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RESUMO

Nos ultimos anos, a relacdo entre infeccdes orais e desordens sistémicas tem se
consolidado como area de grande interesse na comunidade cientifica médica e
odontoldgica. A leséo periapical (LP) é caracterizada como uma inflamacéao oral e esta
associada ao aumento da quantidade de citocinas pro-inflamatérias que
possivelmente induzem resisténcia insulinica (RI). A Rl é definida como a
incapacidade dos tecidos periféricos em responder adequadamente as concentracées
fisiolégicas deste horménio, no entanto, os mecanismos que causam Rl ndo séo
totalmente compreendidos. Estudos anteriores do nosso laboratério observaram que
a LP promove aumento das concentracdes plasmaticas de TNF-a, prejuizos na
transducdo do sinal insulinico e reducdo do conteudo de GLUT4 na membrana
plasmatica em tecido muscular esquelético, indicando uma relagéo entre LP e RI. Tais
achados evidenciam a necessidade de realizar mais estudos para verificar 0s
mecanismos envolvidos nestas alteracdes. O presente estudo, conduzido em ratos
com LP, teve como objetivos: 1) calcular o indice HOMA-IR a partir dos concentracdes
plasméticas de glicose e insulina 2) avaliar contetdo total das proteinas inflamatdérias
(JNK, IKKa/B e TNF-a) no musculo gastrocnémio (MG) e o grau de fosforilagcdo de
JNK e IKKa/B no mesmo tecido; 3) verificar a presenca de macrofagos infiltrados por
meio da detecc¢éo da proteina F4/80 em MG; 4) quantificar a expressao de fatores de
transcricdo envolvidos com a diferenciagao de linfocitos no baco (T-bet, GATA3 e
FOXP3); 5) analisar as concentra¢gdes plasmaticas de LPS, HSP70, INFy, IL-4, TGF-
B. Para tanto, foram utilizados 45 ratos Wistar (2 meses de idade) distribuidos em trés
grupos: a) ratos do grupo controle, sem a LP (CN); b) ratos com LP induzida em
primeiro molar superior direito (apenas uma leséao) (1LP); c) ratos com LP induzida em
primeiros e segundos molares superiores e inferiores do lado direito (total de quatro
lesdes) (4LP). A LP foi induzida empregando-se broca em aco carbono dotada de

esfera na extremidade com 0,1 mm. A analise estatistica foi realizada por analise de



variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey. O nivel de significaAncia adotado foi
de 5% (alfa=5%). Os resultados demonstraram uma reducdo na sensibilidade a
insulina e um aumento do contetdo de macréfagos ao redor das fibras musculares
nos grupos LP. O grau de fosforilagdo de JNK e IKKa/p no MG também foi maior nos
grupos LP em relacédo ao grupo CN. N&ao foi observada diferenca entre os grupos no
conteddo de TNF-a no MG. A expressdo génica de T-bet foi elevada nos grupos LP
enguanto que a expressao de FOXP3 monstrou-se reduzida. A expressédo de GATA3
foi reduzida no grupo 1LP e elevada no grupo 4LP. Em relacdo as alteracdes
sistémicas, foi observado um aumento de LPS, HSP70 e INF-y nos grupos LP e
reducao de IL-4 nos mesmos grupos quando comparados ao CN. Nenhuma diferenca
foi observada entre os grupos em relacdo ao TGF-B. Baseados nos resultados do
presente estudo, podemos inferir que tanto a imunidade inata como a imunidade
adaptativa podem contribuir para a Rl observada em ratos com LP. Dentre os
possiveis mecanismos responsaveis por essas alteracdes destaca-se o recrutamento
de macrofagos, ativacédo de vias inflamatérias no tecido muscular e uma modulagéo

da expresséao génica de linfécitos no baco.

Palavras-chave: Resisténcia a insulina. Mlsculo esquelético. Periodontite periapical
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ABSTRACT

In the last few years, the relationship between oral infections and systemic disorders
has been consolidated as an issue of great interest in the medical and dental scientific
community. The periapical lesion (PL) is characterized as an oral inflammation and is
associated with an increase in the levels of pro-inflammatory cytokines that possibly
induce insulin resistance (IR). IR is defined as the inability of peripheral tissues to
respond adequately to the physiological concentrations of this hormone, however,
mechanisms that cause IR are not fully understood. Previous studies performed by our
laboratory have found that PL promotes an increase in plasma TNF-a concentrations,
impairment of insulin signal transduction, and reduction of plasma membrane GLUT4
content in skeletal muscle tissue, indicating a relationship between PL and IR. These
findings highlight the need for further studies to verify the mechanisms involved in
these changes. The present study was conducted in rats with PL and aimed: 1) to
calculate the HOMA-IR index from the plasma glucose and insulin levels 2) to evaluate
the total content of the inflammatory proteins (JNK, IKKa/f and TNF-a) in the
gastrocnemius muscle (GM) and the JNK and IKKa/B phosphorylation status in the
same tissue; 3) to verify the presence of infiltrated macrophages by F4/80 protein
detection of in GM; 4) to quantify the expression of transcription factors involved in the
lymphocytes differentiation into spleen (T-bet, GATA3 and FOXP3); 5) to analyze the
plasma concentrations of LPS, HSP70, INF-y, IL-4, TGF-B. For this purpose, 45 Wistar
rats (2 months of age) were distributed in three groups: a) control rats without PL (CN);
b) rats with PL induced in the upper right first molar (only one lesion) (1PL); ¢) rats with
PL induced in the first and second upper and lower right molars (total of four lesions)
(4PL). PL was induced using a surgical round bur 0.1 mm diameter. Statistical analysis
was performed by analysis of variance (ANOVA) followed by the Tukey test. The
adopted level of significance was 5% (alpha = 5%). The results demonstrated a
reduction in insulin sensitivity and an increase in the macrophages content around the

muscle fibers in the PL groups. The JNK and IKKa/p phosphorylation status in GM was



also higher in the PL groups than in the CN group. No difference was observed among
groups in TNF-a content in GM. The T-bet gene expression was elevated in the PL
groups while the FOXP3 expression was reduced. GATA3 expression was reduced in
the 1PL group and elevated in the 4PL group. In relation to the systemic alterations,
an increase of LPS, HSP70 and INF-y and a reduction of IL-4 were observed in the PL
groups compared to the CN group. No difference was observed among groups in TGF-
B concentrations. Based on the results of the present study, we can suggest that both
innate and adaptive immunity may contribute to the IR observed in rats with PL. Among
the possible mechanisms responsible for these changes are the macrophages
recruitment, inflammatory pathways activation in muscle tissue and a modulation of

the gene expression of lymphocytes in the spleen.

Keywords: Insulin resistance. Skeletal muscle. Periapical periodontitis
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a relacéo entre infecces orais e desordens sistémicas tem
se consolidado como area de grande interesse na comunidade cientifica médica e
odontoldgica. Neste sentido, diversos estudos demonstram uma forte correlagédo entre
infec¢des orais e: doenca cardiovascular, baixo peso ao nascimento, resisténcia a
insulina (RI) e diabetes mellitus (DM). (LI, et al., 2000; McGAW, 2002; MATTILA, et
al., 2005; SASAKI, et al. 2016).

O DM é considerado pela organizacdo mundial da saude (OMS) e pela
federacao internacional de diabetes como uma epidemia global, atingindo 424,9
milhdes de pessoas no mundo. No Brasil, estima-se que aproximadamente 8,7% da
populacao na faixa etaria entre 20 e 79 anos seja portador da doenca, totalizando 12,5
milhdes de pessoas. Adicionalmente, estima-se, que em 2045, o nimero de pessoas
com DM em todo o mundo sera superior a 629 milhdes (IDF, 2017). O DM compreende
um grupo heterogéneo de doencas e alteragcbes metabdlicas, caracterizado
principalmente por um quadro de hiperglicemia crénica (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION,2014). Os principais tipos de DM s&o do tipo 1 (DM1) e do tipo 2
(DM2).

O DM1 representa 5% a 10% dos casos de DM. Antigamente acreditava-se que
era uma doenca frequentemente desenvolvida na infancia ou juventude, hoje sabe-se
gue metade dos casos ocorre na vida adulta (DUE-CHRISTENSEN, et al. 2018), em
decorréncia da destruicdo autoimune das células beta das ilhotas pancreaticas,
ocasionando perda da producdo de insulina. O DM2, representa de 90 a 95% dos
casos de DM e a suas etiologias ainda néo estéo totalmente elucidadas (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2014). No entanto, sabe-se que a obesidade, a
inatividade fisica e o envelhecimento desencadeiam ou aceleram o aparecimento
dessa doenca (JURA, et al. 2016; KNIGH, 2012). A hiperglicemia cronica do paciente
com DM2 pode promover glicotoxicidade, agravando a intolerancia a glicose e
reduzindo a secrec¢ao de insulina (DEL PRATO, 2009). Isto pode ocasionar disfuncao
e faléncia de diferentes 6rgaos especialmente os olhos, rins, nervos, coracao e vasos
sanguineos (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014). Além disso, o individuo
com DM2 pode desenvolver alteracdo no metabolismo proteico, baixos niveis de HDL-
C, elevacdo dos niveis de triglicérides, neuropatia, nefropatia, doencas macro e
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microvasculares, aumento do tempo de cicatrizagao de feridas e aumento do risco de
infecc6es (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). Uma das principais caracteristicas do DM2 é a
Resisténcia a insulina (Rl) (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2009).

A insulina é um hormonio anabdlico produzido pelas células beta pancreéticas,
que atua em diferentes tecidos como muscular, adiposo e também figado, além de
apresentar atividades metabdlicas que incluem aumento da captacdo de glicose,
sintese de glicogénio, proteinas e acidos graxos, entre outros (PAULI et al., 2009).

A sinalizacao intracelular insulinica inicia-se por meio da interacao da insulina
com seu receptor (ROTH, 1973; ROTH et al., 1975). Este receptor € uma proteina
guinase 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 acao insulinica, € capaz de se autofosforilar e ainda
fosforilar substratos do receptor de insulina em residuos de tirosina (KASUGA et al.,
1982a; KASUGA et al., 1982b).

Atualmente, ja foram descritos varios substratos do receptor de insulina. Com
intuito de melhor compreenséo do papel fisiol6gico 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 ndo 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 fenétipo diferente do
camundongo knockout para IRS-1, isto €, hiperglicemia e faléncia da atividade
secretoria 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 préximos a normalidade.
Adicionalmente, Cai et al. (2003) descobriram dois novos substratos do receptor de
insulina: o IRS-5 e 0 IRS-6 que nao apresentam funcéo relevante no transporte de
glicose mediado por insulina.

A fosforilagdo do receptor de insulina em tirosina, resulta principalmente em
fosforilacdo de IRS-1 e IRS- 2 (WHITE, 1998), que podem interagir com proteinas
portadoras da por¢cdo SH2 e ativa-las. Entre essas proteinas, destaca-se a
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) (FOLLI et al.,, 1992). A PI3K atua em diversos
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processos celulares, que incluem regulacdo da mitogénese, diferenciacéo 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 ligacdo dos IRSs com a subunidade p85 da PI3K ativa a subunidade p110
desta enzima (WHITE; KAHN, 1994). Esta interacdo induz fosforilacdo dos
fosfoinositideos na posi¢céao 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 serinal/treonina quinase que regula outra serina/treonina
quinase conhecida como proteina quinase B (PKB ou Akt) (ALESSI et al., 1997;
LIETZKE et al., 2000). A Akt apresenta papel fundamental no processo de captacao
de glicose por meio da estimulagdo da translocacdo do transportador de glicose
GLUT4 para membrana, ao passo que a inibicdo da atividade da Akt bloqueia
parcialmente a translocacdo de GLUT4, em tecido adiposo e musculo esquelético
contribuindo para o quadro de RI (WHITEMAN et al., 2002).

A RI pode ser definida como a incapacidade dos tecidos periféricos em
responder adequadamente as concentragfes fisioldgicas de insulina (PETERSEN,;
SHULMAN, 2002). Os mecanismos envolvidos no desenvolvimento de RI ndo estédo
completamente elucidados, contudo, estudos clinicos e experimentais demonstram
um papel importante da inflamacao na etiologia da Rl (LUO, et al. 2018; SONG, et al.
2018; WANG, et al. 2018).

Trabalhos que relacionam inflamacdo a disturbios metabdlicos, como
obesidade e RI tem despertado o interesse da comunidade cientifica. Um estudo
pioneiro de Hotamisligil et al. (1993) observaram que roedores obesos apresentavam
expressao exacerbada de TNF-a no tecido adiposo e RI. Posteriormente, uma série
de outros estudos foram conduzidos com objetivo de elucidar a interacdo entre
processos inflamatérios e metabdlicos. Atualmente, existe um namero crescente de
evidéncias que reforcam o conceito de que a inflamacdo cronica de baixo grau
associada a obesidade desempenha um papel patogénico também no
desencadeamento de RI (ZHANG, et al. 2018; JIANG, et al. 2018). Este estado

inflamatério cronico € caracterizado por situacbes em que as concentracdes
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plasmaticas de TNF-a, Interleucina - 6 (IL-6) e outras citocinas inflamatérias
encontram-se elevadas (BONNET; SCHEEN, 2018).

A obesidade ndo promove apenas alteracées no plasma como citado acima,
mas também promove alteracdes no tecido. Estudos demonstram que individuos
obesos apresentam aumento no niumero de macrofagos residentes no tecido adiposo,
que sao responsaveis pela producéo de varios mediadores inflamatérios (WEISBERG
et al., 2003; CANCELLO et al.,, 2007). Ademais, em condicbes de obesidade, o
acumulo de macrofagos néo se limita ao tecido adiposo, podendo também ocorrer em
outros 6rgaos, tais como o figado, péancreas, intestino, cérebro (OSBORNS;
OLEFSKY, 2012) e musculo esquelético (FINK et al., 2014).

Pesquisas realizadas nos ultimos 15 anos tém investigado possiveis
mecanismos que provocam mudancas na polarizacdo de macrofagos e os efeitos
decorrentes dessas alteracdes sobre a sinalizacao insulinica em 6rgdos metabolicos
(LAUTERBACH; WUNDERLICH, 2017). Estas células exibem um alto grau de
plasticidade funcional, de modo que a natureza de um gatilho inflamatorio, assim como
as citocinas presentes podem determinar a respectiva polarizacdo e seu estado
funcional. (LAUTERBACH; WUNDERLICH, 2017).

Em analogia a nomenclatura linfécitos T helper (Th), Thl Th2, os macréfagos podem
ser classificados em dois fenotipos distintos: M1 classicamente ativados e M2
alternativamente ativados (LUMENG et al., 2007). In vitro, estes subconjuntos podem
ser induzidos por estimulacdo com interferon gama (IFN-y) e LPS para M1 ou
interleucina-4 (IL-4) para o M2 (GINHOUX, et al. 2016). A dicotomia M1 / M2 é
frequentemente utilizada para classificar os macréfagos em pré (M1) ou anti-
inflamatoérios (M2) (LAUTERBACH; WUNDERLICH, 2017). Dentre as funcgbes
desempenhadas pelos macréfagos M1, destaca-se a producéo de TNF-a (METZGER,
2000). Saghizadeh (1996) e colaboradores observaram que pacientes diabéticos ou
resistentes a insulina apresentam expressao aumentada de TNF-a no musculo
esquelético quando comparados com individuos normoglicémicos, sugerindo que esta
citocina apresenta papel importante na patogénese da resisténcia a insulina. O TNF-
a prejudica o sinal insulinico por diminuir a fosforilagdo do IRS-1 em residuos de
tirosina (HOTAMISLIGIL et al., 1996). Ademais, o TNF-a pode estimular algumas
serinas quinases incluindo IkB quinase (IKK), c-Jun amino-terminal kinase (JNK), que
promovem fosforilagdo do IRS-1 em residuos serina, resultando em atenuacdo do
sinal insulinico (OSBORN et al., 2012). Por outro lado, os macréfagos M2 estédo
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associados a reparacao tecidual, angiogénese, reducao da inflamacéo e a melhora da
sinalizacao insulina no tecido adiposo (LUMENG et al., 2007; MANTOVANI, et al.
2004; NGUYEN, et al. 2011). Além dos estudos que relacionam a obesidade a RI, ha,
na literatura estudos que demonstram uma correlacdo entre essa resisténcia hormonal
e processos inflamatoérios, como por exemplo, a artrite reumatoide e inflamacdes orais
(SILBER, 1989; GLIES et al., 2015; ASTOLPHI et al., 2013). Neste contexto, destaca-
se a LP que foi o foco de investigacdo do presente estudo.

A LP ocorre como consequéncia de varios insultos a polpa do dente, que
incluem traumas fisicos, iatrogénicos, infecciosos e decorrentes da terapia
endododntica. Este quadro inflamatério pode ocasionar uma ampla variedade de
respostas imunolégicas, com intuito de proteger a polpa dentaria e regides periapicais.
A regulacdo da inflamacdo periapical é extremamente complexa, pois envolve
mediadores do hospedeiro, incluindo componentes imunol6gicos, como anticorpos,
citocinas, metabdlitos do acido araquidbnico e neuropeptidios (STASHENKO et al.,
1998).

O processo inflamatorio caracteristico da LP apresenta diferentes tipos de
bactérias gram-negativas anaerébias (SUNDQVIST, 1992) dotadas de LPS na parede
celular (WOLFF, 1973). Estudos tém relatado que bactérias presentes na cavidade
oral podem liberar LPS para circulacdo sistémica (GEERTS et al.,, 2002). Esta
substancia possui a capacidade de ativar toll-like receptors (TLRs), um receptor de
superficie celular que atua na ativacdo da imunidade inata e inducdo de respostas
inflamatdrias. O LPS € um ligante especifico para TLR2 e TLR4, mas apresenta maior
especificidade para o TLR4 (MEDZHITOV, 2001; TAKEUCHI et al., 2002). Quando
liberado por bactérias gram-negativas, o LPS associa-se a uma proteina plasmatica
soluvel chamada proteina ligante de LPS (LBP ou LPS binding protein) (POLTORAK
et al., 1998; AKIRA et al., 2006), e, posteriormente, liga-se ao co-receptor CD14 por
meio da LPB, formando o complexo LPS-CD14. Este complexo, por sua vez, é
reconhecido pelo complexo TLR4-MD-2, presente na superficie celular, que é capaz
de promover o recrutamento intracelular de moléculas adaptadoras com dominio N-
terminal TIR, tais como MyD88. Esta molécula pode ativar as serinas quinases JNK e
IKKo/B, que promovem ativacdo dos fatores de transcricdo AP-1 e NF-kB,
respectivamente (OHNISHI et al., 2007; PALSSON-MCDERMOTT; O'NEILL, 2004).

O NF-kB regula a expressao de diversos genes envolvidos em diferentes

processos celulares como respostas inflamatérias e imunes, crescimento e
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desenvolvimento celular. Na auséncia de um estimulo ativador de NF-kB, esta
proteina esta presente no citoplasma de forma inativa associada a uma proteina
inibidora, a IkB (NAPETSCHNIG; WU, 2013). A ativagcao do NF-kB pode ocorrer, ndo
somente por exposicao das células a LPS, mas também por meio da acéo de citocinas
inflamatorias (TNF-a e IL-1), ativacdo dos linfocitos T e B, radiacdo UV e expressao
de produtos génicos virais (BALDWIN, 1996). Apos o estimulo, o complexo IkB
quinase (IKK) é fosforilado e ativado. O complexo IKK € composto por duas
subunidades cataliticas IKK-a e IKK-B, além do modulador essencial NF-kB (NEMO)
ou IKK-y (LI e VERMA, 2002). Apés ativacao, IKK recruta e fosforila o IkB que é
reconhecido pelo maquinario ubiquitina ligase, o que leva a sua poliubiquitinacédo e
consequente degradacdo. Desta maneira, os dimeros de NF-kB translocam-se para o
ndcleo, ligando-se em sitios especificos do DNA e promovendo a transcricdo de um
grande numero de genes (NAPETSCHNIG; WU, 2013; LI e VERMA, 2002). Além de
ativar a via IKKo/p /NF-kB os TLRs sao capazes de ativar a via da JNK (SHOELSON
et al., 2006). O grupo de serina/treonina quinases denominado JNK (JNK-1, 2 e 3)
pertence a familia das Proteinas kinases ativadas por Ras-mitégeno (MAPKS),
responsaveis pela regulacao de diversas funcdes celulares. Esta regulacéo se da, em
grande parte, devido a sua capacidade de controlar a transcricdo de genes especificos
por meio das proteinas ativadoras- 1 (AP-1) (WELLEN; 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).

Além do LPS, a via de sinalizacdo dos TLRs pode ser ativada por proteinas de
choque térmico (FANG et al., 2011. As proteinas de choque térmico (heat shock
proteins — HSP) sdo proteinas caracterizadas como chaperonas por possuirem fungéo
importante na adaptacao ao estresse e protecao celular, atuando principalmente na
sintese e degradacdo proteica, além de regular processos celulares fundamentais
(LIANOS et al., 2015). A familia das HSPs é dividida em subfamilias, classificadas de
acordo com a massa molecular podendo ser HSPs pequenas (8 a 27 KDa) e HSPs
grandes (100 a 110 KDa), dentre as quais se destacam: HSP90, HSP70 e HSP60
(LINDQUIST, CRAING, 1988). A HSP70 apresenta, além de suas fungbes essenciais
como chaperona (PILON, SCHEKEMAN, 1999), efeito anti-inflamatorio por inibir a
ativacdo do NF-KB quando esta presente no meio intracelular (HECK et al., 2011).

Entretanto, estimulos como necrose celular e produtos bacterianos como o LPS
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podem ocasionar a passagem de HSP70 através da membrana para o meio
extracelular (DAVIES et al., 2006; MAMBULA et al., 2007).

Estudos sugerem que concentracfes plasmaticas elevadas de HSP70 podem
estar correlacionados com desordem cardiovascular, fibrose pulmonar, dano renal,
estresse oxidativo e inflamacdo (OGAWA et al., 2008). O desenvolvimento dessas
condi¢cdes pode ocorrer devido a capacidade da HSP70 se ligar a TLR2 e TLR4,
promovendo a ativacdo da via do NF-kB que, conforme citado acima, induz a
expressdo de mediadores inflamatoérios relacionados com a resisténcia a insulina
(ASEA et al., 2002).

Estudos sugerem que a sensibilidade a insulina pode sofrer acéo reguladora
pelo sistema imune adaptativo (BRONSART, 2016; WINER; WINER, 2012.). Este
sistema é composto por diferentes tipos de células, dentre os quais se destacam os
linfocitos B e T (CORTHAY, 2009). Os linfdcitos T séo classificados em duas classes
principais: os linfécitos T auxiliares, também conhecidos como T helper (Th) e os
linfécitos T citotoxicos. Os linfécitos Th “naive”, ao interagirem com células
apresentadoras de antigenos, sofrem ativacdo e podem se diferenciar em diferentes
subtipos (ANTIGNANO; ZAPH, 2015). O subtipo Thl expressa citocinas proé-
inflamatorias, como o TNF-a e o IFN-y; o Th2 expressa principalmente citocinas anti-
inflamatérias, como por exemplo interleucina - 4 (IL-4) e interleucina - 13 (IL-13),
(LIBBY, 2008; HANSSON, 2005) e as células T reguladoras (Treg) secretam
predominantemente a citocina anti-inflamatéria, fator de transformacdo do
crescimento - B (TGF-3) (HANSSON, 2009).

As células Thl apresentam papel central no recrutamento de macrofagos e
inducéo de resisténcia a insulina em modelos de diabetes, induzido por obesidade.
Esses efeitos sdo contrabalanceados pela funcéo de células Th2 e Treg que mantém
um estado anti-inflamatério e aumentam a sensibilidade a insulina (WALI et al., 2014).
A regulacdo apropriada de células Th € de extrema importéncia para o controle e
prevencéao de diversas doencas (ZHAO et al., 2012). Um aumento ou diminuicdo dos
subtipos Th1l ou Th2, bem como das citocinas produzidas por estas células, indicam
desequilibrio que pode ser um dos fatores responsaveis pelo desenvolvimento de
resisténcia a insulina (PACIFICO et al, 2006; DEIULIIS et al., 2011).

A diversidade de subtipos de células T depende de fatores de transcrigcdo
especificos (TANRIVER, DIEFENBACH, 2014). O fator de transcricdo T-bet é um

membro da familia Tbox de fatores de transcricdo que regula a diferenciacdo das
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células T em células Thl por meio da expressao de IFN-y (SZABO et al., 2000). O T-
bet antagoniza o desenvolvimento da linhagem Th2 devido a supresséo da atividade
dos fatores de transcricdo GATA 3 (HWANG et al., 2005; LAZAREVIC et al., 2011).
Por sua vez, o fator de transcricdo GATA 3 é o principal regulador da diferenciacao de
células T em células Th2 por meio da expressao de IL-4, interleucina-5 (IL-5) e IL-13
(FARRAR et al., 2002). Sugere-se que as células Th2 podem estar relacionadas com
a melhora da sensibilidade a insulina da insulina, por meio da producédo de IL-4
(CHANG et al., 2012). O fator de transcricao responsavel pela diferenciacéo de células
T em células Treg € o FOXP3+ (Forkhead box P3) (BRUCE et al., 2015). O
desenvolvimento das células Treg € importante para o controle da resposta imune
devido ao seu efeito imunossupressor em desordens inflamatérias (ELLER et al.,
2011). Esses efeitos moduladores podem ser decorrentes da acdo dos mediadores
TGF-B e interleucina-10 (IL-10) que estdo relacionados com a imunomodulacéo
desempenhada pelas células Treg (FOUSSAT et al., 2003; GROUX et al., 1997).

As células T encontram-se presentes, principalmente, em orgaos linfoides,
como o baco (DUTTON; BRADLEY; SWAIN, 1998). O baco € o maior 6rgao linfoide
do corpo humano, sendo constituido por dois compartimentos distintos
morfologicamente e funcionalmente (CESTA, 2006). A polpa vermelha é considerada
o filtro do sangue (NOLTE, et al.,, 2000) e a polpa branca € o componente
imunologicamente ativo (VAN EWIJK; NIEUWENHUIS; 1985). Dessa forma, o baco
possui tanto funcdo hematoldgica, quanto imunolégica (CESTA, 2006). A importancia
deste 6rgado pode ser observada em individuos esplenectomizados, nos quais ndo se
produzem quantidades adequadas de anticorpos para protecdo contra bacteremias
(BOHNSACK; BROWN, 1986). Outra funcdo importante desempenhada pelo bacgo
estd relacionada a sua capacidade de atuar como um reservatério de linfocitos
(MARTINS et al., 1998). Neste sentido, a técnica de RT-PCR tem sido utilizada para
determinar diretamente a relacdo T-bet / GATA 3 no baco de roedores, sendo
considerada como método de andlise do equilibrio de subpopula¢des celulares Thl /
Th2 (YONG, et al.,, 2011). Dessa forma, a avaliagdo da expressédo de fatores de
transcricdo envolvidos com a diferenciacao de linfocitos no baco, podera nos fornecer
pistas sobre a resposta imune adaptativa presente na LP que pode estar intimamente
relacionada com prejuizos na transduc¢do do sinal insulinico, reducao do contetdo de
GLUT4 na membrana plasmatica em tecido muscular esquelético e Rl encontrados
em ratos com uma LP. (PEREIRA et al., 2016; ASTOLPHI et al., 2013). Contudo,
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diferentemente desses estudos anteriores que utilizaram o modelo de inducéo de LP
caracterizado apenas por um foco de infeccdo endoddntica, no presente estudo
também foi utilizado um grupo com inducado de quatro focos de infecgdo com o intuito
de averiguar se um maior niumero de focos de infeccdo poderia interferir na
intensidade do processo inflamatério e, consequentemente, nos parametros

estudados.
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2 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o efeito do niumero de lesdo periapicais na resisténcia insulinica,
sinalizacao inflamatéria, conteddo de macrofagos no musculo esquelético e o perfil

linfocitario (T helper) no baco.

2.1 Objetivos especificos

O presente estudo, conduzido em ratos com LP, objetivou analisar:

1) indice HOMA-IR a partir das concentracfes plasmaticas de glicose e insulina;

2) Conteudo total das proteinas inflamatérias (JNK, IKKa/B e TNF-a) no tecido
muscular esquelético gastrocnémio (MG);

3) Grau de fosforilagdo de JNK e IKKa/ B no MG;

4) Presenca de macrofagos infiltrados por meio da deteccéo da proteina F4/80 no
MG;

5) Expresséao de fatores de transcrigcdo envolvidos com a diferenciacdo de linfocitos
no baco (T-bet, GATA3 e FOXP3);

6) Concentracdes plasmaticas de LPS, HSP70, INFy, IL-4 e TGF-[3.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados 45 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 trés grupos: a) ratos do grupo controle, sem a
LP; b) ratos com LP induzida em primeiro molar superior direito (apenas uma lesao);
c) ratos com LP induzida em primeiros e segundos molares superiores e inferiores do
lado direito (total de quatro lesGes). As LPs foram induzidas sob anestesia com
cloridrato de quetamina (80 mg/Kg p.c., i.m.) e xilazina (10 mg/Kg p.c., i.m.) As polpas
dos primeiros e segundos molares superiores e inferiores do lado direito foram
expostas, por meio de uma broca de aco carbono (Broca Ln Long Neck- Maillefer,
Dentsply) dotada de uma esfera na extremidade com 0,1mm de
didmetro. Ressaltamos que a exposicado pulpar realizada por meio da abertura da
cavidade pulpar com brocas geralmente ndo induz a dor. A permanéncia da abertura
€ 0 método mais utilizado para o desenvolvimento de lesdes periapicais. Apés a
inducdo da lesdo periapical 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 inducao
da LP os experimentos foram realizados. Os ratos foram submetidos a jejum de 14
horas antes dos procedimentos experimentais, posteriormente foram anestesiados
com tiopental sodico (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 o sangue pela veia cava inferior, e as amostras de sangue
foram transferidas para tubos de plastico heparinizados e mantidas a 4°C até a
centrifugacéo a 800 g (4°C, 15 minutos). O plasma obtido foi armazenado a -70°C até
o dia da quantificagédo de glicose, insulina, LPS e HSP70, INFy, IL-4, TGF-B (n=10).
Neste mesmo grupo foram coletadas amostras de MG para realiza¢do da técnica de
western blotting (n=6) e amostras do baco foram coletadas para posterior realizacéo
da técnica de PCR em tempo real (n=5). Em outro grupo (n=5) de animais foi coletado

0 MG para a realizacdo da técnica de imunohistoquimica.
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3.2 Andlise histolégica da regido periapical

Os ratos de todos os grupos foram eutanasiadas por dose excessiva do
anestésico tiopental sédico (Thiopentax, Cristalia, Itapira, SP, Brasil; 3%,
5mg/100g peso corporeo, via intraperitoneal), precedidos pela aplicacdo de
anestésico de bloqueio local (Lidocaina, 4 mg/kg peso corporeo, via
intraperitoneal) 10 minutos antes da aplicacdo do barbitlrico. As hemimaxilas e
hemimandibulas direitas foram retiradas e colocadas em cassetes histolégicos
de plasticos devidamente identificados. Em seguida, foram imediatamente
embebidas em formaldeido 4%, deixadas nesta solucdo por 24 horas e depois
lavadas em agua corrente por 12 horas. Apés a fixacdo, foram desmineralizadas
em solucdo de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a 10% por
aproximadamente 3 meses. Posteriormente, as pecas foram lavadas em &gua
corrente por 24 horas, desidratadas em alcool, diafanizadas em xilol e incluidas
em parafina. As pecas foram cortadas com cortes semi-seriados, com 4 um de
espessura dos aspectos mesial-distal de todos os primeiros molares superiores
do lado direito, realizados em micrometro (RM2155, Leica Microsystems, BD,
Wetzlar, Alemanha). Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina e

estudos morfolégicos foram realizados na area periapical.

3.3 Determinacédo da glicemia e insulinemia de jejum

A glicemia foi determinada pelo método de glicose-oxidase com a utilizacdo do
reagente enzimatico comercial especifico (Katal Biotecnologica Ind. Com. Ltda., Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brasil), seguindo as instru¢cdes do fabricante. A insulinemia
foi avaliada pelo método de ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA) com a
utilizacdo do kit comercial especifico(Sensitive Rat Insulin, SRI-13K, Millipore, St

Charles, MO, EUA), seguindo as instru¢cdes do fabricante.

3.4 Avaliacdo da resisténcia insulinica

Foi avaliada pelo indice HOMA-IR (Modelo de Avaliacdo da Homeostase -

Resisténcia a Insulina), calculado a partir da formula, como segue: HOMA - IR =
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glicemia de jejum (mmol/L) X insulinemia de jejum (pUIl/ml) / 22,5) (BONORA et al.,
2002).

3.5 Técnica de imunohistoquimica

Preparacgéo tecidual

Ao término do protocolo experimental os animais foram profundamente
anestesiados com tiopental sédico (Thiopentax® - Cristalia Produtos Quimicos
Farmacéuticos Ltda, Itapira, Brasil, 3%, 5mg/ 100g p.c., i.p.) e submetidos a perfusao
transcardiaca com salina heparinizada (em média 150 ml) seguido da infusdo de
paraformaldeido a 4% recém preparado em tampéo fosfato 0,1 M com pH 7,4 (PBS;
em média 500 ml). Apos o término da perfusao, o musculo gastrocnémio foi removido
e pés-fixado na mesma solucao utilizada para perfusdo durante 12 horas a 4°C. Em
seguida, o material foi crioprotegido em solucdo de tampéo PBS acrescido de 30% de
sacarose por 24 horas. Decorrido este periodo, o tecido muscular foi crioseccionado
com 30 um de espessura no plano transversal utilizando criostato convencional (Leica
CM 1850, Germany) e coletados imediatamente sobre laminas de vidro gelatinizadas

e estocadas a 4°C.

Imunoistoquimica

Para a técnica de imunoistoquimica, os cortes histolégicos foram inicialmente
lavadas 3 vezes de 10 minutos em PBS e, em seguida, as laminas contendo o tecido
muscular foram submetidas ao bloqueio da biotina endégena com PBS acrescido de
0,05% de triton x-100 (PBS “loaded”) e 5% de leite em pd desnatado durante 1 hora.
Novamente os cortes histoldgicos foram submetidos a 3 lavagens de 10 minutos em
PBS e entdo realizou-se o bloqueio das reag¢des inespecificas com PBS “loaded”
acrescido de 5% de BSA “over night”. Em seguida, os cortes histolégicos
foram incubadas em camera Umida com anticorpo primario anti-F4/80 (1:200, Santa
Cruz Biotechnology) diluido em PBS “loaded” com 5% de BSA, permanecendo “over
night” a temperatura ambiente. Em seguinda as laminas foram lavadas novamente 3
vezes de 10 minutos em PBS e incubados por duas horas com anticorpo secundario
biotinilado especifico (1:800, Santa Cruz Biotechnology) durante 2 horas a
temperatura ambiente. Em prosseguimento, uma nova série de lavagens foram

realizadas e os cortes histolégicos foram incubados em PBS “loaded” acrescido de
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estreptavidina conjugada com Cy3 (1:250, Jackson Immunoresearch) durante 60
minutos. Finalmente os cortes histolégicos foram lavados em PBS e protegidos com
laminula de vidro e meio de montagem aquoso. A imunorreatividade foi analisada em
microscopio confocal (Leica TCS SP5 Confocal; Leica) e para analise gquantitativa,
foram capturadas 30 campos microfotogréficos por grupo (6 por animal) utilizando
objetiva de 40x e a quantificagdo foi manualmente realizada utilizando o software
Image J (National Institutes of Health). Vale ressaltar que a quantificacdo de células
imunorreativas para F4/80 foi relativa ao numero total de células musculares

visualizadas em cada campo microfotografico.

3.6 Determinacdo das concentracdes plasméticas de mediadores
inflamatodrios

O LPS foi determinado pelo método de LAL (Limulus Amebocyte Lysate)
através de kit (Thermo scientific, 88282). As concentracfes plasmaticas de HSP70,
INFy, IL-4, TGF-B foram identificados pelo método de ELISA por meio de kit comercial
especifico para cada anélise (HSP70: Enzolifesciences, ADI-EKS-715; INFy: Boster
Biological Technology Co., LTD, EK0374; IL-4: Boster Biological Technology Co., LTD,
EKO0406; TGF-B: Boster Biological Technology Co., LTD, EK0514).

3.7 Avaliagao do conteudo e fosforilagao de JNK, IKKa/f3 e TNF-a
3.7.1 Preparacdo das amostras:

Imediatamente apos a extracao, os tecidos foram homogeneizados em Polytron
(24000 rpm durante 10s) em 2 mL de tampé&o de extracao (Tris 100mM pH 7,5; EDTA
10mM; SDS 1%; NaF 100mM; Pirofosfato de Na 10mM; Ortovanadato de Na 10mM;
0,1mg/mL Aprotinina), e mantidos em banho-maria (100°C) durante 10 min,
transferidos para gelo, e entdo centrifugados 16000g durante 40min (4°C). Do
sobrenadante foram retiradas aliquotas para determinacdo da concentracao protéica
pelo método de Bradford (Bio-RadProteinAssay - Bio-RadLaboratories, Hercules,
USA), e para estoque em tampéao de Laemmli (azul de bromofenol 0,1%; SDS 10%;
fosfato de sodio 1M pH 7,0; glicerol 50%; DTT15%).
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3.8 “Western blotting”:

e “SDS-PAGE” - (“Sodium Dodecil Sulfate - Polyacrylamide Gel Electrophoresis™): A
primeira etapa do Western blotting consistiu na submissdo das amostras a corrida
eletroforética em gel de poliacrilamida. Através deste método, foi possivel separar
proteinas de acordo com seu peso molecular, sem que as unidades protéicas sejam
perdidas, permitindo estudos posteriores nessas fracdes 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 25mM, pH 8,9; EDTA
2,0mM; SDS 0,1%; TEMED 0.111%; persulfato de aménio 0,27%) e o gel de resolucao
(6,16% T, 2,7% C - acrilamida 10%; bisacrilamida 0,16%; Tris 388mM, pH=6,7; EDTA
2,1mM; SDS 0,1%; TEMED 0.115%; persulfato de aménio 0,17%; glicerol 10%). Na
montagem, o gel de resolugao ficou sob o gel de “stacking”, com orientagao vertical,
num sistema de camaras que manteve as por¢coes superiores e inferiores do gel em
contato com um tampao de corrida (Tris 50mM; glicina 375mM; SDS 0,1%; EDTA
1,8mM).

No gel de “stacking” foram aplicadas as amostras solubilizadas em tampao de
Laemmli. Imediatamente antes da aplicacéo, as amostras foram fervidas por 4 min. A
eletroforese foi realizada em equipamento para mini gel da Bio Rad (Mini-Protean, Bio
Rad Laboratories, Richmond, CA), e comegou com a corrida no gel de “stacking” sob
voltagem constante em 30 V até que ocorresse o empacotamento da amostra, 0 que
podera ser observado na transicdo dos géis. Posteriormente foi aplicada voltagem
constante de 100 V para a corrida no gel de resolucéo, durante 2 horas. Juntamente
com as amostras, sempre foi colocado um padréo de proteinas de conhecidos pesos

moleculares (marcadores).

e Transferéncia eletroforética:

Apoés a separacao das fracdes protéicas no gel de poliacrilamida, foi feita a
transferéncia eletroforética dessas fragcbes 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,
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utilizando-se o tampéo de transferéncia (Tris 25mM, glicina 192mM, metanol 20%,
SDS 0,02%).

e “Immunoblotting”:

Apbs a transferéncia eletroforética, foi iniciado o processo de imunodeteccgéo
de proteinas especificas (KRUEGER & HAMMOND, 1988). As membranas de
nitrocelulose foram, primeiramente, incubadas na presenca de solucdo bloqueadora
(solucéo 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 solugcdo basal por trés sessfes de 10 min. Em seguida, as
membranas foram incubadas em solucédo (SB + 3% de leite desnatado) contendo os
anticorpos anti TNF-a, anti JNK, anti p-JNK, anti IKK-a/ e anti p-IKK-o/p da (Santa
Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz, USA). Posteriomente foram realizadas trés
lavagens com solucéo 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 solucao basal, com duracao
de 10 min cada lavagem. Adicionou-se 1 ml de cada solucéo de deteccédo 1 e 2 (do kit
de ECL), e incubou-se por 1 minuto. Por fim, foi drenado o excesso de reagente e as
membranas de nitrocelulose foram expostas a filme de RX (Hyperfim ECL-
Amersham Biosciences, Buckinghamshire, England), durante 10 min a temperatura
ambiente. O filme foi processado com solucao reveladora e reforcadora GBX (KODAK
BRASILEIRA, Sao Paulo, BR) e solucao fixadora e reforcadora GBX (KODAK
BRASILEIRA, S&o Paulo, BR). A intensidade dos "blots” foi avaliada por densitometria
Optica, por meio de um programa da Media Cybernetics — GEL-PRO ANALYSER -
Hartland, USA.

3.9 Metodologia de quantificacdo de fatores de transcricdo por meio
da técnica de “PCR em tempo real”

3.9.1 Extracao e quantificacdo do RNA total e transcri¢cao reversa

A extracao de RNA total tecidual foi realizada por meio da adi¢do do reagente

Trizol LS (Invitrogen, USA), seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. Para
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isso, apds remocao do tecido, foram adicionados 1000 pL do reagente Trizol LS
(Invitrogen). Estas amostras permaneceram armazenadas a -80°C até o inicio dos
experimentos. No momento do experimento estas amostras foram homogeneizadas e
foram adicionados 200 uL de cloroférmio (Merck, Germany) em cada amostra. Os
tubos foram vigorosamente agitados por 30 segundos, e logo apds, mantidos em
repouso a temperatura ambiente, por 5 minutos. Posteriormente, as amostras foram
centrifugadas a 4°C e 13000 G, por 15 minutos. Novos tubos foram nomeados de
acordo com as amostras, e ao fim da centrifugacdo coletamos cerca de 300 pL da
fase aquosa e colocamos no novo tubo. Em seguida, adicionamos nestes novos tubos
500 pL de alcool isopropilico (Merck), agitamos novamente e armazenamos a -20°C.
No dia seguinte, descongelamos estas amostras e centrifugamos a 4°C e 13000G por
15 minutos, depois retiramos o alcool isopropilico, acrescentamos entdo 500uL de
etanol 75% (Merck), agitamos e centrifugamos a 4°C e 10000 G por 10 minutos. Em
seguida desprezamos o sobrenadante e colocamos os tubos com a borda virada para
baixo em uma superficie coberta com papel absorvente, quando os tubos estavavam
secos nos desviramos e acrescentamos 20uL de agua DEPC para ressuspender o
pellet. Por fim as amostras foram armazenadas a -80°C para posterior quantificacao.
A concentracdo de RNA total nas amostras foi determinado por leitura em
espectrofotometro aplicando-se 1 yL de cada amostra num dispositivo Nanodrop®
(ThermoScientific, Wilmington, EUA). Foram consideradas as leituras nos
comprimentos de onda de 280 e 260 nm. A concentracdo das amostras foi fornecida
pelo equipamento em ng/uL.

A transcrigdo reversa das amostras de RNA em cDNA foi realizada por meio do
kit comercial (SuperScript® Il First-Strand Synthesis Super Mix for gRT-PCR,
Invitrogen) seguindo as instru¢des do fabricante. A quantidade de RNA total de partida
foi definida com base no volume maximo de amostra recomendado pelo fabricante (12

ML) multiplicado pela concentracdo da amostra que obteve menor rendimento.

3.9.2 PCR quantitativo

A expressao quantitativa do RNAmM para os diferentes alvos foi realizada por
meio de reacdes de PCR em tempo real, utilizando-se o sistema Tagman®
(AppliedBiosystems, Life Technologies, EUA) em um aparelho Step One™ Real-Time

PCR System (AppliedBiosystems, Life Technologies, United Kingdon). Para esta
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reacdo foram utilizadas sondas inventoriadas marcadas com fluor6foro FAM
disponibilizados pela mesma empresa: T-bet (TBX21 (T-bet) Rn01461633 m1l),
GATA3 (Rn00484683_m1 GATA3) e FOXP3 (Rn01525092_m1). Paralelamente,
também foi realizado a amplificacdo do gene constitutivo com sonda inventoriada,
marcada com o fluoréforo VIC, disponibilizada pela mesma empresa: B-actina (Actb -
Rn00667869_m1). Aliquotas de 0,5 uyL do DNA complementar sintetizado a partir do
RNAm foram utilizadas juntamente com reagentes Tagman® Gene Expression
Mastermix (AppliedBiosystems, Life Technologies, EUA), e as sondas inventoriadas
como determinado pelo fabricante, num volume final de reagdo de 10 uL. A reacéo de
amplificagéo foi de 2 min a 50 °C, 10 min a 95 °C, e quarenta ciclo de 15sa 95°C a
1 min e 60 °C, conforme recomendado pela empresa. Os resultados foram analisados
com base no valor de Ct (ciclethreshold — ou ciclo limiar), sendo este o ponto
correspondente ao numero de ciclo a partir do qual a amplificacdo atinge um dado
limiar que permite a analise quantitativa da expresséo do fator avaliado. As médias
dos valores de Ct de medidas em duplicatas foram utilizadas para calcular a expressao
do gene alvo, com normalizacdo em relagdo ao controle interno (B-actina), e entédo
comparadas com um controle alvo interno de uma amostra do grupo de células ndo
estimuladas obtendo-se assim o calculo do aumento da expresséo, utilizando a
férmula 2-AACt. Uma amostra negativa (aAgua), também foi submetida a reacéo.

3.10 Analise Estatistica

Todos os valores foram apresentados como média + EPM. A analise estatistica
foi feita por analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey. O nivel de

significAncia adotado foi de 5% (alfa=5%).



40

4 RESULTADOS

4.1 Massa Corporea e Ingestéo alimentar

N&o foi observada diferenca na massa corpérea e ingestao alimentar (Figura 1)

entre 0s grupos, desde a inducéo da LP até a realizacdo dos experimentos.

Figura 1. Massa corpérea e ingestdo alimentar dos ratos controle (CN), ratos com uma
les@o periapical (1LP) e ratos com quatro lesdes periapicais (4LP), desde a inducéo da
LP até o final do experimento. Os valores séo expressos como média + EPM, n = 15.

1 4 7 10 13 16 19 22 25 28 31 1 4 7 10 13 16 19 22 25 28 31
Dias Dias

4.2 Analise Histoldgica

No grupo CN, o tecido periapical apresentou caracteristicas consistente com
um aspecto normal (Figuras 2A e B). Na figura 2C e D, grupo 1LP no qual observamos
a formacéo de lesdo periapical em dente submetido a exposicdo da polpa ao meio

bucal. As lesbes mostraram ostedlise e foram preenchidos com infiltrado inflamatério.
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Figura 2. Imagens histolégicas da regido periapical do primeiro molar superior de ratos
do grupo controle (CN) e do grupo com uma lesdo periapical (1LP). Coloragcdo com
hematoxilina e eosina (H&E) mostra aparéncia normal de polpa dentaria e tecidos
periodontais no grupo CN (A). Alesao foi estabelecida naregido periapical de rato com
LP (B). Abreviaturas e simbolos: oa, osso alveolar; *, infiltrado inflamatério; pd, polpa
dentéria; rn, restos de necrose pulpar; Ip, ligamento periodontal; ¢, cemento. Aumento:
250x; Barra de escala: 100 um.

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 0s
grupos 1LP e 4LP apresentaram maior resisténcia insulinica quando comparado com
o grupo CN.
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Tabela 1 — Glicemia (mmol/L), insulinemia (uIU/mL) e indice HOMA-IR dos ratos controle
(CN), 1 Leséo periapical (1LP) e 4 lesbes periapicais (4LP)

Parametros CN 1LP 4LP
Glicemia (mmol/L) 6,94 + 0,33 6,74+ 0,14 6,77 £ 0,21
Insulinemia (uU/mL) 19,14 + 6,35 29,21 +4,21 31,80 £ 3,12
HOMA-IR 5,42 £1,86 10,18 £ 0,77* 10,31 £ 0,97*

Valores expressos como media + EPM (n=10) * p<0,05 1LP, 4LP vs CN

4.4 Avaliagcdo do conteudo de macrofagos no tecido muscular
gastrocnémio (MG)

Por meio da analise imunoistoquimica (Figura 3) observou-se um aumento de
células imunomarcadas para F4/80 (proteina especifica de macrofagos) ao redor das
fibras musculares nos grupos com uma leséo periapical (1LP) e 4 lesGes periapicais
(4LP) quando comparadas com o grupo controle (CN). Entretanto, ndo foi observado

diferenca entre os grupos 1LP e 4LP.
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Figura 3. Imunofluorescéncia para F4/80 de amostras do tecido muscular gastrocnémio
(MG) a partir dos grupos controle (CN), uma lesdo periapical (1LP) e quatro lesfes
periapicais (4LP). Em A, quantificacdo de células imunomarcadas para F4/80 nos
grupos CN, 1LP e 4LP. Fotomicrografias obtidas a partir da analise imunohistoquimica
para F4/80 (fluorescéncia vermelha) obtidas em microscépio confocal a laser
representando os seguintes grupos: CN (B e E), 1LP (C e F) e 4LP (D e G). As setas
indicam marcacao positiva para F4/80 localizado ao redor da fibra muscular. Os valores
sdo apresentados como média £ EPM (n=5). * p<0,05 CN vs 1LP, 4LP.
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4.5 Analise das concentracdes séricas de LPS e HSP70

Foi observado um aumento de LPS e HSP70 nos grupos 1LP e 4LP quando
comparados ao grupo CN. Nenhuma diferenca foi observada entre os grupos 1LP e
4LP.
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Tabela 2 — Concentrac¢fes séricas de LPS e HSP70 dos grupos controle (CN), umaleséo
periapical (1LP) e quatro lesdes periapicais (4LP)

Parametros CN 1LP 4LP
LPS (EU/mI) 0,40+0,07 1,40+0,39* 1,53+0,29*
HSP70 (ng/ml) 0,28+0,01 0,47+0,06* 0,52+0,05*

Valores expressos como media tEPM (n=10) * p<0,05 CN vs 1LP, 4LP.

4.6 Analise das concentracbes séricas de citocinas (IFN-y, IL-4 e
TGF-B)

A tabela 3 demonstra que as concentracfes séricas de IFN- y estavam
aumentada nos grupos 1LP e 4LP em relacdo ao grupo CN. Observou-se também que
0 aumento desta citocina foi maior em 4LP em relacdo a 1LP. Com relagdo aos niveis
de IL-4 foi observado uma reducao nos grupos 1LP e 4LP em comparacédo ao CN.
Ademais, ndo foi observado nenhuma diferenca entre os grupos estudados referente
a citocina TGF- (.

Tabela 3 — Concentracfes séricas de IFN-y, IL-4 e TGF-B dos grupos controle (CN), uma
lesdo periapical (1LP) e quatro lesbes periapicais (4LP).

Parametros CN 1LP 4LP

IFN-y (pg/mL) 10,9+ 2,33 15,47 + 4,64** 30,94 + 4,06*
IL-4 (pg/mL) 25,9 + 0,39 22,73 £0,82* 23,08 £ 0,81*
TGF-B (pg/mL) 121,6 + 15,83 175,5+ 13,38 166 £ 17,69

Valores expressos como média + EPM, n=10. *p < 0,01 CN vs 1LP, 4LP; # p < 0,05 1LP vs
41 P.

4.7 Avaliacdo do grau de fosforilacdo das serina-quinases JNK e
IKKa/ e do conteddo de TNF-a no tecido muscular gastrocnémio

Conforme observado na Figura 4, o grau de fosforilagdo da JNK e IKKa/p no
tecido muscular gastrocnémio (MG) foi significativamente maior nos grupos 1LP e 4LP
em relacdo ao grupo CN. N&o foi observada diferenga nestes parametros entre os
grupos 1LP e 4LP. Em relacdo ao conteudo de TNF-a ndo foi observado diferenca

estatistica entre os grupos (Figura 4).
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Figura 4. Avaliagao do grau de fosforilagao da JNK e IKKa/B e do contetiido de TNF-a no
MG de ratos controle (CN), ratos com uma lesdo periapical 1LP e ratos com quatro
lesdes periapicais 4LP. Em A, autorradiografias tipicas: quantidades iguais de proteina
foram submetidas a SDS-PAGE (185 ug). As formas nao fosforiladas de JNK e IKKa/f3 e
B-actina foram utilizadas como controle. Em B, C e D valores do grau de fosforilacdo da
proteina JNK, IKKa/B e TNF-a respectivamente. Os resultados foram apresentados
como média = EPM, n=6. * p<0,05 CN vs 1LP e 4LP.
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4.8 Avaliacdo da expressao génica de marcadores de linfocitos no
baco

A figura 5A demonstra que houve um aumento da expressdo do gene T-bet nos
grupos 1LP e 4LP quando comparado com o grupo CN, no entanto, ndo foi observado
diferenca entre os grupos 1LP e 4LP. A figura 5B mostra que o grupo 1LP apresentou
menor expressdo de GATA3 quando comparado ao grupo CN. Por outro lado, foi
observado um aumento da expressao do GATA3 no grupo 4LP quando comparado
com o grupo CN e 1LP. Com relagéo a expresséao de FOXP3 (Figura 5C) foi observado
uma reducédo nos grupos 1LP e 4LP quando comparados com o grupo CN. Nenhuma

diferenca foi observada entre os grupos 1LP e 4LP.
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Figura 5. Avaliacdo da expresséo génica de marcadores de linfécitos no baco do grupo
Controle (CN), uma leséo periapical (1LP) e quatro lesdes periapicais (4LP) obtidos pela
técnicade PCR em tempo real. Em A, T-bet; em B, FOXP3; em C, GATAS. Os resultados
foram apresentados como média + EPM, n=5. * p<0,05 CN vs 1LP; *** p<0,001 CN vs
4LP; # p<0,001 CNvs 1LP e 4LP; & p<0,001 1LP vs 4LP.
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5 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram que a indugéo de LP em ratos
com 1 e 4 focos de infeccdo promoveu aumento das concentracfes seéricas de
marcadores inflamatérios, maior conteiddo de macréfagos, ativagcdo de vias
inflamatoérias no tecido muscular esquelético e modulagdo da expressdo génica de
linfécitos no baco.

Na avaliacdo da massa corporal e ingestdo alimentar observamos que néo
houve diferenca significativa entre os grupos estudados. Esses dados estéo de acordo
com estudos prévios do nosso laboratério (ASTOLPHI, 2013; PEREIRA, 2014) que
também nao verificaram diferenca nesses parametros. Isto pode indicar que os
animais se alimentaram normalmente e provavelmente nao sentiram dor (MCGIVERN,;
BERNTSON, 1980).

No presente estudo, a inducdo da lesdo periapical mostrou-se efetiva nos
animais dos grupos 1LP e 4LP, nos quais observou-se a presenca de desorganizacao
do ligamento periodontal na regido apical, presenca de infiltrado inflamatorio, além de
reabsorcédo dental e do tecido osso alveolar. O infiltrado inflamatério presente na LP é
composto por células da imunidade inata (macréfagos, neutrofilos e células
dendriticas) e da imunidade adaptativa (linfécitos T e B). Bactérias e toxinas oriunda
do sistema de canais radiculares podem contaminar este local causando reacéo
inflamatoria e sintese de mediadores inflamatorios, com o propésito de combater a
infeccdo e proteger os tecidos periapicais (DESAI et al., 2011). Como resultado da
acado dos microrganismos e da resposta imune local, ocorre destruicdo dos tecidos
periapicais (NAIR, 1997).

Estudos clinicos e experimentais demonstraram maior prevaléncia de LP em
pacientes com diabetes descontrolado (BENDER; BENDER, 2003; FOUAD, 2003;
GARBER et al.,, 2009; SEGURA-EGEA et al., 2012). Esses efeitos podem estar
relacionados ao estado hiperglicémico caracteristico do diabetes que pode ocasionar
efeitos deletérios sobre a polpa dental, agravando a severidade da LP e a reabsorgéo
0ssea alveolar (KOHSAKA et al., 1996). Atualmente sabe-se que a inflamacéo pode
piorar o DM principalmente por liberar citocinas pro-inflamatorias que podem causar
resisténcia insulinica (SHOELSON; GOLDFINE, 2006; AGRAWAL; KANT, 2014).

O presente estudou demonstrou que os grupos 1LP e 4LP apresentaram maior

resisténcia a insulina em relacdo ao grupo CN, conforme demonstrado pela analise
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do indice HOMA-IR. Estes dados estdo de acordo com estudos anteriores que
mostraram que ratos com LP exibem resisténcia a insulina avaliada tanto pelo indice
HOMA-IR, quanto pelo teste de tolerancia a insulina, apos 30 dias de exposicéo a LP
(PEREIRA et al., 2016; ASTOLPHI et al., 2012). Outros estudos, utilizando modelos
de RI, como obesidade, evidenciaram maior conteudo de macrofagos no musculo
esquelético, correlacionando isso com diminui¢cdo da a sensibilidade a insulina (FINK
et al., 2014; VARMA et al., 2009).

O estudo de Boon et al. (2015) com individuos magros saudaveis, também
observou que em apenas 5 dias de dieta hiperlipidica, aumentou a expresséo do
RNAmM de marcadores de macréfagos no musculo esquelético e reduziu a expressao
da proteina transportadora de glicose GLUT4 neste tecido. Similarmente, Patsouris et
al. (2014) demonstraram aumento do conteddo de macréfagos no musculo
esquelético de pacientes diabéticos de maneira independente do indice de massa
corpoérea (IMC). Esses dados corroboram os resultados do presente estudo, uma vez
que foi observado aumento do conteudo de macréfagos (avaliado por meio da
deteccdo da proteina F4/80) no tecido muscular em ratos com LP, na auséncia de
obesidade, destacando o papel chave dessas células na etiologia da resisténcia a
insulina. Convém salientar que somente a deteccao da F4/80 nédo é capaz de informar
detalhes sobre a polarizagdo (M1/M2) dos macréfagos, embora evidéncias
demonstrem que em condi¢des de obesidade, os macréfagos infiltrados no tecido
muscular exibem fenoétipo caracteristico de polarizagdo M1 (PATSOURIS et al.,2014;
FINK et al., 2014; KHAN et al., 2015; WU; BALLANTINE, 2017). Assim, é possivel
aventar que no presente modelo de estudo, também caracterizado como uma
condicao de inflamacao crénica de baixo grau, o fenétipo predominante seria o M1.
Futuros estudos devem ser realizados com objetivo de identificar a polarizagdo de
macréfagos no tecido muscular na LP. Este assunto vem sendo considerado de
extrema importancia, pois a reprogramacao da polarizacdo M1 em direcdo a
polarizagdo M2 pode representar uma estratégia promissora para o tratamento da
homeostase glicémica em pacientes com DM e Rl (LAUTERBACH; WUNDERLICH,
2017).

Conforme relatado anteriormente a inflamacdo causa resisténcia insulinica e
devido a isso, estudou-se a via inflamatéria. A partir dos dados do presente estudo
detectou-se aumento do grau de fosforilagcdo das proteinas da IKKo/p e INK no MG

de ratos com 1 e 4 LP. Estes resultados estdo de acordo com o estudo de Yaspelkis
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et al. (2009) que observaram maior grau de fosforilagdo da IKKa/B no musculo
esquelético de ratos tratados com dieta hiperlipidica por 12 semanas, e também, o
estudo de Todd et al. 2007 que identificaram aumento da atividade da JNK no masculo
esquelético de ratos submetidos a 3 semanas de dieta hiperlipidica. Kaneto et al.
(2004) relataram que o tratamento de ratos diabéticos com inibidores da JNK
melhorou a sensibilidade a insulina dos animais. De modo semelhante, os estudos de
Yuan et al., 2001 e Hundal et al., 2002 relataram que a inibicdo da IKK-B, pela
administracao de salicilatos, melhora a agéo da insulina em ratos obesos e humanos
diabéticos. Além disso, j& foi demonstrado que camundongos modificados
geneticamente, para ndo expressar IKK-B ou JNK ficam protegidos da resisténcia a
insulina induzida por obesidade (KIM et al., 2001; YUAN et al., 2001; HIROSUME et
al., 2002; SINGH et al., 2009).

Ao avaliar o conteudo de TNF-a no tecido muscular ndo foram observadas
diferencas neste parametro entre os grupos estudados. Este resultado sugere que a
alteracéo no sinal insulinico no MG observado em estudos anteriores (ASTOLPHI et
al., 2013; PEREIRA et al., 2016) néo foi devido a alteracdes na expresséao local de
TNF-a, provavelmente pelo aumento das concentracdes plasmaticas de TNF-a
circulante. Além de estimular efeitos inibitérios na transducéo do sinal insulinico, o
TNF-a pode interagir com TNFR1 no musculo esquelético (HARDIN et al., 2008) e,
dessa forma, estimular a via do NF-kB (TRACEY et al., 2008) e/ ou das MAPK
(AGGARWAL et al., 2003) que, conforme descrito anteriormente, estao relacionadas
a fosforilacéo da IKK e JNK, que podem prejudicar a acao insulinica.

Além da expressdo de TNF-a no MG, o presente estudo investigou a
concentracdo seérica de LPS e HSP70 que também podem prejudicar a acdo da
insulina. Salientamos que o nosso laboratorio foi pioneiro em avaliar as concentragdes
plasmaticas de LPS e HSP70 em modelos de LP. Os resultados demonstraram que
0s grupos 1LP e 4LP apresentaram aumento significativo tanto de LPS como de
HSP70, quando comparados com o grupo CN. Pesquisas sobre diabetes sugerem
que a elevacao cronica das concentracbes de LPS pode exercer papel fundamental
no desenvolvimento de resisténcia a insulina (WATANABE et al., 2011; LIANG et al.,
2013). Dentre os possiveis mecanismos envolvidos nesta alteracdo, destaca-se a

capacidade do LPS de se ligar ao receptor TLR4, o que pode desencadear a ativacéo
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de vias de sinalizacéo inflamatérias relacionadas com a inibicdo do sinal insulinico
(LIANG et al., 2013).

Outro mediador que exerce papel ativo na modulacéo da inflamacao sao as
proteinas de choque térmico. O estudo de Goodman et al. (2014) relatou maior
expressdo de 44 genes de proteinas de choque térmico em granulomas periapicais
em comparacdo com tecidos periodontais saudaveis. A elevacdo das concentracbes
plasmaticas de HSP70 observada no presente modelo de estudo pode indicar que o
aumento da expressao local de HSPs esta associado a maiores concentracdes desta
proteina no soro. De modo interessante, estudos demonstram que as concentracdes
séricas de HSP70 sdo maiores em pacientes diabéticos (NAKHJAVANI et al. 2011;
HUNTER-LAVIN et al., 2004). Asea et al. (2002) relataram que HSP70 pode se ligar
ao receptor TLR4, sugerindo um possivel envolvimento desta proteina no
desenvolvimento de resisténcia a insulina.

Com relagdo aos marcadores de imunidade adaptativa, nossos resultados
demonstraram que os animais dos grupos 1LP e 4LP apresentaram aumento da
resposta Thl representado por maior expressao de T-bet no baco e elevacdo das
concentracdes plasmaticas de INF-y. Um estudo realizado com animais knockout para
0 gene T-bet, tratados com dieta hipercaldrica demonstrou que mesmo com ganho de
peso e incremento da adiposidade, os animais foram protegidos da Rl (STOLARCZYK
et al., 2014). Os autores atribuiram a auséncia de resisténcia a insulina a reducao da
producdo de INF-y. Esses resultados sdo consistentes com estudos que relataram
qgue a deficiéncia de IFN- y pode melhorar a homeostase glicémica em condi¢des de
obesidade (ROCHA et al., 2008; WONG et al., 2011; O'ROURKE et al., 2012).
Adicionalmente, o tratamento de adipécitos (3T3-L1) com INF-y reduz o sinal
insulinico e captacao de glicose (WADA et al., 2011).

As funcdes das células Thl sdo antagonizadas pela subpopulacdo Th2 que
apresentam o fator de transcricdo GATAS3 e a IL-4 como marcadores especificos. Os
achados da presente pesquisa demonstraram uma reducédo de IL-4 nos dois grupos
com LP. Chang et al. (2012) relataram que o tratamento com IL-4 promove melhora
da sensibilidade a insulina, da tolerancia a glicose e, simultaneamente, reduz o peso
corporal de ratos obesos. Esses achados sugerem que a IL-4 desempenha efeitos
benéficos na homeostase glicEmica. Ainda em relacdo ao fendtipo Th2, foi observado
reducado da expresséo de GATA3 no grupo 1LP comparado ao grupo controle. O papel
das células Th2 na sensibilidade insulinica foi demonstrado no estudo de Gonzales et
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al. (2010). Neste estudo foi desenvolvido um modelo de inativacdo de resposta Th2
por meio da inibicdo da proteina STAT-6, no qual observou-se que os animais com
deficiéncia da resposta Th2 eram mais propensos a resisténcia a insulina. Assim, a
reducdo da resposta Th2 observada a partir dos parametros analisados no presente
estudo pode contribuir para entender os mecanismos envolvidos na Rl observada em
animais com LP (ASTOLPHI et al., 2013; PEREIRA et al., 2016). Paradoxalmente, o
grupo 4LP apresentou um aumento na expressao de GATA3. A explicacdo para este
resultado pode estar relacionada a producédo enddgena de melatonina pelas células
inflamatérias.

Sabe-se que os linfocitos T tém capacidade de sintetizar melatonina em
processos inflamatdrios intensos no intuito de amenizar o processo inflamatorio
(REITER et al., 2000; CARRILLO, et al., 2004) e esta indolamina estimula a expressao
de GATA3 (KIM; CHO, 2017). Adicionalmente, o estudo de (KUHLWEIN; IRWIN,
2001) demonstrou que a melatonina ndo afeta a producdo de INF-y (que esta
relacionado com resposta Th1) podendo justificar o aumento de T-bet no grupo 4LP.
Dessa forma, é possivel aventar que o grupo 4LP produziu maior quantidade de
melatonina em relag&o ao grupo 1LP, levando ao aumento da expressédo de GATAS.
Outro estudo relacionado a inflamacdo, como esofagite apresentou 0s mesmos
resultados do presente estudo, ou seja, aumento do conteido T-bet e GATA3
(WRIGHT et al., 2018).

Diferentemente das células Thl e Th2, que supostamente prejudicam e
melhoram a sensibilidade a insulina, respectivamente, o papel das células Treg ainda
se encontra indefinido. Vale ressaltar que no presente trabalho foram avaliadas a
expressdo de FOXP3 no bago e as concentracdes plasmaticas de TGF- como
marcadores das células Treg. Nossos resultados demonstraram uma redugdo da
expressao de FOXP3 nos grupos 1LP e 4LP e inalteracdo de TGF-B no plasma. Eller
et al. (2011) avaliaram o papel das células Treg na RIl. O estudo conduzido em
pacientes obesos com e sem Rl e em individuos magros saudaveis demonstrou que
os individuos obesos apresentaram menor expressao de células Treg no timo,
independente da presenca de RI. Com objetivo de compreender o papel dessas
células na RI, os autores utilizaram ratos knockout (para 0 gene que expressa 0
receptor da leptina - db/db) associado a um tratamento que induzia deple¢céo das
células Treg. Observou-se que os animais que tiveram deple¢céo destas células eram

menos sensiveis a insulina do que o grupo controle. Adicionalmente, os autores
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identificaram aumento de marcadores caracteristicos de fendétipo Thl (INF-y, TNF-a)
no tecido adiposo dos animais que ndo expressavam Treg. Posteriormente, notou-se
gue ao realizar a transferéncia de células Treg a partir de animais saudaveis, havia
melhora da sensibilidade a insulina. Esses dados indicam papel importante dessas
células na manutencdo da sensibilidade a insulina, mostrando-se coerente com 0s
achados do presente estudo que observou reducdo da expressao de células Treg no
baco de ratos com LP e RI.

Apesar do TGF-[3 ser liberado pelas células Treg e estas células ocasionarem
a diminuicdo da expressao de células Thl (que estao relacionadas com RI), a literatura
mostra que esse TGF- B pode ter efeito antagbnico em relacdo a acgéo insulinica.
Assim, o estudo de Yadav et al. (2011) demonstrou que a administracdo de inibidores
do TGF-B em camundongos knockout para o gene da leptina e camundongos tratados
com dieta hiperlipidica promoveu reducao na glicemia de jejum e melhora nos testes
de tolerancia a glicose e a insulina nesses animais. Ademais, neste mesmo estudo foi
verificada correlacdo positiva entre TGF-3, indice de massa corporea e adiposidade,
indicando piora no perfil metabdlico. Entretanto, em nossos estudos, como néo houve
alteracdo do TGF- 3 (citado acima), ndo podemos inferir que ela esteja relacionada
com RI encontrada nos modelos com 1LP e 4LP.
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6 CONCLUSAO

Baseado nos resultados do presente estudo, podemos inferir que tanto a
imunidade inata como a imunidade adaptativa podem contribuir para a Rl observada
em ratos com LP. Dentre 0s possiveis mecanismos responsaveis por essas alteracdes
destaca-se o recrutamento de macréfagos, ativacdo de vias inflamatdrias no tecido
muscular e uma modulacdo da expressdo génica de linfécitos no baco. Esses
resultados podem auxiliar a elucidar os mecanismos envolvidos no desenvolvimento

de resisténcia a insulina a partir de uma inflamacao localizada, como a LP.
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Abstract

Introduction: Our previous studies have shown that
periapical lesions (PLs) in rats cause systemic disorders
such as increased tumor necrosis factor-a plasma levels,
insulin resistance, and impairment in insulin signal
transduction in muscle tissue. However, the mecha-
nisms involved in these alterations are not fully under-
stood. Under chronic inflammatory conditions such as
obesity, it has been shown that the skeletal muscle is
affected by inflammation, and the number of resident
macrophages that are associated with impairments of
insulin action and sensitivity is increased. This study
aimed to investigate the presence of macrophages, acti-
vation of inflammatory pathways in muscle tissue, gly-
cemia, and insulinemia of rats with PLs. Methods:
Sixty Wistar rats were distributed into a control group;
a group with 1 PL (1PL), which was induced in the right
maxillary first molar; and a group with 4 PLs (4PL), which
were induced in the right upper and lower first and sec-
ond molars. We quantified macrophage content by
immunochistochemistry for the F4/80 protein. We evalu-
ated Jun N-terminal kinase and IKK«/8 phosphorylation
status in the muscle tissue by Western blotting. Serum
levels of lipopolysaccharide (LPS) and HSP70 and
plasma levels of glucose and insulin were assessed by
using commercial kits. Results: The 1PL and 4PL groups
showed increase in macrophage content, IKKa/g, and
Jun N-terminal kinase phosphorylation status, serum
LPS and HSP70 levels, and insulin resistance and no
changes in glycemia and insulinemia compared with
the contral group. There was no difference in these pa-
rameters between the 1PL and 4PL groups. Conclu-
sions: Pls promoted an increase in macrophage
infiltration, activation of inflammatory pathways in mus-

cle tissue, and serum concentrations of HSP70 and LPS in rats. The present study im-
proves the knowledge on the impact of oral inflammations on the development of
systemic alteration, which can induce insulin resistance. (J Endod 2017;43:982-988)

Inflammation, insulin resistance, periapical lesion, systemic disorders

The present results suggest that oral inflammation
may promote systemic disorders, resulting in alter-
ations in concentrations of proinflammatory medi-
ators in serum and in the metabolism of peripheral
tissues such as muscle tissue, which has akey role
in glucose homeostasis.

linical and experi-

mental studies have
shown an association be-
tween periapical lesions
(PLs) and systemic dis-
olrders such as diabetes
and insulin resistance
(1-4). Insulin resistance
occurs when normal or
elevated levels of insulin cause a decreased biological response (5). Studies have re-
ported a critical role of inflammation in the etiology of insulin resistance (6). In PLs,
alocal inflammatory process occurs in the dental pulp and periapical region (7). How-
ever, there is evidence that inflammatory marker levels are elevated in the serum of rats
and humans with PLs, indicating that these markers can act systemically (8-10).
Increased levels of inflammatory markers in the plasma are characterized as a state
of chronic low-grade inflammation that is usually associated with obesity and can
contribute to the development of insulin resistance (11). Furthermore, in obesity, there
is evidence that muscle tissue is affected by an increase in the number of resident mac-
rophages (12). F4/80 protein is known as a highly specific cell surface marker for mu-
rine macrophages. This protein is widely expressed in the majority of resident tissue
macrophages (13). Macrophages express toll-like receptor 4 (TLR4) that can induce
inflammatory responses by activating innate immunity, thereby contributing to the path-
ogenesis of insulin resistance (14). Studies show that macrophages can be activated by
several factors including cytokines and bacterial endotoxins such as lipopolysaccharide
(LPS) (15). LPS is a cell membrane component of gram-negative bacteria and plays a
key role in activation of inflammation and periapical bone resorption (16). Another
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mediator that plays an active role in the modulation of inflammation is
heat shock protein (HSP) 70, which presents an anti-inflammatory ef-
fect in the intracellular environment (17) and a proinflammatory effect
in the extracellular environment (18) that may contribute to the devel-
opment of insulin resistance (19).

Our previous studies have shown that PL in rats causes insulin resis-
tance and impairs insulin signal transduction in muscle tissue (3, 4).
However, the mechanisms involved are not fully understood. Because
PL promotes an inflammatory state similar to that in obesity, this study
aimed to investigate the presence of infiltrated macrophages by
detection of F4/80 protein and to evaluate inflammatory pathways
related to inhibition of insulin signal transduction in muscle tissues of
rats with 1 or 4 teeth with PL. In addition, we quantified serum HSP70
and LPS levels, which are possible inducers of insulin resistance. The
results of this study may help understand the interrelationship between
local inflammation and systemic disorders.

Materials and Methods

Sixty male Wistar albino rats weighing 250—280 g were used in the
study. The animals were housed with a 12-hour light/dark cycle (lights
on at 7:00 am) in temperature-controlled rooms (23° &= 2°C) and were
given access to water and food (23% from protein, 4% fat, and 58%
from carbohydrate) (Presence; Paulinia, Sao Paulo, Brazil) ad libitum.
All experiments were approved by the local ethics committee according
to protocol number 00745-2015.

Animal Preparation and Death

The 60 animals were randomly distributed into 3 groups (Fig. 1),
with 20 animals in each group: a control group (CN), a group with 1
periapical lesion (1PL), and a group with 4 periapical lesions (4PL).

The rats were anesthetized by intraperitoneal injection with ketamine
(Ketamina Agener; Embu Guacu, SP, Brazil) and xylazine (Dorcipec;
Vallee, Montes Claros, MG, Brazil). To induce PLs, dental pulps of
the right maxillary first molar (1PL) and of the right upper and lower
first and second molars (4PL) were exposed to the oral environment
on the occlusal surface by using a surgical round bur (Long Neck Mail-
lefer; Dentsply, Petropolis, RJ, Brazil). For 30 days, body weight per rat
was measured weekly. At 30 days after pulp exposure, the rats (n = 9)
were subjected to a 14-hour fast, followed by anesthetization via intra-
peritoneal injection with sodium thiopental (Thiopentax; Cristalia, Ita-
pira, SP, Brazil), and blood was collected. Subsequently, the animals
(n = 9) were killed via overdose of the same anesthetic, and jaws
were removed and fixed for 48 hours in 4% formaldehyde (Sigma-Al-
drich, St Louis, MO) diluted in phosphate-buffered saline (PBS) (pH
7.4, 0.1 mol/L; Sigma-Aldrich). Gastrocnemius skeletal muscle was
collected from 6 other animals to evaluate Jun N-terminal kinase
(JNK) and IKKa/3 phosphorylation status by Western blotting method.
For immunohistochemical analysis of F4/80, the other animals (n = 5)
were perfused as described by Da Silva et al (20). Immediately after the
perfusion, the gastrocnemius muscle was post-fixed for 4 hours in 4%
formaldehyde diluted in PBS.

Histologic Processing of the Rat Jaws

The right maxillae and mandible were decalcified in ethylenedi-
amine tetraacetic acid (10%; Sigma-Aldrich) for 60 days, processed
in conventional manner, and embedded in paraffin. The parasagittal
histologic sections of right maxillae first molar (1PL) or right upper
and lower first and second molars (4PL) were obtained in microtome
(RM2155; Leica Microsystems, BD, Wetzlar, Germany) with 4-um-thick
sections. The sections were stained with hematoxylin-eosin and

| Sixty male Wistar albino rats

!

!

control group (CN)
n=20

group with one
periapical lesion (1PL)
n=20

group with four
periapical lesions (4PL)
n=20

Weekly assessment of body weight

After 30 days

l

Nine animals from each group were used to:
of plasma insulin and glucose concentrations

(HOMA-IR) index

+ Collection of blood samples = evaluation of serum HSP70 and LPS concentrations; assessment
* Evaluation of insulin resistance from the homeostasis model assessment of insulin resistance

+ Collection of jaws = histological evaluation of the periapical tissues

Other 6 animals from each group were used to:

and IKKa/p

* Collection of gastrocnemius muscle = assessment of content and phosphorylation status of INK

Other 5 animals from each group were submitted to:
+ Perfusion and collection of gastrocnemius muscle = Immunohistochemistry analyses for F4/80

Figure 1. Flowchart showing step-by-step distribution of animals of CN group, 1PL group, and 4PL group to collection of blood samples, gastrocnemius muscle,

and jaws used in the experiments.
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Figure 2. Photomicrography in light microscopy of histologic section of rat maxillae stained with hematoxylin-eosin in CN (4 and B) and PL (C and D) groups. CN
showed normal-appearing dental tissues. PL showed intense inflammatory infiltrate, predominantly mononucleate (asterisk). ab, alveolar bone; ¢, cement; dp,
dental pulp; pdl, periodontal ligament; rn, remnants of pulp necrosis. Original magnification: (4 and €), x50; (B and D), x250. Scale bars: (4 and C),

250 pm; (B and D), 100 um.

analyzed by brightfield microscopy (Axio Lab Al; Carl Zeiss, TH, Ober-
kochen, Germany) to study the dental pulp and periapical region.

Immunohistechemistry for F4/80 in Muscle

The right gastrocnemius muscle was cryoprotected in 30% su-
crose (overnight) at 4°C. Transversal histologic sections with 30-um
thickness were obtained in a cryostat device (CM1850UV; Leica, HE,
Germany) and collected on histologic slides. The sections were washed
in PBS (0.1 mol/L, pH 7.4; Sigma-Aldrich), and nonspecific binding
sites were blocked with PBS containing 3% bovine albumin serum
(Sigma-Aldrich) overnight at 4°C. Later, the muscle sections were incu-
bated in a solution of Triton X-100 (0.3%; Sigma-Aldrich), normal
donkey serum (Sigma-Aldrich), and rabbit polyclonal anti—F4-80 anti-
body (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) overnight at 4°C. Sub-
sequently, the sections were incubated in solution with biotinylated
secondary goat anti-rabbit antibody (Santa Cruz Biotechnology) for 2
hours at room temperature, rinsed in PBS, incubated in streptavidin
conjugated with Cy3 (1:500; Jackson Immunoresearch, West Grove,
PA) at room temperature for 1 hour, rinsed again in PBS, and coverslip-
ped with buffered glycerol solution. The sections were imaged under a
confocal laser scanning microscope (Leica TCS SP5 Confocal; Leica).
For immunohistochemistry analyses, each image (32 per group) was
acquired with x 40 objective, and the cells that showed immunofluores-
cence for F4/80 (red fluorescence) were counted manually by using
Image J (National Institutes of Health, Bethesda, MD) for the number
of immunolabeled cells in relationship to the total number of cells
per visual field.

Assessment of Content and Phosphorylation Status of
INK and IKKo/3

Samples from the gastrocnemius muscle were collected from 6 an-
imals from each group. Tissue samples were prepared according to the

984 Pereira et al.

method described by Carvalho etal (21) and subjected to Western blot-
ting for quantification of content and phosphorylation status of JNK and
IKKa/B by using antibodies against p-IKK /3, p-JNK, IKKa/@3, and JNK
(Santa Cruz Biotechnology Inc). Immunoreactive bands were detected
by autoradiography using a chemiluminescent substrate system (GE
Healthcare, Buckinghamshire, UK) according to the manufacturer’s in-
structions. Quantitative analysis of the blots was conducted by using
Scion Image software (Scion Image- Release Beta 3b; National Institutes
of Health).

Serum HSP70 and LPS Concentrations

To determine the HSP70 and LPS serum concentrations, blood
samples were collected (n = 9) from the inferior vena cava after the
rats had fasted overnight for 8—12 hours. The blood samples were
centrifuged immediately after collection at 1800g for 15 minutes at
4°C to obtain serum. For quantification of serum LPS concentration,
samples were diluted 1/40 to 1/100 and heated for 10 minutes at
70°C. LPS was quantified by using a commercially available Pierce
LAL Chromogenic Endotoxin Quantitation Kit (Thermo Scientific, Rock-
ford, IL) according to the manufacturer’s protocol. Circulating HSP70
was assessed by using EKS-715 high-sensitivity HSP70 kit according to
the manufacturer’s instructions (Enzo Life Sciences, Lausen,
Switzerland).

Glycemia, Insulinemia, and Homeostatic Model
Assessment of Insulin Resistance Index

Blood samples were collected from the inferior vena cava to mea-
sure plasma glucose and insulin concentrations. After centrifugation,
supernatant was collected and maintained at —80°C until use. Plasma
samples from 9 animals per group were used for determination of gly-
cemia by the oxidase glucose method (Enzymatic glucose; ANALISA Di-
agnostica, Belo Horizonte, MG, Brazl) and of insulinemia by
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Figure 3. Immunofluorescence for F4/80 (red) in gastrocnemius muscle tissue from CN group, 1PL group, and 4PL group. (4) Percentage of immunolabeled
cells for F4/80 in CN, 1PL, and 4PL groups. The cell photomicrographs, obtained from immunohistochemical analyses for F4/80 (red fluorescence) under confocal
laser scanning microscope, represent the following groups: CN (B and £), 1PL (C and F), and 4PL (D and G) groups. Arrows indicate cells F4/80+ located around
the muscular fibers. Values are presented as mean 4= SEM (n = 5). *P < .05 compared with CN group.

radioimmunologic assay (Coat—A—Count; DPC Diagnostic Products, Los
Angeles, CA). Insulin resistance was evaluated by homeostasis model
assessment of insulin resistance (HOMA-IR) index, calculated by the
formula: HOMA-IR = fasting glycemia (mmol/L) x fasting insulinemia
(uIU/mL)/22.5 (22).

Statistical Analyses

The normality of the data set was verified for all analyses. Analysis
of variance was performed, followed by Tukey post hoc test (P < .05).
Data were expressed as the mean =+ standard error of the mean (SEM),
and data analysis was performed with a statistical program (Graph Pad
Prism version 6.0; GraphPad Software Inc, San Diego, CA).

JOE — Volume 43, Number 6, June 2017

Results
Assessment of Body Weight of the Rats
We found no difference in the body weights evaluated on the first,
fifteenth, and thirtieth day after induction of PL among the groups.

Histologic Evaluation of the Periapical Tissues

In the CN group, the periapical tissue showed characteristics
consistent with a normal aspect (Fig. 24 and B). In both PL groups
we observed the formation of PL in teeth subjected to exposure of the
pulp to the oral environment. The lesions showed osteolysis and
were filled with inflammatory infiltrate, predominantly mononucleate
(Fig. 2 and D).

Influence of Periapical Lesion and Inflammation in Muscle Tissue 985
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Figure 4. Evaluation of JNK and IKKe/§ phosphorylation status in gastrocnemius muscle (GM). (1) Typical autoradiography: equal amounts of protein (185 ug)
were subjected to sodium dodecylsulfate—polyacrylamide gel electrophoresis; JNK and IKKa/( total content were used as controls. (B and €) Values of JNK and
IKKa/ phosphorylation status expressed in arbitrary units are presented as mean + SEM (n = 6), respectively. *P < .05 compared with CN group.

Immunohistochemical Analysis of F4/80

The immunohistochemical results revealed the presence of immu-
nolabeled cells for F4/80 in control, 1PL, and 4PL groups (Fig. 38-G).
Increase in the number of immunolabeled cells for F4/80 around the
fibers of gastrocnemius muscle in both the IPL and 4PL groups
(Fig. 3C, D, F, and G) were observed when compared with that in the
CN group. We observed significant differences between CN and 1PL
(P < .05) and between CN and 4PL (P < .05). However, no statistical
difference was observed between the 1PL and 4PL groups (Fig. 34).

Assessment of Content and Phosphorylation Status of
INK and IKK/3

We observed an increase in JNK and [KKa/ phosphorylation sta-
tus (P < .05) in the 1PL and 4PL groups compared with that in the CN
group (Fig. 44-C). We found no difference in these parameters be-
tween 1PL and 4PL groups.

Serum HSP70 and LPS Concentrations

We found higher levels of LPS and HSP70 in 1PL and 4PL groups
compared with that in the CN group (Table 1). We found no difference
in these parameters between 1PL and 4PL groups.

Glycemia, Insulinemia, and HOMA-IR Index

The glycemia, insulinemia, and HOMA-IR data are shown in
Table 2. There are no differences in blood glucose and insulin levels
between CN and PL groups. However, the HOMA-IR calculated from
these values was significantly higher in 1PL and 4PL groups than in
the CN group. We found no difference in these parameters between
1PL and 4PL groups.

Discussion
The present study demonstrates that rats with 1 or 4 teeth with PL
showed increase in the number of infiltrating macrophages, IKKo/(
and JNK phosphorylation status in the muscle tissue, and serum LPS
and HSP70 levels, and insulin resistance and no changes in glycemia
and insulinemia compared with the CN rats.

TABLE 1. Concentrations of Serum LPS and HSP70 in CN, 1PL, and 4PL Groups

It was observed that PL1 and PL4 groups showed insulin resistance
as demonstrated by the HOMA-IR index. These data are in agreement
with previous studies that showed that rats with PL exhibit insulin resis-
tance assessed both by HOMA-IR index and by insulin tolerance test after
30 days of exposure to PL (2—4). Studies have shown that macrophage
contents in skeletal muscle of obese animals and humans are correlated
with impairment in insulin sensitivity (12, 23). The present study
demonstrates that 1PL and 4PL groups showed higher macrophage
content in the muscle tissue compared with the CN group (Fig. 3).
Recent study (24) showed that only 5 days of high-fat diet consumption
can promote an increase in RNA expression of macrophage markers and
adecrease in expression of glucose transporter type 4 in skeletal muscle
in healthy lean men, probably because the high-fat diet leads to inflam-
matory processes in the muscle, which contributes to the development of
insulin resistance by releasing proinflammatory cytokines. Moreover,
Parsoturis et al (25) observed that increased macrophage infiltration
in muscle tissue correlated with insulin resistance in patients with dia-
betes, regardless of body mass index. These data corroborate our results
of increased macrophage infiltration in the skeletal muscle of rats with
PLin the absence of obesity (Table 3), highlighting the key role of mac-
rophages in insulin resistance etiology.

LPS and HPS70 play an active role in inflammation, which is closely
related to development of insulin resistance. For this reason, we quan-
tified the levels of serum LPS and HSP70 to verify the relationship of
these mediators with insulin resistance, which was observed in previous
studies performed in rats with PL. Our results show that the levels of
serum LPS and HSP70 increased in the 1PL and 4PL groups compared
with those in the control group (Table 1). Studies suggest that chronic
elevation of circulating LPS levels has a key role in the pathogenesis of
insulin resistance (26, 27). This is probably due to the interaction of
LPS with TLR4, which results in activation of inflammatory pathways
and negatively affects the insulin signal (27).

Recent study demonstrated that HSP gene expression is increased
in periapical granulomas compared with that in healthy periodontal tis-
sue (28). Thus, the results of the present study indicate that a local in-
crease in HSP gene expression can result in increased concentration of
this protein in the serum. Notably, studies showed increase in levels of

CN 1PL 4PL
LPS (endotoxin unit/mL) 0.40 + 0.07 1.40 + 0.39* 1.53 £ 0.30*
HSP70 (ng/mL) 0.28 £ 0.01 0.47 + 0.06* 0.53 = 0.05*

Values are presented as mean + SEM (n = 9).
*P < .05 compared with CN group.
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TABLE 2. Glycemia, Insulinemia, and HOMA-IR Index in CN, 1PL, and 4PL Groups

CN 1PL 4PL
Glycemia (mmol/L) 6.94 +0.33 6.74 + 0.14 6.77 £ 0.21
Insulinemia (uIU/mL) 19.14 £ 6.35 29.21 +4.21 31.80 +£3.12
HOMA-IR 542+ 1.86 10.18 £ 0.77* 10.31 + 0.97*

Values are presented as mean + SEM (n = 9).
*P < .05 compared with CN group.

plasma HSP70 in patients with diabetes (29, 30) and a positive
correlation of this marker with other chronic diseases (31). Further-
more, it has been demonstrated that HSP70 can activate TLR4, indi-
cating a possible involvement of this protein in the development of
insulin resistance (32). These data indicate that LPS and HSP70 have
afundamental role in the association between insulin resistance and PL.

To assess the molecular mechanisms involved in insulin resistance
in PL, we evaluated the phosphorylation status of JNK and IKK in the rat
muscle tissue. OQur results demonstrate that the 1PL and 4PL groups
showed higher phosphorylation of these proteins compared with the
CN group. The findings of the present study are in agreement with studies
that observed the relationship between insulin resistance and JNK and
IKK activation (33, 34). Kaneto et al (35) demonstrated that treatment
of diabetic rats with JNK inhibitors improved insulin sensitivity of the an-
imals. Similarly, the studies of Yuan et al (30) and Hundal et al (37)
showed that IKK inhibition by administration of salicylate improves in-
sulin action in obese diabetic humans and rats, respectively. Therefore,
because insulin resistance is related to local and systemic inflammatory
processes, it is possible that the mechanisms involved in the develop-
ment of insulin resistance in rats with PL involve a crosstalk between im-
munoinflammatory response in PL and the skeletal muscle tissue.

In the present study, rats with 1 and 4 teeth with PL were used to
simulate the conditions observed in the population because epidemio-
logic studies performed in different populations demonstrated wide
variation in the number of teeth with PL in the same person (38, 39).
Recently, Cintra et al (10) evaluated whether apical periodontitis in a
single tooth or in 4 teeth promotes changes in levels of inflammatory
mediators in the serum and verified that levels of serum interleukin
(IL)-6, IL-17, IL-23, and tumor necrosis-e increased only in rats
with apical periodontitis in 4 teeth compared with those in control
rats. However, a previous study showed that the presence of only 1 tooth
with PL is enough to promote an increase in concentrations of plasma
tumor necrosis factor-a (2). In our study, we also observed that only
one focus of PL was able to promote an increase in the concentrations
of serum HSP70 and LPS, which could induce systemic alterations
related to increase in activation of inflammatory pathways.

This is the first study to demonstrate the existence of a crosstalk
between PL and muscle tissue. Our results showed that 30 days of expo-
sure to PL promoted macrophage infiltration, activation of inflammatory
pathways in muscle tissue, and increased concentrations of serum
HSP70 and LPS in rats. The present results suggest that oral inflamma-
tion may promote systemic disorders, resulting in alteration in concen-
trations of proinflammatory mediators in the serum and in the

TABLE 3. Body Weight (g) of the CN and PL Groups of Rats

Groups First day Fifteenth day Thirtieth day
CN 266.4 + 2.08 336.1 +1.93 405.9 + 2.13
1PL 266.9 + 1.78 3376 + 1.63 408.1 + 1.87
4PL 266.4 + 1.81 336.4 + 1.81 407.0 + 1.89

Values are presented as mean + SEM (n = 20).

JOE — Volume 43, Number 6, June 2017

metabolism of peripheral tissues such as muscle tissue, which has a
key role in glucose homeostasis.

The present study improves the knowledge on the impact of oral
inflammations on development of systemic alterations that can induce
insulin resistance, thus contributing to the development of new thera-
peutic approaches.
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