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RESUMO



Existem indicagdes de que hi uma relagéo bidirecional entre diabetes mellitus e doenga
periodontal. Tanto o diabetes quanto a doenca periodontal podem estimular a liberagZo
cronica de citocinas pro-inflamatorias que tém um efeito deletério nos tecidos periodontais
e na sensibilidade 3 insulina. Entretanto, nio se investigou ainda o efeito da doenga

periodontal na via de sinalizagéo insulinica.

Portanto, os objetivos do presente estudo séo: avaliar o efeito da doenca periodontal na via

de transmissio do sinal insulinico em ratos Wistar machos.

Utilizou-se a extragio de tecidos hepaticos e muscular apos estimulagdo com insulina e
imunoprecipitagéo seguida de “immunoblotting” com anticorpos anti receptor de insulina,
anti-IRS-1, anti-IRS-2, antifosfotirosina, anti-p-Akt, anti-p-ERK 4, anti-p-JNK1/2,
anti-TkB-o ¢ anti- fosfoserina 307 IRS-1 nos grupos controle ¢ com periodontite. Os
resultados mostraram que a concentragdo do receptor de insulina, do IRS-1, do IRS-2, da
Akt, da TNK1/2, da ERK 1/2 estimulada ¢ nao estimulada pela insulina no figado e masculo

permaneceram inalteradas nos dois grupos.

No musculo, 0s animais com periodontite estimulados com insulina sofreram uma redugao
de 15+33% na fosforilagiio em tirosina do receptor de insulina, de 55%3% na fosforilagdo
em tirosina do IRS-1, de 48+1,5% na fosforilagdo em tirosina do IRS-2, de 34 +2,8% na
fosforilagdo em serina da Akt ¢ de 20£1% na fosforilagdo em tirosina da ERK1/2 (p< 0,05).
Além disso, nos ratos com periodontite houve um aumento de 40+0,4% na fosforilagdo em
tirosina da JNK 1/2, de 60+5,4% na fosforilagdo em serina 307 do IRS-1 e a expressio do
TicP-o foi reduzida em 70+4,2% (p< 0,05).

No figado, os animais com periodontite estimulados com insulina sofreram uma redugéo de
6242% na fosforilagdo em tirosina do receptor de insulina, de 45+3,8% na fosforilagio em
tirosina do IRS-1, de 55+0,5% na fosforilagio em tirosina do IRS-2, de 31 +3% na
fosforilagdo em serina da Akt e de 22+4% na fosforilagio em tirosina da ERK1/2 (p< 0,05).
Além disso, nos ratos com periodontite houve um anmento de 50+0,5% na fosforilagdo em
tirosina da JNK 1/2, de 40+4% na fosforilagio em serina 307 do IRS-1 e a expressdo do
TicB-cx foi reduzida em 55+4,2% (p< 0,05).
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Além disso, ao realizar o teste de tolerincia a glicose (ITT), o Kitt dos ratos com
periodontite apresentaram valores menores como de 2,17+ 0.38 em relagdio aos controles
4,88+ 0.56. No teste oral de toleréncia a glicose (oGTT) a 4rea sobre a curva da glicemia
dos ratos com periodontite foi 18,7% maior em relagio aos controles e a &rea sobre a curva
da insulinemia dos ratos com periodontite foi 43,4% maior em relagdo aos controles. Tais
resultados sugerem que alteragdes na via de sinalizacdo da insulina no figado e no
musculo, podem estar envolvidas na resisténcia a insulina apresentada nesse modelo

animal.
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ABSTRACT



Traditional thinking/paradigms have maintained that periodontits is na oral disease and that
the tissue destructive response remains localized within the periodontium, limiting effects
of the disease to oral tissues supporting the teeth. Recent studies have indicated that
periodontits may produce any number of alterations in systemic health and in the present
study we investigated the pathophysiological relationships between periodontitis and
insulin resistance. However, the exact molecular mechanism in unknown. We have
examined the levels and the tirosine phosphorylation status of insulin receptor (IR), IRS-1,
IRS-2, ERK1/2, INK1/2, the serine phosphorylation status of Akt , IRS-1 and the
expression of IxB-c., in liver and muscle of rats with periodontitis by immunoblotting with
specific antibodies.

The results show that the levels of the insulin receptor, IRS-1, IRS-2, Akt, INK1/2, ERK
1/2 with and without insulin stimulated remains unchanged in both tissues.

In the muscle, animals with periodontits, the insulin stimulated IR tirosine phosphorylation
was decrease to 15+£33%, the IRS-1 tirosine phosphorylation was decrease to 55+3%, the
IRS-2 tirosine phosphorylation was decrease to 48%1,5%, the Akt serine phosphorylation
was decrease to 34 +2,8%, the ERK1/2 tirosine phosphorylation was decrease to 20+1%
(p< 0,05). In addition, rats with periodontitis had a increase of 40+0,4% in tirosine
phosphorylation of JNK 1/2, 60+5,4% in serine phosphorylation of IRS-1 and the
expression of IxB-a was reduced in 70+4,2% (p< 0,05).

In the liver, animals with periodontite insulin stimulated had a decrease of 62+2% in
tirosine phosphorylation of insulin receptor, the IRS-1 tirosine phosphorylation was
decrease to 45+3,8%, the IRS-2 tirosine phosphorylation was decrease to 55+0,5%, the
Akt serine phosphorylation was decrease to 31 £3%, the ERK 1/2 tirosine phosphorylation
was decrease to 22+4% (p< 0,05). In addition, rats with periodontitis had a increase of
50+0,5% in tirosine phosphorylation of JNK 1/2, 40+4% in serine phosphorylation of
IRS-1 and the expression of Ixf-o was reduced in 55+4,2% (p< 0,05).

In addition, the thirty minute insulin tolerance test (ITT), the rats with periodontitis had a
decrease of 50% in the value of Kitt . In the oral glucose tolerance test (0GTT) the area
under the glucose curve was 18,7% higher in rats with periodontitis and the area under the
insulin curve was 43,4% higher in rats with periodontitis. These data suggest that

pen'odontitis impair insulin signaling in muscle and liver of rats Wistar.

Abstract
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O sistema de sinalizagio da insulina tem um papel importante em varios
processos fisiologicos como o metabolismo de carboidratos e lipideos, a reprodugdo, ©
crescimento celular e a sobrevivéncia celular (WHITE 2003). Em 1924 o conceito de
resisténcia 4 insulina foi formulado em relagdo a pacientes com Diabetes mellitus. S6 apds
1950, foi proposto que varias anormalidades metabolicas, como estresse, injurias ou
infecgdes estavam relacionadas a perda tecidual de sensibilidade a insulina
(CARLSON, 2003). A resisténcia  insulina ¢ definida como o estado patologico no qual
células alvo falham em responder a niveis normais de insulina circulante. (KAHN e
FLIER, 2000; MATTHAEI et al,, 2000; CARLSON, 2003 ). A infecgio, o trauma fisico ou
cancer pode desencadear a resisténcia & insulina pela mediagfio de citocinas inflamatorias
(LODDICK e ROTHWELL, 1999; HOTAMISLIGIL et al. , 1996; YOSHIKAWA etal ,
1999). Outra causa da resisténcia & insulina pode ser a variagfio genética que é exarcebada
pela idade e/ou obesidade sendo que este estado patologico contribui a multiplas desordens,
como 2 intolerdncia a glicose, hiperlipidemia, hipertensdo, mortalidade cardiovascular,
infertilidade, sindrome do ovario policistico ¢ diabetes tipo 2 (KAHN e FLIER, 2000). Na
resisténciz 4 insulina as células B pancreaticas podem secretar insulina sufictente para
compensar a sensibilidade reduzida a insulina. Se houver faléncia do pancreas, o individuo

poderé desenvolver Diabetes tipo 2 (KAHN, 1998).

A periodontite é um tipo de inflamacdo bucal, sendo uma infecgio cronica
causada por bactérias Gram negativas. A doenga caracteriza-se por gengivite, destrui¢do do
tecido periodontal, perda do osso alveolar e, em casos severos, uma exfoliacdo dos dentes.
Sabe-se que o principal patogeno periodontal, Porphyromonas gingivalis, pertence a flora
microbiana. A infecgdo libera endotoxinas que ativam a cascata pré-inflamatoria. As
citocinas liberadas pela inflamagio levam 2 destruigio dos tecidos periodontais € &
reabsor¢do Ossea. Estudos recentes tém indicado que a periodontite pode produzir
alteragdes sistémicas no organismo. Ha associagGes entre a periodontite e o infarto cerebral,
as doengas coronarianas, a pneumonia e o diabetes ( IACOPINO e CUTLER, 2000). Sendo
assim, a periodontite pode causar alteragbes na via de sinaliza¢@o da insulina por ativar a

cascata inflamatdna.
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O controle da glicemia é governado pelo balango entre o consumo ¢ ©
fornecimento de glicose . O fornecimento ¢ feito pela absorgdo de glicose no intestino ¢ por
sua produgiio pelo figado. O consumo ¢ feito através da captagio pelos tecidos periféricos.
A insulina aumenta a captagio de glicose no musculo ¢ inibe a produgdo hepatica de
glicose. Este horménio polipeptidico, anabolico ¢ produzido por células f do pancreas. O
seu efeito predomina no figado ¢ no musculo. Além de ter como efeitos imediatos o
aumento da captagio de glicose e da sintese protéica, bloqueia a neoglicogénese, a
glicogenolise, a lipblise, a protedlise ¢ previne a apoptose. Qs efeitos tardios levam a

expressiao de genes relacionados a sintese protéica, a proliferagio e a diferenciagho celular.

(KAHN et al., 1993)

A insulina inicia seus efeitos biologicos ligando-se a0 receptor de membrana
especifico (FREYCHET et al., 1971; CUATRECASAS, 1972; KAHN e CRETTAZ, 1985).
A concentragio do receptor pode variar dependendo do tecido, e esta distribuido por todo
organismo. Os eritrocitos possuem em torno de 40 receptores, nos hepatocitos e adipocitos
hé mais de 20000 receptores (KAHN, 1985). O receptor de insulina € uma glicoproteina
transmembrana composta por duas subunidades o (com peso molecular de 135 kDa cada
uma ) ¢ duas subunidades B (com peso molecular de 95 kDa cada uma) ligadas entre si por
pontes dissulfeto formando a estrutura heterotetramérica B-a-a-p (WHITE, 1998).A
subunidade a ¢ extracelular, possui o sitio de ligagio da insulina na porgdo amino terminal
¢ apresenta regides ricas em residuos de cisteina que participam da formagdo das pontes
dissulfeto entre as subunidades. A subunidade B ¢ uma cadeia peptidica transmembrana

sendo a responsivel pela transmissio do sinal para proteinas intra-celulares

(WHITE, 1998).

Quando a insulina se liga a subunidade o do receptor, a subunidade  comeca a
se autofosforilar em  muitiplos residuos  de Tirosina  (1158,1162,1163)
(EBINA et al, 1985), tornando-se capaz de fosforilar outros substratos em residuos de
Tirosina (KASUGA et al, 1982). Sabe-se que previamente 4 ligagdo do hormodmio, a
subunidade o, exerce um efeito negativo sobre a atividade quinase do receptor, 0 qual ¢

suprimido pelas alteragbes conformacionais da subunidade o com a ligagdo da insulina. A

Introducdo
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subunidade 8 ¢ constituida por 402 aminoacidos e contém quatro regides relacionadas as
suas aghes: regido justamembranar, importante na ligagﬁo com os substratos e na
internalizagdo do receptor (CARPENTIER et al., 1993); a regido éatalitica, que coniém o
sitio de ligagio do ATP; a regidio da autofosforilacio em Tirosina e a regifo
COOH- terminal, onde se encontram as maiores diferencas entre 0s receptores de insulina ¢
os do “Insulin like growth factor-1” ( IGF-1), e por este motivo, tem sido implicada como
responsavel pela diferenciagio entre os efeitos metabélicos e de crescimento da insulina
(TAKATA et al, 1988). Esta regido coniem dois sitios de fosforilagdo em Tirosina
adicionais, bem como locais de fosforilagio em Serina e Treonina. A regido
GLY-X-GLY-X-X-GLY, onde X pode ser qualquer aa, que forma a seqliéncia responsavel
pela ligagdo com o ATP. Além desses sitios de fosforilagdo ha outros sitios no mesmo
receptor que atuam inibindo a transmissdo do sinal insulinico. Como a fosforilagdo em
Serina e Treonina no receptor (VAN OBBERGHEN, 1994). O receptor de insulina ativado
induz a fosforilagio em Tirosina de uma série de substratos importantes incluindo os
membros da familia IRS, “insulin receptor substrates”, ou substratos do receptor da
insulina. HA quatro isoformas: IRS-1, IRS-2, IRS-3 e IRS-4. Ha outros substratos do IR,
como as proteinas GAB-1, GAB-2, SHC, CBL, APS, SH2B, DOCK 1 e DOCK 2

(WHITE, 2003).

As proteinas IRSs s#o as proteinas estuturalmente caracterizadas por
possuirem um dominio NH;-terminal homoélogo a pledst:rina (dominio PH ou pleckstrin
homology) envolvido no direcionamento das IRS 4 membrana celular e as proximidades do
IR O dominio PH se liga a grupos fosfatidilinositideos especificos eletricamente
carregados na membrana celular proximos do receptor de insulina. Outro dominio € o PTB,
dominio de ligagio a fosfoTirosina, que € essencial para o reconhecimento da seqiiéncia
NPXpY (Asparagina -Prolina - qualquer aa - fosfoTirosina) na subunidade B do receptor de
insulina. Assim a o dominio PH e PTB contribuem para a interacio da IRS com o IR
Durante a interagio com o receptor de insulina, a proteina IRS ¢ fosforilada em varios de
seus residuos de Tirosina e contidas na parte COOH terminal. Os sitios do IRS nos quais
ha fosforilagio em Tirosina estdo inseridos em seqiiéncias repetitivas YMXM e YXXM
(Y: Tirosina, M : metionina, X : qualquer aa ). Assim, quando fosforiladas criam sitios de

ligacdo para proteinas com dominios SH2 (SAAD, 1994).
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Camundongos homozigotos para o IRS-2 tiveram um déficit de crescimento €
resisténcia & insulina. (ARAKI et al., 1994; TAMEMOTO et al., 1954).

Em um SDS-PAGE (eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil-sulfato
de sodio) de figado de camundongos com deficiéncia do gene IRS-1 verificou-se uma
proteina de 190kDa que parecia compensar a deficiéncia do IRS-1; esta proteina foi

denominada TRS-2. Em 1995,0 IRS-2 foi clonado (SUN et al, 1995).

Por outro lado, o papel do IRS-2 em camundongo estd relacionado com o
crescimento cerebral, o controle de peso corpéreo, a homeostase da glicose ¢ a fertilidade
em fémeas (SUN et al., 1995). Sabe-se que o IRS-3, 60 kDa, esta relacionado ao tecido
adiposo (LAVAN et al., 1997). Estudos indicam que o IRS-4, 160 kDa, esta presente em
células renais embrionarias humanas (HEK) (FANTIN et al, 1998). Assim, as IRS tém
fungBes distintas quanto a homeostase glicémica sendo o IRS-1 ¢ IRS-2 mais importanies

para os efeitos metabolicos da insulina.

O clamp-euglicémico em animais com deficiéncia de IRS-1 e de IRS-2 indicou
que o transporte de glicose estava prejudicado no musculo € no tecido adiposo em animais
deficientes em IRS-1 e no figado em aﬁimais deficientes em IRS-2 (PREVIS, 2000,
ARAKI et al, 1994: TAMEMOTO et al, 1994, KIDO et al., 2000). Assim, IRS-1 e IRS-2

modulam os efeitos metabolicos dependentes da insulina, conforme os tecidos especificos.

Apbs a estimulagdo com insulina as proteinas IRS e she sdo fosforiladas em
residuos de Tirosina ( WHITE, 2002). Assim, h4 duas vias especificas de sinalizagio que
sio ativadas e influenciam-se mutuamente. Uma delas € a cascata p 42/p44 MAPK. Sta
cascata tem inicia-se com a ativagdo da Ras pela She ou pelas IRSs ativadas, levando a
estimulagio seqiiencial das proteinas quinases citoplasmaticas Raf-1, MEK e p42/p44
MAPK (ERK ', quinases reguladoras da sinalizagdo extracelular). Esta cascata termina
por fosforilar fatores de transcrigdo nucleares que modulam a expressdo de genes
relacionados ao crescimento, & proliferagio e & diferenciagio celular (DAVIS, 1994;
L ALLEMAIN, 1994). Outra cascata ¢ conhecida como 2 via da PI3-quinase / PKB

(fosfatidilinositol 3- quinase/ proteina quinase B) responsavel pelo controle de transporte de
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glicose, glicolise, sintese de glicogénio, sintese protéica, inibicdo por apoptose €

crescimento celular (SHEPHERD et al., 1998).

Em estudo in vivo em culturas de células e em tecidos animais, o IRS-1 e 0
IRS-2 fosforilados associam-se & enzima fosfatidilinositol 3-quinase (PI 3-quinase)
ativando-a ( FOLLI et al., 1992). A enzima PI3-K possui duas subunidades uma catalitica
de 110 kDa e outra regulatoria de 85 kDa que contém duas porgbes SHZ e uma SH3 que
tem uma afinidade as fosfoTirosinas (CARPENTER e CANTLEY, 1990). A subunidade
catalitica tem duas funcdes, uma delas é a atividade catalitica quinase que converte
PI (4, 5)P,, um inositol fosfolipidic na membrana plasmitica em PI (3,4,5) trifosfato e
PI (3,4) bi-fosfato — PIP2, que recruta a Akt e PDK 1 para a membrana plasmatica onde
o PDK] ativa a Akt . Outra fungio é de exercer uma atividade Serina - quinase capaz de
fosforilar p 85 e IRS-1 em residuos de Serina podendo exercer o papel modulador negativo
na sinalizagio da insulina (TANTI et al., 1994). Quando a Akt ¢ fosforilada no residuo em
Treonina 308 e Serina 473 se torna ativa, sendo capaz de fosforilar seus substratos celulares

(ALESSI ef al., 1996).

Estudos tém demonstrado uma possivel associagio entre a ativagdo da Akt e a
estimulagio da translocagdo de GLUT 4 (transportador de glicose 4) dos estoques
intracelulares para a superficie celular (TANTI et al,, 1997, WANG et al., 1999). A Akt
também promove a sintese de glicogénio ao inibir a GSK-3 (Glicogénio sintase quinase —3)
(ALESSI et al, 1996, COFFER et al. 1998). Qutro substrato da Akt € a PFK 2
(6 —fosfofrutose 2 — quinase) e a fosforilagio da PFK 2 estimula a glicolise
(DEPREZ et al, 1997). AFOXO 1 ¢ fosforilada pela Akt e acumulada no citosol. Esta
proteina inibe a gliconeogénese hepatica ¢ 2 diferenciacio dos adipocitos, enquanto
promove a fungdo da célula B pancredtica (NAKAE et al,, 2003; KITAMURA et al., 2002;
PUIGSERVER et al., 2003). A ativagio da Akt fosforila o substrato BAD e induz um forte
sinal anti-apoptético, promovendo a sobrevida celular (ATALIOTIS e MERCOLA, 1997).
Outro estudo mostrou que a Akt pode regular o tdnus vasomotor pois a eNOS ¢é estimulada
pela Akt e produz NO no endotélio (LUO et al.,2000).
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Geralmente, a resisténcia 4 insulina € uma conseqiiéncia do sinal de sinalizacio
desregulado que pode ter véarias cdusas: a perda da especificidade ou a degradagiio de
elementos da via da insulina (SUN et al, 1999); a elevada atividade ou expressio de
proteinas ou fosfatases lipidicas, como a PTP1B, SHIP2 ¢ pTen, diretamente inibe a
sinalizagdo da insulina (ISHIHARA et al,, 1999, CLEMENT et al. , 2001). Modificages
covalentes das proteinas IRS por fosforilagdo em Serina estdo implicadas na resisténcia a
insulina associada com a obesidade e infecgdes. A via da inflamagdo pode causar uma
modulagio negativa na via de sinalizagio da insulina. O TNFa ao se ligar ao seu receptor
desencadeia a ativagdo da cascata enzimatica. Os receptores de TNF podem levar a 2 tipos
de vias de transdugio de sinal. A primeira via induz a apoptose € a segunda via leva ao
recrutamento das proteinas TRAFs. Estas levam 2 ativagdo de fatores de franscrigdo, tais
como NF- kB ¢ INK (Jun N terminal quinase) que promovem 2 sobrevivéncia celular ¢ a

diferenciagio celular. (DEMPSEY et al., 2003).

A JNK ativada (p-JNK) em camundongos queimados, promoveu 2 fosforilagdo
da IRS-1 em Ser-307, localizada no dominio PTB, inibindo a interagdo entre o iRS-1 eo
receptor de insulina, inativando esta enzima na cascata de sinalizacdo de insulina. A p-JINK
tem o peso molecular de 46-54 kDa. (ZHANG Q. et al, 2005).

O NF- kB é uma enzima envolvida em fungdes como a sobrevida celular, a
inflamagdo e as respostas imunes inatas e adaptativas. O complexo IKB- NF- «B ¢
fosforilado e ubiquitinado. Om a degradagdo do IKB, o NF- kB migra para o micleo
ativando a transcrigio de genes ¢ de proteinas inflamatorias (DEMPSEY et al., 2003).
Assim, quando a via de sinalizagdo da inflamagdo ¢ ativada ocorre um decréscimo da

expressio de TKB-a. com peso molecular de 35-37 kDa.

Assim, uma inflamagio cronica localizada como a periodontite pode ter efeitos
sistémicos, causando resisténcia & insulina, ou seja, modulando negativamente a via de

sinalizagio da insulina.

Introducdo
23



2- OBJETIVOS
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O objetivo deste estudo €:

Avaliar o efeito da doenga periodontal na sensibilidade & insulina na modulagdo das
proteinas da via de sinalizago da insulina como o IR, IRS-1, IRS-2, Akt, ERK ¢ 2 ativagéo
da INK e da IKK em figado ¢ miisculo de ratos.
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3- MATERIAIS E METODOS
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3.1- Animais

Todos os experimentos envolvendo aninais estavam de acordo com as normas
do Colégio Brasileiro de Experimentos com Animais (COBEA) e foram aprovados pelo
Comité de Btica da Universidade de Campinas. Os ratos sio acondicionados em ambiente
mantido a 23°C, com ciclos escuro - claro fixos (12/12 horas), recebendo igua potavel e

dieta ad libitum.

Sio utitizados ratos Wistar machos com 6 semanas de idade, fornecidos pelo
Biotério Central da Unicamp.Os animais sZo separados em: grupo controle estimulado €
niio estimulado com insulina € o grupo que recebera indugdo da doenga periodontal

estimulado e ndo estimulado com insulina .

3.2- Materiais

S30 utilizados reagentes e aparethos para eletroforese em dodecil sulfato de

sodio e gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) adquiridos da Bio-rad (Richmond, CA, USA).

Metano hidroximetilamina (TRIS), fenilmetilsulfonilfluoreto (PSMEF),
aprotinina, ditiotreitol (DTT), triton X-100, tween 20 ¢ glicerol sdo adquiridos da Sigma
Chemical Co. {(St. Louis, Mo). A proteina A com iodo radioativo (1251) ¢ adquirida da
Amersham (Amersham, UK) e a proteina A sepharose 6 MB ¢ adquirida da Pharmacia
(Uppsal, Suécia). A membrana de nitrocelulose (Eybond ECL, 0.45 um) ¢ obtida da
Amersham (Aylesbury, UK). A insulina regular humana (Humulin R) utilizada ¢ da
Biobras (BH, Brasil). Os anticorpos anti IR, IRS-1 ¢ IRS-2, anti-ERK1/2, anti-JNK1/2,
anti-fosfotirosina, anti-p ERK1/2, anti-p-JNK %2, anti-kB sdo adquiridos da Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA) e o anticorpo AKT/PKB, anti-fosfoserina Akt e
anti-serina 307 TRS-1 da Upstate Biotechnology { Lake Placid. N. Y, USA).
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As solugdes que so utilizadas sdo descritas a seguir:

Tampio de extracio A (extrato total): ¢ utilizado para extrago das proteinas
celulares dos tecidos que sio estudados. Contém: trisma base pH 7,5 (hidroximetil amino
metano) a 100 mM, SDS (dodecil-sulfato de sédio) 2 10% EDTA (acido etileno-diamino
tetracético) a 10 mM, fluoreto de sddio a 100 mM, pirofosfato de sédio a 100 mM e

ortovanadato de sodio a 10 mM.

Tampio de Laemmli (5X): € utilizado para estocar o material extraido e para
sua posterior aplicagdo no gel de poliacrilamida para eletroforese de sédio dodecil-sulfato
(SDS-PAGE) a 6%. Contém: azul de bromofenol a 0,1%, fosfato de sodio a 1M pil 7,0,
glicerol a 50%, SDS a 10%.

Solucio tampio de extracao B, para imunoprecipitacio: para extragao de
proteinas, para imunoprecipitagdo dos tecidos estudados. Contém: trisma base a 100 mM,
EDTA a 10 mM, pirofosfato de sodio a 10 mM, fluoreto de sodio a 100 mM, ortovanadato
de sodio a 10 mM, PMSF a 2 mM (diluido em alcool etilico), triton 1% ¢ 0,1 mg/mL de
aprotinina. Esta solugdo é mantida 4°C. O ortovanadato, PMSF e a aprotinina sdo

acrescentados no momento do uso.

Solucdo tampde para a lavagem do imunoprecipitado: contém: trisma base a

100 EDTA a 10 mM, ortovanadato de sédio a 2 mM, triton 1% .

Solugio tampdo utilizada na eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE): contém: trisma base a 200 mM, glicina a 1,52 M, EDTA 2 7,183 mM, SDS a
0,4%. Para uso a solugdo ¢ diluida 1:4.

Solugiio tampao para transferéncia: utilizada para transferéncia das proteinas
separadas no SDS-PAGE para a membrana de nitrocelulose. Contém: trisma base a 25 mM,
glicina a 192 mM, metanol a 20% e SDS a 0,02% para facilitar a eluigdo de proteinas de

alto peso moiecular.
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Solucio tampio para SDS-PAGE , gel de resolugao (resolving): utilizada
para a manufatura do SDS-PAGE, gel de resolugdo, em tampdo composio de EDTA a
4 mM, SDS a 2%, trisma base a 750 mM, com pH ajustado para 8,9 com acido cloridrico.

Seluciio tampio para SDS-PAGE, gel de empilhamento (stacking): utilizada
na confecgdo do SDS-PAGE, gel de empilhamento das proteinas. Contém: EDTA a 4mM,
SDS a 2%, trisma base a 50 mM, com pH ajustado para 6,7 com acido fosforico.

Solucdio basal: solugiio basica utilizada para o manuseio da membrana de
nitrocelulose apos transferéncia das proteinas. Contém: cloreto de sodio 150 mM, trisma

base 10 mM, Tween 20 a 0,02%.

Solucio blogneadora: utilizada para incubar a membrana de nitrocelulose logo
ap6s a transferéncia. Contém 5% de leite em p6 desnatado (Molico) e azida sodica a 0,02%,

dissolvidos em solucio basal.

Solugio para anticorpos: solugio na qual se diluem os anticorpos especificos.

Contém 0,3% de leite em pd desnatado ¢ azida sodica 2 0,02%, diluidos em solugdo basal.

Selucie com proteina A marcada com 125]: permite a visualizagdo das bandas
em autoradiografia, contém 0,1% de leite desnatado, dissolvida em solugio basal com

2 uCi de proteina A 1235y,

3.3- Métodos
3.3.1- Indugdo da periodontite através da colocaggo da ligadura

Os ratos foram anestesiados com ketamina e diazepan, nas respectivas dosagens
de 0,8 mL/100g ¢ 0,4 mL/100g de peso corpdreo, via intramuscular. ApoOs a anestesia, 0s
animais sio posicionados em uma mesa operatoria, realizando a abertura da cavidade bucal.
Em seguida, como auxilio de uma sonda exploradora n° 5 , foi realizado o afastamento
temporario entre o primeiro € o segundo molares inferiores esquerdos, onde realizou-se a
colocagao da ligadura (um fio de algoddo de cor preta, n°24, marca Corrente) com o auxilio
de uma pinga clinica adaptada, atuando assim como um irritante gengival que favorece o

acimulo de biofilme bacteriano. (Nassar ef al., 2003 ).

Materiais e Métodos
29



3.3.2- Método para analise radiografica

Apés o sacrificio dos animais e a dissecacdo das hemimandibulas, foram
realizadas as tomadas radiograficas com o uso de um aparelho de R-X da marca
Dabi-Atlante, modelo Spectro com 70 Kvp e 8 mA, combinado com a utiliza¢io do sistema
radiografico digital Sensy-A-Ray 3.11, mantendo-se uma distancia foco/filme de 50 cm e
tempo de exposigdo de 0,3 s. As imagens digitais foram analisadas em trés medidas no
programa Sion, tendo sido retirada uma média entre elas através de uma medida linear que
percorria a distancia da jungdo cemento-esmalte até a crista 6ssea alveolar do lado mesial

do primeiro molar inferior do rato com as medi¢Oes em milimetros.

3.3.3- Avaliagio da sensibilidade 2 insulina peto ITT

O teste de tolerancia & insulina (ITT) foi realizado apés jejum de 6 horas para
avaliar a sensibilidade periférica a insulina no animal intacto. Foi administrada insulina
cristalina (1,5U/kg, i.p.) e o sangue foi coletado pela ponta da cauda nos tempos: 0, 5, 10,
15, 20, 25 ¢ 30 minutos. A glicemia foi avaliada através de fitas reativas medidas em

glicosimetro.

3.3 4- Avaliagio da produgio de insulina basal e glicemia pelo o GTT

O teste oral de tolerancia a glicose o GTT foi realizado apos jejum de 12 horas
para avaliar a produgdo de insulina basal e glicemia. Primeiramente os animais foram
anestesiados com 250uL de Diazepan e 250ul. de Ketamina via intra-peritoneal. Em
seguida, os ratos receberam uma solugdo oral de 25% de glicose (1,75 g/ kg peso corporeo)
¢ o sangue foi coletado pela ponta da cauda nos tempos: 0, 15, 30, 60, 90 ¢ 120 min para
determinagio da concentragio de insulina e glicemia. A glicemia foi avaliada através de
fitas reativas medidas em glicosimetro. A insulinemia foi determinada por

radioimunoensaio.
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3.3.5- Nivel tecidual e grau de fosforilagdo de proteinas envolvidas na sinaliza¢do da

insulina

33 5.1- Procedimentos com animais para a extragdo das proteinas teciduais,

apos estimulo insulinico in vivo

Ap6s 28 dias da indugdo da periodontite, os animais foram anestesiados
intraperitonealmente com 0,5 mL de thiopental sodico (50mg/kg de peso corporeo) €

utilizados apos a boli¢do do reflexo corneano € retirada da pata a dor.

A veia porta fol exposta por laparotomia mediana e a incisio ampliada para
expor a musculatura da pata traseira, afim de extrair o misculo gastrocnémio. No grupo
sem estimulagdo de insulina foi injetado na veia porta 400pL de solugdo salina 0,9% e no
grupo com estimulagdo de insulina foi injetada solugdo salina, contendo 200uL de salina

regular e 200pL de insulina.

A fosforilagio méxima do IRS-1, apés a infuséo com insulina na veia porta,
deu-se entre 30 e 60 segundos, no figado, ¢ entre 1 ¢ 4 minutos no masculo.(SAAD et al.,

1992).

Aos 30 segundos da inje¢do, foi retirado um fragmento do figado com cerca de
1 cm de didmetro. Noventa segundos apés a injegdo, houve a extragio do fragmento de
misculo gastrocnémio com cerca de 0,5cm de dizmetro. Cada fragmento foi imediatamente
colocado no tampéo de extragdo A, na propor¢ao de S partes de tampdo para 1 de tecido,

houve a homogenizagio com o “polytron”, as amostras recebem triton ¢ foram mantidas

‘em gelo.

O material extraido e homogeneizado, foi mantido em gelo para o transporte,
centrifugado a 11000 rpm por 20 minutos, 2 4°C, para remogio do material insoluvel, e
- sobrenadante foi estocado em tampdo Laemmli, contendo 200mM de DTT em uma
proporgdo de 5:1 (uma parte de Laemmli para quatro de material extraido). Outra pequena
porgio do sobrenadante foi utilizada para quantificagio da concentragio proteica de cada

amostra, através do método de Biureto.

Materiais ¢ Métodos

31



3.3.5.2- Imunoprecipitacio

A imunoprecipitagio ¢ uma técnica sensivel, muito usada para mensurar
proteinas associadas . Ela permite uma detecgio mais precisa das proteinas, pois diminui a
interferéncia com outras proteinas.Como a técnica é muito manual, pode ser passivel de
erros pelo laboratorista tendo assim uma baixa reprodutibilidade. Os tecidos estudados
foram extraidos e homogenizados no tamp3o de extragdo B, em banho de gelo e mantidos
nesta temperatura durante todo 0 Processo. Ap6s a centrifugagio por 20 minutos, 2 11.000
rpm a 4°C, foi usado o sobrenadante para imunoprecipitagdo com anticorpos anti-IR,
anti-IRS-1 e anti- IRS-2. Os volumes das amostras foram normalizados por concentraggo

proteica e o volume do anticorpo aplicado foi fixo (10 pl./amostra).

As amostras foram incubadas por 12-14b, 2 4°C, acrescentou-se, a Seguir,
proteina-A Sepharose (50 uL) por 2 horas, a 4°C, por 15 minutos. Os precipitados foram
lavados por trés vezes com solugio tampdo.As proteinas foram tratadas com tampdo de
Laemmli, contendo 100 mM de DTT, aquecidas em agua fervente por 5 minutos e entdo

submetidas a eletroforese em SDS-PAGE a 8%.

3.3.5.3- Immunoblotting

Duzentos € cinqgiienta microgramas de exirato tecidual por amostra foram
aplicados no gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), de 2 mm de espessura, balizado por
marcador de alto peso molecular da Bio Rad que contém: miosina (205 kDa), B
galactosidase (116 kDa), BSA (85 kDa) e ovalbumina (47 kDa). Foi realizada eletroforese
em cuba de minigel da Bio Rad, com solugéo tampao previamente diluida. O SDS-PAGE
foi submetido a 25 volts por 2 horas ¢ depois a 120 volts por mais 2 horas. A seguir, as
proteinas separadas no SDS-PAGE foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose, utilizou-se o equipamento de eletrotransferéncia do minigel da Bio Rad que
foi mantido em voltagem constante de 120 volts por 2 horas, como descrito por

TOWBIN, ef al.1979.
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Posteriormente foi realizado “immunoblotting” tipico com anticorpos
antifosfotirosina. Para investigagio do grau de fosforilagao das enzimas Akt, INK, ERK e
expressio do Ixp-o ndo foi necessario imunoprecipitagdo. Foi utilizado extrato total dos

homogenizados dos tecidos e os anticorpos respectivos no “immunoblotting”.

Apos a transferéncia as membranas foram incubadas em solugdio bloqueadora
por duas horas 2 temperatura ambiente e lavadas com solugio basal por trés sessdes de dez
minutos. Em seguida, incubadas com anticorpo especifico por 12 horas a 4°C, novamente
lavadas com solugio basal e entdo incubadas com a proteina A marcada com 1 por
2 horas. O excesso de proteina A foi lavado com solucdo basal e as membranas foram
expostas ao filme de raio X (Kodak XAR-Rochester, NY) com intensificador
(Cronex Lightining Plus intensifying screens — DuPont, Wilmington, DE). O cassete foi
mantido a temperatura de —80°C. Apos 12 a 48 horas 0s Iﬁlmes foram revelados na forma

convencional.

3.3.6- Analise estatistica

Para a andlise das auto-radiografias e visualizagdo das bandas foi utilizada
densitometria dptica com o equipamento Fagle Eye scanner (Stratagene). Com estes dados
foi realizada analise estatistica comparando a média e o erro padriio da média dos valores
obtidos da leitura das bandas. O teste estatistico ONE-WAY-ANOVA foi realizado para

avaliar a diferenca dos quatro grupos estudados.

Apbs obtidas as médias das medidas da distancia da jungio cemento-esmalte a
crista 6ssea alveolar, estas foram analisadas estatisticamente pelos testes ANOVA e

TUKEY, como forma de observar a significincia entre os resultados ( Nassar et al., 2003).

Na avaliagfio da sensibilidade a insutina pelo ITT, o Kyrr (velocidade de
desaparecimento da glicose apos inje¢ao de insulina) foi calculado € a comparagéo entre 0s

dois grupos foi feita pelo teste T.

No teste oral de tolerdncia a glicose, a avaliagdo da prodgio de insulina basal e
glicemia pelo o GIT teve como analise estatistica a comparagio entre os dois grupos pelo

teste T.
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4- RESULTADOS
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4.1- Caracteristicas gerais dos animais

A tabela 1 demonstra as caracteristicas gerais dos animais utilizados nos
experimentos, tais como peso , dosagens de glicemia e insulina plasmatica em jejum e

perda dssea alveolar.

A média do peso dos animais com periodontite foi similar a dos animais
controles (c: 235,2+36,82g vs p: 241242340 g). Indicando que a inflamacdo oral ndo

influenciou na massa corporea.

Durante o oGTT os niveis de glicemia dos animais com periodontite foram
mairoes que os dos animais controles. Animais com periodontite apreseniaram uma maior
area sobre a curva da glicemia que 0S animais controles (c: 12898,5£11,7 vs p:
14873,4+9,9 , p<0.05) (Fig. 1A, 1B). Quanto a insulinemia, no tempo 15 min , dos ratos
controles apresentaram um pico 0,613 ng/mL, enquanto que nos ratos com periodontite ©
pico se deu no tempo de 30 min com 0,751 ng/mL.(Fig. 2A, 2B). Os animais com
periodontite foram mais resistentes a insulina que os ratos controles, como foi expressado

por sua maior area sobre a curva da insulinemia (c: 31,37+0,08 vs p: 72,30+0,13, p<0.05).

A figura 3 demonstra, graficamente, a velocidade de desaparecimento da
glicose (Kitt), realizado durante os 30 min de administragio da insulina. A Kitt
apresenta-se significativamente menor nos animais com periodontite em relagdo aos

controles (Kitt ¢: 4.88+0.56%/min vs Kitt p: 2 17+0.38%/min, n=5 , p=0.05) (Fig. 3).

Apos 28 dias da inducdo da ligadura, o grupo com periodontite mostrou um
aumento significativo na perda oOssea alveolar quando comparado com O grupo controle
(c: 0,016+£0,001 vs p: 0,032+0,001, p<0.0001) (Fig. 44, 4B).
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Tabelal- Caracteristicas gerais dos animais

, . . ) Média da perda
Area da glicemia  Area da insulinemia _
Grupos Peso (g) . Kitt (%/min) dssea alveelar
(mg/dl.min) (ng/ml.min)
(mm)
235,2+36,82 128985117 b 31,3720,08 b 488+0.56b  0,016+0,001a
Controle
(0=5) {(n=5) (B=5) {(n=5) (n=5)
241,2+23,40 148734499 b 72,3040,13 b 2.17+0.38 b 0,032+0,001a
Periodontite
(n=5) (@=5) (@=5) (n=5) (T=5)

Os resultados sdo expressos como Média + SEM (erro padrio). O nimero de
animais é mostrado entre parénteses. Os valores de p menores que 0.05 foram considerados

significativos.

A p<0.0001 vs controles

b p<0.05 vs controles

4.2- Efeito da periodontite na sinalizacio insulinica em ratos

4.2.1- Sinalizagio da insulina no mdsculo esquelético de ratos controles e com

periodontite

Quando se realizou a imunoprecipitagio das amostras de tecido muscular com
anticorpo anti-receptor de insulina e immunoblotting com anticorpo anti-fosfotirosina,
houve diferenga na fosforilagio da subunidade beta de 95 kDa do receptor induzida pela
insulina entre o s grupos estudados (p: 85+7% vs ¢ 100+4%, n=5; Fig.5A). As amostras de
musculo foram submetidas ao immunoblotting com anficorpo contra a porc,‘ao
COOH- terminal do receptor de insulina e nio observou-se alterac@o significativa na
concentragdo proiéica deste receptor nos animais com periodontite comparado com 0s

animais controles. (Fig. 5SB).
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A fosforilaggo do IRS-1 foi estudada através da imunoprecipitagdo das amostras
com anticorpo contra IRS-1 € , a seguir immunoblotting coml anticorpo anti-fosfotirosina.
Houve um decréscimo significativo na fosforilagdo em tirosina do .IRS—I em musculos de
ratos com periodontite em relagdo aos ratos controles.(Fig. 5C, c¢t+: 100+£5% vs 1+: 68+2%,
n=>5, p<0.05, ¢-: 55:3% vs |- 16+2,1%, n=5, p<0.05).

Ao medir a concentracio de IRS-1 em miisculo, realizou-se © immunoblotting
com anticorpo especifico contra e observou-se que ndo havia mudanga na concentragao

desta proteina entre os grupos estudados. (Fig. 5D).

Animais com periodontite apresentaram uma reducdo na fosforilagdo do IRS-2
em relagio ao grupo conntrole sob estimulo insulinico agudo. Animais sem o estimulo
agudo insulinico o grupo controle apresentou maior fosforilagio em tirosina do IRS-2 em
relagdo ao grupo (c: 100+5% vs p: 53+1,5%, c-; 12+1,15% vs p-: 15£1,5%, n=5, p<0.05;
Fig. 5E). As concentragdes teciduais de IRS-2 foram verificadas por immmunoblotting com

anticorpos anti-IRS-2, e ndo apresentaram diferencas entre os grupos (Fig. 5F).

Animais com periodontite mostraram uma redugdo na fosforilagdo em em
serina da Akt em relagad ao grupo controle. Em animats sem estimulo insulinico o grupo
controle apresentou maior fosforilagdo em serina da Akt em relagio ao grupo com
periodontite (c: 100+4% vs p: 66=1,2%; ¢~ 1121% vs p-: 31+1%, p<0.05, n=5. Fig. 5G}. A
concentragdo protéica de Akt total foi verificada com incubacdo das membranas com

anticorpos anti-Akt (Fig. SH). N#o havia diferenca entre a concentragdo total de Akt no

musculo esquelético desses dois grupos.

A fosforilacio em tirosina da ERK1/2 em musculos esqueléticos de ratos com
periodontite foi mais reduzida que em ratos com periodontite Em animais sem estimulo
insulinico o grupo controle apresentou maior fosforilagiio da ERK ¥z em relagdo ao grupo
com periodontite (c: 100+4% vs p: 80+3%; c¢-: 71+1% vs p-2 57+5%,. p<0.05, n=5;
Fig. 5 I). Quando o immunoblotting foi feito com anti-ERK 1/2 (Fig. 5 J) as concentragoes

protéicas da ERK1/2 em musculo ndo mudaram em ambos 0s grupos .
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A fosforilagio em serina 307 do IRS-1 em musculo esquelético de ratos com
~ periodontite foi aumentada em relagao ao grupo controle (¢: 100+:8% vs p:160+2,6%, n=5,
p<0.05; Fig. 5 K) (Fig. 2H, n=5).

Houve diferenca significativa na fosforilagdo da JNK no musculo entre os dois
grupos, ¢ grupo com periodontite apresentou uma maior fosforilagio em rela¢do ao grupo
controle indicando uma ativagio na via da inflamagio( p:140+0,4% vs ¢: 100+0,8%, n=3;
Fig. S5 L).

A expressio do IkB-o foi reduzida em miisculo do grupo com periodontite,
indicando uma ativacio na via IKK/ IkB-a / NFkB. (p: 30£5% vs ¢ 100+0,8%, n=5;
Fig. 5 M).

4.2.2- Sinalizagio da insulina no figado de ratos controles e com periodontite

As amostras de figado foram submetidas ao immunoblotting com anticorpo
anti-receptor de insulina e ndo observou-se alteraciio significativa na concentragao protéica
deste receptor nos animais com periodontite em relagdo ao grupo controle (Fig.6 B). Na
imunoprecipitagdo de amostras do tecido hepatico com o anticorpo anti-receptor de
insulina e immunoblotting com anticorpo anti-fosfotirosina, 0s animais com periodontite
apresentaram uma redugio na fosforilagdo em tirosina do recepior de insulina em relagdo
ao grupo controle (p: 76=3% vs ¢ 100+£5%, p-: 66£2% vs ¢-:32+5% , n=3, p<0.05; n=5;
Fig. 6 A).

Ao verificar a fosforilagio em tirosina do IRS-I no tecido hepatico, sob o
estimulo insulinico agudo, os ratos com periodontite apresentaram uma redugdo na
fosforilagio em relagdio ao grupo controle. Sem o estimulo insulinico, houve uma diferenca
significativa entre 0s grupos (c: 100+4% vs p: 5510,2%, p-: 11£0,1% vs ¢~:50+0,2%,
p<0.05, n=5; Fig. 6 C). as mesmas membranas foram estripadas e submetidas ao
immunoblotting com anticorpo anti-IRS-1 para avaliar a concentragio do IRS-1 nestes
tecidos (Fig. 6 D). Néo houve diferenca estatisticamente significativa na concentrago

proteica do TRS-1 no figado de ambos os grupos.
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Apos o estimulo insulinico agudo, houve diferentes aumentos na fosforilagio
em firosina do IRS-2 entre os dois grupos de animais, os animais com periodontite
apresentaram uma menor fosforilagio (c: 100+1,5% vs p: 45+1%; p-: 15%1% vs ¢-:12+2%,
p<0.05, n=5; Fig 6 E). As concentracdes teciduais de IRS-2 foram avaliadas por
immunoblotting com anticorpo anti-IRS-2 € néo houve diferenga entre os dois grupos
(Fig. 6 F).

As concentragdes basais de Akt no figado ndo foram diferentes entre os dois
grupos. Apés o estimulo insulinico, a fosforilagdo em serina da Akt no figado foi mais
reduzida no grupo com periodontite (c: 100+8% vs p; 69£5%, p-: 27+1% vs ¢-:30+2%,
p<0.05, n=5; Fig. 6 G). Quando estas membranas foram submetidas ao
immunoblotting com anticorpo anti-Akt, como mostrado na figura (Fig. 6 H) ndo houve
diferenca entre esses dois grupos, indicando que as concentragbes de Akt ndo mudaram

com a indugdo da periodontite em ratos machos Wistar.

Usando anticorpos monoclonais anti-tirosina fosforilada da ERK1 e ERK2, os
niveis de ativagio da ERK1/2 foram examinados no tecido hepatico no estado basal e apos
estimulagdo da insulina em experimentos it Vivo . Apoés a injegdo de insulina na veia porta,
a fosforilagiio em tirosina da ERK1/2 foi maior em ratos controles que em relagdo a ratos
com ligadura. Em condiges basais, o grupo controle apresentou uma menor fosforilagdo da
ERK % em relagio ao grupo com periodontite (c: 100+£8% vs p: 78+4% p-: 73+2%
vs c-:68+4%, p<0.05, n=3)(Fig. 6 1). Os niveis teciduais dessas proteinas quinases foram
similares ( Fig. 6 J).

A fosforilagio do IRS-lem serina 307 no figado promoveu uma maior

fosforilagio em ratos com periodontite em relagdo ao grupo controle, mostrando que ha

uma modulacdo negativa na via da insulina. (c: 100+8% vs p: 140£12%, n=53, p<0.05).
(Fig. 6 K).

Houve uma diferenga na fosforilagdo em tirosina da JNK no figado em ambos
os grupos (p: 15042, 5% vs ¢: 100£2%, 0=5, p<0.05; Fig. 6 L), indicando que a JNK esta

mais ativada no grupo com periodontite.

A expressio do IkB-o foi reduzida no tecido hepético do grupo com

periodontite. (p: 45+6% vs ¢: 100+0,8%, n=5, p<0.05; Fig. 6 M).
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Figura 1 A- Grafico da glicemia (mg/dL) em fungdo do tempo (min) realizado no teste
oral de tolerdncia a glicose ( 0 GTT) em ratos machos Wistar. Média das

glicemias + SEM, n= 5.

Resultados

40



2 20000-
=

5 i
=

W 15000°
g

=

S 10000-
2

S

=

T 5000 -
=11

<

=

S

=

s i

0

® Controle ¥ Periodontite

Figura 1 B- Grafico em barras da area sobre a curva da glicemia ( mg/dL.min) do teste

oral de tolerancia a glicose ( oGTT). Area + SEM,* p < 0,05.n=7

Resultados
41



7 ———  Controle

1,0 -
1 T Periodontite
0,9 -
j o
e
g —l/
}g il
=
7
<
o
w
£ |
=
N
c _‘ - ;
g ) il
T T T T T
60 90 120

Tempo (min)

Figura 2 A- Grafico da insulinemia (ng/mL) em fungao do tempo ( min) realizado no teste

oral de tolerdncia a glicose ( 0 GTT) em ratos machos Wistar. Média das

insulinemias + SEM, n= 7.
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Figura 2 B- Gréfico em barras da area sobre a curva da insulinemia (ng/mL.min) do teste
oral de tolerancia a glicose (0GTT). Area + SEM,* p < 0,05.n=7
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® Controle ™ Periodontite

Figura 3 A- Grafico em barras da velocidade de desaparecimento da glicose (K rrr ) em
ratos controles e com periodontite. O K 1 de cada rato foi calculado como
esta previamente descrito em Métodos e 0s resultados sd0 expressos como a

média + SEM (erro padrio). A significincia estatistica € expressa como

* p< 0,05. n=5.
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Figura 4 A- Radiografias demonstrativas da distancia da jungdo cemento-esmalte a crista

ossea alveolar (CEJ- COA) do primeiro molar esquerdo da mandibula de

ratos Wistar.
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Figura 4 B- Grafico em barras da perda Ossea alveolar em porcentagem, considerando
como 100% o grupo controle. A distdncia da jungdo cemento-esmalte a crista
ossea alveolar (CEJ- COA) do primeiro molar esquerdo da mandibula de
ratos Wistar de cada rato foi calculado como esta previamente descrito em
Métodos e os resultados sdo expressos como a média + SEM (erro padrdo). A

significncia estatistica ¢ expressa como * P< 0,05. n=10.
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Figura 5 A-B- Sinalizagdo da insulina em musculo de ratos com periodontite (P) e ratos

controles (C). Fosforilagdo em tirosina do receptor de insulina com (+) e sem
estimulo de insulina (A). Expressio do receptor de insulina (B). Os resultados
sdo expressados como Média + SEM (erro padrio ), * p <0,05. n=5.
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Figura 5 C-D- Sinalizagio da insulina em musculo de ratos com periodontite (P) e ratos
controles (C). Fosforilagiio em tirosina do IRS-1 com (+) e sem estimulo
de insulina (C). Expressio do IRS-1 (D). Os resultados sdo expressados
como Média + SEM (erro padrio), * p < 0,05. 0=5.
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Figura 5 E-F- Sinalizagiio da insulina em musculo de ratos com periodontite (P) e ratos
controles (C). Fosforilagdo em tirosina do IRS-2 com (+) e sem estimulo
de insulina (E). Expressio do IRS-2 (F). Os resultados sdo expressados
como Média = SEM (erro padrdo ), * p <0,05. n=5.
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Figura 5 G-H- Sinalizagiio da insulina em misculo de ratos com periodontite (P) e ratos
controles (C). Fosforilagio em serina do Akt com (+) ¢ sem estimulo de
insulina {G). Expressio da Akt ( H). Os resultados sfio expressados como
Meédia + SEM (erro padrio ), * p <0,05. n=5.
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Figura 5 I-J- Sinalizagdo da insulina em misculo de ratos com periodontite (P ) e ratos
controles (C). Fosforilagio em tirosina da ERK % com (+) e sem estimulo

de insulina ( I). Express3o da ERK (J). Os resultados sdo expressados como
Média + SEM (erro padrdo ), * p <0,05. n =5.
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Figura 5 K- Sinalizagio da insulina em misculo de ratos com periodontite (P) e ratos
controles (C). Fosforilagio em serina 307 do IRS-1 estimulagdo. Os
resultados sdo expressados como Média = SEM (erro padrdo ), * p < 0,05.

n=5.
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Figura 5 L~ Sinalizaciio da insulina em musculo de ratos com periodontite (P) e ratos
controles (C). Fosforilagiio em tirosina da JNK (L).Os resultados sdo
expresso como Média + SEM (erro padrdo), * p<0.05, n=5.
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Figura 5 M- Sinalizagdo da insulina em misculo de ratos com periodontite (P) e ratos
controle (C). Expressio do IKP-a. Os resultados sdo expressos como
Média + SEM (erro padrio), * p<0.05.n=5.
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Figura 6A-B- Sinalizagfio da insulina em figado de ratos com periodontite (P) e ratos
controles (C). Fosforilagio em tirosina do receptor de insulina com () e
sem estimulo de insulina (A). Expressdo do receptor de insulina (B). Os
resultados siio expressados como Média + SEM (erro padrdo), * p<0,05.
n=5
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Figura 6 C-D- Sinalizagdo da insulina em figado de ratos com periodontite (P') e ratos
controles (C). Fosforilagio em tirosina do IRS-1 com (+) e sem estimulo
de insulina (C). Expressio do IRS-1 (D). Os resultados sfo expressados
como Média = SEM (erro padrdo), *p<0,05. n=5
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Figura 6 E-F- Sinalizagfio da insulina em figado de ratos com periodontite (P) e ratos
controles (C). Fosforilagio em tirosina do IRS-2 com (+) € sem estimulo
de insulina (E), Expressdo do IRS-2 (F). Os resultados sdo expressados
como Média + SEM (ermro padréo), *p<0,05. n=5
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Figura 6 G-H- Sinalizagio da insulina em figado de ratos com periodontite (P) e ratos

controles (C). Fosforilagio em tirosina da Akt com (+) e sem estimulo de
insulina (G), expressdo da Akt (H). Os resultados sdo expressados como
Média + SEM (erro padréio), *p<0,05, n=5
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Figura 6 I-J- Sinalizagiio da insulina em figado de ratos com petiodontite (P) e ratos
controles (C). Fosforilagio em tirosina ERK % com (+) e sem estimulo de
insulina (T). Expressiio da ERK Y (J). Os resultados sdo expressados como
Média + SEM (erro padrio), *p<0,05. n=5
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Figura 6 K- Sinalizagiio da insulina em figado de ratos com periodontite (P) e ratos
controles (C). Fosforilagdo em serina 307 do IRS-1. Os rsultados sdo

expressados como Média + SEM (erro padrao), *p<0,05. n=5
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Figura 6 L- Sinalizagio da insulina em figado de ratos com pericdontite (P) e ratos
controles (C). Fosforilagdo em tirosina da JNK com estimulagdo de insulina
(L). Os resultados sio expressos como Média -+ SEM (erro padréio), *p<0,05.

n=5
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Figura 6 M- Sinaliza¢io da insulina em figade de ratos com periodontite (P) e ratos
controles (C). Expressio do IKB-o. Os resultados sdo expressos como
Média =+ SEM (erro padrio), *p<0,05. n=5
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A periodontite ¢ uma infecgdo oral inflamatoria cronica, causada por bactérias
gram-negativas. Inicia-se com uma inflamagdo gengival, progride para destrui¢do do tecido
periodontal e gera a perda do 0sso alveolar ( IACOPINO , 2000).

Além do Disbetes Mellitus 2 e da Sindrome Metabélica ouiras entidades
clinicas também estdo associadas a resisténcia a insulina como a doenca hepatica gordurosa
ndo alcodlica, a hiperuricemia, a doenca renal cronica, a insuficiéncia cardiaca, o ovario
policistico e o cancer (CARVALHEIRA & SAAD, 2006). No estudo verificamos se a
periodontite, sendo uma inflamagdo local, pode levar a alteragbes sistémicas como um

estado de resisténcia a insulina.

A insulina tem uma participagio importante no metabolismo de carboidratos, de
proteinas € de lipideos. Em resposta ao aumento da concentragio sérica de glicose
sanguinea, as células B das ilhotas pancreaticas liberam a insulina na corrente circulatoria,

que é conduzida aos tecidos alvos.

Em animais, os 6rgdos com maior importincia na homeostase da glicose sdo o
figado e o musculo. No figado, a insulina estimula o armazenamento de glicogénio e inibe a
glicogendlise. No miisculo, a insulina estimula a captagdo, armazenamento e utilizagdo de
glicose. Somando-se a estes efeitos principais, a insulina também estimula o metabolismo
da glicose em outros tecidos que tém pequeno ou nenhum papel na homeostase da glicose
como um todo. A insulina age nestes tecidos como fator de crescimento e modifica ou
aumenta a fungéio de outros reguladores do metabolismo destas células (KAHN & FLIER,
2000).

Ao se ligar ao seu receptor tetrameérico, a insulina inicia suas agdes metabolicas
e promotoras de crescimento. O receptor possui duas subunidades alfa e duas subunidades
beta, a insulina liga-se a subunidade alfa e esta muda de conformagdo, estimulando assim a
capacidade Tirosina quinase na subunidade B. O receptor s¢ auto-fosforila em residuos de
Tirosina ¢ fosforila outros substratos. Estas proteinas citoplasmaticas sdo chamadas
Substrato 1 do Receptor de Insulina (IRS-1) (SUN et al., 1991; SUN et al., 1992). Em 1995,
descreveu-se o IRS-2, esta proteina ao ser purificada teve seu cDNA determinado, tendo

aproximadamente 45% de homologia com o IRS-1. Parece que o TRS-2 atua sinergicamente
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com o IRS-1 na ativagio da PI 3-quinase, tendo um papel importante nos eventos que

controlam o transporte de glicose (SUN et al,, 1995).

Os IRSs (1 e 2) fosforilados associam-se 3 enzima fosfatidilinositol
3-quinase (PI3-quinase), ativando-a (FOLLI et al, 1992; SAAD et al ,1993). A
associagao/ativagio da PI 3-quinase ativa a enzima Serina/Treonina quinase AKT que
parece exercer papel importante no controle do metabolismo de glicose. Outra
Serina-quinase ativada nas efapas iniciais da ago insulinica, distal aos IRSs , é a MAPK,
que possui diversas subfamilias, entre elas as ERKs (1 ¢ 2). Esta via regula principalmente

os efeitos mitogénicos da insulina .

A metodologia utilizada neste trabalho ¢ a seguinte: estimulagdo com insulina
na veia porta dos ratos in vivo, extracio e homogeneizagio dos tecidos hepatico e muscular
em tampdes com inibidores de fosfatases e proteases que promovem condi¢des apropriadas
para imunoprecipitagdo e realizagio do immunoblotting com anticorpos especificos. Esta
| metodologia permite avaliar a fosforilagdo, ou seja, a atividade quinase do receptor de

insulina e de seus substratos, nestes dois tecidos importantes para a homeostase da glicose

(SAAD et al., 1989).

O objetivo do protocolo experimental € realizar um estudo da fosforilagdo em
Tirosina do IR, IRS-1 e IRS-2; da fosforilagdo em Serina/Treonina da AKT; da fosforilagao
om Tirosina da ERKs (1e2); da ativagio da INK e daIKK e da fosforilagio em Serina 307

do IRS-1, em ratos com periodontite, modelo de resisténcia a insulina estudado.

Para caracterizar a resisténcia a insulina neste grupo de animais, utiliza-se o
teste de tolerancia a insulina (ITT). A técnica do clamp euglicémico ou hiperglicémico €
feita para determinagio da acao da insulina in vive em humanos ¢ em animais sendo um
método bastante sensivel e de dificil execu¢do. Ao comparar em individuos obesos € em
diabéticos os resultados do teste de tolerdncia 4 insulina e 08 resultados obtidos com ©
clamp, observa-s¢ uma boa correlagio. Assim, o ITT que determina a velocidade de
desaparecimento da glicose pode ser um bom método alternativo de avaliacdo da

sensibilidade a insulina (BONORA ¢t al., 1989).
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na via de sinalizagdo da insulina gerando o quadro de resisténcia a insulina no figado e

musculo de ratos machos Wistar.

O mecanismo da resisténcia a insulina no & compreendido inteiramente, em
ratos com estimulagio da insulina avaliamos a fosforilagio em Tirosina do receptor de

insulina, do TRS-1, do IRS-2 e do Akt no figado e no musculo dos ratos com periodontite.

No tecido muscular, ha uma diminuigdo na fosforilagdo em Tirosina do IR, do
IRS-1 e do IRS-2. H4 também uma diminuigdo na fosforilagio em Serina da Akt. Estes
resultados também foram observados em outros modelos de resisténcia 4 insulina como em
camundongos com elevadas concentragdes de LPS (CARVALHO-FILHO M. A. et al.,
2006). Além disso, ha uma diminuigéo da fosforilagio da ERK % , via de crescimento
ativada pela insulina, que também ¢é observada em ratos submetidos a baixas temperaturas

(GASPARETTI AL etal, 2003).

No tecido hepatico, tanto a fosforilagio em Tirosina do IR, do JRS-1, do IRS-2
e da ERK 1/2 quanto a fosforilagio em Serina da Akt apresentam uma redugio indicando
uma inibicdo da via de sinalizagio da insulina que também ocorreu em ratos submetidos a

baixas temperaturas (GASPARETTI A L. et al., 2003).

Sabe-se que um dos mecanismos inibitorios da via de sinalizagdo da insulina € a
fosforilagio em Serina do IRS-1 devido a ativagio da via da JNK e da via do JKK. No
eétudo atual, ratos com periodontite possuem um aumento da fosforilagio da JNK ¢ da
ativagio da IKK, indicada através da maior degradagio do Ixf-o, estas enzimas sio
ativadas pela inflamacdo como foi observado em musculos de camundongos que sofreram
queimaduras (ZHANG Q. et al ,2005) e no figado ¢ no misculo de ratos que receberam
dieta com restrigio de sal e dieta cafeteria (PRADA P. O. et al, 2005), animais com

resisténcia a insulina.

Como a técnica de imunoblotting é manual e passivel de erros por quem realiza,
os resultados dos animais com periodontite que ndo apresentaram modulagdio negativa na

via de sinalizagdo da insulina foram desconsiderados.

Discussiio
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Pelos resultados desse estudo, observa-se que animais com periodontite,
apresentam resisténcia 2 insulina pela modulagdo negativa das enzimas chaves da
sinalizagio desta (IR, IRS-1, IRS-2, Akt) e ha paralelamente uma ativagio de enzimas da
via da inflamagio ( INK , IKK) que ocasiona uma fosforilagio em Serina 307 do IRS-1,

inibindo a transmissio do sinal insulinico em figado e em musculo de ratos machos Wistar.

Discussdo
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Os resultados obtidos nesse trabalho sugerem as seguinies conclusdes:

O método da ligadura induziu a periodontite em 23 dias de ligadura, como

mostra as radiografias.

A periodontite induziu resisténcia a insulina, comprovada pelo ITT e pelo o

GTT.

As concentragdes do IR, do IRS-1 , do IRS-2, da Akt ¢ da ERK 2
permaneceram inalteradas, nos animais com periodontite tanto no figado

como no musculo.

A fosforilagio em Tirosina do IR, IRS-1, IRS-2eERK 2 e a fosforilacdo em
Serina da Akt foram reduzidas em animais com periodontite tanto no

misculo quanto no figado.

Houve ativagio da JNK % e da IKK, enzimas da via da inflamagéo, ¢ houve
um aumento da fosforilagio em Serina 307 do IRS-1 no masculo € no
figado de animais com periodontite, indicando resisténcia a insulina

observada neste modelo.

Conclusdo
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Abstract

Periodontitis has been associated with insulin resistance, but the molecular mechanisms of
this association have not yet been established. Involvements of ¢-jun N-terminal kinase

(INK) activity and JKK activity have been implicated in the induction of insulin resistance
by increasing inhibitory IRS-15¢307 phosphorylation. In this study, we evaluated the

regulation of insulin signaling, JNK and IKK activation and IRS-15¢1307 phophorylation
by immunoprecipitation and immunoblotting in the liver and muscle of rats with
periodontitis induced by ligature for 28 days. Chronic inflammatory periodontal disease
(periodontitis) leads to gingival inflammation, destruction of periodontal tissues and loss of
alveolar bone. Periodontitis increased blood glucose and plasma insulin levels during the
OGTT, and reduced the giucose disappearance rate in the insulin tolerance test,
charactering a state of insulin resistance. In periodontitis rats we observed a reduction 1n

insulin-induced IR, TRS-1, IRS-2, Akt phosphorylation in liver and muscle, compared to
controls. INK and IKK activity and TRS-15¢1307 phosphorylation were higher in the tissues
of rats with periodontitis. In summary, the insulin resistance, induced by periodontitis, is
accompanied by activation of the JNK and IKK pathways and IRS-18€r307
phosphorylation. The impairment of the insulin signaling in these tissues may lead to

insulin resistance in periodontitis.
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Introduction

Many studies provide evidence that inflammatory states may induce a chronic

state of insulin resistance, even if subjects have not previously had diabetes [1-3].

Chronic inflammatory periodontal disease [periodontitis] represents a primarily
anaerobic Gram-negative oral infection that leads to gingival inflammation, destruction of
periodontal tissues, loss of alveolar bone and eventual exfoliation of teeth in severe cases
[4-5]. Recent studies have indicated that periodontitis may produce alterations in systemic
health and severe periodontal disease often coexists with severe diabetes mellitus [6]. It is
possible that periodontal disease may aggravate diabetes because periodontal infection may
induce a siate of insulin resistance [7]. However, the molecular mechanism by which

periodontitis induces insulin resistance has not yet been investigated.

At the molecular level, insulin signaling initiates when activation of the IR
results in tyrosine phosphorylation of IRS proteins. Phosphorylated IRSs then bind proteins
containing Src homology 2 domains, such as the p85 regulatory subunit of
phosphatidylinositol 3 kinase [PI-3K] [8,9]. Downstream from PI-3K, the serine/threonine
kinase Akt triggers insulin effects on the liver, such as glycogen synthesis and the
suppression of hepatic glucose production. Akt on the muscle effects glycogen synthesis

and migration of GLUT 4 to the cellular membrane.

In addition, a second postreceptor insulin signaling pathway involves the
bhosphorylation of Shc and activation of Ras, Raf, MEK and mitogen-activated protein
(MAP) kinases (Erk 1 and 2), which is related to cellular growth [10-11].

The inhibition of signaling downstream of the insulin receptor is a primary
mechanism through which inflammatory signaling leads to insulin resistance. Exposure of
cells to TNFo. or elevated levels of free fatty acids stimulates inhibitory phosphorylation of
serine residues of IRS-1 [12-13].

Several serine/threonine kinases are activated by inflammatory or stressful
stimuli and contribute to the inhibition of insulin signaling, including JNK and inhibitor of
NF«B kinase (IKXB). The 3 members of the INK group of serine/threonine kinases, JNK-
1, -2, and -3, belong to the MAPK family and regulate multiple activities in development
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and cell function, mainly through their ability to control transcription by phosphorylating
activator protein-1 (AP-1) proteins, including c-Jun and JunB [15]. INK has recently
emerged as a central metabolic regulator, playing an important role in the development of
insulin resistance in obesity. In response to stimuli such as ER stress, cytokines, and fatty
acids, INK is activated, where upon it associates with and phosphorylates IRS-1 on Ser307,
impairing insulin action [16,17,18]. IKKB can affect insulin signaling through at least 2
pathways. Firstly, it can directly phosphorylate IRS-1 on serine residues [19,20]. Secondly,
it can phosphorylate inhibitor of NFxB, thus activating NF«B, a transcription factor that,
among other targets, stimulates production of multiple inflammatory mediators, including
TNF and IL-6 [21]. Mice heterozygous for IKKp are partially protected against insulin
resistance due to lipid infusion, high-fat diet, or genetic obesity [22, 23].

Tts known that periodontitis increases production of TNFe and interleukins
[24], which have been reported to lower insulin sensitivity [25], probably through
activation of JNK and NFxB pathways. In this study, we evaluated the effect of
periodontitis on insulin sensitivity, insulin signaling and JNK and NFxB activation in the

liver and muscle of male Wistar rats.

EXPERIMENTAL/ MATERIALS AND METHODS

Materials

Male Wistar rats were provided by the State University of Campinas Central
Breeding Center [Campinas, Brazil]. Anti-pY, anti-IRB, anti-IRS-1, anti-IRS-2, anti-
Akt1/2, anti-phospho-JNK, and anti-JNK1, anti-IxB-c, anti-phospho-ERK, anti-ERK1/2
and anti-TIKKB antibodies were from Santa Cruz Technology [Santa Cruz, CA]. Anti-
phospho-Akt was from Cell Signaling Technology [Beverly, MA]. Anti-phospho-IRS-
19397 was obtained from Upstate Biotechnology, Inc. [Lake Placid, NY]. Human
recombinant insulin was from Eli Lilly and Co. [Indianapolis, IN]. Routine reagents were

purchased from Sigma Chemical Co. [St. Louis, MO] unless specified elsewhere.
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[B[}Protein A was obtained from Amersham [Amersham Biosciences Group, Little
Chalfont, UK].

Experimental animals

All experiments were approved by the Ethics Committee at the State University
of Campinas. Six-week-old male Wistar rats were divided into two groups with similar
body weights [156 + 4 g], control group and periodontitis group and both were assigned to

receive a standard rodent chow and water ad libifum.

Protocol of experimental periodontal disease

Animals were subjected to experimental periodontitis. After general anesthesia
with intramuscular injection of 0.05mi/100g body weight of ketamine [Francotar”®, Virbac
do Brazil Ind. ¢ Com. Ltda, Sdo Paulo, Brazil] and 0. 1ml/100g body weight of Diazepam, a
cotton thread ligature was surgically placed around the cervix of the mandibular first molar
on the left side. The ligature was knotted on the vestibular side, so that it remained

subgingivally in the palatinal side [26, 271.

Radiographic analysis

The mandibles were carefully removed, and soaked in 4% paraformaldeyde for
48 h. Then, in order to measure the amount of bone, standardized digital radiographs were
obtained with the use of a computerized imaging system, CDR® [Francotar®] [27].
Electronic sensors were exposed at 65 KV and 10 mA. The source-to-film distance was
always set at 50 cm. The amount of alveolar bone loss, expressed by the distance from the
alveolar bone crest io the cemento—enamel junction, was measured [in mm] three times, in
different days and by the same examiner, for each mesial surface of the mandibular first

molars on each radiograph [27].
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Experimental animals and research protocols

Six-week-old male Wistar rats [R. norvegicus] from the University of Campinas
Central Animal Breeding Center were used in the experiments. The rats were allowed ad
libitum access to standard rodent chow and water. Food was withdrawn 12 h before the
experiments. All experiments were conducted in accordance with the principles and
procedures described by the National Institutes of Health Guidelines for the Care and Use
of Experimental Animals and were approved by the State University of Campinas Ethical

Committee.

Glucose tolerance test (GTT)

Oral GTT was performed, after 25 days of ligature-induction. Food was
withdrawn 6 h before the test and the rats were anesthetized. An unchallenged sample was
collected (time 0), and then a solution of 25% glucose (1.75 g/kg body weight) was
administered by gavage. Blood samples were collected from the tail at 15, 30, 60, 90, and

120 min for determination of glucose and insulin concentrations [28].

Insulin tolerance test (ITT)

To perform an intraperitoneal ITT, food was withdrawn 6 h before the test and
the rats were anesthetized. An unchallenged sample was collected (time 0), and then insulin
(150 U/kg body weight) was injected into the peritoneal cavity, and blood samples were
collected at 5, 10, 15, 20, 25 and 30 min from the tail for serum glucose determination. The
constant rate for glucose disappearance (Kitt) was calculated using the formula, 0.693/t12.
Glucose halftime (t12) was calculated from the slope of the least-square analysis of plasma

glucose concentrations during the linear decay phase [29].

Tissue extraction and immunoprecipitation

Rats were anesthetized with sodium thiopental and used 10-15 min later. As
soon as anesthesia was assured by the loss of pedal and comneal reflexes, the abdominal
cavity was opened, the portal vein was exposed, and 0.2 ml normal saline with or without
insulin (200 pg) were injected. At 30 sec after the insulin injection, the liver was removed,

and 90 sec later, muscle was removed, minced coarsely, and homogenized immediately in
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extraction buffer, as described elsewhere [30]. Extracts were then centrifuged at 11,000 rpm
and 4 °C for 20 min to remove insoluble material, and the. supernatants were used for
immunoprecipitation with a-IR, a-IRS-1 and -2, and protein A—Sephérose 6MB (Pharmacia,
Uppsala, Sweden). '

Protein analysis by immunoblotting

The precipitated proteins and/or whole-tissue extracts were treated with
Laemmli sample buffer [31] containing 100 mM dithiothreitol and heated in a boiling water
bath for 5 min, after which they were subjected to SDS-PAGE in a Bio-Rad miniature slab
gel apparatus (Mini-Protean). For total extracts, 250 pg of proteins were subjected to
SDS-PAGE. FElectrotransfer of proteins from the gel to nitrocellulose was performed for
120 min at 120 V in a Bio-Rad Mini-Protean transfer apparatus [32]. Nonspecific protein
binding to the nitrocellulose was reduced by preincubating the filter for 2 h in blocking
buffer (5% non-fat dry milk, 10 mM Tris, 150 mM NaCl, 0.02% Tween 20). The
nitrocellulose blot was incubated with specific antibodies overnight at 4 C and then
incubated with I-labeled protein A. The results were visualized by autoradiography with
preflashed Kodak XAR film. Band intensities were quantified by optical densitometry
(Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, CA; model GS300).

Statistical analysis

Experiments were always carried out by studying the groups of animals in
parallel control animais vs. periodontitis animals). Data are means £ SEM accompanied by
the indicated number of independent experiments. For comparisons, one-way ANOVA was
used; where F ratios were significant, further comparisons were made using the Bonferroni

test. The significance level was set at a p value of less than 0.05 .

33



RESULTS
Animal characteristics

The body weights were similar in the two groups (c: 23 5436 g vs p: 24123 g).
The periodontitis rats demonstrated an increase in the area of blood glucose (c: 12899
+11,7mg/dL.min  vs p: 14873 +9,9mg/dL. min p<0.05) (Fig. 1A, 1B). Animals with
periodontitis were more insulin resistant than the control rats, as expressed by their higher
area of serum insulin concentrations (c: 31.420,08 vs p: 72.330,13 ng/ml. min p<0.05) (Fig.
2A, 2B) and lower plasma giucose disappearance rates measured by the thirty minute
insulin tolerance test (Kiu ¢: 4.88+0.56%/min vs Kin p: 2.1740.38%/min, n=5 each, p=0.05)
(Fig. 3A, 3B). At 28 days of ligature, this group showed significant increases in mean bone
loss when compared with the group control {c: 0.016:+0.001 vs p: 0.032+0.001, p<0.0001)

(Fig. 4A, 4B).

Insulin signalling in skeletal muscle from control and animals with periodontitis

There was no difference in the IRP protein expression in the muscle of control
and periodontitis rats (Fig. 5B). Animais with periodontitis showed a significantly reduced
insulin-stimulated IR tyrosine phosphorylation in muscle when compared with the control
group (p: 85+7% vs ¢ 100::4%, n=5; Fig.SA).

There was no difference in the IRS-1 protein expression in the muscle of
conirol and periodontitis rats (Fig. SD). Animals with periodontitis showed a significantly
reduced insulin-stimulated IRS-1 tyrosine phosphorylation in muscle when compared with
the control group (Fig. 5C, ¢: 100+5% vs p: 68+2%, n=5, p<0.05).

There was no difference in the IRS-2 protein expression in the muscle of
control and periodontitis rats (Fig. 5F). Animals with periodontitis showed a significantly
reduced insulin-stimulated IRS-2 tyrosine phosphorylation in muscle when compared with
the control group (c: 100+5% vs p: 53+2%, 0=5; Fig. 5E).

Insulin-stimulated Akt serine phosphorylation was significantly decreased in
animals with periodontitis when compared with the control group.(c: 100+4% vs p: 66+1%,
n=5, p<0.05; Fig. 5G). Akt protein levels did not differ among the groups in this study
(Fig. SH).
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Insulin-stimulated ERK1/2 tyrosine phosphorylation showed a significant
decrease in muscle from animals with periodontitis when compared with the control group
(c: 100+4% vs p: 80+3%, n=5; Fig.5 I). ERK 1/2 protein levels did not differ among the
groups in this study (Fig. 5 J).

IRS-1 serine 307 phosphorylation in skeletal muscle from animals with
periodontitis demonstrated a significant increase when compared with control group
(c: 100+8% vs p:160+3%, n=5, p<0.05; Fig.5K).

JNK % phosphorylation was significantly increased in muscle from animals
with periodontitis when compared with the control group (p: 140+1% vs c: 100+1%, n=5;
Fig. 51).

| The expression of Ixkp-a was reduced in muscle in the periodontitis group when

compared with the control group (p: 30=5% vs ¢ 100+1%, n=5; Fig. 5 M).

Insulin signalling in liver from ligature rats and control animals

There was no difference in the IRB protein expression in the liver of control and
periodontitis rats (Fig. 6B). Animals with periodontitis showed a significantly reduced
insulin-stimulated IR tyrosine phosphorylation in liver when compared with the control
group (p: 383% vs ¢: 100£5%, n=5; Fig. 6 A). |

There was no difference in the IRS-1 protein expression in the liver of control
and periodontitis rats (Fig. 6D). Animals with periodontitis showed a significantly reduced
insulin-stimulated TRS-1 tyrosine phosphorylation in liver when compared with the control
group (c: 100+4% vs p: 55+1%, n=5; Fig.6 C).

There was no difference in the IRS-2 protein expression in the liver of control
and periodontitis rats (Fig. 6 F). Animals with periodontitis demonstrated a significantly
reduced insulin-stimulated IRS-2 tyrosine phosphorylation in muscle when compared with
control group animals (c: 100£2% vs p: 45+1%, n=5; Fig. 6 E) .

Tnsulin-stimulated Akt serine phosphorylation was significantly decreased in
animals with periodontitis when compared with the control group (c: 100£8% vs p: 69£5%,
=5, p>0.05, Fig. 6 G). Akt protein levels did not differ among the groups in this study

(Fig. 6 H).
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Insulin-stimulated ERK1/2 tyrosine phosphorylation was significantly
decreased in liver of animals with periodontitis when compared with the control group
(c: 100+8% vs p: 78+4%, n=5, Fig. 6 1). ERK 1/2 protein levels did not differ among the
groups in this study (Fig. 6 J).

IRS-1 serine 307 phosphorylation in liver from animals with periodontitis
showed a significant increase when compared with the control group {(¢: 100+8% vs p:
140+12%, n=5, p<0.05). (Fig. 6 K, n=5).

JNK ¥ phosphorylation showed a significant increase in liver from animals
with periodontitis when compared with the control group (p: 150£3% vs c: 100£2%, n=5;
Fig. 6 L).

The expression of IkB-o was reduced in the liver of the periodontitis group

when compared with the control group (p: 305% vs ¢ 100+1%, n=5; Fig. 6 M).

DISCUSSION

Chronic inflammatory periodontal disease (periodontitis) represents a primarily
anaerobic gram-negative oral infection that leads to gingival inflammation, destruction of
periodontal tissues and loss of alveolar bone [24]. In the present study, we induced
periodontitis in rats and showed that these animals developed a state of insulin resistance,

characterized by altered insulin signaling in liver and muscle.

We induced periodontitis in rats through a cotton ligature in the lower left first
molar to induce this experimental disease. The periodontits was characterized by a loss of
alveolar bone. Animals with periodontitis demonstrated metabolic characteristics of insulin
resistance. They presented higher insulin levels during the OGTT and reduced glucose
disappearance rate in the ITT, characterizing a state of reduced insulin sensitivity. The
mechanism underlying this insulin resistance is not fully understood, thus, in the present
study we evaluated the in vivo insulin stimulated tyrosine phosphotylation of the insulin

receptor, IRS-1, IRS-2 and Akt in the liver and muscle of rats with periodontitis.

In rats with periodontitis there was a decrease in insulin-induced IRS-1 and
IRS-2 tyrosine phosphorylation accompanied by 2 decrease in Akt phosphorylation in liver
and muscle. These findings may be of biological significance since JRS-1/2 /Akt pathway is
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linked to activation of glucose transport in muscle and glycogen synthesis in liver and
~ muscle [33-36]. A reduction in the activation of this pathway in rats with periodontitis may

have a role in insulin resistance in these animals [37].

There are a number of possible mechanisms that may lead to an impairment of
the insulin-signaling pathway in rats with periodontal disease. Our results show that
increased serine phosphorylation of IRS-1 may be one of these mechanisms. Serine
phosphorylation of IRS proteins is believed to be a major mechanism of suppression of
IRS-1 activity that contributes to insulin resistance [38, 39]. Regulation of serine
phosphorylation of IRS proteins has been one of the fields of interest in the search for the
molecular mechanism of insulin resistance that may occur, at least in part, by inducing JRS-

1 serine phosphorylation.

JNK and IKKP are serine kinases that mediate interleukin and TNF-a signaling
[40 and 41]. Recently, these kinases have been linked to the regulation of insulin signaling
by several studies [ 41-44] It is suggested that INK and IKKp may contribute to insulin

resistance by phosphorylating IRS-1 at serine 307, and that this phosphorylation leads to
the inhibition of the TRS-1 function [ 16, 41, 43 and 44]. In this study, we observed that
JNK and IKKB were activated in animals with periodontitis suggesting a possible
mechanism for the observed increase in IRS-1 serine phosphorylation at Ser’”, indicating

that these serine kinases may have a role in periodontitis-induced insulin resistance.

In summary, our resulis demonstrated that ligature-induced periodontitis is
associated with insulin resistance and downregulation of the IR/IRSs/Akt pathway in the
liver and muscle, accompanied by an increase in JNK and IKKB activation and in IRS-1
serine phosphorylation at Ser’®™ suggesting a possible molecular mechanism for the

reduced insulin insulin sensitivity.
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Table 1- Characteristics of ligature and control groups.

Mean alveolar

K (%0/min}
bone loss (mm)

Area of Blood )
6 Bod ight (2) ; Area of Serum insulin
TOUpPS wei. ucose
P Y g . (ng/ml.min)
(mg/dl. min)

335203680 1289854117 b 31,3740,08 b

Control
(n=5) {(r=3) (n=5)

241,2423,40 148734499 b 72,30+0,13 b

Periodontitis

(1=5) (=5) @=5)

488+0.56b  0,01640,001a
(n=5) (0=3)

217038 b 0,03240,001a

(0=5) (1=5)

Data are given as means = SEM. p values of less than 0.05 were considered to be significantly different.

5<0.0001 vs young controls

® p<0.05 vs young controls
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Legend

The area of blood glucose (c: 12898,5 vs p: 15873,45, p<0.05) (Fig. 1A, 1B). The
area of serum insulin concentrations (c: 31,37 vs p: 72,30, p<0.05) (Fig. 2A, 2B). The
plasma ghicose disappearance rates measured by the thirty minute insulin tolerance test
(Kin ¢: 4.88+0.56%/min vs Kin 2.17+0.38%/min, n=5 each, p=0.05) (Fig. 3A, 3B).
The alveolar bone loss (¢c: 0,016+0,001 vs p: 0,032:£0,001, p<0.0001) (Fig. 4A, 4B).

Fig.. SA-M. Insulin signalling in skeletal muscle of ligature and control Wistar rats.
Insulin-stimulated insulin receptor tyrosine phosphorylation (A), insulin receptor
expression (B), insulin-stimulated IRS-1 tyrosine phosphorylation (C), IRS-
lexpression (D), insulin-stimulated IRS-2 tyrosine phosphorylation (E), IRS-
2expression (F), insulin-stimulated Akt serine phosphorylation (G), Akt expression
(H), insulin-stimulated ERK1/2 tyrosine phosphorylation (I) and ERK1/2 expression
(1), IRS-1 serine 307 phosphorylation (K) JNK tyrosine phosphorylation (L), N K
expression (M). Values are shown as the means + SEM and are expressed as a
percentage of the insulin-stimulated control (100%). *, p<0.05; **, p<0.0001.

Fig. 6 A-M. Insulin signalling in liver of ligature and control Wistar rats. Insulin-
stimulated insulin receptor tyrosine phosphorylation (A), insulin receptor expression
(B), insulin-stimulated IRS-1 tyrosine phosphorylation (C), IRS-1 expression (D),
insulin-stimulated IRS-2 tyrosine phosphorylation (E), IRS-2 expression (F), insulin-
stimulated Akt serine phosphorylation (G), Akt expression (H), nsulin-stimulated
ERK1/2 tyrosine phosphorylation (I) and ERK1/2 expression (J) IRS-1 serine 307
phosphorylation (K) JNK tyrosine phosphorylation (L), INK expression (M). Values
are shown as the means = SEM and are expressed as a percentage of the insulin-

stimulated control (100%). *, p<0.05; **, p<0.0001.
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