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RESUMO

O diabetes mellitus do tipo 2 é uma alteracdo metabdlica caracterizada pela resisténcia a
insulina (R1) que pode ser exacerbada pela periodontite apical (PA) e pelo tabagismo.
Estudos tém mostrado que a melatonina (MEL) diminui a Rl e melhora o sinal insulinico no
musculo gastrocnémio (MG) em ratos com PA. Nesse contexto, hipotetizou-se que os danos
causados pela associacdo do tabagismo e da PA possam exacerbar estas alteracfes sistémicas
e gque o tratamento com MEL pode reverter e/ou atenuar as mesmas. O objetivo deste
trabalho foi avaliar os efeitos da MEL na RI e no sinal insulinico no MG de ratos adultos
com PA submetidos a inalagdo passiva da fumaca do cigarro. Para tanto, utilizou-se 128
ratos Wistar com 2 meses de idade que foram distribuidos em 8 grupos: controle (CN); ratos
tabagistas (T); ratos com PA (PA); ratos tabagistas com PA (T+PA); controle tratados com
MEL (ME); ratos tabagistas tratados com MEL (T+ME); ratos com PA tratados com MEL
(PA+ME); ratos tabagistas com PA tratados com MEL (T+PA+ME). A inalagéo passiva da
fumaca do cigarro ocorreu por 50 dias, sendo que no 20° dia foi induzida a PA em primeiros
e segundos molares superiores e inferiores do lado direito. Além disso, iniciou-se o
tratamento com MEL utilizando 5 mg/Kg via gavagem até o ultimo dia de experimento. Ao
final da manutencé@o dos animais foram analisados o0s seguintes parametros: 1) glicemia por
meio do método de glicose oxidase; 2) insulinemia pelo método de ELISA; 3) RI por meio
do célculo de HOMA-IR; 4) grau de fosforilacdo em tirosina da pp185 (IRS1/IRS2) no MG
pela técnica de Western Blotting. A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de
Shapiro-Wilk, utilizando testes paramétricos a fim de comparar o indice glicémico, a
insulinemia, a Rl e o grau de fosforilacdo em tirosina da pp185 no MG, com nivel de
significancia de 5%. Os resultados demonstraram que ndo houve diferenca estatistica na
massa corpOrea e na ingestdo alimentar entre os grupos. Os grupos PA, T e T+PA
apresentaram aumento na Rl quando comparados ao grupo CN. Salientamos que houve
incremento na Rl no grupo T+PA com relacdo aos grupos PA e T, avaliados de forma
isolada. Ademais, foi verificado alteracdo no grau de fosforilagdo de pp185 no MG nos
grupos PA, T e T+PA quando comparados ao grupo CN. A MEL promoveu melhora neste
parametro somente no grupo com PA. Conclui-se que a associacdo das varidveis tabaco e
PA exacerba a RI e piora o sinal insulinico no MG. A MEL foi capaz de melhorar a Rl nos
grupos T, PA e T+PA. Entretanto, em relacdo ao sinal insulinico, a MEL melhorou este
parametro somente no grupo PA. Estes resultados mostram que a MEL pode ser utilizada
como agente terapéutico e/ou preventivo nas alteracGes sistémicas decorrentes da PA e do
tabagismo.

Palavras-chave: Melatonina. Tabaco. Periodontite apical. Resisténcia insulinica.



ABSTRACT

Type 2 diabetes mellitus is a metabolic disorder characterized by insulin resistance (IR) that
can be exacerbated by apical periodontitis (AP) and smoking. Studies have shown that
melatonin (MEL) decreases IR and improves the insulin signal in the gastrocnemius muscle
(GM) in rats with AP. In this context, we hypothesize that the damage caused by the
association of smoking and AP can exacerbate these systemic changes and that treatment
with MEL can reverse and/or attenuate them. The aims of this study was to evaluate the
effects of MEL on IR and on the insulin signal in the GM of adult rats with AP submitted
to passive inhalation of cigarette smoke. For this, 128 Wistar rats (2-month-old) were
distributed into 8 groups: control (CN); smoking rats (T); rats with AP (AP); smoking rats
with PA (T+AP); control treated with MEL (ME); smoking rats treated with MEL (T+ME);
rats with AP treated with MEL (AP+ME); smoking rats with AP treated with MEL
(T+AP+ME). Passive inhalation of cigarette smoke was carried out for 50 days, and on the
20th day AP was induced in the upper and lower first and second molars on the right side.
In addition, treatment with MEL was started using 5 mg/Kg via gavage until the last day of
the experiment. At the end of the animals' maintenance, the following parameters were
analyzed: 1) blood glucose using the glucose oxidase method; 2) insulinemia by the ELISA
method; 3) IR by calculating HOMA-IR; 4) phosphorylation status in tyrosine of pp185 in
the GM by the Western Blotting technique. Data normality was assessed by Shapiro-Wilk
test, using parametric tests to compare the glycemic index, insulinemia, IR and the
phosphorylation status in tyrosine of pp185 in GM, with a significance level of 5%. The
results showed that there was no statistical difference in body weight and food intake among
the groups. The AP, T and T+AP groups showed an increase in IR when compared to the
CN group. We emphasize that there was an increase in IR in the T+AP group in relation to
the AP and T groups, evaluated separately. Furthermore, there was a alteration in the
phosphorylation status in tyrosine of pp185 in the GM in the AP, T and T+AP groups when
compared to the CN group. MEL promoted improvement in this parameter only in the group
with AP. It is concluded that the association of tobacco and AP exacerbates IR and worsens
the insulin signal in the GM. MEL was able to improve IR in the T, AP and T+AP groups.
However, regarding the insulin signal, MEL improved this parameter only in the AP group.
These results show that MEL can be used as a therapeutic and/or preventive agent in
systemic alterations resulting from AP and smoking.

Keywords: Melatonin. Tobacco. Apical Periodontitis. Insulin resistance. Animal model.
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1 INTRODUCAO

A periodontite apical (PA) é uma doenca de carater inflamatorio dos tecidos
perirradiculares, ocasionada por infeccdo microbiana persistente no sistema de canais
radiculares (KAKEHASHI; STANLEY; FITZGERALD, 1965), caracterizando-se de forma
aguda (sintomatica) ou cronica (assintomaética), localizada junto ao &pice dentério
(STASHENKO et al., 1994). A PA possui, principalmente, etiologia bacteriana, embora
fungos, arqueas e virus tenham sido encontrados em associacdo com esta lesdo. A microbiota
é encontrada em entidades altamente organizadas e complexas, conhecidas como biofilmes
multiespécies, localizadas principalmente no interior dos canais radiculares, porém, em
circunstancias especificas, os microrganismos podem ultrapassar a barreira de defesa e
estabelecer uma infecgéo extra-radicular (SUNDE et al., 2019; NAIR, 2006).

O estudo de Kakehashi, Stanley e Fitzgerald (1965) mostrou que os animais “germ-
free” submetidos a exposicdo pulpar ao meio bucal desenvolveram uma resposta
inflamatdria minima, enquanto em animais comuns com presenca de microbiota observou-
se uma infeccéo pulpar com necrose e abscesso apical. Sendo assim, o aparecimento da PA
é consequente de uma infeccdo bacteriana inicial, a qual envolve processos de recrutamento
de mediadores inflamatdrios, producdo de citocinas e enzimas liticas e ativacdo de
osteoclastos, que desencadeia a reabsorcao dssea (XIONG et al., 2007).

Inicialmente, durante o processo de infeccdo intrarradicular priméria, ha invaséo e
colonizacdo do tecido pulpar necrosado, podendo resultar em lesdo perirradicular caso a
infecgdo ndo seja eliminada. Nestes casos ha predominancia de bactérias anaerobias estritas
(SIQUEIRA; ROCAS, 2007; SUNDQVIST, 1976). A parede celular dos microrganismos
Gram-negativos possui endotoxina denominada de lipopolissacarideo (LPS) (PALSSON-
MCDERMOTT; O'NEILL, 2004). O LPS atua como o principal padrdo molecular associado
a patogenos (PAMPs) de bactérias Gram-negativas e é reconhecido por receptor Toll-like
(TLR4), que induz respostas inflamatorias e age na imunidade inata (VIJAY, 2018),
elevando as concentraces de mediadores inflamatérios como o fator de necrose tumoral-a
(TNF-0) e interleucinas (IL), incluindo IL-6 e IL-1p (MNICH et al., 2010; ROCAS et al.,
2014). Estes mediadores relacionam-se com o processo de destruicdo Gssea devido a
intensificacdo da inflamacdo, osteoclastogénese, destruicdo das fibras do ligamento
periodontal e producéo de colagenase (PEREIRA et al., 2021; TAUBMAN et al., 2005).

As infeccBes periapicais causam uma série de alteracdes locais, disparando
mecanismos no tecido no intuito de impedir a propagacéo de agentes infecciosos. Entretanto,
a PA ndo promove apenas alterac@es locais, mas também distarbios sistémicos (SEGURA-
EGEA; MARTIN-GONZALEZ; CASTELLANOS-COSANO, 2015). Na medicina
endoddntica constata-se a relacdo entre a PA e doencas sistémicas (CINTRA et al., 2018).
Nesse contexto, Walton e Langeland (1978) relataram estar bem elucidado na literatura que
uma ampla gama de materiais e substancias, quando inoculados em tecido pulpar, podem
migrar para tecidos adjacentes ao dente ou para a circulagcdo sistémica, devido a ligacao
circulatéria entre a polpa dental e outras estruturas distantes da cavidade oral. Esta
associacdo torna-se vélida quando doencas orais de carater inflamatério ocorrem
simultaneamente com outros danos sistémicos, tais como osteoporose (DODD; ROWE,
2013), doencas cardiovasculares (CAPLAN et al., 2006; SEYMOUR et al., 2007), doengas
respiratorias (PAJU; SCANNAPIECO, 2007) e Rl (ASTOLPHI et al., 2013; PEREIRA et
al., 2017).

A RI é definida como a incapacidade de tecidos periféricos responsivos a insulina
responderem adequadamente as concentragdes circulantes deste horménio, resultando em
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diminuicdo da sua acao bioldgica nesses tecidos (ROBERTS; HEVENER; BARNARD,
2013). Como consequéncia, as células beta pancreaticas secretam mais insulina a fim de
evitar a hiperglicemia. A sobrecarga da fungdo secretdria destas células induz a faléncia
celular, ocasionando diminuigéo da secrecédo de insulina (PRADHAN; GOEL, 2011).

Em condicBes normais, a insulina liga-se ao seu receptor de membrana e aumenta a
atividade tirosinaquinase do receptor da insulina, promovendo a fosforilagcdo de substratos
de receptores da insulina (IRS- 1, IRS-2). A fosforilacdo da tirosina do IRS-1 resulta na
interacdo da subunidade p85 reguladora da enzima fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) e ativa
a subunidade p110 catalitica. Isto conduz a ativacdo proteina quinase B (PKB/Akt) e
fosforilacéo do seu substrato, AS160, facilitando a translocacéo do transportador de glicose
tipo 4 (GLUT4) para o sarcolema e possibilitando a entrada de glicose na célula. Portanto,
a manutencdo das respostas adequadas da via IRS-PI3K-Akt é crucial para 0 metabolismo
de glicose mediada pela insulina em tecidos sensiveis a mesma (WEI et al., 2008).

Os estudos anteriores em nosso laboratério mostraram que ratos com PA
apresentaram: 1) RI; 2) aumento nas concentracdes plasmaticas de TNF-a; 3) reducgdo no
grau de fosforilagdo em tirosina do receptor insulinico em tecido adiposo branco e muscular;
4) reducédo no grau de fosforilacdo em serina da Akt em musculo gastrocnémio (MG) e 5)
diminuicdo no contetdo de GLUT4 em MG (ASTOLPHI et al., 2013; PEREIRA et al.,
2017). Ademais, no estudo de Pereira et al. (2017) foi constatado aumento do conteddo de
macrofagos e ativacdo de via inflamatoria relacionada a atenuacgdo do sinal insulinico no
MG, concomitante ao aumento das concentracdes séricas de LPS em ratos com PA. Assim,
esses resultados demonstram que a PA promove alteragdes sistémicas e em outros tecidos
como o tecido adiposo e muscular (PEREIRA et al., 2017).

Outro fator que promove inflamacdo é o tabagismo, o qual apresenta correlacao entre
alteracdes orais e sistémicas, constituindo-se como um fator de risco para diversas patologias
(MACFARLANE et al., 1992; SODER; NEDLICH; JIN, 1999). Um dos principais
componentes quimicos do tabaco € a nicotina, sendo que a exposi¢do ao fumo na forma de
tabaco gera alteracdes sobre o sistema imune, como a diminuicdo dos linfocitos T e B
(BARBOUR et al., 1997). A nicotina também possui acdo vasoconstritora crbnica
interferindo no processo de cicatrizagdo gengival (CARVALHO; SANTOS; CURY, 2008).

Kirkevang e Wenzel (2003) constataram a associacdo da presenca de leses de PA
com o habito de fumar. Sopinska e Bottacz-Rzepkowska (2020) também concluiram que os
fumantes sdo considerados um grupo de risco ao aparecimento da PA e necessitam de
diagndstico e tratamento precoce frente as lesdes de cérie. Pinto et al. (2020) em uma revisdo
sistematica, indicaram que os fumantes tém uma prevaléncia aumentada de periodontite
periapical e tratamentos de canal radicular. Estes dados corroboram os resultados
encontrados por Cheng (2020), por meio de revisdo sistematica com estudos coorte
longitudinais com pelo menos 1 ano de acompanhamento, estudos caso-controle e estudos
transversais, verificou, com evidéncias limitadas, que fumar associa-se com a prevaléncia
de PA. Por outro lado, Bergstrém, Babcan e Eliasson (2004) demonstraram que ndo houve
influéncia significativa do tabagismo na prevaléncia de periodontite apical ou tratamento
endodontico. Estes pesquisadores propdem que a justificativa da divergéncia em relagdo ao
trabalho de Kirkevang e Wenzel foi que os individuos do seu estudo apresentaram
homogeneidade social e econdémica, boa higiene oral e saude bucal, além de acesso a
tratamento odontolégico. Esses achados estdo de acordo com Rodriguez et al. (2013) que
avaliaram a associacdo entre o tabagismo e a frequéncia de PA em pacientes do sexo
feminino e masculino, onde o tabagismo n&o foi associado a PA em fumantes de ambos os
Sexos.

Sabe-se que o uso de MEL propicia efeitos anti-inflamatérios melhorando o estado
de RI (TAVARES et al., 2021). A MEL é uma molécula sintetizada em diferentes tipos
celulares, tecidos e 6rgdos como a retina, linfdcitos, leucocitos, pele e trato gastrointestinal.
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Entretanto, as concentracbes de MEL encontradas no plasma circulante e no liquido
cefalorraquidiano derivam quase exclusivamente da glandula pineal (CAROCCI;
CATALANO; SINICROPI, 2014). Estudos apontam que a producdo de MEL tem
associacao direta com a intensidade de exposicéo a luminosidade, sendo mais sensivel a luz
azul com comprimento de ondas curtos (466-477nn) quando comparadas aos de ondas mais
longas (>500nn) (BRAINARD et al., 1984; SOUSA NETO; CASTRO, 2008). Outro fator
limitante na producdo da MEL é o avanco da idade, pois estudos em individuos mais velhos
observaram concentragcdes menores de producdo da MEL (KARASEK, 2004; SACK et al.,
1986).

No estudo de Balaji e Rao (2020) foi verificado aumento na concentragcdo de MEL
no tecido gengival de pacientes periodontalmente saudaveis sem habito de fumar, enquanto
houve diminuigdo nesse parametro em pacientes fumantes com periodontite cronica
generalizada. Os autores deste estudo concluiram que a MEL pode ser usada como
suplemento para aumentar os mecanismos anti-inflamatdrios na terapia periodontal,
especialmente em fumantes de cigarros. Sabendo-se que as alteracGes locais e sistémicas
podem ser desencadeadas tanto pela PA como pelo tabagismo e que a MEL apresenta
propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes, torna-se fundamental investigar o papel da
MEL sobre parametros sistémicos e em tecidos a distancia da cavidade bucal de ratos com
PA submetidos a inalacdo passiva de tabaco.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da melatonina sobre sensibilidade insulinica e sinal insulinico no
tecido muscular gastrocnémio em ratos adultos com periodontite apical submetidos a
inalacdo passiva de tabaco.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar os parametros sistémicos e teciduais da melatonina em ratos com
periodontite apical submetidos a inalacdo passiva de tabaco como:

e massa corpérea e ingestdo alimentar;

e glicemia, insulinemia e resisténcia insulinica (HOMA-IR);

e grau de fosforilacdo em tirosina da pp185 (antes e apos o estimulo insulinico) no
tecido muscular gastrocnémio.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Salientamos que o presente trabalho foi submetido e aprovado pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — FOA/UNESP
(Processo FOA no 0204-2021).

No presente estudo foram utilizados 128 ratos Wistar machos com 60 dias de idade
oriundos do Biotério Central da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — FOA — Unesp,
mantidos em ambiente sob condi¢cdes padronizadas de temperatura (23+2°C), ciclo
claro/escuro (12/12 horas diarias, com periodo claro iniciado as 7:00 horas) e umidade
(55+10%). Todos os animais foram alimentados durante todo o periodo experimental com
racdo padréo para ratos (Presence, Paulinia, Sdo Paulo, SP, Brasil) e agua ad libitum.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 8 grupos (n=16): controle (CN);
ratos tabagistas (T); ratos com PA (PA); ratos tabagistas com PA (T+PA); controle tratados
com MEL (CN+ME); ratos tabagistas tratados com MEL (T+ME); ratos com PA tratados
com MEL (PA+ME); ratos tabagistas com PA com uso de MEL (T+PA+ME).

Os grupos tabagistas (T, T+PA, T+ME e T+PA+ME) receberam a inalagdo passiva
de cigarro durante 50 dias (3 vezes ao dia por 8 minutos), sendo que no 20° dia, 0s grupos
PA (PA, T+PA, PA+ME e T+PA+ME) foram submetidos a inducéo da periodontite apical,
com auxilio de uma broca em aco carbono em primeiros e segundos molares superiores e
inferiores do lado direito. Ademais, os animais dos grupos MEL (CN+ME, T+ME, PA+ME,
T+PA+ME) foram tratados com melatonina (5 mg/Kg, via oral por meio de gavagem) do
20° dia até 50° dia experimental.

Apds o término do tratamento, os ratos foram submetidos a jejum de 12 horas, antes
dos procedimentos experimentais, e anestesiados com tiopental sddico (Thiopentax® -
Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, Itapira, Brasil, 3%, 5 mg/100 g p. c., i. p.).
A eutanésia dos animais ocorreu entre 19 h e 20 h.

Um grupo de ratos CN, T, PA, T+PA, CN+ME, T+ME, PA+ME e T+PA+ME (n=10
animais por grupo) foi submetido a laparotomia mediana para a coleta de sangue (4 ml) pela
veia cava inferior. As amostras de sangue foram transferidas para tubos de plastico
heparinizados (BV Vacutainer, Flanklin Lakes, NJ, EUA) e centrifugadas a 3000 x g por 15
minutos a 4° C. O plasma obtido foi armazenado a -80° C para avalia¢do das concentracdes
plasmaticas de glicose e insulina. Estas andlises estdo exemplificadas em um fluxograma na
Figura 1. Apos este procedimento, 0s animais foram eutanasiados por dose excessiva de
anestésico tiopental sodico (Thiopentax, Cristalia, Itapira, SP, Brasil; 3%, 150 mg/100 g p.
c.,i.p).

Em outro grupo de ratos CN, T, PA, T+PA, CN+ME, T+ME, PA+ME e T+PA+ME
(n=6 animais por grupo) foram coletadas amostras de MG para analisar a etapa inicial da via
de sinalizacdo insulinica por meio da técnica de Western Blotting. Para quantificagdo do
grau de fosforilagdo em tirosina da pp185 (antes e apds estimulo insulinico) os animais de
cada grupo foram anestesiados conforme descrito acima, realizando-se em seguida:
laparotomia mediana, com retirada de amostras dos tecidos antes e apds 90 segundos da
injecdo de 1,5 U.1 de insulina regular (Humulin® ELI LILLY and Company — Indianapolis
IN, EUA) (i. v., veia porta). Estas analises estdo exemplificadas em um fluxoGrama na
Figura 1. Apos os experimentos, todos os animais foram eutanasiados por dose excessiva do
anestésico tiopental sodico (Thiopentax, Cristélia, Itapira/SP, Brasil; 3%, 150 mg/kg p. c., i.
p.).
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Figura 1 - Fluxograma contendo 0s grupos experimentais, nimero de animais (n) correspondentes
a cada grupo, tecidos que foram coletados e as analises realizadas em cada tecido.

128 Ratos wistar

(60 dias)
Lox] [ea] [o] [oeea] [ ME | [Pa+ME] | T+ME | | T+PA+ME |
Grupos Grupos com Grupos Tratados
Tabagistas PA com MEL
Receberam inalacio No vigésimo dia, os grupos Foram suplementados
passiva de fumaca de PA foram submetidos a com MEL (5 mg/kg via
cigarro por 50 dias inducio da periodontite gavagem) do 20° ao 50°
(3x ao dia) apical dia experimental
I Coleta de plasma I I Coleta do MG
-\Vﬂl_iﬂ‘}f“_) da Anilise da via insulinica ( grau
glicemia, de fosforilacio em tirosina da

insulinemia e do pp185 antes e apés estimulo
HOMA-IR insulinico)

Fonte: Autor

3.2 Inducéo da periodontite apical

Os animais dos grupos com PA (PA, T+PA, PA+ME e T+PA+ME) foram
submetidos a inducdo das PAs. As PAs foram induzidas em quatro dentes (primeiro e
segundo molares superiores e inferiores do lado direito) sob anestesia com cloridrato de
quetamina (80 mg/Kg p.c., i.m.) e xilazina (10 mg/Kg p.c., i.m.), empregando-se uma broca
de aco carbono (Broca Ln Long NeckMaillefer, Dentsply) dotada de uma esfera na
extremidade com 0,1 mm de didametro (TSOSUTA et al., 2019) A permanéncia da abertura
é 0 método mais utilizado para o desenvolvimento de periodontites apicais. Apds a indugéo
das PAs, os animais receberam analgésico cloridrato de tramadol na dose de 5 mg/kg,
administrada via intraperitoneal no intervalo de 12/12h por 1 dia. Diariamente foram
avaliados a ingestéo de racao e o peso corporal dos ratos.
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Figura 2 — Inducdo da PA em maxila e mandibula do lado direito, nos primeiros e segundos
molares superiores e inferiores, com auxilio de uma broca LN (LN Long Neck, Dentisply
Maillefer, Ballaigues- Suica) acoplada em baixa rotagao

Fonte: do autor

3.3 Protocolo de tabagismo — fumante passivo

Os animais do grupo T, T+PA, T+ME e T+PA+ME foram submetidos a inalacéo da
fumaca do cigarro por meio de uma camara de exposi¢do de corpo inteiro a fumaca dos
cigarros (CARVALHO et al., 2006; CESAR-NETO et al., 2003; ERCAN et al., 2019;
FERREIRA et al., 2018; NOCITI JUNIOR et al., 2002; ROSA et al., 2017).

A cdmara de exposicdo a fumaca foi confeccionada em madeira com as medidas
40x33x17 cm, tampa de vidro transparente para observagdo dos animais durante a inalagéo
da fumaca. A camara de exposicdo foi dividida em duas reparticdes por uma tela perfurada.
A area maior era usada para alojar os animais, cinco por vez, e a menor para 0s Cigarros,
que foram acoplados em uma base de madeira com orificios adaptado de (ERCAN et al.,
2019). Em uma das paredes da camara foi instalado um ventilador com a finalidade de fazer
circular o ar. Na parede oposta ao ventilador, foram realizadas algumas perfuracfes para
ventilagdo, gerando um fluxo de ar continuo dentro da cdmara de experimento.

O protocolo de inducéo ao tabagismo no presente estudo foi baseado nos estudos de
Nociti Junior et al. (2002) e César-Neto et al. (2003), no qual os animais foram expostos a
fumaca de 10 cigarros, da marca Marlboro (Phillips Morris, Santa Cruz do Sul, RS, Brasil)
(ROSA et al., 2017), por 8 minutos, trés vezes ao dia, com um intervalo de 4 horas entre
cada exposicéo (08:30, 12:30, 16:30), 7 dias da semana, pelo tempo experimental de 50 dias.
A quantidade de cigarros utilizada em nosso estudo foi proposta por Gonzélez et al. (1996),
demonstrando que a inalacdo passiva da fumaca de 10 cigarros, trés vezes ao dia, por um
periodo 50 dias produz concentragdo seérica de nicotina semelhante a fumantes ativos.
Resultados néo publicados do nosso grupo, utilizando o mesmo modelo experimental,
demonstraram que a concentracdo plasmatica de nicotina encontrada no grupo tabagista
equivale a um fumante ativo.
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3.4 Administracdo de melatonina

Os animais dos grupos CN+ME, T+ME, PA+ME e T+PA+ME receberam MEL
(Melatonin, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) via oral por meio de gavagem.
Salientamos que a MEL foi ministrada em dose Unica (5 mg/kg de peso corporeo; volume
de 0,2 ml de MEL), diariamente as 19:00 durante 30 dias. Os animais ndo tratados (C, T,
PA, T+PA) receberam a solucéo salina via oral por meio de gavagem, seguindo 0s mesmos
critérios para os animais tratados (PALIN et al., 2018).

3.5 Avaliacéo da glicemia, insulinemia e sensibilidade a insulina

A glicemia foi analisada pelo meétodo enzimatico glicose-oxidase (Analisa
Diagnostica, Sao Paulo, Brasil) e a insulinemia foi avaliado pelo método Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay (ELISA) com a utilizagcdo de kit, seguindo as instru¢fes do
fabricante (Sensitive Rat Insulin, SRI-13K, Millipore, St Charles, MO, EUA). A
sensibilidade insulinica foi avaliada por meio do indice HOMA-IR (Homeostasis Model
Assessment - Insulin Resistance / Modelo de Avaliacdo da Homeostase - Resisténcia a
Insulina), calculado a partir da férmula: HOMA — IR = glicemia de jejum (mmol/L) x
insulinemia de jejum (uIU/mI1/22,5) (BONORA et al., 2000).

3.6 Avaliacdo da etapa inicial da via insulinica (pp185) em MG

3.6.1 Preparacio das amostras para a técnica de “Western blotting”

Imediatamente ap0s a extragdo, os tecidos foram homogeneizados em Polytron
(24000 rpm durante 10 s) em 2 ml de tampéo de extracao (Tris 100 mM, pH 7,5; EDTA
10 mM; SDS 1%; NaF 100 mM; Pirofosfato de Na 10 mM; Ortovanadato de Na 10 mM;
0,1 mg/mL Aprotinina), e mantidos em banho-maria (100° C) durante 10 min,
transferidos para gelo, e entdo centrifugados 16000 G durante 40 min (4° C). Do
sobrenadante foram retiradas aliquotas para determinacao da concentragdo proteica pelo
método de Lowry (Bio-RadProteinAssay - Bio-RadLaboratories, Hercules, USA), e para
estoque em tampdo desenvolvido por Laemmli (azul de bromofenol 0,1 %; SDS 10 %;
fosfato de sodio 1 M, pH 7,0; glicerol 50 %; DTT 15 %) (MATTERA, et al., 2019).

o “SDS-PAGE” - (“Sodium Dodecil Sulfate - Polyacrylamide Gel Electrophoresis”):
A primeira etapa do Western blotting consistiu na submissédo das amostras a corrida
eletroforética em gel de poliacrilamida. Por meio deste método, foi possivel separar
proteinas de acordo com seu peso molecular, sem que as unidades proteicas fossem
perdidas, permitindo estudos posteriores dessas fragOes proteicas. Foi utilizado o
método desenvolvido por Laemmli (1970) e modificado por Garfin (1990), o qual
envolve um sistema descontinuo de dois geis contiguos, mas diferentes: o gel de
“stacking” (3,39% T, 2,7% C — acrilamida 3,3%; bisacrilamida 0,09%; Tris 25 mM, pH
8,9; EDTA 2,0 mM; SDS 0,1%; TEMED 0.111%; persulfato de aménio 0,27%) e o gel
de resolucdo (6,16% T, 2,7% C - acrilamida 8%; bisacrilamida 0,16%; Tris 388 mM,
pH 6,7; EDTA 2,1 mM; SDS 0,1%; TEMED 0.115%; persulfato de aménio 0,17%;
glicerol 10%).
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Na montagem, o gel de resolugao ficou sob o gel de “stacking”, com orientagao
vertical, num sistema de cdmaras que manteve as por¢oes superiores e inferiores do gel
em contato com um tampéo de corrida (Tris 50 mM; glicina 375 mM; SDS 0,1%; EDTA
1,8 mM). No gel de “stacking” foram aplicadas as amostras solubilizadas em tampao
de “Laemmli”. Imediatamente antes da aplicacao, 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 0 empacotamento da amostra, o que
pode ser observado na transicdo dos géis. Posteriormente foi aplicada voltagem
constante de 100 V para a corrida no gel de resolugéo, durante 2 h. Juntamente com as
amostras, sempre foi colocado um padrdo de proteinas de pesos moleculares conhecidos
(Amersham ECL Full-Range Rainbow, GE Healthcare Life Sciences, Marlborough,
USA).

Transferéncia eletroforética: Apo6s a separacdo das fracOes proteicas no gel de
poliacrilamida, foi feita a transferéncia eletroforética dessas fracbes para uma
membrana de nitrocelulose Hybond-C Super (GE Healthcare Buckinghamshire,
Germany). A transferéncia foi realizada sob voltagem constante de 100 V, durante 2 h,
a 4° C, utilizando-se o tampao de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol
20%, SDS 0,02%).

“Immunoblotting”: Apés a transferéncia eletroforética, foi iniciado o processo de
imunodeteccdo de proteinas especificas (KRUGER; HAMMOND, 1988). As
membranas de nitrocelulose foram, primeiramente, incubadas na presenca de solugéo
bloqueadora (solucdo basal [SB] - NaCl 150 mM; Tris 10 mM; "Tween" 20 0,02%; pH
7,2 - acrescida de 5% de leite desnatado - 0% de gordura) durante 2 h a temperatura
ambiente, e entdo, lavadas com SB por trés sessbes de 10 min. Em seguida, as
membranas foram incubadas em solucdo (SB + 3% de leite desnatado) contendo 0s
anticorpos antifosfotirosina, e anti-f-actina. Todos os anticorpos foram adquiridos da
empresa Santa Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz, USA. Posteriormente foram
realizadas trés lavagens com SB, e as membranas foram incubadas durante 1 h com
segundo anticorpo contendo peroxidase de “horseradish” (kit de quimioluminescéncia
— ECL — GE Healthcare Buckinghamshire, Germany). Novamente, foram realizadas 3
lavagens da membrana de nitrocelulose com SB, com duragédo de 10 min cada lavagem.
Apds estes procedimentos, as membranas foram levadas até uma camara escura, onde
foi adicionado 1 ml de cada solucdo de deteccdo 1 e 2 (do kit de ECL), e foram
incubadas por 1 minuto. Por fim, foi drenado o excesso de reagente e as membranas de
nitrocelulose foram expostas a filme de RX (Hyperfilm ECL — GE Healthcare
Buckinghamshire, Germany), durante 10 min em temperatura ambiente. O filme foi
processado com solucdo reveladora e reforcadora GBX (KODAK BRASILEIRA, Sao
Paulo, BR) e solucgéo fixadora e reforcadora GBX (KODAK BRASILEIRA, S&o Paulo,
BR). A intensidade dos "blots” foi avaliada por densitometria optica, utilizando-se um
proGrama Scion Image (Scion Image-Release Beta 3b, NIH, Frederick, MD, USA).
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3.7 Analise estatistica

A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. A analise estatistica
foi feita por andlise de varidncia (ANOVA) em funcdo dos resultados do teste de
normalidade, para comparar glicemia, insulinemia, sensibilidade a insulina e grau de
fosforilacdo em tirosina da pp185 no MG entre os grupos, com nivel de significancia de 5%,
sendo o processamento dos dados realizado com auxilio do software Graph Pad Prism
versao7.0.
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4 RESULTADOS

4.1 Ingestéo alimentar

A Figura 3 mostra a ingestdo alimentar dos grupos CN, PA, T, T+PA, CN+ME,
PA+ME, T+ME e T+PA+ME avaliada durante todo o periodo experimental. Os resultados
demonstraram que ndo houve diferenca significativa nesse parametro entre 0s grupos
avaliados.

Figura 3 - Ingestdo alimentar (média) dos grupos: controle (CN), ratos tabagistas (T), ratos
com PA (PA), ratos tabagistas com PA (T+PA), controle tratados com MEL (CN+ME), ratos
com PA tratados com MEL (PA+ME), ratos tabagistas tratados com MEL (T+ME) e ratos
tabagistas com PA tratados com MEL (T+PA+ME) avaliado desde o inicio até o final do
experimento. Os valores sdo expressos como média £ EPM (n=16 animais por grupo).
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Fonte: do Autor

4.2 Avaliacdo da massa corporea

A Figura 4 representa os resultados da massa corporea dos grupos experimentais que
foram avaliados semanalmente, desde o inicio até o final do experimento. Pode-se observar
um aumento da massa dos animais em todos os grupos no decorrer das semanas
experimentais, ndo apresentando diferenga estatistica entre os diferentes grupos analisados.

Figura 4 - Massa corporea dos grupos: controle (CN), ratos tabagistas (T), ratos com PA (PA),
ratos tabagistas com PA (T+PA), controle tratados com MEL (CN+ME), ratos com PA
tratados com MEL (PA+ME), ratos tabagistas tratados com MEL (T+ME) e ratos tabagistas
com PA tratados com MEL (T+PA+ME) avaliado desde o inicio o final do experimento. Os
valores sdo expressos como média £ EPM (n=16 animais por grupo).
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4.3 Avaliacao da glicemia, insulinemia e indice de HOMA-IR

A Figura 5 a seguir apresenta os resultados da avaliacdo da glicemia, insulinemia de

jejum e do indice de HOMA-IR. O grupo T+PA apresentou aumento na glicemia quando
comparado aos grupos CN, CN+ME, PA+ME e T+ME. Em relacdo a insulinemia, houve
aumento neste parametro no grupo T, PA e T+PA quando comparado aos demais grupos; o
grupo T+PA apresentou valor significativamente maior a outros grupos. Os resultados de
HOMA-IR foram semelhantes aos encontrados na insulinemia.
Figura 5 — Valores de glicemia, insulinemia e HOMA-IR dos grupos: controle (CN), ratos
tabagistas (T), ratos com PA (PA), ratos tabagistas com PA (T+PA), controle tratados com
MEL (CN+ME), ratos com PA tratados com MEL (PA+ME), ratos tabagistas tratados com
MEL (T+ME) e ratos tabagistas com PA tratados com MEL (T+PA+ME). Os valores sio
apresentados como média £ EPM de cada grupo (n=10 animais por grupo). Letras diferentes
sobrescritas indicam diferencas estatisticamente significantes (p<0,05).
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4.2 Grau de fosforilacdo em tirosina da pp185 (antes e apds o estimulo
insulinico) no MG

Com o objetivo de verificar os mecanismos envolvidos na RI, avaliamos o grau de
fosforilacdo em tirosina da pp185 no MG antes (-) e apos (+) o sinal insulinico (Figura 6).
Nesta Figura observa-se uma redugéo significativa no grau de fosforilagéo da pp185 em
tirosina, apds o estimulo insulinico, nos grupos PA, T, T+PA, T+ME e T+PA+ME quando
comparados aos grupos CN, CN+ME e PA+ME. Entretanto, ndo houve diferenca estatistica
neste pardmetro entre os trés Gltimos grupos citados anteriormente.

Figura 6 - Avaliacdo do grau de fosforilacdo da ppl185 em tirosina (pTyr) antes (-) e apds (+)
estimulo insulinico, no musculo gastrognémio (MG) dos grupos: controle (CN), ratos
tabagistas (T), ratos com PA (PA), ratos tabagistas com PA (T+PA), controle tratados com
MEL (CN+ME), ratos com PA tratados com MEL (PA+ME), ratos tabagistas tratados com
MEL (T+ME) e ratos tabagistas com PA tratados com MEL (T+PA+ME). Em A
autorradiografias tipicas: quantidades iguais de proteinas foram analisadas (185 pg), sendo a
B-actina usada como controle. Em B sdo demonstrados os valores do grau de fosforilagdo em
tirosina da pp185 apresentados como média = EPM (n=6 animais por grupo). Letras diferentes
sobrescritas indicam diferencas estatisticamente significantes (p<0,05).
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5 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que a MEL, o tabaco, a PA e/ou a associagdo destes
elementos ndo causaram alteragOes significativas na ingestdo de alimentos e no peso
corporal dos grupos analisados. Na literatura, ha dados relevantes acerca da atuacdo da MEL
e do tabaco sobre esses parametros. Referente a MEL, sabe-se que este hormonio medeia a
integracdo entre 0 ambiente ciclico e a distribuicdo circadiana de processos fisiologicos e
comportamentais necessarios para otimizar a homeostase energética (CIPOLLA-NETO et
al., 2014). Estudos indicam que a MEL controla a expressao do gene pré-opiomelanocortina
(POMC) hipotalamico (RASMUSSEN et al., 2003), o que pode resultar em um efeito
anorexigénico direto na ingestéo alimentar desses animais. Estes resultados corroboram com
0 estudo de Zanuto et al. (2013), que concluiu que ratos idosos e obesos suplementados com
MEL na agua de beber por 8 semanas ndo apresentaram alteracfes nestes parametros. Ja o
estudo de Buonfiglio et al. (2018), que utilizou ratos pinealectomizados, constatou um
aumento da resisténcia a leptina, além da alteracdo de mecanismos termorreguladores,
reducdo da atividade do tecido adiposo marrom, resposta orexigéna e aumento do peso
corporal. No entanto, neste estudo, o tratamento com MEL reduziu a ingestdo de alimento e
0 peso corporal devido ao seu efeito no hipotalamo, modulando a expressdo de peptideos
relacionados a ingestdo alimentar.

O tabagismo € associado ao aumento do consumo de energia, a diminui¢do do apetite e
da palatabilidade. Isso esta ligado ao fato de fumantes terem menor massa corporal do que
ndo fumantes. Também é possivel notar um aumento de peso em pessoas que deixam de
fumar, uma vez que aumentam a ingestdo de alimentos (CHIOLERO et al., 2008). Como ja
foi mencionado, ndo houve alteragdo na massa corporal nem na ingestao alimentar entre o0s
grupos analisados neste estudo (Figuras 3 e 4). A justificativa, neste caso, é provavelmente
a exposicao insuficiente a fumaca do cigarro, por um periodo curto para causar a reducao da
ingestdo alimentar e da palatabilidade. O estudo realizado por Ebersbach-Silva et al. (2013)
envolveu a exposicao passiva a fumaca de cigarro por 8 semanas em ratos sedentarios e que
fizeram exercicio fisico. Nao houve alteracdo entre os grupos estudados. Entretanto, Wager-
Srdar et al. (1984) constataram que ratos submetidos a 14 dias a fumaca do cigarro tiveram
uma reducdo no peso e na ingestdo de alimentos quando comparados aos animais nao
expostos, salientando que a exposicdo a fumaca do cigarro foi superior em comparagdo ao
presente estudo. Nossos resultados estdo de acordo com os de Azzalini et al. (2010), que nédo
encontraram alteracOes destes parametros em ratos expostos a fumaca de cigarro por 4
semanas. Por isso, a ingestdo alimentar e a massa corpérea sdo influenciadas pela
quantidade de cigarro e tempo de exposi¢do a fumaca.

Os resultados também demonstraram que os grupos PA, T e T+PA apresentaram
aumento da RI quando comparados ao grupo CN e aos grupos tratados com MEL. Ademais,
a associacao das variaveis tabaco e periodontite apical promoveu alteracdo exacerbada neste
parametro metabolico em relagdo aos grupos analisados isoladamente. Interessantemente, a
administracdo de MEL em animais com tabaco (grupos T+ME), periodontite apical
(PA+ME) e a associacdo destas variaveis (grupo T+PA+ME) foi capaz de melhorar a
sensibilidade a insulina. Alguns dos resultados apresentados sdo corroborados pelos estudos
conduzidos por Astolphi et al. (2013) e Pereira et al. (2017), nos quais foi demonstrado que
ratos com PA apresentam RI. Tavares et al. (2021) mostraram que a MEL melhora a
sensibilidade a insulina em ratos com PA. Ademais, no estudo de Santos et al. (2018),
verificou-se que ratos com doenca periodontal (DP) e/ou pianelectomizados suplementados
com MEL tiveram uma reducdo na RI. Agil et al. (2011) demonstraram que a administragdo
de MEL reduziu os indices de HOMA-IR e a insulinemia em ratos Zucker com diabetes
Tipo 2. Adicionalmente, Kitagawa, Ohta e Ohashi (2012) demonstraram que a MEL atenua
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a sindrome metabolica em ratos obesos induzidos por dieta hipercalorica composta por
frutose.

Estudos tém sido realizados para aprimorar a compreensdo da conexdo entre as
enfermidades orais e as mudancas sistémicas, bem como os efeitos da administracdo de
certos compostos no surgimento dessas enfermidades (AZUMA et al., 2018; TAVARES et
al., 2021). A RI é definida como uma reacdo inadequada dos tecidos periféricos a insulina,
resultando em uma utilizacdo inadequada da glicose e, consequentemente, levando a um
quadro de hiperglicemia (REHMAN; AKASH, 2016). Pesquisas indicam que o tabagismo
estd associado a RI e a diminuicdo da tolerancia a glicose (SAIRENCHI et al., 2004;
WEITZMAN et al., 2005). Kose et al. (2016) conduziram um estudo com ratos diabéticos
induzidos por aloxana, no qual foi constatada uma reducdo significativa nos niveis
plasmaéticos de glicose em animais diabéticos tratados com MEL. Ademais, a MEL é capaz
de reverter a Rl e melhorar captacdo de glicose em tecido adiposo de ratos
pinealectomizados (LIMA et al., 1998; ZANQUETTA et al., 2003). Oliveira et al., (2012)
verificaram que a MEL promoveu alteracGes metabdlicas positivas em ratos diabéticos em
longo prazo, incluindo a RI e o controle glicémico. Patel et al. (2022) relacionam uma
ligacdo funcional entre a MEL e a insulina que pode estar envolvida no surgimento do
diabetes mellitus tipo 2, salientando que o tratamento com MEL exdgena em modelos
celulares, animais e pessoas diabéticas ajuda a aliviar o diabetes e as complicacdes
associadas a essa doenca.

Estudos de KAMSRIJALI et al. (2020) demonstraram que o tratamento com MEL
restaurou a atividade das proteinas que atuam na via de sinalizagdo insulinica em
hipocampos de ratos diabéticos. Ademais, ZANUTO et al. (2013) observaram resultados
semelhantes em hipotalamo, figado, musculo esquelético e tecido adiposo marrom de ratos
idosos e obesos. Neste mesmo estudo de Zanuto et. al, constatou-se que o envelhecimento
diminuiu a producdo de MEL e prejudicou a sinalizacéo insulinica; e a suplementa¢do com
MEL promoveu aumento na sensibilidade a insulina e preveniu a Rl relacionada a idade.

HEO et al., (2018) demonstrou que a MEL melhora a sensibilidade insulinica e reduz
0 grau de esteatose hepatica em camundongos que receberam dieta hiperlipidica. Evidéncias
indicam que a MEL tem um impacto no metabolismo da glicose e na patogénese do diabetes
mellitus tipo 2 em ratos e humanos (PESCHKE; MUHLBAUER, 2010).

Os beneficios da MEL na sinalizacdo insulinica em células musculares esqueléticas
foram demonstrados em estudos clinicos (TAVARES et al., 2021; TEODORO et al., 2014)
e in vitro (QUAN et al., 2015). Um dos mecanismos intracelulares pelo qual a MEL pode
melhorar a RI nessas células foi identificado por Teodoro et al. (2014), que descobriram que
a MEL, pela ativagéo da proteina quinase Il dependente de célcio-calmodulina (CAMK 1),
induz a fosforilagdo da CREB. A CREB aumenta a expresséo do coativador-1a do receptor
ativado por proliferador do peroxissoma (PGC-1a) que, por sua vez, ativa genes-chave
envolvidos na biogénese mitocondrial, levando a fosforilacdo da Akt e aumento da captacdo
de glicose no musculo esquelético. Quan et al. (2015) mostraram que o tratamento com
tunicamicina reduziu a fosforilagdo da Akt estimulada pela insulina, mas o pré-tratamento
com MEL restaurou a via de sinalizacéo insulinica em células musculares esqueléticas.

Esses resultados demonstraram que a associagdo de T e PA exacerba a Rl e a MEL foi
capaz de reverter esta alteracdo. Entretanto, no sinal insulinico, a MEL n&o foi capaz de
reverter a alteragcdo neste parametro no grupo T+PA, demonstrando que a MEL pode atuar
em outros mecanismos que interferem na sensibilidade a insulina.
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6 RESUMO DOS PRINCIPAIS RESULTADOS

Frente aos resultados encontrados pode-se observar que:

« Nao houve diferenca estatistica na ingestdo alimentar e na massa corporea entre
0s grupos analisados.

e A glicemia aumentou somente no grupo T+PA em relacéo ao controle;

o Tanto ainsulinemia e a Rl foram maiores na presenca de PA e tabagismo, sendo
que a MEL reverteu este aumento;

« Aassociacdo da PA e do tabagismo promoveu exacerbacdo tanto da insulinemia
como da RI, com diminuicdo desta alteracdo na presenca de MEL;

e Osgrupos T, PA e T+PA apresentaram reducdo no grau de fosforilagdo da pp185
em tirosina, sendo que a MEL s6 conseguiu reverter essa alteragéo no grupo PA,
demonstrando que o T promove uma alteracdo mais intensa, dificultando a acédo
da MEL.
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7 CONCLUSAO

Pode-se concluir que a PA e T promoveram RI. A associacdo destas variaveis
exacerbou a RI e a melatonina conseguiu reverter esta alteracdo. Estes resultados
demonstram a acdo benéfica da MEL na sensibilidade insulinica, podendo ser utilizada
como agente terapéutico e/ou preventivo em alteragOes sistémicas e locais decorrentes da
PA e do tabagismo.
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