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MARANI, F. EFEITOS DA SUPLEMENTACAO COM MELATONINA NA
REMODELAC}AO OSSEA ALVEOLAR EM RATOS PINEALECTOMIZADOS COM
DOENCA PERIODONTAL. 2018. 65f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Odontologia de Aracatuba - Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2018.

RESUMO
Pesquisas tém sido realizadas para investigar a relacao entre inflamagdes cronicas
na cavidade oral e efeitos deletérios em diversos sistemas do organismo. A doenca
periodontal (DP) caracterizada como uma infeccéo e inflamacéo oral esta associada
a producao de citocinas inflamatérias, tais como fator de necrose tumoral-alfa (TNF-
a) e interleucina-6 (IL-6), as quais aumentam a expressao dos osteoclastos, levando
a um aumento da reabsorcdo 6ssea alveolar. Além da influéncia destas citocinas na
perda éssea alveolar, evidéncias cientificas apontam que a falta do horménio
melatonina também pode contribuir para uma maior reabsorcao 6ssea. A melatonina
€ um poderoso regulador da homeostase de diversos tecidos. Assim, este horménio
pode ter um importante papel na protecédo de tecidos lesionados, podendo ser visto,
como um possivel coadjuvante no tratamento de doencas da cavidade oral devido
principalmente sua agéo antioxidante e imunomoduladora. Portanto, o objetivo deste
estudo foi verificar o efeito da suplementacdo da melatonina na reabsor¢cdo 6ssea
alveolar em ratos com doencga periodontal e pinealectomizados (PNX), avaliando: 1)
concentracfes plasmaticas de TNF-a e IL-6 pelo método de ELISA; 2) marcadores
0sseos como a fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP) e Osteocalcina (OCN)
por meio de técnica imunoistoquimica; 3) histomorfometria da regido comprometida
pela DP pelo escaneamento no microtomégrafo em 3D (Micro-CT) (modelo 1172
SkyScan®). Para tanto, oitenta (80) ratos Wistar machos com 40 dias de idade foram
distribuidos aleatoriamente em 8 grupos (n=10): controle (CN), doenca periodontal
(DP), pinealectomizados (PNX), pinealectomizados com doenga periodontal
(PNXDP), controle com melatonina (CNMEL), doenga periodontal com melatonina
(DPMEL), pinealectomizados com melatonina (PNXMEL) e pinealectomizados com
doenca periodontal e com melatonina (PNXDPMEL). A DP foi induzida apds 20 dias
da pinealectomia por ligadura com fio de seda ao redor dos primeiros molares
mandibulares. Apos 28 dias da inducéao da DP, os experimentos foram realizados. A
analise estatistica foi realizada por andlise de variancia Three-way (ANOVA), seguida
pelo teste de Tukey e para as analises de imunoistoquimicas pelo teste estatistico ndo

paramétrico de Kruskal Wallis. O nivel de significancia adotado foi de 5% (alfa=5%).
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Os resultados evidenciaram um aumento de mediador pré-inflamatorio TNF-a tanto
nos animais com DP como PNX. Apenas os grupos com DP (DP e PNXDP)
apresentaram maior reabsor¢cdo 0ssea alveolar devido uma maior atividade dos
osteoclastos comparado a dos osteoblastos evidenciado pelo aumento do marcador
de reabsorcdo, fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP), e diminuicdo do
marcador de formacdo, osteocalcina (OCN) como também pelos resultados
histomorfométricos. Por outro lado, os animais tratados com melatonina néo
apresentaram alteracéo na concentracao plasmatica de TNF-a e perda 0ssea alveolar.
Com base nos resultados do presente estudo, verificou-se que 0s animais
pinealectomizados e com DP apresentaram elevada concentracdo de TNF-a, mas a
perda Ossea alveolar ocorreu apenas nos animais com DP. A pinealectomia nao
promoveu alteracdo 6ssea como também ndo agravou esse parametro em animais
com DP. A suplementagdo com melatonina promoveu diminuigdo de TNF-a nos
animais pinealectomizados e com DP. Em todos os grupos com DP a melatonina
protegeu-os da reabsorcdo Ossea alveolar. Portanto, estes resultados demonstram
gue a melatonina é eficiente no controle tanto da reabsor¢céo 6ssea alveolar como da
concentragdo plasmatica de TNF-a em ratos com DP e PNX, demonstrando sua

importancia local e sistémica.

Palavras-chave: Melatonina, Glandula Pineal, Doéncas Periodontais, Inflamacao,

Reabsorcéo Ossea.
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MARANI, F. EFFECTS OF MELATONIN SUPPLEMENTATION ON ALVEOLAR
BONE REMODELING IN PINEALECTOMIZED RATS WITH PERIODONTAL
DISEASE. 2018. 65f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Odontologia de
Aracatuba - Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2018.
ABSTRACT

Researches has been conducted to investigate the relationship between chronic
inflammation in the oral cavity and deleterious effects on various systems of the body.
Periodontal disease (PD) characterized as an infection and oral inflammation is
associated with the production of inflammatory cytokines, such as tumor necrosis
factor-alpha (TNF-a) and interleukin-6 (IL-6), which increase the expression of
osteoclasts, leading to an increase in alveolar bone resorption. In addition to the
influence of these cytokines on alveolar bone loss, scientific evidence indicates that
the lack of the hormone melatonin may also contribute to a greater bone resorption.
Melatonin is a powerful regulator of homeostasis of various tissues. Thus, this hormone
may have an important role in the protection of injured tissues, and can be seen as a
possible adjuvant in the treatment of diseases of the oral cavity mainly due to its
antioxidant and immunomodulatory action. Therefore, the objective of this study was
to verify the effect of melatonin supplementation on alveolar bone resorption in rats
with periodontal disease and pinealectomized (PNX), evaluating: 1) plasma
concentrations of TNF-a and IL-6 by the ELISA method; 2) bone markers such as
tartrate resistant acid phosphatase (TRAP) and Osteocalcin (OCN) by
immunohistochemical technique; 3) histomorphometry of the region compromised by
PD by scanning in the microtomograph in 3D (Micro-CT) (model 1172 SkyScan®).
Therefore, eighty (80) Wistar male rats of 40 days old were randomly distributed into 8
groups (n= 10): control (CN), periodontal disease (PD), pinealectomized (PNX)
pinealectomized with periodontal disease (PNXPD), control with melatonin (CNMEL),
periodontal disease with melatonin (PDMEL) pinealectomized with melatonin
(PNXMEL) and pinealectomized with periodontal disease and melatonin
(PNXPDMEL). PD was induced after 20 days of pinealectomy by ligation with silk
thread around the first mandibular molars. After 28 days of induction of DP, the
experiments were performed. Statistical analysis was performed by Three-way
analysis of variance (ANOVA), followed by the Tukey's test and for the
immunohistochemical analyzes by the non-parametric statistical test of Kruskal Wallis.

The level of significance was 5% (alpha = 5%). The results evidenced an increase of
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proinflammatory mediator TNF-a in both PD and PNX animals. Only the groups with
PD (PD and PNXPD) presented greater alveolar bone resorption due to a higer activity
of the osteoclasts compared to the osteoblasts evidenced by the increase of the
resorption marker, tartrate resistant acid phosphatase (TRAP), and decrease of the
formation marker osteocalcin (OCN) as well as histomorphometric results. On the other
hand, in animals treated with melatonin there was no change in plasma TNF-a
concentration and alveolar bone loss. Based on the results of the present study,
pinealectomized and PD animals showed high concentration of TNF-a, but alveolar
bone loss occurred only in animals with PD. Pinealectomy did not promote bone
alteration, nor did it aggravate this parameter in animals with PD. Supplementation with
melatonin promoted decreased TNF-a in pinealectomized and PD animals. In all
groups with PD, melatonin protected them from alveolar bone resorption. Therefore,
these results demonstrate that melatonin is efficient in controlling both alveolar bone
resorption and plasma TNF-a concentration in rats with PD and PNX, demonstrating

its local and systemic importance.

Keywords: Melatonin, Pineal Gland, Periodontal Diseases, Inflammation, Bone
Resorption.
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1 INTRODUCAO

A Doenca Periodontal (DP) € uma doenca de origem infecciosa e
inflamatoéria cronica dos tecidos periodontais que incluem gengiva, ligamento
periodontal, cemento e o 0sso alveolar, envolvendo uma série de alteracdes
patolégicas no periodonto que levam a destruicdo gradual desses tecidos (DI
BENEDETTO et al., 2013; WILLIAMS, 1990).

A etiologia da DP deriva principalmente de bactérias anaerébicas gram-
negativas, tais como Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans e Prevotella intermedia (RASLAN, 2011; SLOTS et al., 1986;
SOCRANSKY, 2000; SOSROSENO, 2002). Essas bactérias produzem endotoxinas,
principalmente na forma de lipopolissacarideos (LPS), componente presente nas
membranas externas destas bactérias (CHOI et al., 2011) e presentes no biofilme da
cavidade oral, que desencadeiam uma série de respostas inflamatérias, imunes locais
e sistémicas (GARLET et al., 2006; IACOPINO; CUTLER, 2000).

Inicialmente os LPS promovem a ativacdo de mondcitos pelos linfocitos T,
ativando o receptor Toll-like 4 (TLR4), um receptor de superficie celular que atua na
ativacdo da imunidade inata e inducdo de respostas inflamatérias, aumentando o
processo inflamatoério por meio da producdo de quantidades elevadas de mediadores
inflamatorios (MEDZHITOV, 2001), tais como, o fator de necrose tumoral — alfa (TNF-
a) e interleucinas (IL) pro-inflamatérias como IL 6 (HERNANDEZ et al., 2011;
MORRISON; RYAN, 1987) e espécies reativas de oxigénio (ROS) (BARTOLD;
WIEBKIN; THONARD, 1984; BATTINO et al., 1999) que acentuam 0 processo
inflamatorio, promovendo a osteoclastogénese, maior destruicdo das fibras do
ligamento do periodonto e sintese de colagenase, propiciando assim, destruicdo de
osso alveolar (ALl et al., 2011; LALLA; LAMSTER; SCHMIDT, 1998; LALLA et al.,
2000; TAUBMAN et al., 2005).

Neste sentido, a DP é uma das principais causas de perda dentéaria entre
adultos, devido a perda do suporte 6sseo alveolar, provocando desta forma reducéo
da funcdo oral e da qualidade de vida (KUMAR et al.,, 2014; PIHLSTROM,;
MICHALOWICZ; JOHNSON, 2005).

Além da influéncia das citocinas na perda 0ssea alveolar, estudos apontam

que a falta do hormdnio melatonina (MEL) também pode contribuir para uma maior
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reabsor¢cdo O0ssea (EGERMANN et al, 2011), alterando o metabolismo 0sseo
(AMSTRUP, et al., 2013; MARIA; WITT-ENDERBY, 2014; SANCHEZ-BARCELO,;
MEDIAVILLA; REITER, 2010) e comprometendo o equilibrio entre reabsorcéo e

formacdo Ossea.

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) € uma indolamina, com
caracteristicas anfifilicas, derivada do aminoacido triptofano que, através da enzima
triptofano hidroxilase, é convertida em 5-hidroxitriptofano (5-HTP) sendo convertido
em serotonina (5-HT) sob a acdo da descarboxilase de L-aminoacidos arométicos. A
serotonina pela acdo da enzima arialquilamina-N-acetiltransferase (AANAT) é
convertida em N-acetilserotonina (NAS), que € oximetilada pela enzima hidroxi-
indoloximetiltransferase  (HIOMT), também chamada de acetilserotonina-
oximetiltransferase (ASMT), dando origem a melatonina, sendo uma molécula
amplamente presente na natureza e nos vertebrados, incluindo humanos (CIPOLLA
NETO; AFECHE, 2012; PANDI-PERUMAL et al., 2006).

A MEL é sintetizada em diferentes tipos de células, tecidos e 6rgdos como
retina, medula Ossea, trato gastrointestinal, linfocitos, leucdcitos e pele, mas
principalmente na glandula pineal durante o periodo escuro do ciclo circadiano,
apresentando os niveis mais altos de secre¢do a noite, na maioria das espécies
(ACUNA-CASTROVIEJO et al., 2014) e a luminosidade pode inibir totalmente a
producdo de melatonina via pineal (CIPOLLA NETO; AFECHE, 2012; FOLKARD,
2008; HARDELAND et al., 2011; REITER et al., 2009). Desta forma, trabalhadores
noturnos, expostos a luz por longos periodos durante suas jornadas de trabalho, tém
a secrecao de MEL pela glandula pineal suprimida, apresentando amplitude diminuida
no ritmo de secrecao deste horménio (BURCH et al., 2005; DIJK et al.,, 2012;
HANSEN; GARDE; HANSEN, 2006; HARDELAND et al., 2011) e desenvolvendo uma
dessincronizagcdo cronica do ritmo circadiano (FOLKARD, 2008; HAUS;
SMOLENSKY, 2006). Estudos demonstraram que a supressao de ME € mais sensivel
a luz azul de comprimento de onda mais curtas (466-477 nm) do que 0os comprimentos
de onda mais longas (>500 nm) (BRAINARD et al., 2001; SOUSA-NETO; CASTRO,
2008). Mesmo intensidades moderadas de luz, como as do interior de residéncias (50-
300 lux), sdo capazes de causar inibicdo da producao de MEL em humanos (ZEITZER
et al., 2000). Destaca-se que esse tipo de luz € o mais presente em nosso cotidiano,

como em Tvs, celulares, etc.
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Trabalhadores com turnos alternados apresentam uma diminuicdo na
secrecéo de MEL, como verificado no estudo de Hansen; Garde; Hansen, (2006) que
verificaram em enfermeiros menores niveis de MEL nos individuos que trabalham a
noite e em turnos alternados comparados aos que trabalham de dia.

Outro fator determinante na diminuicdo da secre¢do de melatonina é o
avanco da idade (KARASEK 2004; SACK, et al., 1986) portanto, individuos mais
velhos tendem a apresentar quantidades reduzidas de melatonina.

Nos roedores, a glandula pineal apresenta trés porcdes distintas: pineal
profunda, pedunculo pineal e pineal superficial. A pineal profunda, localiza-se entre as
comissuras posterior e habenular, delimitando uma regido ventricular chamada de
recesso pineal, e da sua porcao dorsal emerge o pedunculo pineal que se comunica

com a pineal superficial, formando o complexo pineal (MOLLER, 1992).

A via de sintese e liberacdo de MEL (Figura 1) ocorre por uma via neural
iniciando na retina, projetando-se ao trato retino-hipotalamico (RHP), atingindo regiées
hipotalamicas periquiasmaticas, primordialmente no nucleo supraquiasmatico (NSQ),
o qual, conecta-se com o0 nucleo paraventricular hipotalamico (NPH) conectando-se
com 0s neurdnios pré-ganglionares simpaticos da coluna intermédio lateral da medula
espinhal (IML). Esses neurdnios, projetam-se para o ganglios cervicais superiores
(GCS) e deste, origina-se a inervacdao simpatica que por meio dos ramos dos
carotideos internos (NCI) e nervos conarios (NC), projetam-se para a glandula pineal.
Destas terminacgfes simpéticas ha a liberacéo de noradrenalina (NOR) nos intersticios
da glandula, estimulando a sintese de MEL nos pinealécitos, através da interacdo com
0s receptores B e a-adrenérgicos (CIPOLLA-NETO; AFECHE, 2012; KAPPERS,
1960).
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Figura 1. Representacdo esquemaética das vias neurais de sinalizacao
responsaveis pelo controle da sintese de melatonina em ratos.

Fonte: Adaptado de CIPOLLA-NETO; AFECHE, 2012

A maioria das acdes da MEL em diversos tecidos sdo mediadas por meio
da interacdo com receptores de membrana acoplados a proteina G de alta afinidade
conhecidos como MT1 e MT2, como também pode interagir com um fator
transcricional RZR/ROR (GARCIA-MAURINO et al.,, 1997; KIM; WOO:; LIM, 2008;
REPPERT; WEAVER; GODSON, 1996; SLOMINSKI et al., 2012; STEINHILBER et
al., 1995).

A MEL, além de influenciar o ritmo circadiano (BUBENIK; KONTUREK,
2011; TILDEN; HUTCHINSON, 1993), também atua em diversas funcdes especificas,
estando relacionada a funcao reprodutiva (REITER et al.,, 2009), modulagdo da
temperatura corporal (FENN; FONKEN; NELSON, 2011), propriedades
imunomoduladoras (AHMAD e HALDAR, 2010; CENGIZ; CENGIZ; WANG, 2012;
GUERRERO; REITER, 2002), como também a efeitos anti-inflamatérios (MAYO et al.,
2005), antitumorais (DAWSON; ARMSTRONG, 1996) e antioxidantes por ser potente
captador de radicais livres e uma molécula com propriedades antioxidantes (CENGIZ;
CENGIZ; WANG, 2012; GALANO; TAN; REITER, 2011; HARDELAND; FUHRBERG,
1996; MARIA; WITT-ENDERBY, 2014; PEDROSA et al., 2010; SANCHEZ-BARCELO;
MEDIAVILLA; REITER, 2010).
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Em um estudo realizado por Abdolsamadi et al. (2014) em individuos com
diabetes tipo Il e com DP, constatou-se que estes sujeitos apresentam concentracdes
salivares de MEL diminuida, comparados aos individuos saudaveis, alcancando niveis
ainda mais baixos quando apresentavam ambas as doencas. Dentro deste contexto,
considerando que individuos com DP apresentam baixos niveis de melatonina, a DP
€ agravada pela geracdo de radicais livres e alteracdes imunes, podendo causar um
ataque oxidativo e a deterioracéo substancial dos tecidos periodontais, levando a uma

perda 6ssea alveolar.

Portanto, a MEL pode ter implicacées na DP devido as suas atividades anti-
inflamatorias, antioxidantes, e estimulantes da proliferacdo de fibroblastos e da
remodelacdo Ossea (CUTANDO et al.,, 2007; GALANO; TAN; REITER, 2011),
podendo diminuir assim, o0 estresse oxidativo, limitando os danos de tecidos,

estimulando a resposta imune e reduzindo a perda progressiva de 0sso alveolar.

Deve-se destacar que o tecido 0sseo passa por um processo de
remodelacdo em que o0 0sso maduro € removido pelos osteoclastos (reabsorcao
0ssea) e é substituido por um novo 0sso, pelos osteoblastos (formacao 6ssea). Em
condicbes fisiolégicas normais existe um fino estado de equilibrio durante a
remodelacdo 6ssea entre a reabsorcdo e formacéo 6ssea (RAISZ; SEEMAN, 2001).
Entretanto, tanto a DP como a falta de MEL implicam em um desequilibrio no processo
de remodelacdo 6ssea ocasionando perda éssea devido a uma atividade maior dos
osteoclastos (AMSTRUP et al., 2013; COCHRAN, 2008; EGERMANN et al., 2011;
KAJIYA et al., 2010).

A remodelacdo 6ssea € um processo fisiolégico constante, que mantém a
integridade do esqueleto por meio da remog¢&o de 0sso ja existente e substituicdo por
uma nova matriz mineralizada. A superficie de todos 0s 0ssos € recoberta por uma
camada de osteoblastos, os quais controlam a formacéo e ativacao dos osteoclastos.
A degradacéo de osteoide ndo mineralizado, presente entre a camada de osteoblastos
e 0 0SSO mineralizado, marca o inicio da ativacéo do ciclo de remodelacéo. Ao iniciar
a remodelagcdo, os osteoclastos multinucleados, advindos de células do tecido
hematopoiético, precursoras dos osteoclastos, secretam enzimas hidroliticas que
degradardo a matriz organica rica em colageno (HENRIKSEN, 2011; RUCCI, 2008),
criando lacunas de reabsorcdo. Na sequéncia, células precursoras de osteoblastos
gue se originam de células tronco mesenquimais derivadas da medula (BM-MSC), e
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que também podem se diferenciar em adipécitos (BOYCE et al, 2012), séo recrutadas
para a lacuna, onde irdo se diferenciar em osteoblastos ativos que preencheréo a
lacuna de reabsorcao com nova matriz 6ssea (LERNER, 2006). Quando maduros, 0s
osteoblastos sintetizam e secretam colageno tipo |, que representa a maior parte da
matriz organica Ossea extracelular, completando assim a cavidade formada na
reabsorcdo (ROSENBERG; ROSENBERG; SOUDRY, 2012).

Esse processo também envolve os ostedcitos, células formadas quando os
osteoblastos séo envolvidos pela matriz por eles produzida e constituem mais de 90%
das células 6sseas (KNOTHE-TATE et al., 2004). Os ostedcitos ficam dispersos na
matriz e comunicam-se entre si, e com outras células, por meio de prolongamentos
dendriticos localizados dentro dos canaliculos de lacunas e tém papel central na
manutencdo da estrutura éssea (KAMIOKA, HONJO, TAKANO-YAMAMOTO, 2001;
ZHAO et al., 2002). Esses ostedcitos podem secretar varias moléculas, incluindo
esclerostina (SOST), RANKL e fator de crescimento de fibroblastos, regulando a
reabsorcdo 6ssea, formacdo 6ssea e homeostase mineral (CHEN; SENDA; KUBO,
2015; HAN et al., 2018).

Quanto aos marcadores de formacao 6ssea destacamos os marcadores
liberados por osteoblastos como a osteoprotegerina (OPG). A OPG é uma proteina
soluvel expressa por osteoblastos, que se liga com elevada afinidade ao ligante do
receptor ativador do fator nuclear-kappa B (RANKL), bloqueando sua ligacdo ao
receptor ativador do fator nuclear-kB (RANK) e regulando negativamente a populacéo
funcional de osteoclastos e a osteoclastogénese (BURGESS et al., 1999; SCHOPPET
et al., 2002). Uma outra proteina relacionada a formacao O0ssea e secretada por
osteoblastos maduros é a Osteocalcina (OCN), essencial para diferenciacdo de
osteoblastos e potencial marcador da formacéo 6éssea (BULLON et al., 2007; LEE et
al., 1999; PATTI et al., 2013). A expresséao de osteocalcina esta sob o controle do fator
de transcricéo relacionado com Runt 2 (Runx2), que € 0 mais precoce e especifico
indicador de osteogénese (KIERSZENBAUM; TRES, 2012) induzindo também a
expressao osteogénica de osterix e proteinas morfogenética éssea-2 (Bmp-2)
(MARIA; WITT-ENDERBY, 2014; PARK et al. 2011). Ainda com relagéo a OCN, essa
proteina parece exercer efeitos sobre os adipdcitos, musculos, células 3 pancreaticas,
e outros tecidos periféricos, aumentando a utilizacdo da glicose, reduzindo a gordura

visceral e diminuindo a quantidade de triglicerideos (BARROS, 2011), compondo,
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portanto, uma complexa rede de sinalizacdo entre 0 0sso e 0s 0rgdos mais
classicamente associados com a regulacdo da homeostase energética, como o

pancreas e o tecido adiposo (DUCY, 2011).

Para a manutencdo da qualidade 6ssea h& necessidade de um equilibrio
entre formacdo e reabsor¢cdo déssea. Para o estudo deste processo h& varios
marcadores de reabsorcdo 6ssea, destacando uma das enzimas secretadas pelos
osteoclastos que € a fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP) refletindo o
namero de osteoclastos (BLUMSOHN; EASTELL, 1997; WHEATER et al., 2013). Um
outro marcador de reabsorcao € o ligante do receptor ativador do fator nuclear-kappa
B (RANKL) da familia do fator de necrose tumoral. RANKL €é uma proteina
transmembréanica expressa por osteoblastos, que se liga ao receptor ativador do fator
nuclear-kB (RANK) presente na superficie de precursores de osteoclastos e de
osteoclastos maduros (LACEY et al., 1998; HSU et al., 1999). Portanto, o processo de
reabsorcdo O0ssea € desencadeado por mecanismos moleculares decorrente das
interacOes existentes entre essas proteinas em células precursoras de osteoclastos,
que desencadeiam séries de cascatas de sinalizacdes intracelulares resultando na
ativacao de fator nuclear kappa B (NF-kB) (WADA et al., 2006). O NF-kB é um fator
de transcricdo pleiotropico que promove a expressao de Varios genes responsaveis
pela diferenciacdo de pré-osteoclastos em osteoclastos e, também, na ativacdo de
osteclastos maduros que, por sua vez, sintetizam varios mediadores, entre eles a
TRAP (SOYSA; ALLES, 2009).

Diferentes citocinas podem modular o processo de remodelacdo Ossea,
dentre as quais destacam-se o fator estimulante da colénia de macréfagos (M-CSF),
que € essencial para proliferacdo das células progenitoras dos osteoclastos e o
RANKL. A ligagaio RANK/RANKL estimula a diferenciacdo e a ativacdo de
osteoclastos, inibe a apoptose dessas células e atua como reguladores chaves da
remodelacdo Ossea e essenciais para o desenvolvimento e ativacdo da reabsorcao
ossea (THEILL; BOYLE; PENNINGER, 2002).

Dessa forma, a manutencdo da massa 6ssea é influenciada pela relacdo
OPG/RANKL (AMADEI et al., 2006). E uma alteracéo dessa relagdo como ocorre na
DP (COCHRAN, 2008; TAUBMAN et al. 2005) resulta em aumento de reabsorcéo

0ssea, assim como, em animais pinealectomizados (EGERMANN et al., 2011).
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Neste sentido, os estudos apontam que a MEL tem atuacao direta na
remodelacdo 6ssea, beneficiando o metabolismo 6sseo através do anabolismo 6sseo
e efeitos antirreabsortivos, demonstrando multiplos mecanismos para esses
beneficios como a diferenciacdo de células tronco mesenquimais humanas na
linhagem de células osteoblasticas, reduzindo a reabsor¢do 0ssea, aumentando a
sintese de OPG, um receptor chamariz que impede a ativacdo RANKL em se ligar ao
seu receptor, além de reduzir a sintese de RANKL prevenindo a reabsorcao 0ssea
adicional (AMSTRUP, et al., 2013; TRESGUERRES, et al., 2014). Além disso, a MEL
tem propriedades antioxidantes e depuradoras de radicais livres, protegendo o tecido
0sseo das acOes degenerativas causadas pelos radicais livres, pois estes favorecem
a osteoclastogénese por regular positivamente o0 RANKL (CARDINALI et al., 2003;
GALLI; PASSERI; MACALUSO, 2011) e estimular a resposta imune do hospedeiro
liberando mediadores inflamatorios como TNF-a (DAHIYA et al., 2013). Ainda, deve-
se ressaltar que animais pinealectomizados tem uma densidade mineral éssea
significantemente diminuida comparado com animais controle, apés 90 dias da
pinealectomia (SAAD; REIS, 2004, EGERMANN et al., 2011), reforcando a
importancia de niveis suficientes de MEL.

Como visto anteriormente, a MEL tem grande importancia no processo de
remodelacéo 6ssea. Tanto a reducdo da concentracdo deste horménio, como também
a DP, ocasionam um desequilibrio neste processo de remodelagdo, pois promovem
aumento na reabsorcao 6ssea. Dentro deste contexto, torna-se necessario entender
melhor os efeitos da pinealectomia e/ou suplementacdo com MEL em associa¢cao com
a DP no metabolismo 0sseo, citocinas e mediadores inflamatorias. Neste estudo,
hipotetizamos que a pinealectomia agravaria a reabsorgdo 0ssea alveolar em animais

com DP e que a suplementacéo de melatonina preveniria a reabsorgéo 6ssea alveolar.
2 OBJETIVOS

Verificar o efeito da suplementacdo da melatonina no metabolismo 6sseo
alveolar e na concentracdo plasmatica de citocinas inflamatdrias em ratos

pinealectomizados com ou sem doenca periodontal.



3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados 80 ratos Wistar machos, com 40 dias de idade pesando
aproximadamente 200 g oriundos do Biotério Central da Faculdade de Odontologia
de Aracatuba — FOA — Unesp. Os animais foram mantidos em ambiente de 12/12
horas de ciclo claro e escuro (periodo claro iniciado as 7:00 h) e temperatura
ambiente de 23°C = 2°C, com acesso a agua e comida (23% proteinas, 4% gorduras
e 58% de carboidratos) (Presenca, Paulinia, Sdo Paulo, Brasil) a vontade (ad
libitum), exceto nas 14 horas que antecederem o inicio dos procedimentos

experimentais.

Para os experimentos 0os animais foram anestesiados com tiopental
sédico (Thiopentax®, Cristélia, Itapira, Brasil, 3%, 50 mg / kg de peso corporal,
intraperitoneal) precedido pela aplicacdo de anestésico bloqueador regional/local
(Lidocaina, Cristdlia, Itapira, Brasil, 4 mg / kg de peso corporal, intraperitoneal), 10
minutos antes da aplicacdo da anestesia com barbitirico. Todos 0s experimentos
foram aprovados pelo comité de ética local de acordo com os Principios Eticos de
Experimentacdo Animal e sua implementacao foi aprovada pelo CEUA - Protocolo
FOA n° 00544-2016 (ANEXO-1).

3.2 Delineamento experimental
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Os animais foram divididos aleatoriamente em 8 grupos (n=10): 1) controle

(CN); 2) com doenca periodontal (DP); 3) pinealectomizados (PNX);

pinealectomizados e com doencga periodontal (PNXDP); 5) controle suplementad

4)
0s

com MEL (CNMEL); 6) com doenca periodontal suplementados com MEL (DPMEL);

7) pinealectomizados suplementados com MEL (PNXMEL); e 8) pinealectomizad
com doenca periodontal suplementados com MEL (PNXDPMEL).

Os animais dos grupos PNX foram submetidos a cirurgia de
pinealectomia aos 40 dias de vida. Os animais do grupo com DP foram submetidos
a inducéo da DP aos 60 dias de vida. Os grupos suplementados com MEL iniciou-
se concomitante a inducdo da DP, com duracdo de 28 dias. A eutanasia dos
animais ocorreu entre 7:00 e 8:00 horas da noite. Foram coletadas amostras de

sangue para avaliar as concentra¢cfes plasmaticas de TNF-a e IL-6. As mandibulas

0s
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foram removidas e devidamente tratadas para avaliagdo histomorfométrica e

imunoistoquimica da regido da furca do primeiro molar.

3.3 Avaliacdo do consumo de racéo e evolucédo da massa corporal

dos animais

A evolucéo do peso corporal dos animais e o consumo de racdo dos 8
grupos foi realizado trés vezes por semana, utilizando uma balanca digital (0 a 5
kg, Filizola), calculando a média semanal. O consumo de racéo foi determinado
pela diferenca entre a quantidade de racao oferecida e a quantidade de sobra. A
média de consumo semanal de ragéo foi extraida e transformada em gramas por

100 g de peso corporal.

3.4 Pinealectomia

Os animais dos grupos PNX, PNXDP, PNXMEL e PNXDPMEL, aos 40
dias de vida, foram anestesiados com associacdo de Cloridrato de Quetamina
(10%, 80mg/ kg de peso corpéreo, intraperitoneal) e Xilazina (2%, 10 mg/ kg de
peso corporeo, intraperitoneal) e submetidos a pinealectomia seguindo o0s
parametros propostos por (HOFFMAN; REITER, 1965). Ap6s a anestesia, foi
realizada uma tricotomia no topo da cabeca de cada animal, e 0 mesmo foi fixado
em um aparelho estereotaxico. Apds a remocao do pelo sobre o escalpo e assepsia
da pele da cabeca com solucdo de alcool iodado, foi realizado uma incisédo
longitudinal e o tecido subcutaneo foi afastado para visualizacdo do lambda,
realizando a raspagem das articulagbes fibrosas (tipo serrata) entre 0S 0SSOS
parietais e 0 0sso interparietais expostos. Nesta regido foi realizada uma
osteotomia de 4,5 mm de didmetro da calvaria (com uma broca tipo “trefina”
acoplada a um motor de baixa rotacéo). Apos a retirada deste fragmento de 0sso,
0 seio venoso (regido de interseccdo do seio venoso sagital e transversal) foi
visualizado, e com auxilio de uma pinca foi retirada a glandula pineal, que se
localiza logo abaixo deste seio. Apos a retirada desta glandula, o fragmento de 0sso
retirado foi recolocado na sua posic¢ao inicial, sendo o animal retirado do aparelho
estereotaxico. Apos a hemostasia, a pele foi suturada com fio de seda 4-0. Como
medida profilatica ap6s a cirurgia foi injetado 0,2 mL de um antibi6tico de uso

veterinario (associacdo de penicilina com estreptomicina 1.200.000 Ul) por via
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intramuscular. Ao término da cirurgia, os ratos foram mantidos nas condi¢des

anteriormente citadas.

3.5 Doenca Periodontal

A DP foi induzida nos animais ap6s 20 dias da realizacao da pinealectomia
nos grupos (DP, PNXDP, DPMEL e PNXDPMEL). Os animais foram anestesiados
pela associacdo de Ketamina (10%, 80 mg/kg de peso corporal) e Xilazina (2%, 10
mg/kg de peso corporal), aplicados via intraperitoneal e a DP foi induzida por meio da
adaptacdo de um fio de seda numero 4-0 (Seda Silk Trancada Ethicon-Johnson &
Johnson) ao redor dos primeiros molares inferiores em nivel do sulco gengival,

bilateralmente, conforme descrito por Rodini et al., (2008).
3.6 Administracao de melatonina

Os animais dos grupos (CNMEL, DPMEL, PNXMEL e PNXDPMEL)
receberam a MEL (Melatonin, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) por via oral
solubilizada na 4gua de beber no periodo escuro, iniciando as 19:00 h e encerrando
as 7:00 h, na dosagem de 5 mg/Kg de peso corporal, durante 28 dias. A melatonina
(1g) foi inicialmente diluida em 20 ml de etanol absoluto (2%), adicionando 980 ml de
agua para um volume final de 1L. Apos este procedimento, a melatonina preparada
foi solubilizada na 4gua dos bebedouros, sendo quantificada de acordo com o peso
dos animais e considerando o consumo de agua durante o periodo escuro de acordo
com a seguinte equacédo: Peso x quantidade de agua / consumo de agua x dose de
melatonina (5 mg/kg). A concentragdo de melatonina foi adotada com base em
estudos anteriores que utilizaram metodologias semelhantes ao presente estudo
(ARABACI et al., 2015; KOSE, et. al, 2016; MELO, 2012; POLO, 2016;
TRESGUERRES et al. 2014). Os animais nao tratados receberam uma solucéo
veiculo preparada com 20 ml de etanol absoluto dissolvido em 980 ml de agua,

adicionada nos bebedouros seguindo os mesmos critérios para 0s animais tratados.
3.7 Coleta de sangue e tecidos (mandibulas)

Sob anestesia (Thiopentax® - Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos
Ltda, Itapira, Brasil, 3%, 5mg/ 100g peso corporeo, intraperitoneal), apos 28 dias da
inducdo da DP e do tratamento com MEL, foi realizada a laparotomia mediana,

coletando o sangue pela veia cava inferior. As amostras de sangue (n=10) foram
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transferidas para tubos de plastico heparinizados e mantidas a 4°C até a centrifugacéo
a 800 g (4°C, 15 minutos). O plasma obtido foi armazenado a -70°C até o dia das

analises das concentracoes plasmaticas de TNF-a e IL-6.

Apds a eutanédsia as hemimandibulas foram desarticuladas e preparadas,
removendo-se todos os tecidos mole remanescentes. As hemimandibulas do lado
direito foram imediatamente fixadas em salina (9%) e mantidas a 4 °C até o dia do
experimento e as hemimandibulas do lado esquerdo foram fixadas em Formalina

tamponada 10% para posteriormente processamento imunoistoquimico.
3.8 Concentracdes plasmaticas de TNF-a e IL-6

As concentracdes plasmaticas de TNF-a e IL-6 foram determinadas pelo
método de Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) com a utilizagéo de kits
de acordo com as instru¢des dos fabricantes. Os kits comerciais utilizados foram
respectivamente Biosource International, Camarillo, USA (para mensurar TNF-a) e

o BD Biosciences, San Diego, USA (para mensurar IL-6).
3.9 Anélises de Microtomografia Ossea (Micro-CT)

Apés eutandsia, as hemimandibulas (do lado direito) foram desarticuladas
e preparadas, removendo-se todos os tecidos mole remanescentes e imediatamente

fixadas em solucéo salina (9%) e mantidas a 4 °C até o dia do escaneamento.

A microtomografia 0ssea foi realizada com microtomdégrafo
computadorizado Skyscan 1172 (Skyscan, Aartselaar, Bélgica, 2003), utilizado para
avaliacao tridimensional ndo destrutiva da arquitetura 6ssea. Os parametros de
escaneamento foram de 6um pixel de tamanho, 70kV e 200 pA de configuracdo da
fonte, filtro de aluminio de 0.5mm, 185° de rotacéo e 0.4° de passo. Foram analisadas
as regides de interesse que compreende a secc¢ao de 1 cm anteriormente ao primeiro
molar inferior e 1 cm posteriormente ao ultimo molar removendo-se também parte do

incisivo inferior.

Apds escaneamento de cada amostra, realizou-se a reconstru¢do com uso
do software NRecon (Skyscan, Bélgica), do apice da coroa, incluindo o processo
0sseo alveolar e para a analise tridimensional (3D) foi utilizada o software CTAnN
v.1.5.0 (Skyscan). Foram analisadas as regidoes de interesse (ROI), no eixo sagital,

composta por 80 slices que foram interpolados por uma figura geométrica na forma
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de um retangulo permitindo o célculo em 3D dos indices volumétricos realizados na
regido de furca do primeiro molar da mandibula (Figura 1A). Os parametros
analisados foram:

Medidas volumétricas = BV/TV (%) - volume Osseo percentual (volume
0sseo pelo volume tecidual); BS/BV (1/mm) - razdo entre superficie é6ssea com o
volume 6ésseo; Th.Th (mm) - espessura trabecular; Tb.N (mm™) - nimero de
trabéculas por milimetro de tecido, Th.Sp (mm) - separacéo trabecular e Po total (%)
- porosidade total.

Também foram realizadas andlises de parametros lineares para quantificar
a perda Ossea alveolar extraida de uma imagem representativa bidimensional
utilizando o software DATA VIEWER v. 1.5.1.2 (Figura 1 B e C), analisando: Distancia
do teto da furca a crista 6ssea interradicular do primeiro molar (M1); Ponto de contato
entre molar 1 (M1) e molar 2 (M2) a crista 0ssea alveolar interproximal (PC-COl);
Distancia da juncao cemento-esmalte (JCE) a crista 6ssea por vestibular (JCE-COV);
Distancia da juncdo cemento-esmalte a crista 6ssea por Lingual (JCE-COL). A

imagem tridimensional do ROI foi realizada com o software CTVOX®.

Figura 2. Imagem representativa para anélises volumétricas e lineares.
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A= regido de interesse (ROI) no eixo sagital. B= eixo transaxial do molar 1 evidenciando as medidas
lineares jungdo cemento esmalte a crista 6éssea alveolar, vestibular e lingual. C= eixo coronal molar 1
(M1) e molar 2 (M2).
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3.10 Analise Imunoistoquimica

As hemimandibulas (do lado esquerdo) foram removidas e fixadas em
Formalina tamponada 10% por 72 horas, lavadas em agua corrente por 12 horas e
colocadas em uma solucédo de acido dietilaminotetracético (EDTA) tamponado 10%
(Sigma Chemical, St Louis, MO, EUA) até que estarem descalcificadas sendo
incluidas em parafina. Foram obtidos cortes longitudinais contendo 5 pm de
espessura, estendidas em laminas silanizadas (StarFrost® Polycat Knittel). Sete

cortes foram realizados na regido de furca para as analises imunoistoquimica.

Para a andlise imunoistoquimica o0s cortes histologicos foram
desparafinizados em xilol e hidratados em série decrescente de etanol (100° - 100° -
100° - 90° - 70° GL). A recuperacédo antigénica foi realizada através da imersdo das
laminas histolégicas em tampé&o citrato (Spring Bioscience, Pleasanton, CA, EUA), em
camara pressurizada (Decloaking chamber®, Biocare Medical, Concord, CA, EUA) a
95°C, por 20 minutos. No final de cada etapa da reacao imunoistoquimica, as laminas
histol6gicas foram lavadas em PBS 0,1 M, pH 7,4. Posteriormente, as laminas foram
imersas em 3% de peroxido de hidrogénio por 1 hora e 1% de soro albumina bovino
por 12 horas para bloqueio da peroxidase endogena e bloqueio dos sitios
inespecificos, respectivamente. As laminas contendo amostras de cada grupo
experimental foram divididas em dois lotes, e cada lote foi incubado com um dos
seguintes anticorpos primarios: anti-OCN do rato gerado em cabra (SC-18319, Santa
Cruz Biotechnology®) e anti-TRAP do rato gerado em cabra (SC-30833, Santa Cruz
Biotechnology®). Os cortes foram incubados com anticorpo secundario biotinilado por
2 horas e subsequentemente tratados com estreptavidina conjugada com a
peroxidase da raiz forte - HRP por 1 hora (Universal Dako Labeled HRP Streptavidin-
Biotin Kit®, Dako Laboratories, CA, EUA). A revelacdo foi realizada utilizando como
cromogeno o 3,3'- tetracloridrato de diaminobenzidina (DAB chromogen Kit®, Dako
Laboratories, CA, EUA). Foi realizada a contracoloragdo com Hematoxilina de Harris,
e em seguida a desidratagcdo em etanol, diafanizagdo em xilol e, recobrimento com
meio de montagem (Permount, Fisher Scientific, San Diego, CA, USA) e laminulas de
vidro. Como controle negativo, os espécimes foram submetidos aos procedimentos

descritos anteriormente suprimindo-se a utilizagdo do anticorpo primario.
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A analise imunoistoquimica foi realizada por um histologista certificado e
cego aos tratamentos realizados (EE). A regido de interesse foi o centro da area de
furca e o limite coronéario desta area foi a crista 6ssea alveolar. Foi efetuada uma
analise semi-quantitativa utilizando-se de uma seccdes histologicas de cada animal,
no aumento original de 200x. Ao padrao de imunomarcacao foi atribuido um escore.
O critério adotado para o estabelecimento dos escores foi baseado e modificados
daqueles estabelecidos por Faria et al. (2008), onde: ESCORE 0 = auséncia de
imunomarcacdo; ESCORE 1 = baixo padrdo de imunomarcac¢do; ESCORE 2 =

moderado padrao de imunomarcacgéao; ESCORE 3 = alto padrao de imunomarcagao.
3.11 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas por analise de variancia Three-
way (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey, quando a analise de variancia sugeriu
diferenca significante entre os grupos (p <0,05). A andlise estatistica da
imunoistoquimica foi realizada pelo teste estatistico ndo paramétrico de Kruskal
Walllis, seguido pelo pos-teste de Dunn. O programa estatistico utilizado foi o Graph
Pad Prism Versao 7.0. Os resultados foram apresentados como média £+ EPM e o

nivel de significancia adotado foi de 5% (alfa=5%).

4 RESULTADOS

4.1 Avaliagdo da massa corpoérea

A massa corpérea dos grupos foram avaliados semanalmente, durante os
28 dias de tratamento, a partir da inducéo da DP. Os resultados demonstram que nao

houve diferenca estatistica significativa na massa corporea entre os grupos (Figura 3).
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Figura 3. Avaliacdo da massa corporea durante 28 dias
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Fonte: do autor

Grupo controle (CN), com Doenca Periodontal (DP), Pinealectomizados (PNX), Pinealectomizados com
Doenca Periodontal (PNXDP) controle suplementados com MEL (CNMEL), com doenga Periodontal
suplementados com MEL (DPMEL), Pinealectomizados suplementados com MEL (PNXMEL) e
Pinealectomizados com Doenca Periodontal suplementados com MEL (PNXDPMEL), durante 28 dias
de tratamento. Os valores sdo apresentados como média e + EPM de cada grupo (n=10), ANOVA
(Three-way) com pdés-teste de Tukey.

4.2 Avaliacao da ingestéo alimentar

A ingestao alimentar dos grupos foram avaliados semanalmente, durante
os 28 dias de tratamento, a partir da inducédo da DP. Os resultados demonstram que
ndo houve diferenca estatistica significativa na ingestdo alimentar entre os grupos

(Figura 4).
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Figura 4. Ingestdo alimentar dos animais durante 28 dias
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Fonte: do autor

Grupo controle (CN), com Doenca Periodontal (DP), Pinealectomizados (PNX), Pinealectomizados com
Doenca Periodontal (PNXDP) controle suplementados com MEL (CNMEL), com doenga Periodontal
suplementados com MEL (DPMEL), Pinealectomizados suplementados com MEL (PNXMEL) e
Pinealectomizados com Doenca Periodontal suplementados com MEL (PNXDPMEL), durante 28 dias
de tratamento. Os valores sdo apresentados como média e + EPM de cada grupo (n=10), ANOVA
(Three-way) com pds-teste de Tukey.

4.3 Avaliacao das concentracdes plasmaticas de TNF-a e IL-6.

As concentracdes plasmaticas de TNF-a sao apresentadas na Figura 5.
Observou-se que os grupos DP, PNX e PNXDP apresentaram aumento significativo
(p<0.05) das concentracdes plasméaticas de TNF-a quando comparado aos outros
grupos. Os grupos tratados com melatonina apresentaram concentragées plasmaticas

de TNF-a semelhantes ao grupo CN.

Os resultados demonstraram que ndo houve diferenga significativa nas

concentracdes plasmaticas de IL-6 entre os grupos (Figura 6).
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Figura 5. Concentragdes plasméaticas de TNF-a
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Fonte: do autor

Grupo controle (CN), com Doenca Periodontal (DP), Pinealectomizados (PNX), Pinealectomizados com
Doenca Periodontal (PNXDP) controle suplementados com MEL (CNMEL), com doenca Periodontal
suplementados com MEL (DPMEL), Pinealectomizados suplementados com MEL (PNXMEL) e
Pinealectomizados com Doenca Periodontal suplementados com MEL (PNXDPMEL), durante 28 dias
de tratamento. Os valores sdo apresentados como média e + EPM de cada grupo (n=10), ANOVA
(Three-way) com pd@s-teste de Tukey. As letras diferentes indicam diferenga estatistica entre grupos
(p<0,05).
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Figura 6. Concentragdes plasmaticas de IL-6
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Fonte: do autor

Grupo controle (CN), com Doenca Periodontal (DP), Pinealectomizados (PNX), Pinealectomizados com
Doenca Periodontal (PNXDP) controle suplementados com MEL (CNMEL), com doenc¢a Periodontal
suplementados com MEL (DPMEL), Pinealectomizados suplementados com MEL (PNXMEL) e
Pinealectomizados com Doenca Periodontal suplementados com MEL (PNXDPMEL), durante 28 dias
de tratamento. Os valores sdo apresentados como média e + EPM de cada grupo (n=10), ANOVA
(Three-way) com pés-teste de Tukey.

4.4 Analise histomorfométrica por meio da Micro-CT

Os grupos DP e PNXDP apresentaram maior perda de osso alveolar do que os
outros grupos. Destaca-se que 0s grupos tratados com melatonina preveniram a perda

Ossea alveolar (Figura 7 e 8).
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Figura 7. Imagem bidirecional representativa do primeiro molar de todos os grupos do

estudo.

Fonte: do autor

A= Grupo controle (CN), B= com Doenga Periodontal (DP), C= Pinealectomizados (PNX), D=
Pinealectomizados com Doenca Periodontal (PNXDP) E= controle suplementados com MEL (CNMEL),
F=com doenca Periodontal suplementados com MEL (DPMEL), G= Pinealectomizados suplementados
com MEL (PNXMEL) e H= Pinealectomizados com Doenca Periodontal suplementados com MEL
(PNXDPMEL). Setas amarelas indicam a perda 6ssea alveolar.
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Figura 8. Reconstrucao 3D representativa do primeiro molar de todos os grupos do

estudo.
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Fonte: do autor

A= Grupo controle (CN), B= com Doenga Periodontal (DP), C= Pinealectomizados (PNX), D=
Pinealectomizados com Doenca Periodontal (PNXDP) E= controle suplementados com MEL (CNMEL),
F=com doenca Periodontal suplementados com MEL (DPMEL), G= Pinealectomizados suplementados
com MEL (PNXMEL) e H= Pinealectomizados com Doenca Periodontal suplementados com MEL
(PNXDPMEL). Setas amarelas indicam a perda 6ssea alveolar.

Houve diferenca significativa (p<0,05) entre os seguintes grupos: CN x DP;
CN x PNXDP; DP x DPMEL; PNXDP x PNXDPMEL em todos os parametros
volumétricos (BV / TV, BS / BV, Th.Th, Th.N, Tb.Sp e Po.Tot) e parametros lineares
(furca, crista 6ssea alveolar interproximal, JCE-COV e JCE-COL) analisadas (Figura

9 e 10, respectivamente).
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Figura 9. Medidas volumétricas
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Grupo controle (CN), com Doenca Periodontal (DP), Pinealectomizados (PNX), Pinealectomizados com
Doenga Periodontal (PNXDP) controle suplementados com MEL (CNMEL), com doenga Periodontal
suplementados com MEL (DPMEL), Pinealectomizados suplementados com MEL (PNXMEL) e
Pinealectomizados com Doenca Periodontal suplementados com MEL (PNXDPMEL). Os valores sé&o
apresentados como média e £+ EPM de cada grupo (n=06), ANOVA (Three-way) com pdés-teste de
Tukey. (A) BVITV (%)= volume 6sseo percentual; (B) BS/BV (1/mm)= razéo entre superficie 6ssea com
o volume 6sseo; (C) Th.Th (mm)= espessura trabecular; (D) Tb.N (mm-1)= ndmero de trabéculas; (E)
Th.Sp (mm)= separacéo trabecular; (F) Po Tot (%)= porosidade total. As letras diferentes indicam
diferenga estatistica entre grupos (p<0,05).

Figura 10. Medidas lineares
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Fonte: do autor

Grupo controle (CN), com Doenca Periodontal (DP), Pinealectomizados (PNX), Pinealectomizados com
Doenca Periodontal (PNXDP) controle suplementados com MEL (CNMEL), com doenca Periodontal
suplementados com MEL (DPMEL), Pinealectomizados suplementados com MEL (PNXMEL) e
Pinealectomizados com Doenca Periodontal suplementados com MEL (PNXDPMEL). Os valores séo
apresentados como média e + EPM de cada grupo (n=06), ANOVA (Three-way) com poés-teste de
Tukey. (A) Regido da furca; (B) PC-COI= ponto de contato entre 1° molar (M1) e 2° molar (M2) a crista
Ossea alveolar interproximal; (C) JCE-COV= distancia da jungdo cemento-esmalte a crista 6ssea por



40

vestibular e (D) JCE-COL= distancia da juncdo cemento-esmalte a crista 6ssea por lingual. As letras
diferentes indicam diferenca estatistica entre grupos (p<0,05).

4.5 Andlise Imunoistoquimica

A técnica imunoistoquimica empregada para a deteccdo de OCN e TRAP
mostrou alta especificidade na deteccéo de tais proteinas, a qual foi comprovada pela
auséncia total de marcacao no controle negativo da reacao. As células imunorreativas
apresentaram uma coloragdo marrom escura confinada exclusivamente ao
citoplasma, no caso de TRAP, e confinada ao citoplasma e em menor escala a matriz

extracelular, no caso de OCN.

Com relacdo a imunomarcacao para TRAP nos grupos CN, PNX, CNMEL,
DPMEL, PNXMEL e PNXDPMEL prevaleceu uma baixo padrdo de imunomarcacéo
(mediana = ESCORE 1), enquanto que nos grupos DP e PNXDP prevaleceu uma alto
padrao de imunomarcacgéo (mediana = ESCORE 3).

Destaca-se que a imunomarcacdo para TRAP evidenciou diferenca
significativa (p<0,05) entre os grupos CN x DP, CN x PNXDP, DP x DPMEL e PNXDP
x PNXDPMEL (Figura 11).

Com relacdo a imumarcacdo para OCN nos grupos CN, PNX, CNMEL,
DPMEL, PNXMEL e PNXDPMEL prevaleceu uma alto padrdo de imunomarcacao
(mediana = ESCORE 3), enquanto que nos grupos DP e PNXDP prevaleceu uma
baixo padrdo de imunomarcacdo (mediana = ESCORE 1) (Figura 12). Também a
imunomarcacao para OCN apresentou diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos
CN x DP, CN x PNXDP, DP x DPMEL e PNXDP x PNXDPMEL.
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Figura 11. Padrdo de imunomarcacao para TRAP
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(a) mediana e o desvio interquatilico dos escores atribuidos ao padrdo de imunomarcacao para TRAP.
Teste estatistico: Kruskal Wallis, pés-teste de Dunn. (b - i) Fotomicrografias evidenciando o padréo de
imunomarcacao para TRAP nos grupos CN (b), DP (c), PNX (d), PNXDP (e), CNMEL (f), DPMEL (g),
PNXMEL (h) e PNXDPMEL (i),. Simbolos: setas, células imunorreativas. Aumento original: 1000x.
Barras de escala: 25 pm. Contra-coloracdo: Hematoxilina de Harris. As letras diferentes indicam

diferenca estatistica entre grupos (p<0,05).
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Figura 12. Padrdo de imunomarcacéo para OCN.
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Fonte: do autor

(a) mediana e o desvio interquatilico dos escores atribuidos ao padrdo de imunomarcacéo para OCN.
Teste estatistico: Kruskal Wallis, pés-teste de Dunn. (b - i) Fotomicrografias evidenciando o padréo de
imunomarcagéo para OCN nos grupos CN (b), DP (c), PNX (d), PNXDP (e), CNMEL (f), DPMEL (g),
PNXMEL (h) e PNXDPMEL (i),. Simbolos: setas, células imunorreativas. Aumento original: 1000x.
Barras de escala: 25 pm. Contra-coloracdo: Hematoxilina de Harris. As letras diferentes indicam

diferenca estatistica entre grupos (p<0,05).
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5 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que os ratos pinealectomizados com ou
sem DP apresentaram aumento significativo nos niveis de TNF-a, mas somente os
grupos com DP apresentaram perda é6ssea alveolar. Em contraste, os grupos
submetidos a suplementacdo de melatonina apresentaram concentracdes

plasmaticas reduzidas de TNF-a e auséncia de reabsor¢cdo 6ssea alveolar.

Os resultados indicam que ndo houve diferenca estatistica significativa na
massa corporal e na ingestao alimentar entre os grupos ao longo dos 28 dias (Figura
3 e 4). Estudos semelhantes envolvendo modelos experimentais com DP (COLOMBO,
2012; MATTERA et al., 2016) e pinealectomizados (ALONSO-VALE et al., 2004;
CASTRO et al., 2002; FARIAS, 2010) corroboram os resultados do presente estudo,
indicando que essas variaveis ndo alteraram o peso corporal e ingestdo alimentar
entre esses animais. Por outro lado, outros estudos (SAAD; REIS, 2004; FERREIRA,
2014), considerando um tempo maior apos a pinealectomia (90 dias) utilizada em
relacdo ao presente estudo, mostraram que a pinealectomia promove aumento do
peso corporal. Essa diferenca no tempo de realizacdo do experimentos apés a
pinealectomia pode explicar a falta de alteracdes significativas no peso corporal dos

animais pinealectomizados em relacdo ao grupo controle.

Deve-se destacar que diversos estudos apontam influencia da MEL no
comportamento alimentar em mamiferos. Em um estudo com ratos pinealectomizados
e suplementados com MEL (BUONFIGLIO et al., 2018) ndo foram observados
diferencas na ingestdo alimentar e no peso corporal entre 0sS grupos
pinealectomizados e controle apds 13 semanas de estudo. Entretanto, nos animais
tratados com melatonina, na agua de beber durante a fase escura, apresentaram
reducdo no peso corporal e na ingestéo alimentar a partir da 92 semana. Montano et
al., (2010) verificou que a suplementagé&o via oral de melatonina durante 4 semanas
causou saciedade levando a uma diminuicdo no consumo alimentar, alterando a
frequéncia e a duragéo das refeicdes desses animais. Em um outro trabalho com ratos
idosos e obesos (ZANUTO et al., 2013) verificou que a MEL, via oral na agua de beber
durante 12 semanas, reduziu o consumo alimentar acompanhada de queda no peso
corporal. Sabe-se que a pineal de roedores recebe densa inervacdo de areas

hipotalamicas como o nudcleo paraventricular e o hipotalamo lateral que estédo
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envolvidas no comportamento alimentar (SIMMONEAUX; RIBELAYGA, 2003) e que
em humanos os receptores de melatonina MT1 sdo amplamente expressos na regiao
hipotalamica responsaveis pela regulacdo central do consumo alimentar e
termogénese (WU et al., 2006). Assim, os estudos apontam que em longo prazo, a
MEL tem grande influéncia em modular o balanco energético, controlando o peso

corporal.

Além da influéncia da MEL sobre o balanco energético, estudos apontam
acbes da MEL em processos inflamatérios, como a DP, que contribuem para o
aumento dos niveis de mediadores inflamatérios local e sistémico, incluindo TNF-a e
IL-6 (COLOMBO, 2012; HERNANDEZ et al., 2011; KARA et al., 2013). Entretanto, o
presente estudo observou que ndo houve nenhuma alteracdo nas concentracfes
plasmaticas de IL-6 entre os grupos avaliados (Figura 6). Com relacdo aos resultados
do grupo controle e com DP, observamos que estdo de acordo com os dados da

literatura que nao identificou diferencas entre esses dois grupos (COLOMBO, 2012).

Estudos que investigaram as concentracfes plasmaticas de IL-6 em
modelos de DP sé&o contraditérios. Em um estudo de Takahashi et al., (1994) que
analisou 0s niveis séricos e a expressao génica de IL-6 nos tecidos gengivais de
pacientes saudaveis ou com periodontite, ndo foi observado diferenca significativa nos
niveis seéricos entre os individuos com DP e saudaveis. Entretanto, os autores
verificaram aumento na expressao génica de IL-6 nos tecidos gengivais inflamados,
sugerindo que as células nédo linféides presentes no local da inflamacdo podem
contribuir para a patogénese da DP por meio da producéo de IL-6. Por outro lado,
estudos em humanos com DP observaram aumento na expressdo de IL-6 nos
espécimes de tecido periodontal (ROSS et al., 2010) e das concentracdes plasmaticas
de IL-6 (BRETZ et al., 2005) nos individuos com DP. Dentro deste contexto, estudos
gue analisaram a IL-6 em modelo de DP s&o controversos. Isto pode ser devido ao
horéario de coleta de sangue, pois a concentracao de IL-6 se altera ao longo do dia
(BAUER et al., 1994; LISSONI et al., 1998).

Por outro lado, no presente estudo observou-se um aumento significativo
nas concentragdes plasmaticas de TNF-a em animais dos grupos DP, PNX e PNXDP
guando comparados aos outros grupos (Figura 5). Assim, as elevadas concentracfes
de TNF-a, associadas com respostas imune e inflamatéria, podem ter contribuido com
a perda 6ssea alveolar nos animais com DP do presente estudo.
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Esse aumento de TNF-a promove aumento de espécies reativas de
oxigénio, o qual causa danos nos tecidos, elevando ainda mais os mediadores
inflamatorios e formando um circulo vicioso (BLASER et al.; 2016; DAHIYA et al.,
2013). Sabe-se que as espécies reativas de oxigénio estdo envolvidas no processo
de osteoclastogénese (GARRETT et al., 1990). Lee et al. (2005), verificou que a
producéo de espécies reativas de oxigénio induzida por RANKL em células da medula
0ssea, estimulou a diferenciacdo osteoclastica, por regular a via de sinalizacdo de
RANKL, incluindo a c-Jun N-terminal quinase (JNK) e MAP quinase (p38), que séo
necessarias para a diferenciacao osteoclastica. E ao utilizar um antioxidante (N- acetil
cisteina) houve uma diminuicéo de espécies reativas de oxigénio induzida por RANKL,
atenuando o processo de osteoclastogénese. Ademais, em um processo inflamatorio
como a DP, as respostas imunes do hospedeiro e acdes das bactérias presentes no
biofilme também geram quantidades consideraveis de espécies reativas de oxigénio
gue acentuam a destruicdo dos tecidos da cavidade oral (GUSTAFSSON; ASMAN,
1996; KIMURA; YONEMURA; KAYA, 1993), promovendo aumento da
osteoclastogénese. Portanto, a producao de mediadores inflamatérios como o TNF-a
estimulam a osteoclastogénese (LIU; LERNER; TENG, 2010; NAKASHIMA et al.,
2000).

JA4 estd bem estabelecido na literatura que na DP ha aumento de
mediadores inflamatdrios, como o TNF-a (COLOMBO et al., 2012; HERNANDEZ et
al., 2011; KARA et al., 2013), que acentua o processo inflamatério causando danos
nos tecidos do periodonto. Ainda, destaca-se que em todos 0s parametros 6sseos
analisados verificou-se que os animais com DP apresentaram reabsorcdo 0ssea
alveolar acentuada. Diversos estudos demonstram que o0s grupos com DP
apresentam maior reabsorcao 0ssea alveolar (ARABACI et al., 2015; COLOMBO et
al., 2012; MATTERA et al., 2016; RICOLDI et al., 2017).

Diferentes modelos experimentais de doencas 0sseas inflamatérias tem
apontado que o TNF-a causa osteoclastogénese. Mucci et al., (2012) verificou em um
estudo in vitro, em um modelo quimico da doenca de Gaucher, que a infusdo de TNF-
a promoveu osteoclastogénese. Kudo et al., (2002) verificou que o TNF-a pode
estimular diretamente a formacao de osteoclastos humanos a partir de precursores de
fagdcitos mononucleares por um mecanismo independente de RANKL. Assim, em um

processo inflamatorio as elevadas concentragfes de TNF-a associada ao aumento de
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espécies reativas de oxigénio sdo os principais fatores que acentuam esse processo
inflamatorio levando a destrui¢do dos tecidos 6sseos (BLASER et al.; 2016; KIMURA,
YONEMURA; KAYA, 1993).

Por outro lado, os grupos tratados com melatonina apresentaram niveis
plasmaticos reduzidos de TNF-a e menor reabsorgédo 6ssea alveolar quando
comparados aos grupos DP sem MEL. Diversos estudos demonstraram reducéo das
concentracdes plasmaticas de TNF-a apos tratamento com MEL. Em um estudo em
ratos (LI et al., 2015) analisaram os niveis séricos de MEL e de mediadores pro-
inflamatorio incluindo o TNF-a durante 5 dias apés a inducdo de pulpite aguda e
observaram um aumento significativo do TNF-a e diminuigdo dos niveis séricos de
MEL nesses animais, enquanto a administracdo de MEL (10 mg/Kg, via
intraperitoneal, durante cinco dias) diminui os niveis séricos de TNF-a. A MEL também
reduziu significativamente as concentracdes plasmatica de TNF-a em camundongos
com senescéncia acelerada ou resistentes a senescéncia quando submetidos ao
tratamento crébnico com MEL (10 mg/Kg, na agua de beber, entre 1 a 10 meses),
apontando que a melatonina pode ter aplicabilidade clinica potencial para alguns
distarbios relacionados a idade (RODRIGUEZ et al., 2007). Em um outro estudo com
ratas ovariectomizadas e pinealectomizadas (OZTEKIN et al., 2006) também
observaram, apés administracdo de MEL (3 mg/ kg, via intraperitoneal, durante 4
semanas), menor concentracdo plasmatica de TNF-a. Os estudos citados acima,
evidenciam os beneficios do tratamento com MEL no controle de um processo
inflamatorio, por atenuar a producédo de TNF-a. Ressalta-se, que no presente estudo
o tratamento com MEL nos grupos DP, PNX e PNXDP foi capaz de reduzir a

concentracéo desta citocina.

Esse efeito da MEL sobre os niveis de TNF-a, envolve alguns mecanismos
apontados pela literatura. Entre eles, destaca-se que a melatonina possui efeitos anti-
inflamatorios, por meio da inibicdo do rolamento e da adeséo de neutrofilos (MARKUS
et al., 2007). Lotufo et al., (2001), demonstraram que ativacdo de receptores de
melatonina (MT2) pela melatonina e seu precursor N-acetil-serotonina inibiu a
resposta inflamatorio aguda na microcirculagdo de ratos por inibir tanto a adeséo
guanto o rolamento de leucadcitos, resultando na diminuicdo da producéo de citocinas

pro-inflamatérias e quimiocinas. Desta forma, a MEL atenua a producdo de
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mediadores inflamatérios como o TNF-a, por amenizar a etapa inicial de um processo

inflamatério.

Neste contexto, Markus et al., (2007) aponta existir uma relacéo bidirecional
entre a glandula pineal e o sistema imune. Em um estudo de Fernandes et al., (2006)
gue analisou o efeito do TNF-a (30ng/mL, 30 min a 48 h) na transcri¢do dos genes da
proteina AA-NAT, enzima chave na biossintese de melatonina, em glandulas pineais
desnervadas de ratos e estimulados por 5 horas com norepinefrina, verificou que a
codificacdo da enzima AANAT foi inibida pelo TNF-a. Contudo, esta inibigao foi
transitéria, e uma nova pré-incubacdo de TNF-a durante mais de 24 horas nao
apresentou efeito detectavel. Estes dados suportam a hipdétese de que o aumento
noturno da MEL é prejudicado no inicio de uma resposta inflamatoéria e restaurado
durante a finalizacdo de uma resposta aguda ou em uma patologia inflamatoria
cronica. Em um outro estudo (PONTES et al., 2007), comparou a secrecao diurna e
noturna de melatonina e citocinas (TNF-a) no colostro e no leite por 30 dias, de
mulheres que deram a luz por parto vaginal ou cesarea, e observaram que o aumento

de TNF-a apds a cirurgia de cesariana resultou na supressdo de MEL noturna.

A inibicdo da sintese de MEL, via glandula pineal, pelo TNF-a ocorre pela
ativacdo do fator de transcricdo NF-kappa B (NF-kB) (DA SILVEIRA CRUZ-
MACHADO et al., 2012; FERNANDES et al., 2006). O NF-kB é constituido por homo
ou heterodimeros de cinco proteinas Rel diferentes, p65 (RelA), p50 (NF-kBI), p52
(NF-kB2), c-Rel e RelB. Em células ndo estimuladas, o NF-kB est4 presente no
citoplasma em uma forma inativa ligada as proteinas inibidoras kB (IkB) (KARIN; BEN-
NERIAH, 2000). Apés estimulagcdo, com uma ampla gama de estimulos, incluindo o
LPS, a IkB se torna fosforilada, ubiquitinada e depois degradada. Entédo, os dimeros
NF-kB ativados séo translocados para o nucleo, ligam-se aos sitios de ligacdo a kB
nas regiées promotoras genes-alvo, e induz a transcricdo de varios mediadores pro-
inflamatorios, como o TNF-a (COVERT et al., 2005; CHOI et al., 2011; DA SILVEIRA-
CRUZ et al., 2010; KARIN; BEN-NERIAH, 2000).

Em um estudo de Da Silveira-Cruz et al., (2010) verificaram na glandula
pineal de ratos fémeas a presenca de receptores para o LPS (CD14 e receptor de tipo
Toll 4 - TLR4) e sua capacidade de desencadear a via do NF-kB, induzindo sintese
local de TNF-a e do receptor de TNF 1 (TNFR1). Assim, durante a montagem de uma

resposta imune inata, a ativagdo dos receptores TLR4 / CD14 por LPS induz a
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translocacdo nuclear dos dimeros do NF-kB p50/p50 e p50/pRelA, que leva a
expressao de TNF em glandulas cultivadas, aumentando a expressao de TNFR1 em
pinealdcitos e inibicdo da via biossintética da melatonina estimulado pelo TNF-a que
promove a translocacéo nuclear dos dimeros p50/p50 do NFKB inibindo a transcri¢ao
da enzima AA-NAT.

Por outro lado, a melatonina inibe a ligacdo do NF-kB ao DNA, pois altera
a translocacéo deste fator de transcricéo para o nucleo (CHUANG et al., 1996; NEGI,;
KUMAR; SHARMA, 2011; SZCZEPANIK, 2007). Em um estudo que investigou os
efeitos da melatonina na producdo de mediadores inflamatérios por macréfagos
estimulados com LPS (CHOI et al., 2011) verificaram que a via do NF-kB foi inibida
pela melatonina por meio da inibicdo da translocacéo e atividade de ligacdo ao DNA
da subunidade p50 do NF-kB. Em um outro estudo (NEGI; KUMAR; SHARMA, 2011)
verificou em ratos com neuropatia diabética induzida pela estreptozotocina que doses
diarias de melatonina (3 ou 10 mg/kg) modulou o processo de neuroinflamacédo por
diminuir a ativacdo da via NF-kB, ao reduzir a expressdo de NF-kB (p65), IkB-a e |kB-
a fosforilado e diminuir os niveis de TNF-a. Portanto, esses estudos evidenciam os
possiveis mecanismos que a MEL atenua o processo inflamatério inibindo a via do
NF-kB.

Com relacdo aos efeitos da pinealectomia sobre parametros ésseos,
especialmente sobre 0 0sso alveolar, sdo escassos. Os resultados do presente estudo
verificou que a pinealectomia (PNX) ndo afetou os parametros ésseos analisados.
Ressalta-se que devido a importancia da MEL sobre o metabolismo 6sseo, seria
esperado que nos animais pinealectomizados houvesse reabsorcdo &ssea.
Entretanto, tal fato ndo foi observado e ainda destaca-se que a associacao entre a
pinealectomia e DP né&o incrementou reabsor¢do éssea alveolar. Podemos aventar,
gue esse resultado (grupo PNXDP) pode ser decorrente da producdo de MEL local
por células do sistema imune (como os linfécitos), agindo como substancia autécrina
e/ou paracrina coordenando a resposta imune local (MARKUS et al.,, 2007,
CARRILLO-VICO et al.,, 2005) atenuando o processo inflamatério exacerbado
causado pela DP.

A falta de diferencas sobre os parametros 0sseos analisados no presente
estudo nos animais pinealectomizados também pode ser devido ao menor periodo

avaliado depois da pinealectomia (48 dias; 20 dias de recuperacdo apods a cirurgia e
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28 dias do protocolo de DP) em relag&o aos trabalhos da literatura. Diversos estudos
verificaram alteragbes no metabolismo 6ssea em animais pinealectomizados,
utilizando outras espécies animais e/ou locais 6sseos diferentes ao analisado no
presente trabalho. Em um estudo com ovelhas (ERGERMANN et al., 2011)
observaram na crista iliaca apos seis meses da pinealectomia diminuigdo do volume
0sseo percentual (BV/TV), aumento da separacao trabecular (Tb.Sp) e diminuicéo da
espessura trabecular (Tb.Th) indicando reabsorcédo 6ssea. Ostrowska et al., (2002)
verificou em ratos fémeas apos 18 semanas da pinealectomia maior atividade de
fosfatase alcalina e propeptideo carboxiterminal do procoladgeno tipo | indicando
prejuizos na qualidade 6ssea. E conforme descrito anteriormente, em ratos machos
apos 90 dias de da pinealectomia, (SAAD; REIS, 2004) verificaram na tibia, menor
espessura do disco epfisario e espessura da tabua 6ssea. Em outro estudo com
frangos (TURGUT et al., 2006) observaram apés 8 semanas da pinealectomia,
escoliose severa decorrente ao processo de degeneracdao do disco intervertebral.
Destaca-se que tais alteracdes dsseas, observadas nos estudos acima decorrente da
pinealectomia, ocorreram ap0s um tempo maior ao utilizado no presente estudo
depois da pinealectomia.

No presente estudo, os grupos DP e PNXDP apresentaram um baixo
padrao de imunomarcacao para OCN, indicando baixa atividade dos osteoblastos
nesses grupos. Por outro lado, houve um alto padrdo de imunomarcacao para TRAP,
o qual é um marcador de reabsorcdo 6ssea indicando aumento da atividade dos
osteoclastos (BLUMSOHN; EASTELL, 1997; WHEATER et al., 2013). Destaca-se que
nos grupos DP tratados com melatonina (PNXDPMEL e DPMEL) essas
imunomarcacdes apresentaram um padrao préximo ao do grupo CN, indicando que a
melatonina protegeu esses animais da reabsor¢cdo 6ssea, favorecendo a formacao
0ssea alveolar.

Em geral, ha evidéncias substanciais de que a melatonina pode ser
benéfica ao 0sso. Em um estudo de Arabaci et al., (2015) que investigou os efeitos da
administracdo sistémica de melatonina (10 mg/kg, intraperitoneal por 15 dias) na
reabsorcéo 0ssea alveolar em modelo de periodontite experimental em ratos, verificou
no grupo tratado com MEL menor atividade osteoclastica, caracterizada por meio da
reducdo do RANKL, quando comparado ao grupo controle. Histing et al., (2012)
analisou o efeito da melatonina na formacdo de calos, remodelacdo Ossea e

expressao de RANKL e OPG em um modelo de fratura de fémur estavelmente fixo em
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camundongos e verificaram expresséo significativamente reduzida de RANKL e
namero reduzido de células positivas para TRAP dentro do calo da fratura, destacando
gue a melatonina afeta o processo de remodelacao durante a cicatrizacao da fratura.
Mufioz et al., (2009) demonstraram que a aplicacéo topica de melatonina e hormonio
de crescimento acelera a consolidagdo 6ssea em torno de implantes dentarios em
cdes. Cutando et al., (2008) também mostraram um aumento significativo da formacao
Ossea e da densidade O0ssea ap0Os a aplicacdo topica de melatonina em implantes
dentarios em caes, postulando que a melatonina aumenta a osteointegracdo. Em um
ensaio clinico controlado randomizado (EL-GAMMAL et al., 2016) verificaram que a
aplicacédo local de melatonina em gel no local da osteotomia melhorou a estabilidade

dos implantes dentarios e atenuou a reabsorcao 6ssea.

Diversos estudos indicam que a melatonina aumenta a formacao 6ssea por
meio de suas acdes estimulantes na diferenciagdo dos osteoblastos (RADIO;
DOCTOR; WITT-ENDERBY, 2006; ROTH et al., 1999; SETHI et al., 2010; PARK et
al. 2011), ativando os receptores de melatonina 2 (MT2) nos osteoblastos,
aumentando a atividade das vias de sinalizacdo da MAPKs e beta-catenina, que
estimula a osteoblastogénese por aumentar a expressdo génica de runt-related
transcription factor 2 (Runx2) que induz a expresséo osteogénica incluindo osterix,
proteinas morfogenética 6ssea-2 (Bmp-2), e OCN (MARIA; WITT-ENDERBY, 2014;
PARK et al. 2011). Evidencias indicam que a melatonina também influencia inibindo
diferenciacdo dos osteoclastos, por suprimir a expressao do ligante ativador do
receptor de NFkB (RANKL) (KOYAMA et al., 2002).

Estudos apontam que os niveis de melatonina salivar e gengival diminuem
em individuos com periodontite em compara¢ao com sujeitos clinicamente saudaveis,
indicando que a melatonina pode desempenhar um papel protetor contra a DP
(CUTANDO et al., 2006; SRINATH AC; HARYA; THAKUR, 2010). A diminui¢édo dos
niveis de melatonina salivar nas doencas periodontais podem ocorrer em resposta ao
aumento do estresse oxidativo e ataque bacteriano, esgotando-a na cavidade oral

(BERTL et al., 2013), reforcando sua acgéo antioxidante e captadora de radicais livres.

Assim, a melatonina atua favorecendo a formagéao 0ssea, contribuindo na
homeostase deste tecido. Além disso, a MEL contribui com a neutralizacéo de grande
parte dos radicais livres, por meio de mecanismos ndo dependentes de receptor,

estimulando a atividade de enzimas antioxidantes como glutationa redutase,
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superoxido dismutase e glutationa peroxidase reduzindo assim a destruicao lipidica
das células e danos oxidativos ao DNA, apresentando uma importante acdo
antioxidante (REITER et al., 1998).

Logo, a melatonina favorece a formagdo Ossea promovendo a
diferenciagcao osteoblastica e agindo como um sequestrador (“scavengers” de
radicais livres com propriedades antioxidantes (CENGIZ; CENGIZ; WANG, 2012;
GALANO; TAN; REITER, 2011; MARIA; WITT-ENDERBY, 2014).

Portanto, este estudo evidenciou que a melatonina inibe significativamente
a reabsorcédo 6ssea alveolar na DP induzida em ratos, sugerindo que a melatonina

pode ter funcdes terapéuticas e protetivas nas doencas da cavidade oral.

6 CONCLUSAO

Com base nos resultados do presente estudo, verificou-se que os animais
pinealectomizados e com DP apresentaram elevada concentracdo de TNF-a, mas a
perda Ossea alveolar ocorreu apenas nos animais com DP. A pinealectomia nao
promoveu alteracdo 6ssea como também, ndo agravou esse parametro em animais
com DP. A suplementagdo com melatonina promoveu diminuicdo de TNF-a nos
animais pinealectomizados e com DP. Em todos os grupos com DP a melatonina
protegeu-os da reabsorcdo OGssea alveolar. Portanto, estes resultados demonstram
gue a melatonina é eficiente no controle tanto da reabsor¢éo 6ssea alveolar como da
concentragdo plasmatica de TNF-a em ratos com DP e PNX, demonstrando sua

importéancia local e sistémica.
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