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RESUMO

A relagdo entre processos inflamatérios orais e saude sistémica vem se
tornando um aspecto de grande interesse da comunidade médica e odontoldgica, visto
que o numero de publicagcdes sobre este tema aumentou consideravelmente nos
ultimos anos. A periodontite apical (PEA) é uma inflamagéo oral associada ao
aumento de citocinas pro-inflamatoérias que podem atuar de forma local e sistémica.
Além disso, possui associagcdes com outras doencgas, tais como a sindrome
metabdlica e Diabetes Mellitus. Estudos do nosso laboratério demonstraram que a
PEA em ratos ocasiona resisténcia insulinica (Rl) e altera¢gdes no sinal insulinico.
Sabe-se que a melatonina (MEL) melhora a RI. Nesse sentido, hipotetizamos que a
suplementacdo de MEL em ratos com PEA poderia prevenir ou diminuir a RI
encontrada nestes animais. Considerando-se os efeitos regulatérios da MEL sobre
processos inflamatorios, se faz relevante avaliar a influéncia da suplementacéao de
MEL sobre um processo inflamatério localizado como a PEA. Portanto, o presente
estudo teve como obijetivo avaliar os efeitos da suplementagcdo da MEL na RI, na via
insulinica e inflamatdria, nas concentracdes plasmaticas de citocinas inflamatérias e
no perfil lipidico em ratos com PEA. Para tanto, 72 ratos Wistar foram distribuidos em
4 grupos: a) controle (CN); b) controle suplementado com MEL (CNMEL); c) PEA
(PEA); d) PEA suplementado com MEL (PEAMEL). As PEA foram induzidas aos 60
dias de idade pela exposi¢cao da polpa dentaria dos primeiros e segundos molares
direitos (superiores e inferiores) ao ambiente oral. Apds a indugao das PEA, foi iniciada
a suplementagdo com MEL (5 mg/kg) por via oral (diluida em agua de beber) por 60
dias. Ao término do tratamento foram analisados os seguintes parametros: 1) glicemia;
2) insulinemia; 3) resisténcia a insulina (HOMA-IR); 4) grau de fosforilagédo em tirosina
da pp185 e em serina da Akt em musculo séleo (MS) e extensor digital longo (EDL);
5) grau de fosforilagao de IKKa/B e JNK em MS e EDL; 6) concentragdes plasmaticas
de citocinas inflamatdrias (TNF-q, IL-6, IL-1B e IL-10); 7) perfil lipidico (colesterolemia

e triacilgliceridemia). As analises estatisticas foram realizadas por analise de variancia



de dois ou trés fatores seguida pelo teste de Bonferroni. As diferencas entre os grupos
foram consideradas significantes quando p < 0,05. Os resultados demonstraram que
a PEA em ratos promoveu: 1) RI; 2) dislipidemia; 3) aumento das concentracdes de
citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-6 e IL-13); 4) aumento do grau de fosforilagéo
de IKKa/B em MS e EDL; 5) diminuigdo da concentragao da citocina anti-inflamatéria
IL-10; 6) prejuizo no sinal insulinico (grau de fosforilagdo da pp185 em tirosina e Akt
em serina) em MS. A suplementacdo com MEL em ratos com PEA melhorou a
sensibilidade insulinica, diminuiu as concentragdes de VLDL, TG, TNF-a e IL-1,
aumentou IL-10 e alterou o sinal insulinico em MS e o grau de fosforilacao de IKKa/3
em MS e EDL. Esses resultados demonstraram que a MEL é um potente tratamento
adjuvante para melhorar a sensibilidade insulinica, dislipidemia e alteragbes nas vias
de sinalizagao insulinica e inflamatoéria promovidas pela PEA. Além disso, o impacto

da PEA na saude geral também foi demonstrado.

Palavras-chave: Inflamacdo. Melatonina. Resisténcia a insulina. Periodontite apical.
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ABSTRACT

The relationship between oral inflammatory processes and systemic health has
become an aspect of great interest to the medical and dental community, since the
number of publications on this topic has increased considerably in recent years. Apical
periodontitis (PEA) is an oral inflammation associated with an increase in
proinflammatory cytokines that can act locally and systemically. In addition, it has
associations with other diseases, such as metabolic syndrome and Diabetes Mellitus.
Studies in our laboratory have shown that PEA in rats causes insulin resistance (IR)
and changes in insulin signal. Melatonin (MEL) is known to improve IR. In this sense,
we hypothesized that the supplementation of MEL in rats with PEA could prevent or
decrease the IR found in these animals. Considering the regulatory effects of MEL on
inflammatory processes, it is important to assess the influence of MEL
supplementation on a localized inflammatory process such as PEA. Therefore, the
present study aimed to verify the effects of MEL supplementation on IR, on the insulin
and inflammatory pathways, on the plasma concentrations of inflammatory cytokines
and on the lipid profile in rats with PEA. For that, 72 Wistar rats were divided into 4
groups: a) control (CN); b) control supplemented with MEL (CNMEL); c) PEA (PEA);
d) PEA supplemented with MEL (PEAMEL). PEA were induced at 60 days of age by
dental pulp exposure of the first and second right molars (upper and lower) to the oral
environment. After PEA induction, supplementation with MEL (5 mg/kg) orally (diluted
in drinking water) for 60 days was initiated. At the end of treatment, the following
parameters were analyzed: 1) glycemia; 2) insulinemia; 3) insulin resistance (HOMA-
IR); 4) phosphorylation status of pp185 tyrosine and Akt serine in soleus (SM) and
extensor digitorum longus (EDL) muscles; 5) phosphorylation status of IKKa/B and
JNK in SM and EDL,; 6) plasma concentrations of inflammatory cytokines (TNF-a, IL-
6, IL-1B and IL-10); 7) lipid profile (cholesterolemia and triacylglyceridemia). The
statistical analysis were performed by analysis of variance of two or three factors

followed by the Bonferroni test. Differences between groups were considered



significant when p < 0,05. The results demonstrated that the PEA in rats promoted: 1)
IR; 2) dyslipidemia; 3) increased plasma concentrations of pro-inflammatory cytokines
(TNF-a, IL-6 and IL-18); 4) increased phosphorylation status of IKKa/3 in SM and EDL,;
5) decreased concentration of the anti-inflammatory cytokine IL-10; 6) impaired in the
insulin signal (phosphorylation status of pp185 tyrosine and Akt serine) in SM. MEL
supplementation in rats with PEA improved insulin sensitivity, decreased
concentrations of VLDL, TG, TNF-a and IL-1B, increased IL-10 and changed the insulin
signal in SM and the phosphorylation status of IKKa/f in SM and EDL. These results
demonstrated that MEL is a potent adjuvant treatment to improve insulin sensitivity,
dyslipidemia and changes in the insulin signaling and inflammatory pathways
promoted by PEA. In addition, the impact of PEA on general health has also been

demonstrated.

Keywords: Inflammation. Melatonin. Insulin resistance. Apical periodontitis.
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SDS-PAGE. IKKa/B foi utilizada como controle. Em B e D,
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(PEAMEL). Em A e C, auto-radiografia tipica: quantidades
iguais de proteina (185 ug) foram submetidas a SDS-PAGE.
JNK foi utilizada como controle. Em B e D, valores do grau
de fosforilagdo da proteina JNK, expressos em unidades

arbitrarias, sdo apresentados como média + EPM, n=8.
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1 INTRODUGAO

1.1 Melatonina e suas fungoes

A melatonina (MEL) ou N-acetil-5-metoxitriptamina € uma indolamina com
caracteristica anfifilica amplamente distribuida na natureza (RIOS et al., 2010),
incluindo animais vertebrados e varios taxons filogeneticamente distantes, como
bactérias, algas, plantas, fungos e animais invertebrados (MIGLIORI et al., 2012). A
molécula foi isolada pela primeira vez em 1958, por Aaron B. Lerner (LERNER et al.,
1958); posteriormente, um grande numero de pesquisadores focaram seus estudos
nessa molécula.

Em todos os animais, a MEL é sintetizada principalmente na glandula pineal
durante o periodo escuro do ciclo circadiano (FARIA et al., 2013), sendo conhecida
como o “hormoénio das trevas” (PANDI-PERUMAL et al., 2006). Esta envolvida com o
tempo e em processos relacionados ao tempo, como codificacdo de informacdes de
relégio e calendario no cérebro (ERREN; REITER, 2015). No entanto, em seres
humanos, sua sintese também ocorre em outros tecidos, principalmente para
utilizacao local, e sdo independentes do ciclo claro/escuro. Esses tecidos extrapineais
incluem a retina (TOSINI; MENAKER, 1998), intestino (BUBENIK, 2002), pele
(SLOMINSKI et al., 2005) e células da medula 6ssea (CONTI et al., 2000). Entretanto,
as concentracbes de MEL encontradas no plasma circulante e no liquido
cefalorraquidiano derivam quase exclusivamente da glandula pineal (CAROCCI;
CATALANO; SINICROPI, 2014; LEWY, 2003; PANDI-PERUMAL et al., 2008).

A MEL é derivada do aminoacido triptofano que sob a acédo da enzima triptofano
hidroxilase (TPOH) €& convertida em 5-hidroxitriptofano (5-HTP). Este sofre
descarboxilagao pela enzima descarboxilase de L-aminoacidos aromaticos, formando
serotonina (5-HT). A serotonina é acetilada sob a acgado da arilalquilamina-N-
acetiltransferase (AA-NAT), sendo convertida em N-acetilserotonina (NAS), que por
sua vez, é oximetilada pela hidroxi-indol-O-metil-transferase (HIOMT) dando origem
finalmente a MEL (PANDI-PERUMAL et al., 2006).

A sintese de MEL depende de uma via neural que se inicia em neurdnios das
células ganglionares da retina que expressam melanopsina e sao intrinsecamente
fotossensiveis (DACEY et al., 2005; PANDA et al., 2005). Esses neurénios transmitem
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as informagdes da luminosidade ambiental por meio de proje¢cdes do trato retino-
hipotalémico para o nucleo supraquiasmatico — NSQ (MOORE; LENN, 1972). O NSQ
projeta-se para os nucleos paraventriculares hipotalamicos e, desses, para a coluna
intermediolateral dos segmentos toracicos superiores da medula espinhal, onde estao
localizados os neurbnios pré-ganglionares simpaticos, que por sua vez, projetam
axoénios aos ganglios cervicais superiores que enviam projegdes simpaticas pos-
ganglionares por meio dos nervos conarii para a glandula pineal, podendo ocasionar
a liberacdo de noradrenalina para modular a sintese de MEL (KAPPERS, 1960;
REITER, 1991).

Além da regulagao pela noradrenalina, outros fatores também podem modular
a sintese de MEL, incluindo o peptideo vasoativo intestinal (VIP), peptideo de ativagéo
ciclica do adenilato hipofisario (PACAP), neuropeptideo Y (NPY) (SIMONNEAUX;
RIBELAYGA, 2003), glutamato (KIM et al., 2008), angiotensina (BALTATU et al.,
2002), leptina (PELICIARI-GARCIA et al., 2013) e insulina (GARCIA et al., 2008).

Por meio desta via neural, a produ¢ao de MEL expressa um ritmo circadiano
sincronizado com o ciclo claro/escuro. O NSQ abrange todos os relégios periféricos e,
dessa forma, todos os processos fisiologicos e comportamentais. Essa regulagao é
efetuada por meio de conexdes neurais diretas ou indiretas e/ou mediadores
humorais/hormonais e a MEL é um desses mediadores, sendo um importante
sincronizador interno (CIPOLLA-NETO et al., 2014) ou "zeitgeber interno" (DAWSON,;
ARMSTRONG, 1996).

Uma vez sintetizada pelos pinealdcitos, a MEL é imediatamente secretada no
sangue e no liquido cefalorraquidiano (SKINNER; MALPAUX, 1999). Liga-se
principalmente a albumina no plasma (CARDINALI; LYNCH; WURTMAN, 1972) e
pode ser aferida na saliva ou na urina (NOWAK et al. 1987). Em resumo, a informagao
fética € traduzida pela pineal em um sinal enddcrino que é recebido por todas as
células do corpo, contribuindo para a sincronizagao de varias atividades fisiolégicas
que também ocorrem em um padréo ritmico dependente do ciclo luz/escuro (ERREN;
REITER, 2015).

A luminosidade pode inibir a produgédo de MEL via pineal (CIPOLLA-NETO;
AFECHE, 2012), sendo que a supressdo é mais sensivel a luz fluorescente azul
(BRAINARD et al., 1984). Desta forma, trabalhadores noturnos expostos a luz durante
suas jornadas de trabalho apresentam diminuicdo da secreg¢do de MEL pela glandula
pineal (DIJK et al., 2012; HARDELAND et al., 2011; MARIE HANSEN; HELENE
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GARDE; HANSEN, 2006) e desenvolvem uma dessincronizagao crénica do ritmo
circadiano (FOLKARD, 2008; HAUS; SMOLENSKY, 2006).

Outros fatores determinantes na diminuicdo da secrecdo de MEL sdo o
envelhecimento, tanto sobre a secrecdo de MEL via pineal (PANG et al., 1990;
REITER et al., 1981), quanto sobre a secrecgéao via tecidos extrapineais (SANCHEZ-
HIDALGO et al., 2009), bloqueadores B1-adrenérgicos (ARENDT et al., 1985), anti-
inflamatorios n&o esteroidais (AINEs) (MURPHY; MYERS; BADIA, 1996) e a ativacao
do fator de transcri¢gdo nuclear kappa B (NF-kB) (MARKUS et al., 2007).

A MEL exerce suas acoes fisioldgicas via receptores de membrana MT1 e MT2
acoplados a proteina G (DUBOCOVICH, 1995; REPPERT et al., 1994), receptores
nucleares da familia do acido retinoico, em particular, RORa1, RORa2, RZRa e RZRf3
(WIESENBERG et al., 1995), como também apresenta efeitos diretos (mediados por
n&o receptores) em proteinas intracelulares como calmodulina ou tubulina (BENITEZ-
KING, 2006; CARDINALI; FREIRE, 1975).

Os receptores de membrana estao presentes em muitos tecidos, incluindo, por
exemplo, vasculatura, células imunes, O6rgdos vegetativos (DUBOCOVICH;
MARKOWSKA, 2005) e NSQ (DUBOCOVICH; BENLOUCIF; MASANA, 1995;
REPPERT et al., 1988). O receptor MT1 diminui as taxas de disparo neuronal,
enquanto o receptor MT2 regula as mudancas de fase dos ritmos circadianos
(DUBOCOVICH et al., 2003). Um terceiro receptor de membrana é o receptor MT3,
identificado como a enzima quinona redutase 2 (QR2) (RIOS et al., 2010). A ampla
distribuicdo desses receptores indica a capacidade de resposta da MEL em
numerosos 6rgaos periféricos (POIREL et al., 2003). Em geral, a ativagao desses
receptores inibe a adenilato ciclase (RIOS et al., 2010), diminui a concentragdo de
monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) (CAROCCI; CATALANO; SINICROPI,
2014), seguido por diminuigado da atividade da proteina quinase A (PKA) e fosforilagao
da proteina de ligagao ao elemento responsivo a AMPc (CREB) (DUBOCOVICH et
al., 2003; JIN et al., 2003).

As fungdes da MEL podem ser divididas em cronobidticas e ndo-cronobidticas.
Os efeitos cronobiodticos compreendem a regulagcdo das fungdes fisioldgicas e
neuroenddcrinas, como a sincronizagao dos ritmos reprodutivos sazonais (TAMARKIN
etal., 1976), a regulagao dos ciclos circadianos (ALONSO-VALE et al., 2008), do ciclo
sono/vigilia (LYSENG-WILLIAMSON, 2012), da temperatura (AOKI et al., 2008) e do
ritmo diario dos hormoénios (IKEGAMI et al., 2019) e citocinas (CECON; MARKUS,
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2011). Os efeitos nao-cronobidticos estdo altamente relacionados a resposta de
defesa imunolégica (CECON; MARKUS, 2011), a efeitos anti-inflamatérios
(GENOVESE et al., 2005), antidepressivos (ERGUN et al., 2006), anticonvulsivantes
(YAHYAVI-FIROUZ-ABADI et al., 2006) e analgésicos (MANTOVANI et al., 2006).
Além disso, os efeitos nao-cronobidticos também apresentam propriedades
antioxidantes e de remocgao de radicais livres, mostrando um papel protetor em varias
doencas relacionadas ao estresse oxidativo, como a doenga de Alzheimer
(SRINIVASAN et al., 2005) e a doenca de Parkinson (MILLER; SELHUB; JOSEPH,
1996).

Outros papeis atribuidos a MEL envolvem protecéo contra o cancer (BONDY;
CAMPBELL, 2018), acao na fisiologia 6ssea (MARANI, 2018; PALIN et al., 2018), no
metabolismo energético, na secregdo e agao da insulina, na expressao génica do
transportador de glicose tipo 4 (GLUT4) (KORKMAZ et al., 2012; LIMA et al., 1998) e
na regulacdo da glicemia (KARAMITRI et al., 2013). Devido ao seu potencial
terapéutico em varias condi¢cdes clinicas, ha varios estudos que demonstram a
resposta benéfica a administracdo exégena de MEL (CAROCCI; CATALANO;
SINICROPI, 2014; CECON; MARKUS, 2011).

Sob condi¢gdes normais, a resposta imunoldgica inata envolve uma fase pro-
inflamatdria seguida de uma fase anti-inflamatdria. O equilibrio entre elas culmina na
defesa contra patdgenos, delimitagdo do dano tecidual, recuperagao e cicatrizagao
tecidual (LICASTRO et al., 2005). Diversos mecanismos fisiologicos, incluindo as
agdes da MEL, contribuem para interromper uma resposta de defesa desnecessaria
(NELSON; DRAZEN, 2000).

Quando um organismo € lesado, € necessaria uma resposta imunolégica rapida
e eficiente. As citocinas inflamatdrias inicialmente liberadas, como o fator de necrose
tumoral (TNF) a, bloqueiam a produgéo noturna de MEL por meio da via NF-kB. O
estudo de Da Silveira Cruz-Machado et al. (2010) verificou que a ativagao dos
receptores TLR4/CD14 pelos lipopolissacarideos (LPS) induz a translocagao nuclear
dos dimeros p50/p50 e p50/pRELA NF-kB, que leva a expressdao de TNF-a em
pinealécitos, regulacao positiva de receptor 1 de TNF (TNFR1) nestas células e a
inibicdo da via biossintética da MEL. Esta inibicdo ocorre por meio da inibicdo da
transcricdo génica de AA-NAT (uma enzima chave na sintese de MEL) pelo TNF-a
(FERNANDES et al., 2006). O incremento da MEL, durante o periodo noturno,

prejudica a rolagem e a adesao dos leucdcitos as camadas endoteliais, prejudicando
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a migracao celular e estimulando a produgao noturna de interleucina (IL) 2 pelos
linfécitos T auxiliares, exercendo um efeito imunoestimulador. Por outro lado, a
liberacdo de TNF-a a partir de macréfagos ativados suprime o aumento noturno da
MEL, permitindo uma migracao celular completa e inibindo a producéo de IL-2. Em
sequéncia, as células mononucleares e polimorfonucleares ativadas produzem MEL
de maneira paracrina no local da leséo, que elimina os radicais livres e colabora para
resolver a resposta inflamatoéria. A diminuigdo sequencial da producdo de TNF-a é
seguida pela recuperacao do aumento noturno da MEL e produgéo de IL-2 (MARKUS
et al. 2007).

A MEL pode se ligar a receptores de membrana acoplados a proteina G de
células imunocompetentes (POON et al. 1994; MAESTRONI, 1995). Os linfocitos
CD4+ sao células mais responsivas a MEL do que os linfocitos CD8+, devido a
presenca de maior numero de sitios de ligagdo para este horménio. A MEL aumenta
a producéo de IL-2 e interferon (IFN) - y nessas células. Em contrapartida, a IL-2 inibe
a producédo de MEL pela glandula pineal, indicando um sistema de retroalimentagao
negativo (MAESTRONI, 1998). Salienta-se que a susceptibilidade a MEL depende do
ciclo claro-escuro e da estagao do ano.

Considerando os efeitos da MEL sobre os processos inflamatérios, Cutando et
al. (2015) demonstraram que a aplicagao topica de MEL em pacientes com doenca
periodontal (DP) promoveu melhora na saude periodontal. Ademais, Dos Santos et al.
(2018) demonstraram que a MEL promoveu redugédo na concentragédo plasmatica de
TNF-a, melhora na sensibilidade a insulina e no perfil lipidico em ratos

pinealectomizados com DP.

1.2 Periodontite apical (PEA)

A periodontite apical (PEA), patologia semelhante a DP, se caracteriza como
uma lesao inflamatéria aguda (sintomatica) ou crénica (assintomatica), localizada
junto ao apice dentario, causada pela infeccdo microbiana dos canais radiculares
(STASHENKO et al., 1994). Esta condicéo esta geralmente associada a restauragao
de dentes com lesdes profundas de carie ou dentes fraturados. Ademais, a PEA pode
ocorrer como consequéncia de varios insultos a polpa dentaria, incluindo infecgao,

traumas fisicos, iatrogénicos e apos terapia endodéntica mal sucedida (STASHENKO;
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TELES; D'SOUZA, 1998). No estudo de Kakehashi et al. (1965), que avaliou animais
comuns e germ-free, a PEA ocorreu somente em dentes que apresentavam
microorganismos. Este trabalho evidenciou que em animais germ-free a exposi¢cao
pulpar ao meio bucal promoveu apenas uma resposta inflamatéria minima. Por outro
lado, em animais comuns (portadores de uma microbiota), observou-se uma infecgao
com necrose pulpar e abscesso apical.

A regulacdo da inflamagdo da PEA é extremamente complexa, na qual
participam diferentes tipos celulares, tais como leucécitos (macréfagos, neutrdfilos,
eosindfilos, basdfilos e linfocitos B e T, especialmente T-helper [Th] e T-supressores),
citocinas, neuropeptideos e prostaglandinas (PG) (CYMERMAN et al.,, 1984;
METZGER, 2000; STASHENKO; TELES; D'SOUZA, 1998). Inicialmente, ocorre
contaminagao predominantemente por microrganismos aerébios facultativos e, apos
mudang¢a microbiana devido ao ambiente pulpar, predominam os microrganismos
anaerdébios gram-negativos (SUNDQVIST, 1992). A parede celular desses
microrganismos possui endotoxina denominada LPS (PALSSON-MCDERMOTT;
O'NEILL, 2004). A resposta do sistema imune aos LPS inicia-se por meio de leséo
inflamatoria pulpar e consequente PEA com concomitante reabsorcédo &ssea
(STASHENKO et al., 1994).

A principio, as respostas a microbiota oral incluem o influxo de leucécitos
polimorfonucleares (PMN) (WARFVINGE; DAHLEN; BERGENHOLTZ, 1985) e
mondcitos (BERGENHOLTZ; NAGAOKA; JONTELL, 1991). O infiltrado celular torna-
se progressivamente mais intenso e assume carater "misto", composto por
macrofagos, linfocitos T citotoxicos e T auxiliares (T-helper) (HAHN; FALKLER;
SIEGEL, 1989; KAWASHIMA et al., 1996; KOPP; SCHWARTING, 1989; METZGER,
2000). As células T-helper (Th) 1 produzem predominantemente IL-2 e IFN-y, os quais
possuem papel importante no recrutamento e ativagdo de macréfagos, enquanto as
células Th2 produzem IL-4, IL-5 e IL-6 que estimulam diferenciacao, proliferagao e
ativacdo de anticorpos (JONTELL et al 1998). Os neutréfilos e os
mondcitos/macréfagos sao células sanguineas recrutadas para os locais de infecgéo,
um processo mediado pela ligagdo a moléculas de adesao epitelial que sao induzidas
pelas citocinas TNF e IL-1. Quando estdo no local da infecgao, os neutrdfilos e
macrofagos reconhecem os patdégenos por meio de varios receptores, ingerem-nos
para destruigao intracelular, secretam citocinas e respondem de outras maneiras para

eliminar os patdgenos e reparar os tecidos infectados (ABBAS; LICHTMAN, p. 42,
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2009). Stashenko e colaboradores (1994) demonstraram que a PEA em ratos
expandiu-se rapidamente nos primeiros 7 a 20 dias apos a lesdo (fase aguda) e
desacelerou a partir deste periodo (fase cronica). Dessa forma, os ratos deste projeto
de pesquisa serao considerados como portadores de PEA em fase cronica.

Ha algum tempo tenta-se elucidar os efeitos de inflamacgdes orais sobre a saude
sistémica. Walton e Langeland (1978) relatam estar bem elucidado na literatura que
uma ampla gama de materiais e substancias, quando inoculados em tecido pulpar,
pode migrar para tecidos adjacentes ao dente ou para a circulagéo sistémica, devido
a ligacao circulatoria entre a polpa dental e outras estruturas distantes da cavidade
oral. Esta associagao torna-se valida quando patologias orais de carater inflamatério
ocorrem simultaneamente com outros danos sistémicos, tais como osteoporose
(DODD; ROWE, 2013), doengas cardiovasculares (CAPLAN et al, 2006;
DESVARIEUX et al., 2004; SEYMOUR et al., 2007), doengas respiratorias (PAJU;
SCANNAPIECO, 2007) e resisténcia insulinica (RI) (ASTOLPHI et al., 2013), que esta

relacionada com o Diabetes Mellitus tipo 1l (DM2).

1.3 Sinalizagao insulinica e mecanismos relacionados a resisténcia

insulinica na PEA

Em tecidos sensiveis a insulina, esse horménio liga-se ao seu receptor e
aumenta a atividade do receptor da insulina de tirosinaquinase, promovendo a
fosforilagdo de substratos de receptores da insulina (IRS-1, IRS-2). A fosforilagdo da
tirosina do IRS-1 resulta na interagdo da subunidade p85 reguladora da enzima
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) e ativa a subunidade p110 catalitica. Isto conduz a
ativagao proteina quinase B (PKB/Akt) e fosforilagdo do seu substrato, AS160,
facilitando a translocacdo de GLUT4 para o sarcolema e possibilitando a entrada de
glicose. Portanto, a manutencao das respostas adequadas da via IRS-PI3K-Akt &
crucial para o normal metabolismo de glicose mediada pela insulina em tecidos
sensiveis a mesma (WEI et al., 2008).

Nos ultimos anos, nosso grupo de pesquisa conduziu alguns estudos com
objetivo de compreender mecanismos relacionados a Rl na PEA. Em uma de nossas
publicagdes (PEREIRA et al., 2017) foi relatado que ratos com PEA apresentam um

aumento do conteudo de macréfagos e maior sinalizagédo inflamatéria no tecido
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muscular, concomitante ao aumento das concentracdes séricas de LPS. Dessa forma,
além da inflamacgédo de baixo grau caracterizada por um aumento de citocinas
inflamatorias, os LPS presentes nas bactérias da cavidade oral podem atingir a
circulacdo sistémica e também atuarem como um possivel mediador de alteracdes
sistémicas (GEERTS et al., 2002).

Os LPS possuem a capacidade de ativar receptores do tipo Toll (TLR),
receptores de superficie celular que atuam na ativagao da imunidade inata e inducao
de respostas inflamatorias. Esta substancia € um ligante especifico para TLR2 e
TLR4, apresentando maior especificidade para o TLR4, que, particularmente, esta
expresso em varios tipos celulares, mas principalmente em células do sistema imune
(MEDZHITOV, 2001; TAKEUCHI et al., 2002). Quando liberado por bactérias gram-
negativas, os LPS associam-se a uma proteina plasmatica soluvel chamada proteina
ligante de LPS (LBP ou LPS-binding protein) (KRASITY et al., 2015), que auxilia a
ligacdo dos LPS ao co-receptor CD14, formando o complexo LPS-CD14. Este
complexo, por sua vez, € reconhecido pelo complexo TLR4-MD-2, presente na
superficie celular, que é capaz de promover o recrutamento intracelular de moléculas
adaptadoras, tais como o fator de diferenciacdo mieloide 88 (MyD88). Esta molécula
pode ativar as serinas quinases JNK e IKKa/8, que promovem ativagao dos fatores de
transcricdo NF-kB e proteina ativadora 1 (AP-1) (OHNISHI; MUROI; TANAMOTO,
2007; PALSSON-MCDERMOTT; O'NEILL, 2004).

O NF-kB regula a expressao de diversos genes envolvidos em diferentes
processos celulares, como respostas inflamatérias e imunes, crescimento e
desenvolvimento celular. Na auséncia de um estimulo ativador de NF-kB, esta
proteina estad presente no citoplasma na forma inativa associada a uma proteina
inibidora, a IkB (NAPETSCHNIG; WU, 2013). A ativagcado do NF-kB pode ocorrer, ndo
somente por exposi¢ao das células a LPS, mas também por meio da agao de citocinas
inflamatdrias (TNF-a e IL-1), ativacao dos linfocitos T e B, radiacdo UV e expressao
de produtos génicos virais (BALDWIN JR, 1996). Apds o estimulo, o complexo kB
quinase (IKK) é fosforilado e ativado. O complexo IKK é composto por duas
subunidades cataliticas, IKK-a e IKK-B, além do modulador essencial do NF-kB
(NEMO) ou IKK-y (LI; VERMA, 2002). Apés ativacao, IKK recruta e fosforila o IkB que
€ reconhecido pelo maquinario ubiquitina ligase, o que leva a sua poliubiquitinagao e

consequente degradagao. Desta maneira, os dimeros de NF-kB translocam-se para o
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nucleo, ligando-se em sitios especificos do DNA e promovendo a transcricdo de um
grande numero de citocinas (LI; VERMA, 2002; NAPETSCHNIG; WU, 2013).

Estudos mostraram que infec¢des resultam em um estado de Rl e que os LPS
tém efeitos significativos sobre a sensibilidade & insulina (AGWUNOBI et al., 2000). E
cada vez mais reconhecido que uma inflamacgao sistémica de baixo grau precede e
prediz o desenvolvimento de diabetes e doengas aterotrombdticas (DUNCAN et al.,
2003).

Estudos anteriores em nosso laboratério mostraram que a PEA, em ratos, pode:
1) causar aumento nas concentragcbes plasmaticas de TNF-q; 2) reduzir o grau de
fosforilagdo em tirosina do receptor insulinico em tecido adiposo branco (TAB-P),
figado e muscular; 3) reduzir o grau de fosforilagdo em serina da Akt em tecido
muscular esquelético gastrocnémio (MG); 4) diminuir o conteudo de GLUT4 em MG;
5) promover Rl nestes animais (ASTOLPHI et al., 2013; PEREIRA et al., 2017).
Adicionalmente, a associacdo de doengas periodontais e pulpares com diabetes
aumenta os niveis de triglicerideos (TG) em ratos diabéticos (CINTRA et al., 2013).

A insulina € um hormdnio anabdlico essencial para a manutengdo da
homeostase glicémica, do crescimento e da diferenciagao celular. Ademais, esse
horménio atua no tecido hepatico (via gliconeogénese e glicogendlise), muscular
(aumenta a captacado de glicose, sintese proteica e inibe a protedlise) e adiposo
(aumenta a captagdo de glicose, estimula a lipogénese e reduz a lipdlise)
(CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002). O quadro de RI envolve o aumento
compensatoério da producao de insulina pelas células 3 pancreaticas. Porém, com a
progressao desta condicédo, a produgao de insulina diminui, devido ao aumento na
demanda secretéria, e ocorre faléncia das células [ pancreaticas. Dessa forma, a
secrecgao de insulina torna-se insuficiente para compensar a Rl (PRADHAN; GOEL,
2011).

A MEL exerce efeitos regulatérios sobre a secrecao de insulina pelas células
pancreaticas e modula positivamente o metabolismo das lipoproteinas plasmaticas
(AGIL et al., 2011; HUSSAIN, 2007; MIZRAK et al., 2004; SENER et al., 2004). Em
pacientes diabéticos, a MEL contribui para a redugao da concentragao plasmatica de
colesterol total (CT), lipoproteinas de baixa densidade (C-LDL) e TG, promovendo o
aumento das lipoproteinas de alta densidade (C-HDL) (ALA et al., 2006; KADHIM;
ALJAWAD; HASHIM, 2014). Adicionalmente, a MEL mostrou-se eficiente no controle

tanto da reabsorcao 6ssea alveolar como da concentragdo plasmatica de TNF-a em
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ratos com DP e pinealectomizados, demonstrando sua importancia local e sistémica
(MARANI, 2018). Ademais, Saritekin et al. (2019) demonstraram, por meio de analises
histologica e radiografica, que a administragdo de MEL (via intraperitoneal, na dose
de 10 mg/kg, durante 21 dias) diminuiu o processo inflamatorio e a destruicdo ossea
em lesbes periapicais induzidas experimentalmente em ratos. Os autores deste
estudo concluiram que a MEL apresenta efeitos antirreabsortivos no osso, associados
a lesdes periapicais induzidas experimentalmente em ratos por meio de sua atividade
anti-inflamatéria.

Considerando a relagao entre processos inflamatorios orais e a Rl e os efeitos
da MEL nessas variaveis, se faz relevante avaliar a influéncia de sua administragcao

sobre um processo inflamatério localizado como a PEA.
2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar em ratos com periodontite apical: os efeitos da suplementacédo de
melatonina sobre a sensibilidade a insulina; vias de sinalizagdo insulinica e

inflamatdria; concentracédo plasmatica de citocinas inflamatérias e perfil lipidico.
2.2 Objetivos especificos

Avaliar em ratos com periodontite apical e suplementagdao de melatonina:

1) glicemia;
2) insulinemia;
3) resisténcia a insulina (HOMA-IR);
4) grau de fosforilagdo em tirosina da pp185 e grau de fosforilagdo em serina da Akt
(antes e apds o estimulo insulinico) em musculo soleo (MS) e extensor digital longo
(EDL);
5) grau de fosforilagdo de JNK e IKKa/B em MS e EDL;
6) concentracdo plasmatica de citocinas inflamatérias (TNF-a, IL-6, IL-1B e IL-10);

)

7) perfil lipidico (colesterolemia e triacilgliceridemia).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Este estudo seguiu os Principios Eticos e Diretrizes para Experimentagdo
Animal e foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Faculdade de Odontologia, Aracatuba,
Brasil (protocolo numero 00815-2018). Os ratos Wistar foram mantidos em um ciclo
claro/escuro de 12 horas (luzes acesas as 07:00) a 23 + 2° C com comida (Presence®,
Paulinia, Sdo Paulo, SP, Brasil) e agua disponiveis ad libitum.

Setenta e dois ratos Wistar albinos, machos, com 60 dias, foram distribuidos
em quatro grupos: a) ratos controle (CN); b) ratos controle suplementados com MEL
(CNMEL); c) ratos com PEA induzida em primeiros e segundos molares (superiores e
inferiores) do lado direito (PEA); d) ratos com PEA induzida em primeiros e segundos

molares (superiores e inferiores) do lado direito, suplementados com MEL (PEAMEL).

3.2 Inducgao da periodontite apical

Aos 60 dias de vida, os animais dos grupos PEA foram submetidos a indugéo
das PEA. Os animais foram anestesiados com cloridrato de quetamina (80 mg/kg,
intramuscular; Dopalen, Sespo Industria e Comércio Ltda, Paulinia, SP, Brasil) e
xilazina (10 mg/kg, intramuscular; Anasedan, Sespo Industria e Comércio Ltda,
Paulinia, SP, Brasil) e empregando-se uma broca cirurgica com 0,1 mm de didmetro
(Broca LN Long Neck, Dentsply Ind e Com Ltda, Petrépolis, RJ, Brasil), as polpas
dentarias dos primeiros e segundos molares (superiores € inferiores) do lado direito
foram expostas ao ambiente bucal através da superficie oclusal (Fig. 1). Durante
sessenta dias, a ingestdo de ragdo e o peso corporal dos ratos foram avaliados

diariamente.



34

Figura 1 - Indugao da periodontite apical em rato com o auxilio de uma broca em baixa
rotagao.

Fonte: do autor.

3.3 Administracao de melatonina

Os animais dos grupos CNMEL e PEAMEL receberam MEL (Melatonin, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) logo apés a inducédo da PEA por via oral solubilizada na
agua de beber no periodo escuro, iniciando as 19 h e encerrando as 7 h, na dosagem
de 5 mg/kg de peso corporeo baseado em estudos anteriores (AGIL et al., 2011; DE
OLIVEIRA et al., 2012; SARTORI et al., 2009) durante 60 dias.

A MEL (1 g) foi inicialmente diluida em 20 mL de etanol absoluto e 980 mL de
agua potavel para um volume final de 1 L. Em seguida, essa solugdo mae de MEL foi
diluida, seguindo a dosagem citada acima e quantificada de acordo com o peso dos
animais, considerando um consumo de 30 mL de agua durante o periodo escuro de
acordo com a seguinte equacgao: peso x quantidade de agua 300 mL/consumo de
agua (30 mL) x dose de melatonina (5 mg/kg). Posteriormente, essa solugao foi
colocada em bebedouros ambar. Os animais nao tratados receberam uma solugao
veiculo preparada com 20 mL de etanol absoluto dissolvido em 980 mL de agua,

adicionada nos bebedouros seguindo os mesmos critérios para os animais tratados.
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3.4 Eutanasia

Apo6s 60 dias de tratamento com MEL, os ratos foram submetidos a jejum de
12 horas, antes dos procedimentos experimentais, e anestesiados com tiopental
sédico (Thiopentax®, Cristdlia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, Itapira, SP,
Brasil; 3%, 5 mg/100 g p. c., i. p.). A eutanasia dos animais ocorreu entre 19 h e 20 h.

Um grupo de ratos CN, CNMEL, PEA e PEAMEL (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 em aliquotas a -80° C para
quantificagdo das concentragcdes plasmaticas das citocinas inflamatérias TNF-a, IL-6,
IL-18 e IL-10, insulinemia, glicemia, colesterolemia e triacilgliceridemia. Apos este
procedimento, os animais foram eutanasiados por dose excessiva do anestésico
tiopental sdédico (Thiopentax®, Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda,
Itapira, SP, Brasil; 3%, 150 mg/100 g p. c., i. p.).

Foram coletados de outro grupo de ratos CN, CNMEL, PEA e PEAMEL (n =8
animais por grupo), amostras de MS e EDL para analisar a via inflamatoéria e a via de
sinalizagao insulinica por meio da técnica de Western Blotting. Para quantificar o grau
de fosforilagao em tirosina da pp185 e grau de fosforilagdo em serina da Akt (antes e
apo6s 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 apos a injecao de 1,5 U.l de insulina regular (Humulin,
Eli Lilly and Company, Indianapolis, IN, EUA) (i. v., veia porta) em tempos variaveis
(75 s para EDL, 90 s para o MS). Salientamos que para analisar o grau de fosforilagao
de JNK e IKK foram utilizadas amostras de tecidos (MS e EDL) sem a estimulagéo da
insulina. Apds os experimentos, todos os animais foram eutanasiados por dose
excessiva do anestésico tiopental sddico (Thiopentax®, Cristalia Produtos Quimicos
Farmacéuticos Ltda, Itapira, Brasil; 3%, 150 mg/kg p. c., i. p.).
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3.5 Analise histolégica da regiao apical

Apos a eutanasia, foi removida toda a pele correspondente a face direita do
animal e com dois cortes com tesoura, situados no angulo da boca, foi realizada a
separagao da mandibula e maxila. Para remogao da hemimaxila direita foi empregada
uma lamina intercambiavel n°® 15, montada em cabo de bisturi e foi realizada uma
incisdo em profundidade no palato do animal ao nivel de plano sagital mediano
acompanhando a sutura intermaxilar separando a maxila direita da esquerda.
Separadas as hemimaxilas e, empregando-se novamente uma tesoura, foi realizado
outro corte de modo a tangenciar a face distal dos molares superiores direitos,
possibilitando a obtengdo da hemimaxila direita, contendo os dentes objeto do estudo.
Apdés remocgao, as pegas foram colocadas em frascos contendo formalina 4%,
tamponada com pH neutro, durante as primeiras 24 horas e depois lavadas em agua
corrente por um periodo de 12 horas para a remocéao de toda solugao de fixagcdo. Em
seguida, as pegas foram desmineralizadas em solug¢éao de acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) a 10% por 90 dias.
Posteriormente, as hemimaxilas foram lavadas em agua corrente, desidratadas em
alcool, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. Apos inclusao, as pecas foram
cortadas com cortes semi-seriados, com 5 um de espessura, no eixo distal-mesial dos
segundos molares superiores realizados por um microtomo (RM2155, Leica
Microsystems, BD, Wetzlar, Alemanha), corados com hematoxilina e eosina (H&E) e

analisados por microscopia 6ptica (DM 4000 B, Leica).

3.6 Avaliacao da glicemia

A glicemia foi analisada pelo método enzimatico glicose-oxidase (Analisa
Diagnostica, Sao Paulo, Brasil). Nesse método, a glicose é oxidada pela enzima
glicose oxidase (GOD) gerando acido glucdnico e agua oxigenada. O peroxido de
hidrogénio, em presenga de peroxidase (POD), produz a ligagao oxidativa do fenol
com a 4-amino fenazona (4-AF), dando origem a um cromégeno com maximo de

absorcao em 505 nm de comprimento de onda.
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Devem ser consideradas as seguintes reag¢des resumidas: glicose + O2 + H20
— acido glucénico + H202 2 H202 + 4-AF + fenol — 4 (p-benzoquinona monoimino)

fenazona + 4 H20.

3.7 Avaliagao da insulinemia

Para avaliagéo da insulinemia foi utilizado o método Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay (ELISA) por meio de um kit, seguindo as instrugdes do fabricante. O kit
comercial utilizado foi Sensitive Rat Insulin, SRI-13K, Millipore, St Charles, MO, EUA.

3.8 Avaliagao do indice HOMA-IR

A resisténcia insulinica foi avaliada por meio do indice HOMA-IR (Homeostasis
Model Assessment - Insulin Resistance / Modelo de Avaliagdo da Homeostase -
Resisténcia a Insulina), calculado a partir da formula: HOMA - IR = glicemia de jejum
(mmol/L) x insulinemia de jejum (plU/mL)/22,5 (BONORA et al., 2000).

3.9 Avaliagdo das concentragées plasmaticas de citocinas

inflamatorias

As concentragdes plasmaticas das citocinas TNF-a, IL-10, IL-6 e IL-1p foram
determinadas pelo método ELISA com a utilizac&o de kits de acordo com as instrugoes
dos fabricantes (TNF-a e IL-10: Invitrogen Corporation, Camarilio, CA, EUA; IL-6: BD
Biosciences, San Diego, EUA; IL-1B: Immuno-Biological Laboratories, Inc.,
Minneapolis, MN, EUA).
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3.10 Avaliagao do perfil lipidico

3.10.1 Avaliacao da concentragao plasmatica de triglicerideos

Este € um método enzimatico, especifico para quantificagdo de triglicerideos
(TG) (Quibasa Quimica Basica Ltda, Belo Horizonte, MG, Brasil). Na presente
metodologia, os TG do plasma sdo hidrolisados pela lipase lipoproteica produzindo
glicerol livre. Este é fosforilado pelo glicerol quinase, cujo produto sofre a acédo da
glicerol-P-oxidase, a qual, em presenca de oxigénio, produz perdxido de hidrogénio.
Este, sob a acdo da peroxidase em presencga de um reagente fendlico (p-clorofenol) e
4-aminoantipirina, produz um composto roseo-avermelhado (quinoneimina), com
maximo de absorbancia em 505 nm.

Para a dosagem dos TG, foram utilizados 10 yL da amostra ou de padrao e 1,0
mL de reagente de cor. Essa solugéo foi homogeneizada e colocada em banho-maria
a 37° C durante 10 minutos. As absorbancias do teste e do padrao foram determinadas

em 505 nm acertando o zero com o branco.

3.10.2 Avaliagao da concentragao plasmatica de colesterol total

Este € um método enzimatico especifico para quantificacdo de colesterol total
(CT) (Quibasa Quimica Basica Ltda, Belo Horizonte, MG, Brasil). Neste método, os
ésteres de colesterol sdo hidrolisados pela colesterol esterase a colesterol livre e
acidos graxos. O colesterol livre € oxidado pela colesterol oxi4dase a colest-4-en-ona
e pelo peroxido de hidrogénio. Na presenca de peroxidase e peroxido de hidrogénio,
o fenol e a 4-aminoantipirina sdo oxidados formando um composto roseo-avermelhado
(antipirilquinonimina) que tem absorvidade maxima de 500 nm. A intensidade da cor
vermelha formada na reacdo final € diretamente proporcional a concentracdo do
colesterol na amostra.

Para a dosagem de CT foram utilizados 10 yL da amostra ou de padrao e 1,0
mL de reagente enzimatico. Essa solugéo foi homogeneizada e colocada em banho-
maria a 37° C durante 10 minutos. As absorbancias do teste e do padrdo foram

determinadas em 500 nm acertando o zero com o branco.
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Calculos

1. Colesterol (mg/dL) = (Absorbancia do Teste + Absorbancia do Padrao) x 200.
2. Fator de calibracdo = 200 + Absorbancia do Padrao.

3. Colesterol (mg/dL) = Fator x Absorbancia do Teste.

4. Colesterol (mmol/L) = mg/dL x 0,0259.

3.10.3 Avaliacao da concentragao plasmatica de colesterol HDL

Este € um método enzimatico especifico para quantificagao de colesterol HDL
(C-HDL) (Quibasa Quimica Basica Ltda, Belo Horizonte, MG, Brasil). O conjunto
colesterol HDL € um sistema que se destina a separagao do colesterol ligado a fragao
HDL no plasma sanguineo. A mistura acido fosfotungstico/cloreto de magnésio
precipita os quilomicrons, as lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e muito baixa
densidade (VLDL) sem alterar a solubilidade das lipoproteinas de alta densidade
(HDL). Ap6s centrifugacao, recolhe-se o liquido sobrenadante que contém a fragao
HDL cujo conteudo em colesterol € determinado enzimaticamente. Para a dosagem
do C-HDL foram utilizados 100 uL da amostra ou de padrao e 1,0 mL de reagente de
cor. Essa solugao foi homogeneizada e colocada em banho-maria a 37° C durante 10
minutos. As absorbancias do teste e do padrao foram determinadas em 500 nm;

acertando o zero com o branco.

Calculos

1. Colesterol HDL (mg/dL) = (Absorbancia do Teste + Absorbancia do Padrao) x 40.
2. Fator de calibracdo = 40 + Absorbancia do Padrao.

3. Colesterol HDL (mg/dL) = Absorbancia do Teste x Fator.

3.10.4 Avaliagao da concentragao plasmatica de colesterol LDL e VLDL

Os valores do colesterol VLDL (C-VLDL) e colesterol LDL (C-LDL) foram
obtidos pela equagéo (FRIEDEWALD; LEVY; FREDRICKSON, 1972):

VLDL (mg/dL) = (Triglicerideos (mg/dL)/5);
LDL (mg/dL) = Colesterol total — (Colesterol HDL + Colesterol VLDL).
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3.11 Avaliacao da via inflamatéria (IKK e JNK) e da sinalizagao
insulinica (pp185 e Akt) em MS e EDL

3.11.1 Preparagcao das amostras para a técnica de “Western blotting”

Imediatamente apds a extragao, os tecidos foram homogeneizados em Polytron
(24000 rpm durante 10 s) em 2 mL de tampao de extragdo (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 determinagdo da concentragao proteica
pelo método de Lowry (Bio-RadProteinAssay - Bio-RadLaboratories, Hercules, EUA),
e para estoque em tampé&o desenvolvido por Laemmli (azul de bromofenol 0,1 %; SDS
10 %; fosfato de sédio 1 M, pH 7,0; glicerol 50 %; DTT 15 %).

e “SDS-PAGE” - (“Sodium Dodecil Sulfate - Polyacrylamide Gel
Electrophoresis”):

A primeira etapa do Western blotting consistiu na submissdo das amostras a
corrida eletroforética em gel de poliacrilamida. Por meio deste método, foi possivel
separar proteinas de acordo com seu peso molecular, sem que as unidades proteicas
sejam perdidas, permitindo estudos posteriores nessas fragdes proteicas. Foi utilizado
o método desenvolvido por Laemmli (1970) e modificado por Garfin (1990), o qual
envolve um sistema descontinuo de dois géis contiguos, mas diferentes: o gel de
“stacking” (3,39% T, 2,7% C — acrilamida 3,3%; bisacrilamida 0,09%; Tris 25 mM, pH
8,9; EDTA 2,0 mM; SDS 0,1%; TEMED 0.111%; persulfato de aménio 0,27%) e o gel
de resolucéo (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%).

Na montagem, o gel de resolugao ficou sob o gel de “stacking”, com orientagao
vertical, num sistema de camaras que manteve as porcoes superiores e inferiores do
gel em contato com um tampao de corrida (Tris 50 mM; glicina 375 mM; SDS 0,1%;
EDTA 1,8 mM). No gel de “stacking” foram aplicadas as amostras solubilizadas em

tampao de “Laemmli”. Imediatamente antes da aplicagao, as amostras foram fervidas
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por 4 min. A eletroforese foi realizada em equipamento para mini gel da Bio Rad (Mini-
Protean, Bio Rad Laboratories, Richmond, CA), e comegou com a corrida no gel de
“stacking” sob voltagem constante em 30 V até que ocorresse o empacotamento da
amostra, o que pode ser observado na transi¢cado dos géis. Posteriormente foi aplicada
voltagem constante de 100 V para a corrida no gel de resolugao, durante 2 h.
Juntamente com as amostras, sempre foi colocado um padrao de proteinas de pesos
moleculares conhecidos (Amersham ECL Full-Range Rainbow, GE Healthcare Life

Sciences, Marlborough, EUA).

* Transferéncia eletroforética:

ApOs a separacao das fragdes proteicas no gel de poliacrilamida, foi feita a
transferéncia eletroforética dessas fragcbes para uma membrana de nitrocelulose
Hybond-C Super (GE Healthcare Buckinghamshire, Alemanha). 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”:

Apos a transferéncia eletroforética, foi iniciado o processo de imunodetecgao
de proteinas especificas (KRUGER; HAMMOND, 1988). As membranas de
nitrocelulose foram, primeiramente, incubadas na presenca de solucdo bloqueadora
(solugao 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
entao, lavada com SB por trés sessdes de 10 min. Em seguida, as membranas foram
incubadas em solugéo (SB + 3% de leite desnatado) contendo os anticorpos anti JNK,
anti p-JNK, anti IKKa/B, anti p-IKK-a/p, anti-fosfo-Akt (Ser473) e antifosfotirosina.
Todos os anticorpos foram adquiridos da empresa Santa Cruz Biotechnology, Inc,
Santa Cruz, EUA. 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, Alemanha). Novamente, foram realizadas 3 lavagens da membrana
de nitrocelulose com SB, com duragdo de 10 min cada lavagem. Apds esses
procedimentos, as membranas foram levadas até uma camara escura, onde foi
adicionado 1 mL de cada solugéo de deteccéo 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
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nitrocelulose foram expostas a fiime de RX (Hyperfim ECL — GE Healthcare
Buckinghamshire, Alemanha), durante 10 min em temperatura ambiente. O filme foi
processado com solugéo reveladora e reforcadora GBX (KODAK BRASILEIRA, Sao
Paulo, BR) e solugao fixadora e reforgadora GBX (KODAK BRASILEIRA, S&o Paulo,
BR). A intensidade dos "blots” foi avaliada por densitometria 6ptica, utilizando o
programa Scion Image (Scion Image - Release Beta 3b, National Institutes of Health,
Frederick, MD, EUA).

4 ANALISE ESTATISTICA

1) Para a analise da massa corporea, ingestao alimentar, glicemia, insulinemia,
HOMA-IR, citocinas inflamatérias e perfil lipidico: a normalidade dos dados foi
verificada estatisticamente. As analises estatisticas foram realizadas por analise de
variancia (ANOVA) de dois fatores, seguida pelo teste de Bonferroni. Os resultados
foram considerados estatisticamente significativos quando p < 0,05 usando o
programa estatistico Graph Pad Prism versao 7.0 (GraphPad Software Inc, San Diego,
CA, EUA). Os valores foram expressos como média + erro padrao da média (EPM).

2) Para a andlise das proteinas: a normalidade dos dados foi verificada
estatisticamente. As analises estatisticas foram realizadas por ANOVA de trés fatores,
seguida pelo teste de Bonferroni. Os resultados foram considerados estatisticamente
significativos quando p < 0,05 usando o programa estatistico Graph Pad Prism versao
7.0 (GraphPad Software Inc, San Diego, CA, EUA). Os valores foram expressos como
média £ EPM.

5 RESULTADOS

5.1 Avaliacao histolégica da regiao periapical

As analises histoldégicas mostraram que nos grupos CN e CNMEL, os apices
dentarios apresentaram caracteristicas compativeis com aspecto normal. No entanto,
nos grupos PEA e PEAMEL foram observadas infiltracbes de células inflamatoérias na
area ao redor do apice dentario e reabsorcao dentaria, 60 dias apds a exposi¢ao

pulpar (Fig. 2).
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Figura 2 - Imagens representativas da analise histolégica da regiao periapical apos 60
dias de exposigdo pulpar. A coloracido de H&E no grupo CN (a1, a2) mostrou regiao
periapical livre de infiltrado inflamatério; o grupo PEA (b1, b2) com infiltrado
inflamatério moderado ao redor do apice, ruptura do ligamento periodontal e area de
reabsorgao 6ssea; o grupo CNMEL (c1, c2) apresentou regidao periapical livre de
infiltrado inflamatério; o grupo PEAMEL (d1, d2) com infiltrado inflamatério moderado
e area de reabsorcao 6ssea periapical. (a1-d1, 100x; a2-d2, aumento de 400x).

Fonte: do autor.

5.2 Avaliagao da massa corpérea e ingestao alimentar

A massa corporea e a ingestdo alimentar dos grupos CN, PEA, CNMEL e
PEAMEL foram avaliadas semanalmente, a partir da indugdo das PEA e inicio do
tratamento com MEL na agua de beber, até o final da manutencao dos animais (Fig.
3A e B). Os resultados demonstram que n&o houve diferenga estatistica significativa

na massa corporea e ingestao alimentar entre os grupos.
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Figura 3 - A. Massa corpdrea semanal. B. Média da ingestao alimentar semanal. Grupos

de ratos controle (CN), periodontite apical (PEA), controle suplementados com

melatonina (CNMEL) e PEA suplementados com melatonina (PEAMEL). Parametros

avaliados desde a indugao das PEA e inicio do tratamento com melatonina, até o final

da manuteng¢ao dos animais. Os valores sdo expressos como média * EPM de 18

animais por grupo.
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Fonte: do autor.

5.3 Avaliagao da glicemia, insulinemia e HOMA-IR

O grupo CNMEL apresentou diminuigdo significativa na glicemia em
comparagao aos grupos CN e PEA (p = 0,019 e p = 0,003, respectivamente).
Entretanto ndo houve alteragdes neste parametro entre os grupos CN, PEA e
PEAMEL e entre CNMEL e PEAMEL. Os valores de insulinemia foram maiores no
grupo PEA quando comparados aos grupos CN e CNMEL (p < 0,0001 e p = 0,0008,
respectivamente). Nao houve diferencas estatisticas nas concentracdes plasmaticas
de insulina tanto entre os grupos CN, CNMEL e PEAMEL como entre os grupos PEA
e PEAMEL. O HOMA-IR foi significativamente maior (p < 0,05) no grupo PEA do que
nos demais grupos. Nao houve diferencas estatisticas do HOMA-IR entre os grupos
CN, CNMEL e PEAMEL (Tabela 1).

Tabela 1 - Glicemia, insulinemia e indice HOMA-IR.

Parametros CN PEA CNMEL PEAMEL
Glicemia (mmol/l) 8.14+0.282 843+0422 6.70+0.35° 7.19+0.19%
Insulinemia (uUl/ml) 6.87 +0.612 9.48+0.33°* 7.26+0.18% 8.04 +0.162
HOMA-IR 249+0.24% 3.57+0.24> 217+0.13%2 2.57 £0.092

Valores sdo apresentados como média + EPM* (n = 10 animais por grupo).

* Mesmas letras sobrescritas indicam que ndo houve diferenca estatistica entre os grupos.

Legendas: CN — ratos controle; PEA — ratos com periodontite apical; CNMEL - ratos controle
suplementados com melatonina; PEAMEL - ratos com periodontite apical suplementados com
melatonina; HOMA-IR — modelo de avaliagdo da homeostase da resisténcia a insulina.
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5.4 Avaliacdao das concentracoes plasmaticas de citocinas

inflamatorias

A concentragao plasmatica de TNF-a foi maior (p < 0,05) no grupo PEA quando
comparada aos demais grupos. Entretanto, ndo houve diferenca neste parametro
entre os grupos CN, CNMEL e PEAMEL (Tabela 2).

Houve um aumento significativo na concentragao de IL-6 no grupo PEA em
comparacgao aos grupos CN e CNMEL (p = 0,007 e p = 0,036, respectivamente). No
entanto, ndo houve diferenca na concentragao de IL-6 entre os grupos CN, CNMEL e
PEAMEL e entre PEA e PEAMEL (Tabela 2).

A concentragao de IL-1 foi maior (p < 0,05) no grupo PEA em comparagéo aos
demais grupos. Além disso, a concentragdo plasmatica desta citocina no grupo
CNMEL foi significativamente menor do que nos grupos CN e PEA (p = 0,015 e p
<0,0001, respectivamente). Nao houve diferenga na concentragao de IL-1 entre os
grupos CN e PEAMEL, bem como entre CNMEL e PEAMEL (Tabela 2).

Foi observada diminuig¢ao significativa de IL-10 no grupo PEA em comparagéao
aos grupos CNMEL e PEAMEL (p < 0,0001 e p = 0,033, respectivamente) e aumento
significativo no grupo CNMEL quando comparado aos grupos CN e PEA (p = 0,018 e
p < 0,0001, respectivamente). Ndo houve diferenga na concentragcédo de IL-10 entre
os grupos CN e PEA, bem como entre os grupos CN e PEAMEL e entre os grupos
CNMEL e PEAMEL (Tabela 2).

Tabela 2 - Concentragoes plasmatica de TNF-q, IL-6, IL-13 e IL-10.

Parametros
CN PEA CNMEL PEAMEL
(pg/mL)
TNF-a 8.56 + 0.84a 13.42 +0.86°  9.21 +0.832 8.62 + 0.422
IL-6 2.46 + 0.022 2.60 + 0.04 2.49 + 0.032 2.54 + 0.0220
IL-18 10.72+£0.702  14.06 + 0.75° 759+ 027 10.15 + 0.85zc
IL-10 40.41+1.22ab  3422+2312 4862+ 1.81c 41.87 +1.83bc

Valores sdo apresentados como média + EPM* (n = 10 animais por grupo).
* Mesmas letras sobrescritas indicam que ndo houve diferenca estatistica entre os grupos.
Legendas: CN — ratos controle; PEA — ratos com periodontite apical; CNMEL - ratos controle

suplementados com melatonina; PEAMEL - ratos com periodontite apical suplementados com
melatonina; TNF-a: fator de necrose tumoral alfa; IL-6: interleucina 6; IL-1(3: interleucina 1(; IL-10:
interleucina 10.
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5.5 Avaliacao das concentragcdoes plasmaticas de colesterol e

triglicerideos

Nao houve diferenca nas concentracdes de colesterol total e C-HDL entre os
grupos (Tabela 3).

A concentragao de C-LDL foi maior no grupo PEA quando comparado ao grupo
CN (p = 0,031, tabela 3).

A concentragdo de C-VLDL foi maior no grupo PEA quando comparado aos
grupos CNMEL e PEAMEL (p = 0,002 e p = 0,005, respectivamente, tabela 3).

O grupo PEA apresentou aumento significativo na concentragao de TG quando
comparado aos grupos CN, CNMEL e PEAMEL (p = 0,0079, p = 0,0002 e p = 0,0004,
respectivamente, tabela 3).

Nao foram encontradas diferencas nas concentracdes de C-LDL, C-VLDL e TG
entre os grupos CN, CNMEL e PEAMEL (Tabela 3).

Tabela 3 - Concentragoes plasmaticas de colesterol total, colesterol-HDL, colesterol-

LDL, colesterol-VLDL e triglicerideos.

Parametros
(mg/dL)

CN PEA CNMEL PEAMEL

Colesterol total 130,80 +2,30° 133,40 + 1,562 131,60 + 1,022 127,60 + 1,462

C-HDL 59,53+ 1,302 56,17 +0,482 5575+1,30° 55,81+0,782
C-LDL 53,41 +1,702 61,98 +1,84b¢ 5552 +2 902 56,21 + 1,402
C-VLDL 16,57 + 0,26 17,62 +0,41¢ 16,07 +0,18% 16,20 + 0,192

Triglicerideos 8253+0,86° 88,25+1,70° 80,44 +0,912 80,86 + 0,952

Valores sdo apresentados como média + EPM* (n = 10 animais por grupo).
* Mesmas letras sobrescritas indicam que ndo houve diferenga estatistica entre os grupos.
Legendas: CN — ratos controle; PEA — ratos com periodontite apical; CNMEL - ratos controle

suplementados com melatonina; PEAMEL — ratos com periodontite apical suplementados com
melatonina.
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5.6 Avaliacao da via de sinalizacao insulinica (pp185 e Akt) em MS e
EDL

O grau de fosforilacdo de pp185 em tirosina e de Akt em serina aumentou (p <
0,05) apds a estimulagdo com insulina em relagdo aos niveis basais em todos os
grupos em MS e EDL.

Apods o estimulo insulinico, a fosforilagdo de pp185 em tirosina (Fig. 4A e B) e
de Akt em serina (Fig. 5A e B) foi menor (p < 0,05) no grupo PEA em comparacéo ao
grupo CN, CNMEL e PEAMEL em MS. Entretanto, quando avaliamos essas proteinas
(pp185 em tirosina e Akt em serina) em EDL nao observamos diferencas estatisticas
entre os grupos (Fig. 4C, 4D e Fig. 5C, 5D).
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Figura 4 - Avaliagao do grau de fosforilagcao de pp185 em tirosina (pTyr) antes (-) e apés
(+) o estimulo insulinico em tecido muscular esquelético séleo (MS) (A e B) e extensor
digital longo (EDL) (C e D) de ratos controle (CN), ratos com periodontite apical (PEA),
ratos controle suplementados com melatonina (CNMEL) e ratos com PEA
suplementados com MEL (PEAMEL). Em A e C, auto-radiografia tipica: quantidades
iguais de proteina (185 pg) foram submetidas a SDS-PAGE. B-actina foi utilizada como
controle. Em B e D, valores do grau de fosforilagdo em tirosina da proteina pp185,
expressos em unidades arbitrarias, sdo apresentados como média * EPM, n=8. * p <
0,05 insulina (-) vs. insulina (+); T p < 0,05 PEA (+) vs. CN (+), CNMEL (+) e PEAMEL (+).
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Figura 5 - Avaliacao do grau de fosforilagcao de Akt em serina (pSer 473) antes (-) e apoés
(+) o estimulo insulinico em tecido muscular esquelético séleo (MS) (A e B) e extensor
digital longo (EDL) (C e D) de ratos controle (CN), ratos com periodontite apical (PEA),
ratos controle suplementados com melatonina (CNMEL) e ratos com PEA
suplementados com MEL (PEAMEL). Em A e C, auto-radiografia tipica: quantidades
iguais de proteina (185 pg) foram submetidas a SDS-PAGE. B-actina foi utilizada como
controle. Em B e D, valores do grau de fosforilagido em serina da proteina Akt,
expressos em unidades arbitrarias, sdo apresentados como média £ EPM, n=8. * p <
0,05 insulina (-) vs. insulina (+); T p < 0,05 PEA (+) vs. CN (+), CNMEL (+) e PEAMEL (+).
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Fonte: do autor.

5.7 Avaliacao da via inflamatéria (IKKa/8 e JNK) em MS e EDL

Observamos maior fosforilagdo de IKKa/ no grupo PEA em comparagao aos
grupos CN, CNMEL e PEAMEL no MS (p = 0,046, p = 0,015 e p = 0,002,
respectivamente, fig. 6A e B) e EDL (p = 0,046, p=0,038 e p = 0,008, respectivamente,
fig. 6C e D). Nao houve diferenca na fosforilagdo de JNK entre os grupos em ambos

os tecidos (Fig. 7).



Figura 6 - Avaliagado do grau de fosforilagao da IKKa/f em tecido muscular esquelético
sbleo (MS) (A e B) e extensor digital longo (EDL) (C e D) de ratos controle (CN), ratos
com periodontite apical (PEA), ratos controle suplementados com melatonina (CNMEL)
e ratos com PEA suplementados com MEL (PEAMEL). Em A e C, auto-radiografia tipica:
quantidades iguais de proteina (185 pg) foram submetidas a SDS-PAGE. IKKa/B foi
utilizada como controle. Em B e D, valores do grau de fosforilagao da proteina IKKa/g,
expressos em unidades arbitrarias, sdo apresentados como média £ EPM, n=8. * p <
0,05 PEA vs. CN, CNMEL e PEAMEL.
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Figura 7 - Avaliagdo do grau de fosforilagao da JNK em tecido muscular esquelético
sbleo (MS) (A e B) e extensor digital longo (EDL) (C e D) de ratos controle (CN), ratos
com periodontite apical (PEA), ratos controle suplementados com melatonina (CNMEL)
e ratos com PEA suplementados com MEL (PEAMEL). Em A e C, auto-radiografia tipica:
quantidades iguais de proteina (185 pg) foram submetidas a SDS-PAGE. JNK foi
utilizada como controle. Em B e D, valores do grau de fosforilagao da proteina JNK,
expressos em unidades arbitrarias, sdo apresentados como média £ EPM, n=8.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que a PEA em ratos promoveu: RI; dislipidemia;
aumento das concentragdes de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IL-6 e IL-1B);
aumento do grau de fosforilagdo de IKKa/B em MS e EDL. Além disso, ocasionou
diminuicdo da concentracdo de IL-10 (anti-inflamatoria) e prejudicou a transdugao do
sinal insulinico (grau de fosforilagdo da pp185 em tirosina e Akt em serina) em MS. A
suplementagao com MEL em ratos com PEA alterou: RI; concentragbes de VLDL, TG,
TNF-a, IL-1B e IL-10; sinal insulinico em MS; grau de fosforilagao de IKKa/B em MS e
EDL.

A MEL medeia a integracéo entre o ambiente ciclico e a distribuigédo circadiana
de processos fisioldgicos e comportamentais necessarios para otimizar a homeostase
energética (CIPOLLA-NETO et al., 2014). A literatura demonstra que a MEL regula a
expressao do gene da pré-opiomelanocortina (POMC) hipotaldamico (RASMUSSEN et
al. 2003), podendo exercer um efeito anorexigénico direto. No estudo de Buonfiglio et
al. (2018) verificou-se que ratos pinealectomizados apresentam resisténcia central a
leptina (hormdnio responsavel por promover uma resposta anorexigénica nos
neurdnios hipotalamicos), alteragdes nos mecanismos termorregulatorios, diminuigao
da atividade do tecido adiposo marrom, aumento tanto da ingestéo alimentar como do
peso corporal. Em contrapartida, o tratamento com MEL nesses animais, apdés 13
semanas, reduziu a ingestdo alimentar e o peso corporal devido a agcdo desse
horménio no hipotdlamo, modulando a expressado de neuropeptideos orexigénicos
(Agouti related peptide - AGRP e Orexin). Nos estudos com modelos de obesidade
(PRUNET-MARCASSUS et al.,, 2003) e envelhecimento (MENDES et al., 2013)
observou-se que apods 3 e 16 semanas, respectivamente, o tratamento com MEL
promoveu redugcdo da massa corporal e ingestdo alimentar nesses animais.
Entretanto, os resultados do presente estudo demonstraram que a MEL ndo promove
alteracdes tanto na massa corporal como na ingestdo alimentar entre os grupos.
Zanuto et al. (2013) também demonstraram que em ratos idosos e obesos
suplementados com MEL na agua de beber, por 8 semanas, ndo houve alteragao
nestes parametros.

Pesquisas tém sido realizadas para melhorar a compreensao da relagdo entre
doencas orais e alteracoes sistémicas. Os estudos de Astolphi et al. (2013) e Pereira
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et al. (2017) verificaram que ratos com PEA apresentam RI. Embora, no presente
estudo, ndo tenha sido verificada diferenca estatistica na glicemia e na insulinemia no
grupo PEAMEL comparado ao grupo PEA, observou-se que o grupo PEA apresentou
um aumento na Rl em relagdo ao grupo PEAMEL, demonstrando que a MEL foi capaz
de reverter a Rl em ratos com PEA. Resultados semelhantes, em relagao a RI, foram
encontrados em outro tipo de doenga bucal, como a DP, pelos pesquisadores Dos
Santos et al. (2018) em ratos com DP e/ou pinealectomizados tratados com MEL. De
acordo com Prunet-Marcassus et al. (2003) a MEL ndo promoveu alteracdo na
insulinemia e glicemia em ratos pinealectomizados alimentados com dieta hiperlipidica
(DH). Salientamos que o grupo PEA também apresentou maior RI e insulinemia em
relagdo aos grupos CN e CNMEL. Em relagao a glicemia o grupo CNMEL apresentou
um menor valor somente em relagdo aos grupos CN e PEA. Por outro lado, a
insulinemia no CNMEL néo diferiu do CN e PEAMEL.

A MEL tem sido descrita como potente agente antidiabético (AGIL et al., 2012;
SHE; LAUDON; YIN, 2014; ZEPHY; AHMAD, 2015). Estudos em animais (NAGORNY
et al., 2011; PICINATO et al., 2008) e humanos (BOUATIA-NAJI et al., 2009)
observaram que a MEL afeta diretamente a produgao e secreg¢ao de insulina. Nesse
contexto, a literatura demonstra que a administragéo oral de MEL reduz a insulinemia
e os valores do indice HOMA-IR em camundongos resistentes a insulina, alimentados
com DH (SARTORI et al., 2009) e em mulheres com sindrome dos ovarios policisticos
(SHABANI et al., 2019). Estes estudos demonstram que a MEL pode conferir um
potencial agente terapéutico na prevencao da RI.

Estudos indicam uma associac¢ao entre DP e hiperlipidemia (ABRAHAM; ARYA
PREMNATH; KASSIM, 2019; CINTRA et al., 2013; VIRTO et al., 2018). NGUYEN et
al. (2007) demostraram que os acidos graxos livres (AGL) podem ativar células pré-
inflamatdrias (CD11c+) por meio das vias de sinalizacao TLR2/4 e JNK, ocasionando
assim inflamacao e subsequente RI. Atualmente, o tratamento periodontal tem sido
apontado como meio de obter um efeito benéfico sobre o metabolismo lipidico
(BABAEI et al., 2018; FU et al., 2016). Além disso, a MEL também mostrou ser um
adjuvante terapéutico no tratamento periodontal associado a obesidade, uma vez que
foi capaz de diminuir as concentracdes plasmaticas de TG, AGL e C-LDL e aumentar
as concentrac¢des de C-HDL (VIRTO et al., 2018).

Nossos resultados mostraram que ratos com PEA apresentaram maior

concentracado de C-LDL em comparacéo ao grupo CN. Com relagédo a concentracao
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de C-VLDL, observou-se aumento neste parametro no grupo PEA quando comparado
aos grupos CNMEL e PEAMEL. Além disso, houve maior concentragao de TG no
grupo PEA comparado aos demais grupos. O tratamento com MEL foi capaz de
diminuir as concentracdes de C-VLDL e TG. Ademais, ndo houve diferengca no CT e
C-HDL entre os grupos.

Kantar et al. (2015) demonstraram que 20 mg/kg de MEL administrada
diariamente por 8 semanas né&o reduziu de forma significante a concentragéo de TG,
C-VLDL, C-HDL e CT em ratos com sindrome metabdlica. Da mesma forma, nao
foram encontradas diferencas estatisticas referentes ao C-HDL e C-LDL em pacientes
com esteato-hepatite ndo-alcodlica (CICHOZ-LACH et al., 2010) ou com sindrome
metabdlica (GOYAL et al., 2014) tratados com MEL. Em contrapartida, no estudo de
Agil et al. (2011) verificou-se que a suplementacdo de MEL, em ratos, foi capaz de
reduzir TG e C-LDL e aumentar C-HDL, mas nao teve efeito sobre o CT.

Em uma meta-analise, a MEL mostrou ter efeito benéfico sobre TG e CT, mas
nao em relacdo a C-HDL e C-LDL dos participantes (MOHAMMADI-SARTANG,;
GHORBANI; MAZLOOM, 2018). Neste estudo, observou-se diminuigdo na
concentracado de TG apenas em doses de MEL =8 mg/dia ou quando os tratamentos
duraram 8 ou mais semanas (MOHAMMADI-SARTANG; GHORBANI; MAZLOOM,
2018). Além disso, as concentragdes totais de colesterol também foram
significativamente reduzidas apenas em doses de MEL =8 mg/dia e quando as
concentragbes basais foram iguais ou superiores a 200 mg/dL (MOHAMMADI-
SARTANG; GHORBANI; MAZLOOM, 2018). Diante desse contexto, podemos sugerir
que o fato de a MEL nao promover alteracdo nas concentracoes de CT, C-HDL e C-
LDL em nosso modelo experimental, pode ser devido a dose inferior utilizada ou tempo
de tratamento.

Outro efeito benéfico da MEL é sua atuacao na cavidade oral (CUTANDO et
al.,, 2003), uma vez que, esse horménio é capaz de melhorar as condigbes
periodontais, tais como a profundidade da bolsa periodontal e o nivel de insercao
clinica em individuos insones (EL-SHARKAWY et al., 2019) e diabéticos (BAZYAR et
al., 2019) com DP. Ademais, diminuiu as concentrac¢des teciduais (gengiva) de TNF-
a, IL-1B e IL-6 em animais obesos com DP (VIRTO et al., 2018). Do mesmo modo, a
MEL reduziu as concentragdes plasmaticas de TNF-a e IL-1B em um modelo
experimental de ratos com DP (KARA et al., 2013) e pulpite aguda (LI et al., 2015).
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Além disso, a MEL reduziu as concentragbes gengivais de IL-183, IL-6 e PGE2 de
pacientes com diabetes e DP (MONTERO et al., 2017).

O dano tecidual causado pela periodontite esta associado a altas
concentragdes de citocinas inflamatorias (KARA et al., 2013), tais como TNF-q, IL-6 e
IL-18 (AKUTAGAWA et al., 2019; DE MOLON et al., 2018) e menor concentracao da
citocina anti-inflamatéria, a IL-10 (Bl et al., 2019). No presente estudo, ratos com PEA
apresentaram aumento das concentracdes plasmaticas de TNF-a e IL-13 em relagao
a todos os grupos. Além disso, a concentragédo de IL-1B foi maior no grupo CN em
relacdo ao grupo CNMEL. Em relagdo a concentragdo de IL-6, o grupo PEA
apresentou maior valor comparado aos grupos CN e CNMEL. Ademais, o grupo PEA
apresentou diminuigdo da concentragdo de IL-10 em relagdo aos grupos CNMEL e
PEAMEL. A concentragcdo dessa citocina também foi menor no grupo CN quando
comparado ao grupo CNMEL. Nas comparagdes das citocinas mencionadas acima
entre os grupos PEA e PEAMEL, o tratamento com MEL reverteu as alteragdes
induzidas pela PEA, exceto na analise da IL-6 que n&o foram encontradas diferencas
entre esses dois grupos.

Nossos resultados se assemelham aos estudos de Carrillo-Vico et al. (2005).
Estes autores verificaram em um modelo experimental de choque séptico em
camundongos, que a MEL aumentou a concentragao plasmatica de IL-10, tanto local
como sistemicamente, diminuiu a de TNF-a, enquanto ndao foram observadas
diferengas significantes de IL-6. Por outro lado, a administragdo de capsulas orais
contendo 6 mg de MEL por 8 semanas reduziu os niveis de IL-6 e proteina C reativa
em pacientes diabéticos com DP, mas nao alterou significativamente as
concentragcbes seéricas de TNF-a (BAZYAR et al., 2019). Assim como ndo foram
observadas diminuigao da concentracao de IL-13 em ratos diabéticos com DP tratados
com 10 mg/kg de MEL administrada intraperitonealmente por 4 semanas (BALCI
YUCE et al., 2016). A dose, duragao e via de administragédo do horménio séo possiveis
fatores que levaram a diversidade dos resultados.

Conforme descrito anteriormente, citocinas inflamatérias estdo associadas ao
desenvolvimento da RI (BLASCO-BAQUE et al., 2017; HUANG et al., 2016). Varios
mecanismos potenciais podem explicar os efeitos deletérios do TNF-a sobre a
sinalizagao insulinica: 1) supressdo da atividade do receptor de insulina-tirosina
quinase; 2) diminuigdo da fosforilagcdo do IRS-1 em tirosina (HOTAMISLIGIL et al.,
1994; PERALDI; XU; SPIEGELMAN, 1997); 3) aumento da fosforilagdo do IRS-1 em
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serina (AGUIRRE et al., 2000); 4) reducao da fosforilagdo da Akt em serina/treonina;
5) prejuizo na translocacédo de GLUT4 para a membrana plasmatica (NIETO-
VAZQUEZ et al., 2007); 6) ativagdo da via do NF-kB (HAYDEN; GHOSH, 2014;
SHOELSON; LEE; GOLDFINE, 2006).

Estudos anteriores do nosso laboratorio demonstraram que ratos com PEA
apresentaram: 1) maior concentragao plasmatica de TNF-a; 2) menor fosforilagao de
IRS1/IRS2 (coletivamente chamados de pp185) em TAB-P (ASTOLPHI et al., 2013) e
tecido muscular (ASTOLPHI et al., 2015). De forma similar, observamos no presente
estudo, elevadas concentragdes plasmaticas de citocinas pré-inflamatdrias, Rl e
prejuizo na via de sinalizagao insulinica, evidenciado pela diminuicao da fosforilagao
de pp185 e Akt em tecido muscular, em ratos com PEA.

Anhé et al. (2004) demonstraram pela primeira vez que o receptor de insulina
pode ser coativado pela MEL. A MEL aumentou a ativagao do receptor de insulina-
tirosina quinase, seguida por fosforilagdo do IRS-1 em tirosina e Akt em serina no
hipotalamo de ratos. Adicionalmente, foi determinada uma comunicagao hipotalamo-
figado desencadeada pela fosforilagdo hipotaldamica de Akt induzida pela MEL,
levando a supressao da gliconeogénese hepatica, provavelmente por meio de
receptores muscarinicos periféricos (FARIA et al., 2013). Essa comunicagao via
central-periférica esclarece o papel que a MEL possui no controle do metabolismo da
glicose.

Os efeitos benéficos da MEL sobre a sinalizagdo insulinica em células
musculares esqueléticas foram demonstrados in vivo (TEODORO et al., 2014) e in
vitro (QUAN et al., 2015). O mecanismo intracelular pelo qual a MEL pode melhorar a
RI nessas células foi identificado pela primeira vez por Teodoro et al. (2014). Estes
autores descobriram que a MEL, pela ativagao da proteina quinase |l dependente de
calcio-calmodulina (CAMK Il), induz a fosforilagdo da CREB. A CREB aumenta a
expressao do coativador-1a do receptor ativado por proliferador do peroxissoma
(PGC-10a) que, por sua vez, ativa genes-chave envolvidos na biogénese mitocondrial,
levando a fosforilagdo da Akt e aumento da captagdo de glicose no musculo
esquelético. De modo similar, Quan et al. (2015) observaram que o pré-tratamento
com MEL restaurou a via de sinalizagao da insulina reduzida por tunicamicina por meio
do aumento da fosforilacdo de IRS-1 (em tirosina) e Akt (em serina) em células

musculares esqueléticas cultivadas.
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No presente estudo, avaliamos a via de sinalizagao insulinica nos tecidos MS
e EDL. Observamos que os animais com PEA apresentaram prejuizo nessa via
apenas no MS e o tratamento com MEL reverteu essa alteragdo. Similarmente,
estudos verificaram que o tratamento com MEL restaurou a atividade das proteinas
envolvidas na via de sinalizagdo insulinica em hipocampo (ratos diabéticos)
(KAMSRIJAI et al., 2020), hipotalamo, figado, musculo esquelético e TAB-P em ratos
idosos e obesos (ZANUTO et al., 2013). Ademais, a MEL mostrou ser eficiente na
melhora da Rl e da esteatose hepatica em camundongos alimentados com DH (HEO
etal., 2018).

Por outro lado, Dos Santos et al. (2018) nao observaram aumento na
fosforilagdo de Akt em serina, apos o estimulo insulinico, no musculo, figado e TAB-
P de ratos pinealectomizados com DP suplementados com MEL. Da mesma forma,
nao foram observados aumento na fosforilagao de Akt no MS de animais alimentados
com DH (SARTORI et al., 2009) e em figado de ratos idosos (MENDES et al., 2013)
apo6s administragdo de MEL.

O musculo esquelético é responsavel pela maior parte da utilizagdo de glicose
estimulada pela insulina (DEFRONZO et al., 1985). Vale ressaltar que alguns
musculos tornam-se mais sensiveis a insulina do que outros devido ao tipo de fibra
muscular predominante e a quantidade de GLUT4 presente nelas. O musculo
esquelético € composto por dois tipos principais de fibras: 1) as fibras do tipo |
(também chamadas de contragao lenta) apresentam baixa resposta contratil, mas alta
resisténcia a fadiga. Essas fibras sdo oxidativas, possuem um grande numero de
mitocdndrias e usam acidos graxos para a produgao de energia; 2) as fibras do tipo Il
(também chamadas de contragao rapida) possuem uma resposta contratil rapida, mas
uma baixa resisténcia a fadiga. Essas fibras sdo glicoliticas, pois possuem menor
namero de mitocéndrias e usam a glicose para produgéo de energia (TORRE-
VILLALVAZO et al., 2019). As fibras de contracdo lenta sdo mais sensiveis a insulina
€ mais responsivas a insulina em comparacdo com as fibras de contragao rapida
(JAMES; JENKINS; KRAEGEN, 1985). Ademais, foi demonstrado que a quantidade
de GLUT4 é maior nas fibras de contracdo lenta (GASTER et al., 2000). O MS é
considerado um musculo predominantemente oxidativo e mais sensivel a insulina. Por
outro lado, o EDL é considerado um musculo menos oxidativo (MESSA et al., 2019).
Esses dados podem explicar o motivo pelo qual houve prejuizo na via insulinica

apenas no MS em nosso trabalho.



58

Conforme descrito anteriormente, a via de sinalizagao insulinica também pode
ser prejudicada pela ativagao de citocinas pré-inflamatérias, tais como TNF-a e IL-18,
pois elas podem ativar as vias inflamatdrias, como JNK e a IKKB/NF-kB (SHOELSON,;
LEE; GOLDFINE, 2006). Nesse sentido, com o intuito de averiguar os mecanismos
envolvidos na Rl em ratos com PEA, foi realizada analise da via inflamatéria e os
resultados demonstraram que altas concentragbes plasmaticas de citocinas pro-
inflamatdrias, e consequente ativagcao da proteina IKKa/f nos tecidos musculares
nestes animais, podem causar essa alteracdo. Nossos resultados corroboram com o
estudo de Pereira et al. (2017), que observou aumento no grau de fosforilagado de
IKKa/B em tecido muscular de ratos com PEA.

Outro estudo do nosso laboratdério, verificou que ratos adultos, proles de ratas
com PEA apresentaram RI, aumento da concentracdo plasmatica de TNF-q,
alteracdes nas vias inflamatoérias (aumento na fosforilagdo de IKKa/B) e na sinalizagéo
insulinica (diminui¢do na fosforilagdo em tirosina da pp185 e aumento na fosforilagéo
em serina do IRS-1) em tecido muscular e TAB-P (TSOSURA et al., 2019).

Sabe-se que a MEL tem acéao anti-inflamatdria e seus efeitos inibitérios sobre
o NF-kB foram previamente encontrados em diversas células e tecidos. No tecido
muscular de ratos, a MEL demonstrou ter efeitos protetores contra os danos causados
pelo exercicio agudo, pois: preveniu o estresse oxidativo; inibiu a cascata de IKK/NF-
KB; bloqueou a produ¢do muscular esquelética de mediadores nocivos envolvidos no
processo inflamatério (ALONSO; COLLADO; GONZALEZ-GALLEGO, 2006). No
estudo de Chuffa et al. (2015), a MEL foi capaz de regular negativamente IKK-a, IkB,
NF-kB, IFN-B, TNF-a e IL-6 em um modelo de ratas com cancer de ovario. Os efeitos
anti-inflamatérios da MEL também foram encontrados em outras células e tecidos, tais
como figado (LIANG et al., 2009) e mastdcitos (MALDONADO et al., 2016). Ademais,
Ali et al. (2018) demonstraram in vivo e in vitro que a MEL, por meio do mecanismo
antioxidante dependente do fator nuclear relacionado ao eritroide 2 (Nrf2), diminuiu as
espécies reativas de oxigénio e a neuroinflamacéao, bloqueando a ativagdo da via
MAPK p-P38/p-JNK, reduzindo a expressao de p-NF-kB/p-IKKB, TNF-a, IL-18 e COX-
2 e prevenindo a neurodegeneragdo em ratos. No presente estudo, a MEL foi efetiva
em diminuir a ativacao de IKKa/3 nos tecidos musculares de ratos com PEA.

Tang et al. (2001) mostraram que o IKK modula negativamente a atividade de
JNK, provavelmente, por meio da indugcado de genes alvo de NF-kB que codificam

proteinas, como o inibidor da apoptose ligado ao cromossomo X (XIAP), que interfere
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na ativagdo da JNK mediada pelo TNF-a. Esses achados revelam que as vias de
sinalizagcdo NF-kB e JNK estdo funcionalmente interconectadas (SCHWABE;
BRENNER, 2006). Estes dados podem ser a razdo pela qual n&do foi encontrada
nenhuma diferenga no grau de fosforilagdo da JNK, pois a via de sinalizagdo da IKK
pode ter sobrepujada a via de sinalizagdo da JNK.

Nossos resultados demonstraram que nao houve diferengca estatistica
significativa no grau de fosforilacdo da proteina JNK em tecido muscular entre os
grupos. De forma semelhante, ndo foram observadas diferengas nesse parametro em
tecido muscular em ratos adultos, proles de ratas com PEA (TSOSURA et al., 2019)
ou DP (MATTERA et al., 2019).

O presente trabalho € o primeiro a estudar os efeitos sistémicos da
administracdo da MEL sobre a sensibilidade a insulina; vias de sinalizagdo insulinica
e inflamatdria; concentragao plasmatica de citocinas inflamatérias e perfil lipidico em
ratos com PEA. Observamos que a PEA promove RI, dislipidemia, aumento das
concentragbes plasmaticas de citocinas pro-inflamatoérias (TNF-a, IL-6 e IL-1B) e da
via inflamatéria (aumento do grau de fosforilagdo de IKKa/f em tecido muscular),
diminuicdo na concentragcao plasmatica da citocina anti-inflamatéria IL-10 e no sinal
insulinico em MS. O tratamento com MEL mostrou ser eficiente em melhorar a R,
dislipidemia, concentragdes plasmaticas das citocinas TNF-a, IL-183 e IL-10, além das
alteragdes nas vias de sinalizagdo insulinica e inflamatéria promovidas pela PEA.
Como o trabalho foi realizado em ratos, sugerimos que o mesmo seja feito em
humanos, no intuito de averiguar a importancia da administracdo de MEL em

pacientes com PEA.
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7 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que a MEL é um potente
tratamento adjuvante para melhorar a RI, dislipidemia, alteragbes nas vias de
sinalizacgao insulinica e inflamatéria promovidas pela PEA. Além disso, demonstram o
impacto que a PEA (processo inflamatoério localizado) tem sobre a saude bucal e

sistémica de ratos adultos.
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Abstract

Aim: To verify the effects of melatonin (MEL) supplementation on insulin sensitivity (ISe), plasma
concentrations of inflammatory cytokines, insulin signaling (IS) and inflammatory pathways in the
soleus (SM) and extensor digitorum longus (EDL) muscles of rats with apical periodontitis (AP).
Methodology: Seventy-two Wistar rats were distributed in 4 groups: a) control (C), b) control
supplemented with MEL (M), c) AP (AP), and d) AP supplemented with MEL (AP + M). AP were
induced by dental pulp exposure of the first and second right molars (upper and lower) to the oral
environment. After AP induction, oral supplementation with 5 mg/kg MEL (diluted in drinking water)
for 60 days was initiated. At the end of the treatment, the following were analyzed: 1) plasma
concentrations of insulin and inflammatory cytokines (TNF-a, IL-6, IL-1B, and IL-10) using ELISA
kits; 2) glycemia using enzymatic assay; 3) insulin resistance (IR) using homeostasis model assessment
of insulin resistance (HOMA-IR) index; 4) phosphorylation status of ppl85 tyrosine, Akt serine,
IKKoa/B, and JNK in SM and EDL using western blot. Analysis of variance of two or three factors was
performed, followed by the Bonferroni test. P values < 0.05 were considered statistically significant.
Results: AP promoted IR, increased plasma concentrations of pro-inflammatory cytokines (TNF-a, IL-
6, and IL-1p), decreased the concentration of anti-inflammatory cytokine IL-10, impaired IS in SM, and
increased IKKao/B phosphorylation status in SM and EDL. MEL supplementation in rats with AP
improved ISe, decreased TNF-a and IL-1B, increased IL-10 plasma concentrations, and changed the IS
in SM and IKKa/p phosphorylation status in SM and EDL.

Conclusions: MEL is a potent adjuvant treatment for improving AP-associated changes in ISe, insulin
signaling and inflammatory pathways. In addition, the impact of AP on general health was also

demonstrated.
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Introduction

Oral inflammation has been associated with systemic alterations, such as osteoporosis (Dodd &
Rowe 2013), cardiovascular disease (Caplan et al. 2006), respiratory disease (Paju & Scannapieco
2007), dyslipidemia (Cintra ef al. 2013), and insulin resistance (IR) (Astolphi ef al. 2013, Pereira et al.
2017), which is related to type Il Diabetes Mellitus (DM2).

Insulin is an anabolic hormone essential for maintaining glycemic homeostasis, growth, and cell
differentiation (Carvalheira et al. 2002). This hormone binds to its receptor and increases the receptor’s
intrinsic tyrosine kinase activity, leading to phosphorylation of insulin receptor substrates (IRS-1 and
IRS-2, known collectively as ppl85 proteins). Tyrosine phosphorylation of IRS-1 stimulates
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K). This leads to the activation of protein kinase B (PKB/Akt) and
phosphorylation of its substrate, AS160, facilitating the translocation of GLUT4 to the plasma
membrane, promoting cellular glucose uptake. Therefore, maintaining adequate responses of the IRS-
PI3K-Akt pathway is crucial for normal insulin-mediated glucose metabolism in tissues sensitive to this
hormone (Wei et al. 2008).

The IR condition involves a compensatory increase in the production of insulin by pancreatic 3
cells. However, with the progression of this condition, insulin production decreases because of the
increase in the secretory demand and pancreatic B cell dysfunction. Thus, insulin secretion is insufficient
to compensate for IR (Pradhan & Goel 2011).

Inflammatory cytokines are associated with the development of IR (Huang et al. 2016, Blasco-
Baque et al. 2017). Indeed, tumor necrosis factor (TNF) a and interleukin (IL) 1p can activate proteins
of the inflammatory pathway, such as the c-Jun amino-terminal kinase (JNK) and the IxB kinase
(IKK0/B) complex (Shoelson et al. 2006), which promote phosphorylation of IRS-1 (Aguirre et al. 2000)
and IRS-2 (Sharfi & Eldar-Finkelman 2008) at serine sites and reduce Akt phosphorylation at serine
(Nakatani et al. 2004), attenuating insulin signaling (Aguirre et al. 2002).

It is known that melatonin (MEL), a hormone synthesized mainly in the pineal gland during the
dark period of the circadian cycle (Faria et al. 2013), has anti-inflammatory effects (Genovese et al.

2005, Kadry et al. 2018). Additionally, Saritekin et al. (2019) demonstrated that the administration of
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MEL decreases the inflammatory process and bone destruction in periapical lesions caused
experimentally in rats.

MEL has also been shown to have regulatory effects on pancreatic B cell insulin secretion
(Picinato et al. 2008). In addition, MEL improves tunicamycin-enhanced IR by restoring Akt
phosphorylation, as well as by reducing phosphorylation of enzyme 1-requiring inositol (IRE-1), JNK,
and IRS-1 serine in skeletal muscle cells (Quan ef al. 2015).

Considering the relationship between oral inflammatory processes and IR and the effects of
MEL on these variables, we hypothesized that supplementation with MEL can reverse the systemic
alterations caused by apical periodontitis (AP). For this purpose, the plasma concentrations of glucose,
insulin, inflammatory cytokines, IR and the insulin signaling and inflammatory pathways were analyzed
in the soleus (SM) and extensor digitorum longus (EDL) muscles of rats with AP that received MEL

supplementation.

Materials and methods
Animals

This study followed the Ethical Principles and Guidelines for Animal Experimentation and was
approved by the Ethics Committee of Sdo Paulo State University (UNESP), School of Dentistry,
Aragatuba, Brazil (protocol number 00815-2018). Wistar rats were kept in a 12-hour light/dark cycle
(lights on at 07:00) at 23 + 2°C with food (Presence®, Paulinia, Sdo Paulo, SP, Brazil) and water
available ad libitum.

Seventy-two male albino Wistar rats, 60 days old, were distributed into 4 groups: a) control rats
(C); b) control rats supplemented with MEL (M); c) rats with AP induced in the first and second molars
(upper and lower) on the right side (AP); d) rats with AP induced in the first and second molars (upper

and lower) on the right side supplemented with MEL (AP + M).

Apical periodontitis
At 60 days of life, animals in the AP groups were subjected to AP induction. The animals were

anesthetized with ketamine hydrochloride (80 mg/kg, intramuscular; Dopalen, Sespo Ind e Com Ltda,
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Paulinia, SP, Brazil), and xylazine (10 mg/kg, intramuscular; Anasedan, Sespo Ind e Com Ltda, Paulinia,
SP, Brazil) and a round bur measuring 0.1 mm in diameter (LN Long Neck Drill, Dentsply Ind e Com
Ltda, Petropolis, RJ, Brazil) was surgically inflicted in the first and second right molars (upper and
lower) to expose the dental pulps to the oral environment through the occlusal surface. The dietary intake

and body weight of the rats were evaluated daily for sixty days.

Administration of melatonin

The animals in the M and AP + M groups were treated with MEL (Melatonin, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) shortly after AP induction. MEL (1 g) was initially diluted in 20 mL of absolute
ethanol and 980 mL of drinking water to a final volume of 1 L. Then, this MEL solution was diluted in
drinking water to obtain a dosage of 5 mg/kg based on previous studies (Sartori et al. 2009, Agil et al.
2011, De Oliveira et al. 2012). Subsequently, this solution was placed in their drinking bottles during
the dark period (7 pm to 7 am) for 60 days. The MEL concentration was adjusted every day according
to the animals' evolved body weight. The animals in the C and AP groups received a carrier solution
prepared with 20 mL of absolute ethanol dissolved in 980 mL of drinking water added to their drinking

bottles following the same criteria for the treated animals.

Euthanasia

After 60 days of treatment with MEL, the rats were fasted for 14 h before the experimental
procedures and anesthetized with sodium thiopental (50 mg/kg, intraperitoneal; Thiopentax®, Cristalia,
Itapira, SP, Brazil).

Ten animals from the C, M, AP, and AP + M groups of rats underwent a median laparotomy to
collect blood by puncturing the inferior vena cava. Blood samples were transferred to heparinized plastic
tubes (BV Vacutainer, Flanklin Lakes, NJ, USA) and centrifuged at 3000xg for 15 min at 4°C. The
obtained plasma was stored in aliquots at -80°C for quantification of plasma concentrations of the

cytokines TNF-a, IL-6, IL-1pB, and IL-10 as well as of insulinemia and glycemia.
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Samples of SM and EDL muscles were collected from another group of the C, M, AP, and AP
+ M rats (n=8 animals per group) to analyze the insulin signaling and inflammatory pathways by western
blot.

Then, all animals were euthanized by an overdose of sodium thiopental anesthetic (150 mg/kg,

intraperitoneal, Thiopentax®, Cristalia, Itapira, SP, Brazil).

Histological analysis of the periapical region

The right hemimaxyls of the C, AP, M, and AP + M groups were dissected and fixed for 24 h
in 4% formaldehyde buffered at neutral pH. Then, the specimens were demineralized in 10% disodium
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) solution (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) for 90 days.
Subsequently, the specimens were processed conventionally and embedded in paraffin. Semi-serial
slices (5 um) on the distal-mesial axis of the upper second molars were obtained using a microtome
(RM2155, Leica Microsystems, BD, Wetzlar, Germany), stained with hematoxylin and eosin (H&E),

and analyzed by optical microscopy (DM 4000 B, Leica).

Analysis of glycemia, insulinemia, HOMA-IR, and inflammatory cytokines

Glycemia was analyzed using the glucose oxidase method (enzymatic glucose, ANALISA
Diagnéstica, Belo Horizonte, MG, Brazil) and insulinemia using enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) (Sensitive Rat Insulin, SRI-13K, Millipore, St. Charles, MO, USA). IR was assessed using the
homeostasis model assessment of insulin resistance (HOMA-IR) index, which was calculated according
to the following formula: HOMA-IR = fasting glucose (mmol/L) x fasting insulinemia (uIU/mL) / 22.5
(Bonora ef al. 2000).

Plasma concentrations of TNF-a, IL-10, IL-6, and IL-1B cytokines were determined using
ELISA kits, following the manufacturer's instructions (TNF-a and IL-10: Invitrogen Corporation,
Camarilio, CA, USA; IL-6: BD Biosciences, San Diego, USA; IL-1B: Immuno-Biological Laboratories,

Inc., Minneapolis, MN, USA).
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Evaluation of the inflammatory (IKK and JNK) and insulin signaling pathways (pp185 and Akt)
in SM and EDL

The animals in each group (n=8) were anesthetized and subjected to median laparotomy to
remove SM and EDL. Tissues were collected before and after intravenous (portal vein) administration
of 1.5 U regular insulin (Humulin, Eli Lilly and Company, Indianapolis, IN, USA) at different times (75
s for EDL and 90 s for SM). The tissue samples were prepared as described by Carvalho et al. (1996)
and subjected to western blot to quantify: a) ppl185 tyrosine phosphorylation status using an anti-
phosphotyrosine antibody, b) Akt serine phosphorylation status using an anti-phosphoserine antibody
(Ser473), and c) INK and IKKa/B phosphorylation status and total using antibodies against p-JNK, p-
IKKoa/B, INK, and IKKa/B, respectively. B-actin served as the loading control. All primary antibodies
were purchased from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). The immunoreactive bands
were detected by autoradiography using an enhanced chemiluminescence detection system (ECL Kit,
Amersham; GE Healthcare, Chalfont St. Giles, United Kingdom) according to the manufacturer's
instructions. Quantitative analysis of the protein bands was performed using Scion Image software

(Scion Image - Release Beta 3b; National Institutes of Health, Frederick, MD, USA).

Statistical analysis

For the analysis of body weight, food intake, blood glucose, insulinemia, HOMA-IR, and
inflammatory cytokines, the normality of the data was statistically verified. Statistical analyses were
performed by two-way analysis of variance (ANOVA), followed by the Bonferroni test. The results
were considered statistically significant when p < 0.05, using the Graph Pad Prism version 7.0 statistical
software (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Values are expressed as mean =+ standard
error of the mean (SEM).

For protein analysis, the normality of the data was statistically verified. Statistical analyses were
performed using three-factor ANOVA, followed by the Bonferroni test. The results were considered
statistically significant when p < 0.05, using the Graph Pad Prism version 7.0 statistical software

(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Values are expressed as mean = SEM.
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According to the power calculation, inclusion of animals would be sufficient to detect a
statistically significant difference between samples with a power of 80% (Dos Santos et al. 2018).

Sample size was calculated using the OpenEpi (http://www.openepi.com/Menuw/OE Menu.htm).

Results

Histological evaluation of periapical tissues

Histological analyses showed that in the C and M groups, the dental apexes showed
characteristics compatible with normal appearance (Fig. 1 al-a2 and c1-c2). However, in the AP and
AP + M groups, infiltration of inflammatory cells was observed in the area around the dental apex as

well as tooth resorption, 60 days after pulp exposure (Fig. 1 b1-b2 and d1-d2).

Assessment of body weight and food intake

The body weight and food intake of rats in the C, AP, M, and AP + M groups were assessed
daily, starting from AP induction and the initiation of the supplementation with MEL in drinking water,
until the end of the experiment (Fig. 2A and B). The results demonstrate that there was no statistically

significant difference in body weight and food intake among the groups.

Assessment of glycemia, insulinemia, and HOMA-IR index

The M group showed a significant decrease (p < 0.05) in glycemia compared to the C and AP
groups. However, there were no statistical difference in fasting glycemia values among the C, AP, and
AP + M groups as well between M and AP + M. Insulinemia values were higher in the AP group (p <
0.05) than in the C and M groups. There were no statistically significant differences in plasma insulin
concentrations among the C, M, and AP + M groups and between the AP and AP + M groups. HOMA -
IR was significantly higher (p < 0.05) in the AP group than in the other groups. There were no

statistically significant differences in HOMA-IR among the C, M, and AP + M groups (Table 1).
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Evaluation of plasma concentrations of inflammatory cytokines

The plasma concentration of TNF-a was higher (p < 0.05) in the AP group than in the other
groups. However, there was no difference in the concentration of TNF-a among the C, M, and AP + M
groups (Table 2).

There was a significant increase (p < 0.05) in the concentration of IL-6 in the AP group
compared to the C and M groups. However, there was no difference in the concentration of IL-6 among
the C, M, and AP + M groups as well between AP and AP + M groups (Table 2).

The concentration of IL-1 was higher (p < 0.05) in the AP group than in the other groups. In
addition, the plasma concentration of this cytokine in the M group was significantly lower than that in
the C and AP groups (p < 0.05). There was no difference in the concentration of IL-1 between the C
and AP + M groups as well between M and AP + M groups (Table 2).

A significant decrease in IL-10 (p < 0.05) was observed in the AP group compared to the M and
AP + M groups and a significant increase in the M group compared to the C and AP groups. There was
no difference in the concentration of IL-10 between the C and AP groups as well between the C and AP

+ M groups and between the M and AP + M groups (Table 2).

Evaluation of the insulin signaling pathway (pp185 and Akt) in the SM and EDL

pp185 tyrosine and Akt serine phosphorylation status increased (p < 0.05) after stimulation with
insulin in relation to baseline levels in all groups in SM and EDL.

After insulin stimulation, pp185 tyrosine phosphorylation status (Fig. 3A and B) and Akt serine
phosphorylation status (Fig. 4A and B) were lower (p < 0.05) in the AP group than in the C, M, and AP
+ M groups in the SM. However, regarding EDL, there were no statistically significant differences in

the phosphorylation status of these proteins among the groups (Fig. 3C, 3D and Fig. 4C, 4D).

Inflammatory pathway assessment (JNK and IKKa/p) in the SM and EDL
There was increase IKKa/p phosphorylation status (p < 0.05) in the AP group compared to the
C, M, and AP + M groups in the SM (Fig. 5A and B) and EDL (Fig. 5C and D). There was no difference

in JNK phosphorylation status among the groups in both tissues (Fig. 6).
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Discussion

The present study demonstrated that AP in rats promoted: IR; increased the concentrations of
pro-inflammatory cytokines (TNF-a, IL-6, and IL-1p); increased IKKa/p phosphorylation status in SM
and EDL. In addition, it caused a decrease in the concentration of IL-10 and impaired the transduction
of the insulin signaling in SM. MEL supplementation in rats with AP improved: insulin sensitivity;
concentrations of TNF-a, IL-1P, and IL-10; changed found in the insulin signaling in SM, and the
IKK /B phosphorylation status in SM and EDL. Thus, the hypothesis of the study was confirmed.

MEL mediates the integration between the cyclic environment and the circadian distribution of
physiological and behavioral processes necessary to optimize energy homeostasis (Cipolla-Neto et al.
2014). It has been shown that MEL regulates the expression of the hypothalamic pro-opiomelanocortin
(POMC) gene (Rasmussen et al. 2003), which can exert a direct anorexigenic effect. Buonfiglio et al.
(2018) have found that pinealectomized rats have central resistance to leptin (a hormone responsible for
promoting an anorexigenic response in hypothalamic neurons), changes in thermoregulatory
mechanisms, decreased activity of brown adipose tissue, and increased food intake and body weight. In
contrast, treatment of these animals for 13 weeks with MEL reduced food intake and body weight due
to the action of this hormone on the hypothalamus, modulating the expression of orexigenic
neuropeptides (Agouti-related peptide - AgRP and Orexin). In models of obesity (Prunet-Marcassus et
al. 2003) and aging (Mendes et al. 2013), it has been observed that MEL treatment for 3 and 16 weeks,
respectively resulted in a reduction in body weight and food intake. However, the results of the present
study demonstrated that MEL treatment did not affect body weight or food intake among groups. Zanuto
et al. (2013) have also demonstrated that in elderly and obese rats supplementation with MEL in drinking
water for 8 weeks, had no effect on these parameters.

Research has been carried out to improve understanding of the relationship between oral
diseases and systemic changes. Astolphi ef al. (2013) and Pereira et al. (2017) have found that rats with
AP develop IR. In the present study, there was no statistically significant difference in glycemia and
insulinemia in the AP + M group compared to the AP group. However the AP + M group showed
reduced IR compared to the AP group, demonstrating that MEL reversed IR in rats with AP. Similar

results, in relation to IR, have been found in another type of oral disease, such as PD, by Dos Santos et
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al. (2018), in rats with PD and/or pinealectomized treated with MEL. According to Prunet-Marcassus
et al. (2003), MEL had no effect on insulinemia and glycemia in pinealectomized rats fed a high-fat diet
(HFD). We emphasize that the AP group also had higher IR and insulinemia in relation to the C and M
groups. Regarding blood glucose, the M group showed lower levels only in relation to the C and AP
groups. However, insulinemia in M did not differ from that in C and AP + M.

MEL has been described as a potent antidiabetic agent (Agil et al. 2012, She et al. 2014, Zephy
& Ahmad 2015). Animal (Picinato et al. 2008, Nagorny et al. 2011) and human (Bouatia-Naji et al.
2009) studies have found that MEL directly affects insulin production and secretion. In this context, the
literature demonstrates that oral administration of MEL reduces insulinemia and HOMA-IR index
values in insulin-resistant mice fed with HFD (Sartori ef al. 2009) and in women with polycystic ovary
syndrome (Shabani et al. 2019). These studies demonstrate that MEL can be a potential therapeutic
agent for the prevention of IR.

Another beneficial effect of MEL is its function in the oral cavity (Cutando ef al. 2003), since
this hormone is able to improve periodontal conditions, such as the depth of the periodontal pocket and
the level of clinical insertion in insomniac individuals (El-Sharkawy et al. 2019) and diabetic patients
(Bazyar et al. 2019) with PD. In addition, it reduces tissue concentrations (gingival) of TNF-a, IL-1§,
and IL-6 in obese animals with PD (Virto et al. 2018). Likewise, MEL reduces plasma concentrations
of TNF-a and IL-1p in an experimental model of rats with PD (Kara et al. 2013) and acute pulpitis (Li
et al. 2015). In addition, MEL decreases gingival concentrations of IL-1f, [L-6, and prostaglandin E2
in patients with diabetes and PD (Montero et al. 2017).

Tissue damage caused by periodontitis is associated with high concentrations of inflammatory
cytokines (Kara et al. 2013), such as TNF-a, IL-6, and IL-1B (De Molon et al. 2018, Akutagawa et al.
2019) and lower concentrations of the anti-inflammatory cytokine, IL-10 (Bi et al. 2019). In the present
study, rats with AP showed increased plasma concentrations of TNF-o and IL-1p in relation to all
groups. In addition, the concentration of IL-1p was higher in group C than in group M. Regarding IL-6
concentration, the AP group showed higher value compared to the C and M groups. In addition, the AP
group showed a decrease in the concentration of IL-10 in relation to the M and AP + M groups. The

concentration of this cytokine was also lower in group C than in group M. The comparisons of the
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cytokines mentioned above between the AP and AP + M groups indicated that treatment with MEL
reversed the changes induced by AP, except for IL-6.

Our results are similar to those of Carrillo-Vico et al. (2005). These authors verified in an
experimental model of septic shock in mice that MEL increased the levels of IL-10, both locally and
systemically, and decreased that of TNF-a, while had no significant effect on the levels of IL-6.
However, the administration of oral capsules containing 6 mg of MEL for 8 weeks reduced the levels of
IL-6 and C-reactive protein in diabetic patients with PD but did not significantly alter serum
concentrations of TNF-a (Bazyar et al. 2019). In addition, no decrease in IL-1p concentration was
observed in diabetic rats with PD administered intraperitoneally 10 mg/kg of MEL for 4 weeks (Balci
Yuce et al. 2016). The dose, duration, and route of administration of the hormone are possible factors
that led to the diversity of results.

As previously described, inflammatory cytokines are associated with the development of IR
(Huang et al. 2016, Blasco-Baque et al. 2017). Several potential mechanisms may explain the
deleterious effects of TNF-a on insulin signaling: 1) suppression of insulin-tyrosine kinase receptor
activity; 2) decreased tyrosine phosphorylation of IRS-1 (Hotamisligil et al. 1994, Peraldi et al. 1997);
3) increased serine phosphorylation of IRS-1 (Aguirre ef al. 2000); 4) reduction of Akt phosphorylation
in serine/threonine; 5) impairment in the translocation of GLUT4 to the plasma membrane (Nieto-
Vazquez et al. 2007); and 6) activation of the NF-«kB pathway (Hayden & Ghosh 2014, Shoelson et al.
2000).

It has been shown that rats with AP have higher plasma concentrations of TNF-a and reduced
phosphorylation of IRS1/IRS2 in periepididimal white adipose tissue (WAT) (Astolphi et al. 2013) and
in muscle tissue (Astolphi et al. 2015). Similarly, we observed high plasma concentrations of pro-
inflammatory cytokines, IR, and impairment in insulin signaling pathway, as evidenced by decreased of
pp185 and Akt phosphorylation status in muscle tissue, in rats with AP.

Anhé et al. (2004) demonstrated for the first time that the insulin receptor can be coactivated by
MEL. MEL increased the activation of insulin-tyrosine kinase receptor, followed by tyrosine
phosphorylation of IRS-1 and serine phosphorylation of Akt in the hypothalamus of rats. Additionally,

it has been shown hypothalamic-liver communication triggered by MEL-induced hypothalamic
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phosphorylation of Akt, leading to the suppression of hepatic gluconeogenesis, probably through
peripheral muscarinic receptors (Faria et al. 2013). This central-peripheral communication highlights
the role of MEL in controlling glucose metabolism.

The beneficial effects of MEL on insulin signaling in skeletal muscle cells have been
demonstrated in vivo (Teodoro et al. 2014) and in vitro (Quan et al. 2015). The intracellular mechanism
by which MEL can improve IR in these cells was first identified by Teodoro et al. (2014). These authors
found that MEL, by activating calcium kalmodulin-dependent protein kinase II (CaMKII), induces
phosphorylation of cAMP-responsive binding protein (CREB). CREB increases the expression of
peroxisome proliferator-activated receptor (PGC-1a), which in turn activates key genes involved in
mitochondrial biogenesis, leading to Akt phosphorylation and increased glucose uptake in skeletal
muscle. Similarly, Quan et al. (2015) observed that pretreatment with MEL restored tunicamycin-
reduced insulin signaling pathway by increasing the phosphorylation of IRS-1 and Akt in cultured
skeletal muscle cells.

In the present study, we evaluated the insulin signaling pathway in SM and EDL tissues. We
observed that animals with AP showed impairment of this pathway only in SM, and the treatment with
MEL reversed this change. Similarly, other studies have found that MEL treatment restored the activity
of proteins involved in the insulin signaling pathway in the hippocampus (diabetic rats) (Kamsrijai et
al. 2020), hypothalamus, liver, skeletal muscle, and WAT in elderly and obese rats (Zanuto et al. 2013).
In addition, MEL has been shown to be effective in improving IR and liver steatosis in mice fed HFD
(Heo et al. 2018).

However, Dos Santos et al. (2018) did not observe an increase in Akt serine phosphorylation
status, after insulin stimulation, in muscle, liver, and WAT of pinealectomized rats with PD
supplemented with MEL. Likewise, there was no increase in Akt phosphorylation in the SM of animals
fed HFD (Sartori et al. 2009) and in the liver of elderly rats (Mendes et al. 2013) after administration of
MEL.

Skeletal muscle is responsible for most of insulin-stimulated use of glucose (Defronzo et al.
1985). It is worth mentioning that some muscles are more sensitive to insulin than others. Skeletal

muscle is composed of two main types of fibers: 1) Type I fibers (also called slow-twitch) are oxidative,
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have a large number of mitochondria, and use fatty acids for energy production; 2) type II fibers (also
called fast-twitch) are glycolytic because they have fewer mitochondria and use glucose for energy
production (Torre-Villalvazo et al. 2019). Slow-twitch fibers are more sensitive to insulin and more
responsive to insulin than fast-twitch fibers (James et al. 1985). In addition, it has been shown that the
amount of GLUT4 is higher in slow-twitch fibers (Gaster et a/. 2000). SM is considered a predominantly
oxidative muscle and is more sensitive to insulin. However, EDL is considered a less oxidative muscle
(Messa et al. 2019). This data may explain the reason for the impairment in the insulin signaling pathway
only in the SM in this study.

As previously described, the insulin signaling pathway can also be impaired by pro-
inflammatory cytokines, such as TNF-a and IL-1p, as they can activate inflammatory pathways, such as
JNK and IKKB/NF-kB (Shoelson et al. 2006). In this direction, in order to ascertain the mechanisms
involved in IR in rats with AP, an analysis of the inflammatory pathway was performed and the results
demonstrated that high plasma concentrations of pro-inflammatory cytokines, and consequent activation
of the IKKo/B protein in the muscle tissues of these animals, can cause this change. Our results
corroborate the study by Pereira et al. (2017), who observed an increase in the IKKa/p phosphorylation
status in the muscle tissue of rats with AP.

Another study has found that in adult rats, the offspring of rats with AP showed IR, increased
plasma concentration of TNF-a, changes in the inflammatory pathway (increased IKKo/
phosphorylation status) and insulin signaling (decreased ppl85 tyrosine phosphorylation status and
increased IRS-1 serine phosphorylation status) in muscle tissue and WAT (Tsosura et al. 2019).

It is known that MEL has an anti-inflammatory function, and its inhibitory effects on NF-xB
have been previously found in several cells and tissues. In the muscle tissue of rats, MEL has been
shown to have protective effects against damage caused by acute exercise, since it prevents oxidative
stress, inhibits the IKK/NF-kB cascade, and blocks the production of harmful inflammatory mediators
(Alonso et al. 2006). In the study by Chuffa et al. (2015), MEL was able to downregulate IKK-a, IkB,
NF-«kB, IFN-B, TNF-0, and IL-6 in an ovarian cancer rat model. In addition, Ali et al. (2018)
demonstrated, in vivo and in vitro, that MEL, by means of the nuclear factor-dependent antioxidant

mechanism related to erythroid 2 (Nrf2), decreased reactive oxygen species and neuroinflammation,
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blocked the activation of the MAPK p-P38/p-JNK, reduced the expression of p-NF-kB/p-IKKf3, TNF-
a, [L-1B, and COX-2, and prevented neurodegeneration in rats. In the present study, MEL was effective
in decreasing the activation of IKKa/p in the muscle tissues of rats with AP.

Tang et al. (2001) showed that IKK negatively modulates JNK activity, probably through the
induction of NF-«kB target genes that encode proteins, such as the X chromosome-linked apoptosis
inhibitor (XIAP), which interferes with JNK-mediated activation by TNF-a. These findings reveal that
the NF-xB and JNK signaling pathways are functionally interconnected (Schwabe & Brenner 2006).
This may be the reason why no difference was found in the JNK phosphorylation status, as the IKK
signaling pathway may have overtaken the JNK signaling pathway.

Our results demonstrated that there was no statistically significant difference in the JNK
phosphorylation status in muscle tissue between the groups. Similarly, there were no differences in this
parameter in muscle tissue of adult rats, offspring of rats with AP (Tsosura ef al. 2019) or PD (Mattera
etal. 2019).

The results of the present study demonstrate that MEL is a potent adjuvant treatment to improve
AP-induced IR, and changes in the insulin signaling and inflammatory pathways. In addition, these
findings highlighted the impact of AP (localized inflammatory process) on the oral and systemic health

of adult rats.

Conclusion

Supplementation with MEL was effective in improving AP-induced IR, plasma concentrations
of cytokines TNF-a, IL-1P and IL-10, as well as changes in the insulin signaling and inflammatory
pathways in muscle tissue. As this work was carried out in rats, we suggest that it should be performed

in humans to ascertain the importance of MEL supplementation in patients with AP.
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Figure Legends

Figure 1 Representative images of histological analysis of the periapical region after 60 days of pulp
exposure. H&E staining shows no inflammatory infiltrate in the periapical region in the C group (al,
a2); a moderate inflammatory infiltrate around the apex, disruption of the periodontal ligament and bone
resorption area in the AP group (bl, b2); no inflammatory infiltrate in the periapical region in the M
group (cl, c2); moderate inflammatory infiltrate and periapical bone resorption area in the AP + M
group (d1, d2) (al-d1, 100x; a2-d2, 400x increase).

Figure 2 Evaluation of body weight and food intake weekly. A. Weekly body weight. B. Average
weekly food intake. Groups of control rats (C), rats with apical periodontitis (AP), control rats
supplemented with melatonin (M), and rats with AP supplemented with melatonin (AP + M). Body
weight and food intake were evaluated from the AP induction and initiation of supplementation with
melatonin, until the end of the experiment. Values are expressed as the mean = SEM of 18 animals per
group.

Figure 3 Evaluation of pp185 tyrosine (pTyr) phosphorylation status before (-) and after (+) insulin
stimulation in the soleus (SM) (A and B) and extensor digitorum longus (EDL) (C and D) muscles of
control rats (C), rats with apical periodontitis (AP), control rats supplemented with melatonin (M), and
rats with AP supplemented with MEL (AP + M). In A and C, typical autoradiograph: equal amounts of
protein were analyzed to SDS-PAGE (185 pg). B-actin was used as the control. In B and D, the values
of pp185 tyrosine phosphorylation status (expressed in arbitrary units) are presented as mean £ SEM,
n=8 animals per group. * p < 0.05 insulin (-) vs. insulin (+); T p <0.05 AP (+) vs. C (+), M (+), and AP
+M (+).

Figure 4 Evaluation of Akt serine (pSer 473) phosphorylation status before (-) and after (+) insulin
stimulation in soleus (SM) (A and B) and extensor digitorum longus (EDL) (C and D) muscles of control
rats (C), rats with apical periodontitis (AP), control rats supplemented with melatonin (M) and rats with
AP supplemented with MEL (AP + M). In A and C, typical autoradiograph: equal amounts of protein
were analyzed to SDS-PAGE (185 pg). B-actin was used as the control. In B and D, the values of Akt
serine phosphorylation status (expressed in arbitrary units) are presented as mean + SEM, n=8 animals

per group. * p < 0.05 insulin (-) vs. insulin (+); T p <0.05 AP (+) vs. C (+), M (+), and AP + M (+).
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Figure 5 Evaluation of IKKa/p phosphorylation status in the soleus (SM) (A and B) and extensor
digitorum longus (EDL) (C and D) muscles of control rats (C), rats with apical periodontitis (AP),
control rats supplemented with melatonin (M), and rats with AP supplemented with MEL (AP + M). In
A and C, typical autoradiograph: equal amounts of protein were analyzed to SDS-PAGE (185 pg).
IKKoa/p total was used as a control. In B and D, the values of IKKa/B phosphorylation status (expressed
in arbitrary units) are presented as mean + SEM, n=8 animals per group. * p <0.05 AP vs. C, M and AP
+ M.

Figure 6 Evaluation of JNK phosphorylation status in the soleus (SM) (A and B) and extensor digitorum
longus (EDL) (C and D) muscles of control rats (C), rats with apical periodontitis (AP), control rats
supplemented with melatonin (M), and rats with AP supplemented with MEL (AP + M). In A and C,
typical autoradiograph: equal amounts of protein were analyzed to SDS-PAGE (185 pg). JNK total was
used as a control. In B and D, the values of JNK phosphorylation status (expressed in arbitrary units)

are presented as mean £ SEM, n=8 animals per group.



Tables

Table 1 Glycemia, insulinemia, and HOMA-IR.
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Parameters C AP M AP+M
Glycemia (mmol/L) 8.14 +0.28° 8.43 +£0.42° 6.70 + 0.35° 7.19 £0.19%®
Insulinemia (pUI/mL) 6.87+0.61° 9.48 +0.33° 7.26+0.18° 8.04 +£0.16®
HOMA-IR 2.49+£0.24° 3.57£0.24° 2.17+0.13* 2.57 +0.09°

Values are presented as the mean + SEM* (n = 10 animals per group).

* Same superscript letters indicate that there was no statistical difference between the groups.

Legends: C - control rats; AP - rats with apical periodontitis; M - control rats supplemented with

melatonin; AP + M - rats with apical periodontitis supplemented with melatonin; HOMA-IR -

homeostasis model assessment of insulin resistance.

Table 2 Plasma concentrations of TNF-a, IL-6, IL-1p, and IL-10.

Parameters C AP M AP +M
TNF-a (pg/mL) 8.56 + 0.84° 13.42 +0.86° 9.21 +£0.83 8.62 +0.42°
IL-6 (pg/mL) 2.46 £0.02* 2.60 +0.04° 2.49 £0.032 2.54+0.02%
IL-1B (pg/mL) 10.72 £ 0.70? 14.06 + 0.75° 7.59 £0.27° 10.15 £+ 0.85%
IL-10 (pg/mL) 40.41 £ 1.22% 3422 +£2.31° 48.62 + 1.81° 41.87 +1.83%

Values are presented as the mean + SEM* (n = 10 animals per group).

* Same superscript letters indicate that there was no statistical difference between the groups.

Legends: C - control rats; AP - rats with apical periodontitis; M - control rats supplemented with

melatonin; AP + M - rats with apical periodontitis supplemented with melatonin; TNF-a - tumor necrosis

factor alpha; IL-6 - interleukin 6; IL-1p - interleukin 1f; IL-10 - interleukin 10.
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