ratos
com lesdo periapical (LP). Coloragdo com hematoxilina e eosina (H&E) mostra
aparéncia normal de polpa dentaria e tecidos periodontais no grupo CN (A). A lesdo foi
estabelecida na regido periapical no grupo LP (B). Abreviaturas e simbolos: ab, osso
alveolar; *, infiltrado inflamatério; dp, polpa dentéria; rn, restos de necrose pulpar;

pdl, ligamento periodontal. Aumento: 250x; Barra de escala: 100 um.

Fonte: do autor
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4.2 Massa Corpdrea e Ingestdo Alimentar
Os ratos com LP ndo apresentaram diferenca tanto na massa corpdrea

(Figura 3) como na ingestdo alimentar (Figura 4) em relagdo aos ratos CN, desde a

inducdo da LP até a realizagdo dos experimentos.

Figura 3 - Massa corpdrea dos ratos controle (CN) e ratos com
lesdo periapical (LP) durante 30 dias. Os valores sdao expressos
como média * EPM, n =21
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Figura 4 - Ingestao alimentar de ratos controle (CN) e ratos

com lesdo periapical (LP) durante 30 dias. Os valores sdo
expressos como média + EPM, n=21.
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4.3 Glicemia, Insulinemia e HOMA-IR

Os valores da glicemia, insulinemia e HOMA-IR podem ser observados na tabela
1. Nao foi encontrada diferenca significativa na glicemia e insulinemia entre os grupos
estudados. Entretanto, por meio do indice HOMA-IR observou-se que o grupo LP

apresentou maior resisténcia insulinica quando comparado com o grupo CN.

Tabela 1 - Glicemia (mmol/L), insulinemia (uIU/mL) e indice HOMA-IR dos ratos controle

(CN) e ratos com lesao periapical (LP)

Grupo CN Grupo LP
Glicemia (mmol/L) 7,08 £ 0,29 6,78+ 0,12
Insulinemia (ulU/mL) 17,38 £ 5,94 29,47 £ 5,20
HOMA-IR 417 £ 1,48 9,79 + 1,56*

Valores expressos como média + EPM, n=10. *p< 0,05 CN vs. LP.

Fonte: do autor

4.4 Avaliagdo do grau de fosforilagio em serina/treonina da Akt no musculo
esquelético

Em andlise intragrupos, observou-se aumento no grau de fosforilagdo em
serina e treonina da Akt apds o estimulo insulinico em relacdo ao estado basal em GM
(p<0,05). Em analise intergrupos, apds estimulo insulinico, o grau de fosforilacdo em
serina da Akt foi reduzido (p<0,05) no grupo LP em relacdo ao grupo CN. Entretanto,
ndo foi observada diferenca significativa no grau de fosforilacdo em treonina da Akt

entre os grupos estudados.
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Figura 5 - Avaliacdo do grau de fosforilagdo em serina e treonina da Akt antes (-) e apds
(+) o estimulo insulinico no musculo esquelético gastrocnémio de ratos
controle (CN) e ratos com lesdo periapical (LP). Em A autorradiografia tipica:
quantidades iguais de proteina foram submetidas a SDS-PAGE (185 ug). B-
actina foi utilizada como controle. Em B e C, valores do grau de fosforilacao
em serina e treonina da Akt, respectivamente, expressos em unidades
arbitrarias, sdo apresentados como média + EPM, n=6.* p<0,05 insulina (-)
vs. insulina (+); # p<0,05 CN (+) vs. LP (+).
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4.5 Expressao protéica de GLUT4 no musculo esquelético

A Figura 6 mostra os resultados da expressao de GLUT4 na membrana
plasmatica (PM) e no microssoma (M). Ndo houve diferenca significativa entre os
grupos CN e LP em M; no entanto, em PM o grupo LP apresentou um menor valor em
relacio ao grupo CN (p<0,05). Ademais, foi observada diferenca no indice de

translocagao de GLUT4 para membrana plasmatica.

Figura 6 - Avaliagcdao do Conteudo de GLUT4 em musculo esquelético de ratos
controle (CN) e ratos com lesdo periapical (LP). Em A, membrana plasmatica
(PM); em B microssoma (M); em C, o indice de translocagdo dos grupos CN e
LP. Os resultados foram apresentados como média = EPM, n=5. * p<0,05.
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5 DISCUSSAO

A LP promoveu resisténcia a insulina e diminui¢ao na sensibilidade a insulina,
no grau de fosforilagdo em serina da Akt, no conteiudo da proteina GLUT4 na

membrana plasmatica e no seu indice de translocacdao em tecido muscular esquelético.

Nossos resultados demonstram que nao houve diferenca significativa na massa
corporal entre o grupo CN e o grupo LP. Esses dados estdo de acordo com o trabalho
de Astolphi et al. (2013) em que ratos adultos com LP ndo apresentaram diferenca na
massa corporal em comparacdo com o grupo controle ao longo de 30 dias.
Semelhantemente, com relacdo a ingestdo alimentar ndo encontramos diferenca entre
o grupo CN e LP ao longo dos 30 dias de manuten¢ao dos animais. Isto pode indicar
gue os animais se alimentaram normalmente e provavelmente ndo sentiram dor
decorrente da indugao da LP (MCGIVERN; BERNTSON, 1980).

No presente estudo foi observada uma relacdo entre LP e resisténcia a insulina.
Nossos resultados demonstraram que a sensibilidade a insulina, avaliada pelo HOMA-
IR, encontrou-se diminuida nos ratos LP em relacdo aos ratos CN. Este resultado esta
de acordo com trabalhos de Bain et al. (2009) que detectaram resisténcia insulinica em
ratas com LP crénica e de Astolphi et al. (2013) que observaram menor sensibilidade a
insulina em ratos adultos com LP, identificada pela taxa de decaimento de glicose
(Kitt). Como consequéncia da resisténcia insulinica, os niveis plasmaticos de insulina e
glicose podem estar elevados (BAIN et al., 2009). Porém, em nosso estudo nao
observamos diferenca significativa nas concentragdes plasmaticas de glicose e insulina
entre os grupos LP e CN (Tabela 1). Estes resultados corroboram os achados de
Colombo et al. (2012), que ndo identificaram alteragdo tanto na glicemia como na
insulinemia em ratos com periodontite, apesar destes animais apresentarem
resisténcia a insulina. Astolphi et al. (2013) estudando ratos com LP também nao
observaram alteragdes glicémicas em ratos resistentes a insulina.

A LP induzida por broca foi comprovada pela andlise histoldgica (Figura 2), apds
30 dias da inducdo desta lesdo. POde-se observar total necrose pulpar, além de
reabsorcdo dssea e cementdria. A regido do ligamento periodontal apresentou-se

desorganizada com infiltrado inflamatério evidente.
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A lesdo periapical provoca inflamacdo e resposta imunolégica em decorréncia
dos microorganismos que invadem e destroem a polpa dental (BERGENHOLTZ, 1977).
Adicionalmente, Marton e Kiss (1993) relataram alta incidéncia de macréfagos na LP,
sugerindo que estas células sdo componentes essenciais do granuloma periapical. Os
macrofagos desempenham fungdes produtora e reguladora da inflamacdo por meio
dos seus mediadores soluveis, além de serem a principal fonte das citocinas IL-1a, IL-
1B e TNF-a (METZGER, 2000).

A LP apresenta diferentes tipos de células inflamatdrias, tanto da imunidade
inata (neutrdfilos, macréfagos e células dendriticas), como da imunidade adaptativa
(linfécitos T e B e células plasmaticas). Bactérias e toxinas oriundas do sistema de
canais radiculares contaminado causam, primeiramente, reacdo inflamatdria nao
especifica seguida por producdo de uma diversidade de mediadores inflamatérios,
com o propésito de limitar a disseminacdo da infec¢do, além de proteger os tecidos
periapicais (DESAIl et al., 2011). O resultado entre a acdo de microrganismos e células
de defesa do hospedeiro leva a uma destruicdo dos tecidos periapicais (NAIR, 1997).
Citocinas inflamatdrias, como o TNF-a, presentes na LP podem atuar de maneira
sistémica devido a ligacdo circulatéria entre a polpa dental e tecidos distantes da
cavidade oral. Neste sentido, sabe-se que o estado hiperinflamatério da LP pode

contribuir para o desenvolvimento de resisténcia a insulina (ASTOLPHI et al., 2013).

O TNF-a prejudica o sinal insulinico por inibir a fosforilagdo em tirosina do IRS-1
(AHMAD; GOLDSTEIN, 1997). Astolphi et al. (2013) identificaram aumento de TNF-a na
circulacdo sistémica de ratos com LP, associados a reducdo da sensibilidade a insulina e
sinal insulinico. Dessa maneira, ja é bem estabelecido que processos inflamatérios
estdo relacionados a prejuizos na etapa inicial da via do sinal insulinico.

Outros mecanismos desencadeados por mediadores inflamatdrios envolvidos
com o desenvolvimento de resisténcia insulinica incluem a ativacdo cronica das
proteinas c-Jun N-terminal quinase (JNK) e quinase do inibidor do fator de transcricao
NF-kB (IKK) (FERRANTE, 2007). Um aumento da atividade inflamatdria € comumente
observado na obesidade, na qual a concentracdo plasmatica de TNF-a e de outros

marcadores inflamatdrios encontram-se elevados, caracterizando esta patologia como
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um estado de inflamacgdo cronica de baixo grau (FANTUZZI, 2005). Conforme descrito
anteriormente, o TNF-a promove diminui¢do do sinal insulinico.

Sabe-se que a atividade proé-inflamatdria prejudica a etapa inicial da cascata de
sinalizacdo insulinica. Dessa forma, estudos utilizando diferentes modelos
experimentais vém sendo realizados, com o intuito de avaliar se o processo
inflamatdério pode promover alteragdes em etapas posteriores da cascata de
sinalizacdo insulinica, como a ativacdo da Akt, apds estimulo insulinico. A avaliacdo da
fosforilacdo da Akt é frequentemente utilizada para avaliagdao do sinal insulinico em
estudos envolvendo animais para correlacionar a resisténcia insulinica (KRISTENSEN et
al., 2014; MELO et al., 2014; WATANABE et al., 2011). Em nossos estudos observou-se
qgue a LP promoveu diminuicdo da fosforilacio em serina da Akt, no entanto esta
diferenca ndo foi observada na fosforilagio em treonina, apds estimulo insulinico,
guando comparado com o grupo CN.

Watanabe et al. (2011) relataram que ratos com periodontite e mutacdo no
TLR4 (apresentando perda da funcdo) submetidos a dieta hiperlipidica apresentaram
maior fosforilacdo da Akt, acompanhada de menor expressdo de TNF-a em tecido
hepatico quando comparados aos animais com atividade preservada de TLR4.

Atualmente, estudos tém demonstrado a influéncia de novas proteinas
relacionadas a inflamacgdo sobre a transducdo do sinal insulinico. A midkine (MK) é um
fator de crescimento que se liga a heparina e desempenha atividades pleiotrdpicas
(KADOMATSU et al., 2013). Esta molécula estd envolvida com uma variedade de
processos bioldgicos incluindo desenvolvimento neuronal, angiogénese, proliferacao e
diferenciacdo celular entre outros (SUEYOSHI et al., 2012; WECKBACH et al., 2012).
Ratos deficientes em MK s3o protegidos contra doencas inflamatdérias como
encefalomielite e artrite reumatéide (MARUYAMA et al., 2004; WANG et al., 2008).

Fan et al. (2014) encontraram aumento nos niveis de MK em tecido adiposo de
roedores e no soro de humanos, ambos portadores de obesidade. Neste mesmo
trabalho, experimentos in vitro com adipécitos 3T3-L1 foram realizados para avaliar o
impacto da MK no sinal insulinico, e foi concluido que a MK prejudica o sinal insulinico,
uma vez que foi observada reducdo da fosforilacdo da Akt e IRS-1, além de menor
translocacao de GLUT4 para membrana plasmatica em relagdao as células do grupo

controle.
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A folistatina-likel (FSTL1), uma nova adipocina pré-inflamatéria, foi sugerida
por Fan et al. (2013) como mediadora da inflamagdo e resisténcia a insulina na
obesidade. Observou-se que o tratamento de adipdcitos 373-L1 com FSTL1
recombinante diminuiu o grau de fosforilagdo da Akt e IRS-1 em resposta a
estimulacdo insulinica. Interessantemente, os estudos citados relataram reducdo da
fosforilagdo da Akt apds estimulo insulinico, apresentando como fator comum
atividade alterada de componentes inflamatorios.

Estudos anteriores do nosso laboratério observaram alteragdes na etapa inicial
da via do sinal insulinico, representado por menor fosforilacdo da pp185 em tecido
adiposo de ratos com LP (ASTOLPHI et al., 2013). Ademais, a mesma alteracdo foi
encontrada em tecido adiposo e muscular de ratos com doenca periodontal, que é
outra fonte de inflamacdo oral (COLOMBO et al., 2012). Os resultados do presente
estudo demonstraram que a LP, modelo de inflamagao oral, promoveu altera¢ao na
continuidade da via do sinal insulinico.

Kong et al. (2013) demonstraram que um composto quimico a base de plantas,
denominado paeoniflorin, atenuou inflamacdo induzida por TNF-a e foi capaz de
restaurar fosforilacdo do IRS-1 e Akt em 373-L1 adipécitos, indicando que o TNF-a atua
diretamente na reducdo da fosforilacdo da Akt. Neste sentido, o tratamento de
desordens inflamatdrias como a LP pode atuar na reversao de alteragdes sistémicas,
visto que as concentracdes plasmaticas de citocinas podem ser reduzidas em pacientes
submetidos & apicectomia, curetagem (MARTON et al., 1988; MARTON; KISS, 2000) e
exodontia (REN; MALMSTROM, 2007) ou terapia endodoOntica convencional
(KETTERING; TORABINEJAD, 1984).

O fato de nao termos encontrado diferenca no grau de fosforilagdo em treonina
da Akt pode ser justificado pela atuacdo de diferentes proteinas que participam do
processo de ativacdo da Akt. Tsuchiya et al. (2014), em seu estudo, demonstraram que
a via PDK1 promove a fosforilagdo da Aktl em Thr 308 e da Akt2 em Thr 309; e a da
PI3K fosforila Aktl em Thr 308 e Ser 473 e Akt2, apenas em Ser 474. Provavelmente no
nosso estudo, a alteracdo foi via PI3K, promovendo maiores alteracdes na fosforilacdo
da Akt em serina. Dessa forma, podemos inferir que ativacdo da Akt é submetida a
uma regulacdo molecular extremamente complexa que é dependente de diferentes

proteinas que ndo foram avaliadas neste estudo.

42



E de extrema importancia que a atividade da Akt esteja preservada, pois esta
apresenta funcdo determinante na via de sinalizagdo insulinica por meio da ativagdo da
translocacdo de GLUT4 para membrana plasmatica (LETO; SALTIEL, 2012).

O GLUT4 é um transportador dependente de insulina encontrado nas
membranas celulares do musculo esquelético, cardiaco e tecido adiposo. Sem
estimulacdo hormonal, grande parte da proteina GLUT4 permanece internalizada em
vesiculas citoplasmaticas. Apds a estimulacdo, esses transportadores sdo translocados
para a membrana plasmadtica, proporcionando um aumento no transporte de glicose.
Modificacbes na expressao do gene que codifica a proteina GLUT4, tanto no tecido
adiposo como no musculo esquelético correlacionam-se de maneira direta com
aumento ou reducdo da sensibilidade insulinica (MACHADO et al., 2006).
Adicionalmente, o exercicio fisico pode estimular a translocacdo de GLUT4 para
membrana plasmatica das células musculares via AMPK, sendo este, um mecanismo
independente de insulina (HAYASHI et al., 1998; KENNEDY et al., 1999).

Segundo Seraphim et al. (2001), em modelos de obesidade, a resisténcia a
insulina estd associada a menor expressdo do transportador de glicose GLUT4 e/ou
prejuizo na transdugao do sinal insulinico em musculo esquelético e tecido adiposo.
Dessa forma, este transportador é de fundamental importancia para homeostase
glicémica (CARVALHO et al., 2005; LEGUISAMO et al., 2012).

No presente estudo ndo foi observada diferenca no conteido de GLUT4 na
fracdo M no musculo esquelético de ratos do grupo LP apds 30 dias de exposicdo a
doenca, quando comparados com ratos do grupo controle. Entretanto, constatou-se
reducdo de GLUT4 na fracdo PM do grupo LP, sugerindo uma reducdo na captacdo
basal de glicose. Nossos resultados corroboram os achados de De Carvalho Papa et al.
(2002), que observaram redu¢ao no conteudo de GLUT4 no musculo gastrocnémio de
ratos obesos somente apds 7 meses. De maneira semelhante, Leguisamo et al. (2012)
relataram, em um estudo realizado com um modelo experimental de sindrome
metabdlica, que houve reducdo do conteldo de GLUT4 no musculo esquelético, depois
de 3 meses da inducdo da doenca. Dessa maneira, é possivel que a auséncia de
diferenca no contelddo proteico de GLUT4 na fracdo M observada neste estudo, seja

devido ao modelo experimental de 30 dias de exposicao a LP.
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No presente trabalho, observou-se que a LP foi capaz de promover alteracdes
no indice de transloca¢do de GLUT4 para membrana plasmatica. Isto pode ser devido a
atuacdo de diferentes vias de sinalizacdo envolvidas nesse processo. Quando a insulina
se liga ao seu receptor presente na superficie de células musculares, inicia-se uma
cascata de sinalizacdo intracelular que pode ativar duas vias dependentes da PI3K
promovendo a translocacdo de GLUT4 para membrana plasmatica de maneiras
distintas (KLIP et al., 2014). A primeira via envolvida é a PI3K/Akt/AS160 — RabGTPase
(TUNDUGURU et al., 2014). Apds estimulo, a Akt transmite o sinal para AS160, que por
sua vez ativa as GTPases Rab8A e Rab13. Essas proteinas quando ativadas pela insulina
sao consideradas downstream da AS160 e participam da regulagdo do trafego de
GLUT4 para membrana plasmatica (SUN et al., 2010).

A familia Rho GTPase é composta por pequenas proteinas que ativam diversas
vias de sinalizacdo envolvidas com regulacdo celular em resposta a estimulos
extracelulares (BURRIDGE; WENNERBERG, 2004). Tem sido relatado envolvimento de
membros dessa familia com a translocacdo de GLUT4 (ISHIKURA; KLIP, 2008). Em
adipdcitos, o TC10, um membro da familia Rho, estd envolvido na regulacdo da
translocacdo de GLUT4 de maneira independente da Akt (CHIANG et al., 2001). Outro
membro desta familia, identificado como Racl tem sido apontado como regulador
especifico da transloca¢do de GLUT4 no musculo esquelético (CHIU et al., 2011). Chiu
et al. (2011) sugerem que a funcdo primaria da Racl na via de sinalizacdo da insulina
pode ser a regulacdo do citoesqueleto de actina. Microtubulos e polimeros de actina
reorganizados servem como filamentos ao longo dos quais as vesiculas de GLUT4 sao
transportadas por proteinas motoras cinesinas (KIF3 e KIF5B) e miosinas (Myolc,
Myo5a e Myo5b), respectivamente (BOSE et al., 2002; IMAMURA et al., 2003;
ISHIKURA; KLIP, 2008; SEMIZ et al., 2003; YOSHIZAKI et al., 2007; YIP et al., 2008) Dessa
maneira, é provavel que uma importante funcdo da Racl na translocacdo de GLUT4 em
células musculares é a regulacdo do citoesqueleto.

Outro possivel papel da Racl na translocacdo de GLUT4 é a ativagdo de uma
serina/treonina kinase PAK1 (SATOH, 2014).

PAK1 é uma serina/treonina quinase que executa multiplas func@es celulares e
fisioldgicas. PAK1 foi inicialmente descoberto em 1994, como um novo efetor da

familia de pequenas GTPases (MANSER et al., 1994). A funcdo da PAK1 tem sido
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extensivamente estudada em relacdo a apoptose, proliferacao celular, tumorogénese.
Ademais, em resposta ao estimulo insulinico, tem sido demonstrado que PAK1
participa da regulacdo de citoesqueletos de actina, promovendo a translocacdo de
GLUT4 no musculo esquelético, enquanto nas células beta estimula liberagdao de
insulina (CHIANG; JIN, 2014).

Um estudo recente realizado por Sylow et al. (2013) relatou que a sinalizagdo
da Racl-Pakl é capaz de regular a captacao de glicose no tecido muscular. Além disso,
esse eixo de sinalizagao foi prejudicado em condigdes de resisténcia a insulina (SYLOW
et al.,, 2013). Adicionalmente, inibicdo farmacoldgica da Akt e Racl, bloqueou
completamente a capta¢dao de glicose no musculo esquelético (SYLOW et al., 2014).
Desse modo, tanto a via da Racl quanto a via da Akt aumentam a captacdo de glicose
no musculo esquelético, e como exposto anteriormente, essas vias parecem atuar de
forma independente uma da outra.

Conforme descrito acima, vdrios estudos demonstram a relacdo entre
inflamacdo local e resisténcia a insulina. Isto pode ser decorrente de alteracdes de
varias proteinas que influenciam o sinal insulinico, o conteiudo de GLUT4 e a sua
translocacdo para a membrana plasmatica. Alteracdes nestes fatores podem promover

o desenvolvimento de resisténcia a insulina, principal caracteristica do DM2.
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6 RESUMO DOS PRINCIPAIS RESULTADOS

A LP:
e nao alterou a ingestdo alimentar e peso corpdreo;
e nao alterou as concentragdes plasmaticas de glicose e insulina;
e reduziu a sensibilidade a insulina;
e reduziu o grau de fosforilagio da Akt em serina, porém nado alterou a
fosforilagdo desta proteina em residuos de treonina;
e reduziu o conteudo de GLUT4 na membrana plasmatica e seu indice de

translocag¢dao, mas ndo alterou seu conteudo no citoplasma.
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7 CONCLUSAO

A partir desses resultados podemos inferir que a LP promoveu resisténcia a
insulina, prejudicou etapas posteriores do sinal insulinico e reduziu tanto o conteudo
de GLUT4 na membrana plasmatica como seu indice de translocagdo em musculo
esquelético gastrocnémio. Desta maneira, o presente estudo enfatiza a importancia de
prevenir lesdo periapical para prevenir a resisténcia a insulina, intimamente

relacionada com o DM2.
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Abstract

Introduction: Periapical lesion (PL) promotes insulin resistance; however, the
mechanisms underlying this alteration are not fully understood. Therefore, this
study aimed to evaluate the Akt serine phosphorylation status and GLUT4
expression levels in the gastrocnemius muscle (GM) of rats with PL.
Methods: Male Wistar rats (n = 42) were distributed equally into control (CN)
and PL groups. The pulpal tissue of the PL group rats were exposed to their
oral environment for 30 days. Thereafter, glucose and insulin levels were
assessed, followed by homeostasis model assessment- insulin resistance
(HOMA-IR). The Akt serine phosphorylation and GLUT4 levels of microsomal
(M) and plasma membrane (PM) fractions were evaluated by western blotting,
and analyzed statistically thereafter.

Results: PL lead to decreased insulin sensitivity, as observed by HOMA-IR,
decreased Akt serine phosphorylation status after insulin stimulus, and
decreased GLUTH4 levels in the PM fraction compared to the CN group.
However, there was no significant difference in the M fraction between both
groups.

Conclusions: PL decreases insulin sensitivity, Akt phosphorylation, and PM
GLUT4 content. The present study indicates that preventing endodontic disease

can thwart insulin resistance.

Key Words

Diabetes Mellitus; Insulin Resistance; Periapical Lesions; Glucose Transporter

Type 4.
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Introduction

The putative link between oral inflammation and systemic health is of great
interest to the medical and dental community. The existence of a bidirectional
relationship between endodontic disease and type 2 diabetes mellitus has been
studied (1), and some clinical and experimental studies have shown a higher
prevalence of periapical lesion (PL) in humans and animals with uncontrolled
diabetes (2, 3). Diabetes mellitus is one of the most common chronic diseases
worldwide, and 439 million adults are estimated to be diabetic by 2030 (4).
Insulin resistance is a hallmark for type 2 diabetes. Reduced insulin-stimulated
glucose transport, which manifests insulin resistance (5), is associated with
chronic low-grade inflammation in obese patients (6). Moreover, periodontal
disease and PL may alter insulin signaling and insulin resistance (7, 8). In
concordance with these findings, increased pro-inflammatory cytokine levels
correlate with PL, obesity, and cause insulin resistance (9, 10, 11). While the
exact mechanisms underlying insulin resistance in patients with PL require
elucidation, changes in glucose transporter type 4 (GLUT4) expression levels

and translocation in skeletal muscle may be crucial for insulin resistance (12).

Insulin stimulates tyrosine phosphorylation of the insulin receptor substrate
(IRS)-1 isoform. Subsequently, IRS-1 recruits and activates phosphatidylinositol
3-kinase (PI3K) that activates Akt, leading to GLUT4 translocation to the plasma
membrane. Akt regulates GLUT4 trafficking through its substrate, AS160, a Rab
GTPase activating protein (14). PL causes insulin resistance and impairs the
initial stage of insulin signaling possibly by reducing tyrosine phosphorylation of
pp185 (IRS-1/2) as observed in the adipose tissue of rats with PL (8). In this
study, we hypothesized that PL impairs later steps of insulin signaling and
GLUT4 expression. To this end, we determined the levels of glucose and
insulin, insulin resistance, and GLUT4 expression in the gastrocnemius muscle
(GM) of rats. Moreover, the identification of proteins that are misregulated at the
various stages of insulin signaling will help in the development of new

preventive and therapeutic strategies to ameliorate insulin resistance.
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Materials and Methods

Experimental animals

Forty-two male Wistar rats weighing 250-280 g were used in this study. The
animals were kept in temperature-controlled rooms and were given water and
food ad libitum. The local ethics committee approved all experimental protocols

according to the protocol number 2013/00940.

Periapical lesion induction

The animals were randomly distributed into two groups of 21 animals each:
control (CN) group and periapical (PL) group. The PL group animals were
anesthetized by intraperitoneal injection with 87 mg/kg ketamine (Ketamina
Agener; Agener, Embu-Guacgu, SP, Brazil) and 13 mg/kg xylazin (Dorcipec,
Vallée, Montes Claros, MG, Brazil). Pulp chambers of the right upper first
molars were accessed using a round bur (Long Neck, Dentsply Maillefer,
Petropolis, RJ, Brazil) connected to high-speed rotation equipment. Thirty days
exposure to the oral environment induced PL in the dental pulps. Then, the
blood and gastrocnemius muscle (GM) tissues were collected after 14 hours
fasting from anesthetized rats (50 mg/kg sodium thiopental, Thiopentax,

Cristalia Itapira, SP, Brazil). The rats were euthanatized after collection.

Glycemia, insulinemia and HOMA-IR

Blood was collected in heparinized tubes from 10 animals per group. Plasma
was isolated by immediate centrifugation at 3000 x g for 15 min at 4°C, and
stored in aliquots at -80°C. The plasma were used to determine glycemia by
the glucose oxidase method (Enzymatic glucose, ANALISA Diagndstica, Belo
Horizonte, MG, Brazil) and insulinemia by radioimmunoassay KIT (Sensitive Rat
Insulin, SRI-13K, Millipore, St Charles, MO, EUA). Insulin resistance was

evaluated by HOMA-IR index (homeostasis model assessment of insulin
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resistance), calculated by the formula: HOMA-IR = fasting glycemia (mmol/L) x
fasting insulinemia (pUI/mL)/22.5 (15).

Evaluation of Akt serine phosphorylation status in skeletal muscle

GM was collected from six animals per group before and after administering 1.5
U of insulin intravenously at 90 seconds. Tissue samples were prepared
according to a previously described method (16) and subjected to Western
blotting for quantifying serine phosphorylation, using anti-phosphoserine
AktSer473 antibody (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA). B-Actin antibody
(EMD Millipore Corp, Billerica, USA) was the control. The immunoreactive
bands were detected by autoradiography using a chemiluminescent substrate
kit (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK). Quantitative analysis of the blots
was performed using Scion Image-Release Beta 3b software (National
Institutes of Health, Frederick, MD).

GLUT4 protein analysis

GLUT4 protein was assessed in a total cellular membrane fraction, as
previously described by De Carvalho Papa et al (17). Two subcellular
membrane fractions of gastrocnemius muscle were prepared as previously
described by Papa et al (18). First, tissues were homogenized using a Polytron
(Brinkmann Instruments, Westbury, NY) in 10 mmol/L Tris—HCI, 1 mmol/L
EDTA, 250 mmol/L sucrose buffer, pH 7.4, and centrifuged at 3000 x g for 15
min. The fat-free supernatant was subjected to a second centrifugation at 12000
x g for 15 min. The pellet considered as the plasma membrane (PM) fraction
was resuspended in 1 mL of the same buffer. Next, the supernatant was
subjected to two consecutive centrifugations at 28000 x g for 15 min, and
146000 x g for 75 min. The final pellet was dissolved in 1 mL of the buffer to
obtain the microsomal fraction (M). Finally, GM was homogenized in the same
buffer, and centrifuged at 1,000 x g for 10 min. The supernatant was saved; the

pellet was resuspended in 1/3 of the initial volume of the buffer, and centrifuged
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again at 1,000 x g for 10 min. Both supernatants were mixed and subjected to
centrifugation at 150,000 x g for 75 min. The final pellet was resuspended as a
total membrane fraction in 1 mL of buffer. All procedures were performed at
4°C. Total protein in the membrane samples was estimated by Lowry’s method
(19). Equal amounts of membrane protein were denatured heating in Laemmli’s
sample buffer (0.5 M Tris—HCI, pH 7.5; 9% SDS; 15% glycerol; 0.05%
bromophenol blue; 6% 2-mercaptoethanol), and resolved by 10% SDS-PAGE.
Proteins were electrotransferred to nitrocellulose membrane (HYBOND-C
Super, Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, UK). Non-specific
protein binding was reduced by incubating the membrane for 2 h at room
temperature in 6% BSA in PBS, pH 7.2). The nitrocellulose membrane was then
incubated with anti-GLUT4 antibody for 3 h at 37°C, washed, and incubated
with 1.5 L Ci/50 mL of PBS buffer pH 7.2 '®°|-protein-A (Amersham Pharmacia
Biotech, Buckinghamshire, UK) for 2 h at room temperature. After that, the
membrane was washed five times in 1% Triton X-100 in PBS for 5 min, and
exposed to X-ray film for 2 days. The blots were quantified by densitometry
(Image Master 1D®, Pharmacia Biotech, Upsalla, SW), and the results were

expressed as arbitrary units (AU).

Histological processing of the maxilla

After euthanasia, the maxilla were dissected, decalcified in 10%
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) for 60 days, and processed for paraffin
embedded histological sections. Latero-lateral, semi-serial sections (4 ym)
presented the upper first molar in the longitudinal axis. Hematoxylin and eosin
(H&E) staining of the sections allowed studying the dental pulp and periapical

region.

Statistical Analyses

Graph Pad Prism (version 5.0) software program was used for statistical
analysis. Akt serine phosphorylation was determined by analysis of variance
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(ANOVA), followed by the Tukey post hoc test. Student’s t-test was used for
analysis of glycemia, insulinemia, HOMA-IR, and GLUT4 content in M and PM

fractions. P<0.05 was considered statistically significant.

Results

Histopathological appearance

The dental pulp and periodontal tissues in the periapical region of the PL group
showed complete necrosis when compared to the normal CN group (Figure 1A).
The root canal was either empty or occupied by little necrotic remnants. In
addition, the periapical region of every dental root displayed PL of variable
sizes. The lesion spanned the alveolar bone in this region, where severe bone
resorption had occurred and still showed in intense activity (Figure 1B). The
lesions had an inflammatory infiltrate consisting predominantly of lymphocytes

and macrophages.

Glycemia, Insulinemia and HOMA-IR

The values of glycemia, insulinemia, and HOMA-IR are shown in Table 1. The
blood glucose and insulin levels were similar in both CN and PL groups.
However, the HOMA-IR, calculated from these values, was significantly higher
in PL group than in the CN group (P<0.05).

Akt serine phosphorylation in GM

Compared to the basal levels, insulin stimulus significantly increased Akt serine
phosphorylation in both groups in GM (P<0.001). After insulin stimulus, Akt
serine phosphorylation status was significantly lower in the PL group than in the
CN group (P<0.01,Figure 2).

GLUT4 content in GM
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Figure 3 presents the results of GLUT4 expression in the plasma (PM) and
microsomal (M) membranes. Both groups had similar GLUT4 expression in the
M; however, compared to the CN group, the PL group expressed lower levels of
GLUT4 in the PM (P<0.05).

Discussion

In this study, we demonstrated an association between periapical lesions
(PL) and insulin resistance. The reduction in insulin sensitivity in PL rats is in
concordance with previous findings of higher insulin resistance and decreased
insulin sensitivity in rats with chronic PL (8, 21). As a result of insulin resistance,
the plasma insulin and glucose levels may be elevated (21). However, we did
not observe any elevation in the plasma insulin and glucose levels due to insulin
resistance. These results corroborate the findings of Colombo et al (7) that did
not observe changes in glycemia of rats with periodontitis, though these animals
were insulin resistant and Astolphi et al (8) who also observed no changes in

glycemia in insulin resistant rats.

The Akt phosphorylation levels indicate the status of insulin signaling as
shown in previous animal studies (22-24). Akt serine phosphorylation reduced

after insulin stimulus in GM of the PL group compared to that of the CN group.

Akt phosphorylation also decreases in other insulin-sensitive tissues
such as adipose. Akt phosphorylation diminishes in 3T3-L1 adipocytes from
obese ob/ob mice (25), and in adipocytes infiltrating skeletal muscles in vitro
(26). A periodontitis study associated with high-fat diet identified decreased Akt
activity in rat livers (22). In these studies, the researchers attributed the lower

Akt activation to the alteration of inflammatory components.

PL triggers inflammation and immune response to combat the invading
microorganisms at the dental pulp (27). A high incidence of macrophages
suggest that they are crucial components of the periapical granuloma (28).
Macrophage infiltration and activation trigger the production of pro-inflammatory
cytokines such as TNF-a (29). Studies, including our group, have linked TNF-a

with impaired insulin signaling. Elevated TNF-a levels inhibit tyrosine
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phosphorylation of insulin receptor substrate 1 (IRS-1) associated with obesity

(30), periodontitis (7) and periapical lesion (8).

Conversely, attenuation of TNF-a-induced inflammation restored tyrosine
phosphorylation of IRS-1 and Akt in 3T3-L1 adipocytes, suggesting that TNF-a
directly affects Akt phosphorylation. Reduced plasma cytokines in patients
undergoing apicoectomy, curettage (32, 33), teeth extraction (34), or
conventional endodontic therapy (35) indicate that treatment of inflammatory
disorders such as PL can reverse systemic inflammation. Moreover, inhibiting of
the Akt protein decreases the GLUT4 translocation to the plasma membrane
(36).

GLUT4 is a glucose transporter expressed primarily in adipose and
muscle tissue (37). Abnormal GLUT4 trafficking may be the cause for
decreased glucose uptake in skeletal muscle in insulin resistance conditions
(12). There is also reduced GLUT4 in diabetes mellitus and obesity in humans
(38) and rodents (39).

There was no difference in GLUT4 content in M fraction in rat's GM of PL
group after 30 days of exposure to the illness compared to the control rats.
However, reduced GLUT4 levels in the PM fraction in rat's GM of PL group
compared to the control rats suggests a reduction in basal glucose uptake.
These results corroborate the findings of De Carvalho Papa et al (17) that found
difference in GLUT4 content in the GM of obese rats only at 7 months.
Additionally, an experimental model of metabolic syndrome showed decreased
GLUT4 content in GM only after 3 months of disease induction. Thus, the
unchanged GLUT4 content in M fraction in this study might be due to

insufficient time for disease progression.

In conclusion, PL promotes insulin resistance, reduces Akt serine
phosphorylation and GLUT4 content of the plasma membrane in gastrocnemius
muscle. These data emphasize the importance of preventing endodontic

disease to prevent insulin resistance.
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Figure legends

Figure 1: Histological appearance of the periapical region in CN and PL groups.
Hematoxylin and eosin (H&E) staining showed a normal appearance of dental
pulp and periodontal tissues in the CN group (A) and the lesion established in
the periapical region in the PL group (B). Abbreviations and symbols: ab,

alveolar bone; *; inflammatory infiltrate; dp, dental pulp; rn, remnants of pulp

necrosis; pdl, periodontal ligament. Magnification: 250x%; Scale bars: 100 ym.
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Figure 2: Evaluation of Akt serine phosphorylation status before (-) and after
(+) insulin stimulus in gastrocnemius muscle (GM). In (A) typical
autoradiography, equal amounts of protein (185 mg) were subjected to SDS-
PAGE. B-actin was used as a control. In (B), the values of Akt serine
phosphorylation status expressed in arbitrary units are presented as mean +

SEM (n = 6). Asterisks indicate the level of statistical significance.
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Figure 3 - GLUT4 content in plasma membrane (PM) (A) and microsome
membrane (M) (B). The results are presented as mean + SEM (n = 5). Asterisks

indicate the level of statistical significance.
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Table 1: Mean £ SEM values of glycemia, insulinemia and HOMA-IR of CN and PL

groups.
CN group PL group
Glycemia (mmol/L) 7.084+0.2861 6.783 + 0.1211
Insulinemia (ulU/mL) 17.38 £ 5.943 2947 £5.204
HOMA-IR 4174 £ 1.479 9.792 + 1.564*

* P<0.05 CN group vs. PL group
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