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Goergen, S.C. Efeito da melatonina no osso alveolar de ratos com doenca
periodontal e pinealectomizados. 2020. 35p. Trabalho de concluséo de curso
— Faculdade de Odontologia de Aracatuba, Universidade Estadual Paulista,
Aracgatuba, 2020.

RESUMO

Pesquisas tém sido realizadas sobre a correlacdo entre inflamacgdes cronicas
da cavidade oral, como a doenca periodontal (DP), e alteracdes sistémicas. A
DP tem como definicdo uma infeccdo e inflamacédo oral que afeta tecidos
gengivais e de suporte e esta ligada a producéo de citocinas inflamatérias, tais
como fator de necrose tumoral (TNF-a), essa citocina aumenta a expressao de
osteoclastos, os quais levam a um aumento na reabsorcao 6ssea alveolar. Em
geral, as pesquisas tém mostrado que a melatonina pode diminuir a reabsorgéo
Ossea devido a este horménio possuir acdes antioxidantes e
imunomuduladoras, podendo desempenhar um importante papel no tratamento
de doencas da cavidade bucal. Desse modo, o objetivo desse estudo foi
analisar o efeito da suplementacdo da melatonina na reabsorcdo Ossea
alveolar em ratos com doenca periodontal e pinealectomizados (PNX). Para
tanto, 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 doenca periodontal
(PNXDP), controle com melatonina (CNMEL), doenca periodontal com
melatonina (DPMEL), pinealectomizados com melatonina (PNXMEL),
pinealectomizados com doenca periodontal e com melatonina (PNXDPMEL).
Apoés 20 dias da pinealectomia, a doenca periodontal foi induzida por fios de
seda ao redor dos primeiros molares inferiores. Apés 28 dias da inducéo, foram
avaliadas as concentracdes plasmaticas de TNF-a e histomorfometria da regido
com DP pelo escaneamento no microtomégrafo em 3D (Micro-CT) (modelo
1172 SkyScan®). As analises adotadas foram: analises estatisticas de
variancia Three-way (ANOVA), teste de Tukey. O nivel de significancia foi de
5% (alfa=5%). Todos os grupos com DP apresentaram maior perda 0ssea
alveolar em relacdo aos grupos controle. A pinealectomia ndo promoveu uma

maior reabsorcdo Ossea em relacdo aos grupos controle. Ademais a
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pinealectomia associada a doencga periodontal ndo promoveu maior perda
Ossea alveolar em relagcdo ao grupo com DP. Em relacdo a concentracao
plasmética de TNF-a, tanto a pinealectomia como a doenga periodontal
promoveram um aumento no valor desse parametro. Os grupos que foram
suplementados com melatonina, ndo apresentaram perda 6ssea alveolar e

valores plasmaticos de TNF-a semelhante ao grupo controle.

Palavras-chave: Melatonina. Doenca periodontal. Inflamagcéo. Reabsorcao
0ssea.



Goergen, S.C. Effect of melatonin on the alveolar bone of rats with
periodontal disease and pinealectomized. 2020. 35p. Trabalho de conclusao
de curso — Faculdade de Odontologia de Aracgatuba, Universidade Estadual
Paulista, Aracatuba, 2020.

ABSTRACT

Research has been carried out on the correlation between chronic inflammation
of the oral cavity, such as periodontal disease (PD), and systemic changes. PD
is defined as an infection and oral inflammation that affects gingival and support
tissues and is linked to the production of inflammatory cytokines, such as tumor
necrosis facts (TNF-a), this cytokine increases the expression of osteoclasts,
which lead to an increase in alveolar bone resorption. In general, research has
shown that melatonin can decrease bone resorption due to this hormone and
has antioxidant and immunomodulatory actions, which can perform an
important role in the treatment of diseases of the oral cavity. Thus, the aim of
this study was to analyze the effect of melatonin supplementation on alveolar
bone resorption in rats with periodontal disease and pinealectomized (PNX).
For this purpose, 80 male Wistar rats aged 40 days were randomly assigned to
8 groups (n = 10); control (CN), periodontal disease (PD), pinealectomized
(PNX), pinealectomized with periodontal disease (PNXDP), melatonin control
(CNMEL), periodontal disease with melatonin (DPMEL), pinealectomized with
melatonin (PNXMEL), pinealectomized with periodontal disease and with
melatonin (PNXDPMEL). After 20 days of pinealectomy, periodontal disease
was induced by silk threads around the lower first molars. After 28 days of
induction, plasma TNF-a concentrations and histomorphometry of the PD region
were evaluated by scanning on the 3D microtomograph (Micro-CT) (model 1172
SkyScan®). The analyzes adopted were the statisticals analysis of variance
Three-way (ANOVA), Tukey's test. The level of significance was 5% (alpha =
5%). All groups with PD had greater alveolar bone loss compared to the control
groups. Pinealectomy did not promote greater bone resorption compared to
control groups. In addition, pinealectomy associated with periodontal disease
did not promote greater alveolar bone loss compared to the PD group.

Regarding the plasma concentration of TNF-a, both pinealectomy and



periodontal disease promoted an increase in the value of this parameter. The
groups that were supplemented with melatonin, didn’t present alveolar bone

loss and the plasma TNF-a values similar to the control group.

Keywords: Melatonin. Periodontal disease. Inflammation. Bone resorption.
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1. INTRODUCAO

A doenca periodontal é responsavel por grande parte da perda dentaria
em adultos (ASSUMA et al., 1998), sendo caracterizada por infec¢des locais e
condicdes inflamatérias envolvendo bactérias gram negativas que afetam
diretamente as estruturas de suporte dentario como osso alveolar, ligamento
periodontal, gengiva e cemento (SOUMYA et al., 2014). A destruicdo éssea
causada pela DP é progressiva e dependente de uma resposta do hospedeiro
perante o biofilme dentario subgengival (PARVEEN, 2013).

A etiologia da DP vem principalmente de bactérias anaerdbias gram
negativas dos géneros Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans e Prevotella intermedia, que liberam endotoxinas de
suas paredes bacterianas, como o LPS (lipopolisacarideos) (RASLAN et al.,
2011), com isso, geram uma resposta imune no hospedeiro que comeca a
produzir citocinas proé-inflamatérias e prostaglandinas, elaborando enzimas
liticas ativando os osteoclastos. (ASSUMA et al., 1998). Por meio da resposta
antigénica do hospedeiro células T-CD4 sao ativadas, proliferadas e
diferenciadas em células efetoras distintas e especificas para cada funcao,
bem como para a producao de citocinas. Uma dessas células sdo os linfocitos
TH1 que séo caracterizados principalmente pela producéo de interferon e TNF-
a, envolvidos na erradicacdo de patdgenos intracelulares e destruicdo nos
tecidos de suporte dentario, respectivamente. (HERNADEZ, et al., 2011).

Deve-se destacar que por meio de citocinas inflamatérias originadas a
partir do lipopolisacarideo (LPS) bacteriano, ocorre o processo de reabsorcéo
O0ssea na DP. Esses mediadores tém interacdo entre o ativador do receptor do
fator nuclear kB (RANK) e o seu ligante RANKL, os quais sdo membros da
familia fator necrose tumoral (TNF). O RANKL é expresso pelas células Be T
osteoblasticas, as quais se ligam diretamente ao RANK localizado em
percursores de osteoclastos (ARABACI et al.,, 2015). Assim, tem-se que a
melatonina, a qual controla os fatores inflamatdrios e oxidativos, ocasiona uma
menor perda 6ssea devido a menor quantidade de osteoclastos. (AMSTRUP et
al. 2013). Além da influéncia do TNF-a na perda de suporte dentério, estudos
tém apontado que a falta de melatonina também pode contribuir para uma
maior reabsorcado 6ssea (EGERMANN et al., 2011).
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A melatonina é uma indolamina sintetizada, principalmente, pela
glandula pineal. Os pianelécitos sdo os responsaveis pela producdo da MEL,
captam triptofano do sangue e transformam em serotonina por meio dos
processos de descarboxilacdo e hidroxilacdo. O periodo noturno é o mais
importante para a sintese de MEL, pois é nesse momento que enzima N-acetil-
tranferase transforma a serotonina em N-acetil-serotonina e esta €
transformada em melatonina pela enzima hidroxiindol-O-metiltransferase. A
MEL é liberada durante o ciclo noturno por meio de ativagdo pés-sinaptica com
receptores beta-adrenérgicos. (CUTANDO, 2014).

A melatonina ndo € produzida exclusivamente pela glandula pineal,
segundo Acufa-Castroviejo (2014), outros tecidos como retina, cerebelo,
mucosa intestinal, coracdo, musculo esquelético, placenta, também sintetizam
MEL, porém em quantidades menores. Markus, Cecon e Pires-Lapa (2013)
também correlacionaram a producédo de melatonina pelas células inflamatorias
via eixo imune-pineal por meio do NF-kB, o qual media a mudanca de producao
de MEL pelos pianeldcitos por células imunocompetentes. Estima-se que esta
melatonina nos tecidos € produzida para controlar o estresse oxidativo com
espécies reativas de oxigénio e danos inflamatérios. A sua producdo por
pinealocitos € inibida na presenca de luz que também sdo sensiveis a
variagbes de intensidade, alterando assim a formacdo de melatonina.
(CUTANDO, 2014). Desta forma, volta-se a atencdo para trabalhadores
noturnos, 0s quais tém a secrecdo de melatonina pela glandula pineal
diminuida, afetando assim a qualidade de vida dos mesmos (BURCH et al.,
2005). Além de atuar no controle do estresse oxidativo e anti-inflamatérios
(CUTANDO, 2014), a literatura nos mostra que a melatonina também atua na
temperatura corpérea, ciclo circadiano (FOLKARD, 2008), formacédo 0Ossea,
(AMSTRUP, 2013), propriedade imunomoduladoras (GUERRERO, REITER,
2002) e antitumorais (DAWSON, ARMSTRONG, 1996).

Portanto, a melatonina pode influenciar o processo de desenvolvimento
da doenca periodontal pelo fato de apresentar atuacdo no controle de
processos como: estresse oxidativo, antiinflamatorios, imunomoduladores e de
formacdo Ossea, podendo diminuir os efeitos inflamatérios da infeccéo,
gerando uma reducdo na perda de tecidos de suporte dentario e ajudando na
formacéo 6ssea local. (ARABACI et al., 2015)
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Com o exposto entende-se que a MEL tem grande importancia no
processo de reabsor¢cdo e remodelacdo Ossea. Quando ha DP, a reducédo
desse horménio proporciona um desequilibrio nos processos, aumentando
assim a reabsorcdo 0ssea. Contudo, € importante avaliar melhor os efeitos da
reducdo e da suplementacdo da melatonina em associacdo a DP no

metabolismo 6ésseo, citocinas e mediadores inflamatérios.
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2. HIPOTESE

Devido a deficiéncia de melatonina, a pinealectomia poderia ocasionar
maior perda do 0sso alveolar com ou sem a inducéo da doencga periodontal.

A pinealectomia associada a doenca periodontal poderia ocasionar um
efeito sinergistico na perda éssea alveolar.

A melatonina pode reverter as alteracées no 0sso alveolar nos grupos

com doenca periodontal e pinealectomizados.
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3. OBJETIVOS

Analisar o efeito da suplementacdo de melatonina na concentragcéo
plasmética de citocina inflamatéria TNF-a e no metabolismo 6sseo em ratos

pialectomizados com ou sem doenca periodontal.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados 80 ratos Wistar machos, pesando aproximadamente
200g, com 40 dias de idade, originarios do biotério central da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba — FOA — UNESP. Os mesmos foram mantidos em
ciclos de 12/12 horas de claro e escuro, com temperatura de 23°C com
diferenca de mais ou menos 2°C, acesso a agua e comida a vontade, exceto
nas 14 horas precedidas do procedimento experimental.

No experimento, os animais foram anestesiados com tiopental sodico
(Thiopentax®, Cristalia, Itapira, Brasil, 3%, 50mg/kg, intraperitoneal) antecedido
pela aplicacdo de anestésico bloqueador regional (Lidocaina, Cristélia, Itapra,
Brasil, 4mg/kg, intraperitoneal), 10 minutos antes da aplicacdo com barbitarico.
Todos os experimentos foram aprovados pelo comité de ética local de acordo
com os principios éticos de experimentacdo animal e foi aprovada pelo CEUA —
Protocolo FOA n00544-2016.

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os ratos foram separados em 8 grupos (n=10) sendo:

1- controle (CN);

2- com doenca periodontal (DP);

3- pinealectomizados (PNX);

4- pinealectomizados e com doenca periodontal (PNXDP);

5- controle suplementados com melatonina (CNMEL);

6- com doenca periodontal e suplementados com melatonina (DPMEL);

7- pinealectomizados e suplementados com MEL (PNXMEL), e

8- pinealectomizados com doenca periodontal suplementados com
melatonina (PNXDPMEL).

Os animais pinealectomizados (grupos PNX, PNXDP, PNXMEL e
PNXDPMEL) foram submetidos a cirurgia aos 40 dias de idade. Os animais
com doenca periodontal (grupos DP, PNXDP, DPMEL e PNXDPMEL) foram
submetidos a inducédo da doenca aos 60 dias de idade. A suplementacdo com
melatonina dos grupos CNMEL, DPMEL, PNXMEL e PNXDPMEL foi iniciada

juntamente com a indugéo da doenca periodontal aos 60 dias de idade com
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duracdo de 28 dias. A eutanasia dos animais ocorreu entre 14h e 16h. Foram

coletadas amostras de sangue para avaliar as concentragdes de TNF-a.

4.3 AVALIACAO DO CONSUMO DE RACAO E EVOLUCAO DA MASSA
CORPORAL DOS ANIMAIS

A avaliacéo foi realizada trés vezes por semana, utilizando uma balanca
digital (0 a 5 kg, Filizola®), calculando a média semanal. O consumo de racéo
foi analisado pelo o quanto foi oferecido e quanto sobrou, a média foi extraida e
transformada em gramas por 100g de peso corporal.

4.4 PINEALECTOMIA

Os grupos que sofreram a pinealectomia (grupos PNX, PNXDP,
PNXMEL e PNXDPMEL) foram anestesiados com Cloridrato de Quetamina
(10%, 80mg/kg, intraperitoneal) e Xilazina (2%, mg/kg, intraperitoneal) e
submetidos a cirurgia seguindo os parametros de (HOFFMAN; REITER, 1965),
em seguida, realizou-se uma trocotomia no topo da cabeca dos animais, que
foram fixados em um aparelho estereotaxico. Apos a retirada do pélo sobre o
escalpo e assepsia com alcool idodado, foi feita uma incisdo longitudinal e o
tecido subcutaneo foi afastado para visualizar o lambda, realizando raspagem
das articulacdes fibrosas entre 0s 0ssos parietais e 0s interparietais expostos,
neste local foi realizada osteotomia de 4,5mm de diametro. Em seguida, o seio
venoso foi identificado. Com o auxilio de uma pinca, foi retirada a glandula
pineal encontrada logo abaixo desse seio. Posteriormente o fragmento de osso
foi reposicionado, e o animal retirado do aparelho esteotaxico. A pele foi
suturada com fio de seda 4-0. Apdés a cirurgia foi injetado 0,2mL de antibiético
(associacdo de penicilina com estreptomicina 1.200.000 UIl) por via
intramuscular. Depois da cirurgia os ratos voltaram as situacdes normais de

experimento.

4.5 DOENCA PERIODONTAL

A doenca periodontal foi induzida aos 60 dias de idade, 20 dias apds a
realizacdo da pinealectomia nos grupos DP, PNXDP, DPMEL, PNXDPMEL. Os
ratos foram anestesiados com Ketamina (10%, 80mg/kg) e Xilazina (2%,

10mg/kg) via intraperitoneal e a DP foi induzida por um fio de seda 4-0 (Seda
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Silk Trancada Ethicon-Johnson & Johson®) em seu sulco gengival, nos

molares inferiores, bilateralmente, conforme decritro por Rodini et al., (2008).

4.6 ADMINISTRAQAO DE MELATONINA

Os ratos dos grupos CNMEL, DPMEL, PNXMEL E PNXDPMEL
receberam melatonina (Melatonin®, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) via oral
solubilizado em agua no periodo escuro, iniciado as 19h e encerrado as 07h na
dosagem de 5 mg/kg durante 28 dias. A MEL foi diluida 1g em 20ml de etanol
absoluto (2%) com mais 980 ml de agua resultando um volume final de 1L, a
mesma foi solubilizada nos bebedouros, quantificadas por cada animal com
referido peso. Considerando o consumo de agua durante o periodo escuro,
obteve-se a equacédo: peso x quantidade de agua / consumo de agua x dose de
melatonina (5mg/kg). Nos animais que néo receberam o tratamento com MEL,
apenas foi inserido 20ml de etanol absoluto diluido com 980 ml de agua em

seus bebedouros.

4.7 COLETA DE SANGUE E TECIDOS (MANDIBULAS)

Anestesiados  (Thiopentaz® —  Cristdlia  Produtos  Quimicos
Farmacéuticos Ltda, Itapira, Brasil, 3%, 5mg/100g, intraperitoneal), apos 29
dias da inducéo da DP e tratamento com MEL, realizou-se lapatomia media,
coletando sangue pela cava inferior, as amostras foram transferias para tubos
heparinizados e mantidas a 4°C até o dia das andlises da concentracédo
plasmatica de TNF-a. ApOs eutanasia, foi retirado o tecido mole das
hemimandibulas que estavam desarticuladas e preparadas. As
hemimandibulas foram fixadas em solucéo salina (9%) e mantidas a 4°C para o

processamento histomorfomeétrico.

4.8 CONCENTRACOES PLASMATICAS DE TNF-a
Foram determinas as concentracfes de TNF-a pelo método de ELISA
(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay®) com a utilizacdo de kit (Biosource®

International, Camarillo, USA), de acordo com as instrucfes do fabricante.

4.9 ANALISE HISTOMORFOMETRICA POR MICRO-CT
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ApOs a eutanésia, as hemimandibulas, que estavam fixadas em solucéo
salina a 9% e matidas a 4°C, foram submetidas a microtomografia 0ssea, feita
por um microtomogrado Skyscan 1172 (Skyscan®, Aartselaar, Bélgica, 2003),
usado para observar estruturas Osseas tridimensionais. O escaneamento foi
feito com 6um pixel de tamanho, 70kV e 200uA para configuragdo de fonte,
filtro de aluminio de 0.5mm, 185 graus de rotacao e 0.4 graus de passo. Foram
analisadas as areas dos molares de interesse, sendo elas: 1 cm anteriormente
ao primeiro molar inferior e 1 cm apds ao ultimo molar inferior.

Posteriormente, realizou-se a reconstrugdo com o software NRecon
(Skyscan®, Bélgica), do apice da coroa até o processo 6sseo alveolar para
analise tridimensional (3D), utilizando-se do software CTAN v.1.5.0 (Skyscan®).
Analisaram-se, no eixo sagital, as areas de interesse, com 80 slices que foram
interpolados por uma figura geométrica de um retangulo, permitindo o calculo
3D dos indices volumétricos. Os parametros foram: Medidas volumétricas =
BV/TV (%) (volume 0sseo pelo volume tecidual); BS/BV (1/mm) (razdo entre
superficie 6ssea com volume 0sseo); Tb.Th (mm) (espessura trabecular);
Th.N(mm-1) (nimero de trabéculas por mm de tecido); Th.Sp (mm) (separacéo
trabecular); Po total (%) (porosidade total).

Realizou-se, ainda, analises de parametros lineares para a quantificacao
da perda éssea alveolar de uma imagem bidimensional utilizando o software
DATA VIEWER® v. 1.5.1.2, obersrvando assim: 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 6ssea alveolar interproximal (PC-COI); Distancia
da juncdo 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®.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

As analises foram realizadas por variancia Three-way (ANOVA), em
seguida por Turkey quando houve variancia significante nos grupos (p<0,05). O
programa estatistico usado foi Graph Pad Prism (versao 7.0.). Os resultados
apresentandos tiveram uma média EPM e o nivel de significancia foi de 5%
(alfa=5%).
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5. RESULTADOS

5.1 AVALIACAO DA MASSA CORPOREA

A massa corporea de todos os ratos foi analisada semanalmente,
durante os 28 dias de tratamento, a partir da indugéo da doenca periodontal.
Os resultados mostraram que ndo houve diferencas estatisticas significativas
durante todo o periodo experimental entre os grupos avaliados. Os valores
foram feitos como média tEPM de cada grupo (n=10), ANOVA (Three-way)

com poés-teste de Tukey.

5.2 AVALIACAO DE INGESTAO ALIMENTAR

Semanalmente a ingestdo alimentar dos grupos (n=10) foi avaliada,
durante os 28 dias de tratamento a partir da inducdo da DP. Os resultados
demonstraram que néo houve diferencas significativas nos valores desse
parametro entre os grupos avaliados. Os valores foram feitos como média

+EPM de cada grupo (n=10), ANOVA (Three-way) com poOs-teste de Tukey.

5.3 AVALIACAO DAS CONCENTRACOES PLASMATICAS DE TNF-a
Observou-se que nos grupos, DP, PNX, e PNXDP houve um aumento

significativo quando comparado com os demais grupos (p<0.05). Os valores

foram feitos como média +tEPM de cada grupo (n=10), ANOVA (Three-way)

com poés-teste de Tukey.

FIGURA 1- Tabela concentracao plasmatica de TNF- a
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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. Resultados com a letra <b>

mostraram diferencas estatisticas entre os grupos (p<0,05).

5.4 ANALISE HISTOMORFOMETRICA EM MICRO-CT

Segundo as analises de medidas volumétricas pelo micro-CT (Figura 2),
os grupos DP e PNXDP apresentaram uma diferenca estatistica consideravel
em relacdo aos demais grupos em todas as variaveis (Volume 0sseo
percentual — BV/TV, razdo entre superficie 6ssea e volume — BS/BV, espessura
trabecular — Th.Th, nimero de trabéculas — Th.N, separacao trabecular — Th.Sp
e porosidade total — Po.Tot.) Nas andlises BV/TV, Th.Th, Th.N, esses grupos
(DP e PNXDP) tiveram valores reduzidos em comparacdo aos demais. Por
outro lado, esses mesmos grupos (DP e PNXDP) apresentaram valores
superiores aos outros nas variaveis BS/BV, Th.Sp, Po.Tot, corroborando assim
com as imagens (Figuras 3 e 4) de perda 6ssea alveolar.

Ja nas analises de medidas lineares, as imagens confirmam mais uma
vez (Figura 3) que houve perda éssea em todos os locais medidos nos
grupamentos DP e PNXDP, como furca, ponto de contato entre primeiro e
segundo molar a crista 6ssea alveolar, distancia da juncdo cemento esmalte a
crista Ossea alveolar por vestibular e por lingual. Todos os resultados

corroboram as imagens (Figura 3 e 4) de perda 0ssea.

FIGURA 2. Medidas volumétricas
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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 pos-teste de Tukey. (A) BV/TV (%)= volume
0sseo percentual; (B) BS/BV (1/mm)= raz&o entre superficie 6ssea com o volume 6sseo; (C)
Th.Th (mm)= espessura trabecular; (D) Tbh.N (mm-1)= nimero de trabéculas; (E) Th.Sp (mm)=
separacao trabecular; (F) Po Tot (%)= porosidade total. As letras diferentes indicam diferenca

estatistica entre grupos (p<0,05).



FIGURA 3. Medidas lineares
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(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 sdo 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 6ssea alveolar

interproximal; (C) JCE-COV= distancia da jun¢do cemento-esmalte a crista 6ssea por vestibular

e (D) JCE-COL= distancia da juncdo cemento-esmalte a crista 0ssea por lingual. As letras

diferentes indicam diferenca estatistica entre grupos (p<0,05).
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FIGURA 4. Imagens representativas do primeiro molar, bidireccionalmente, de
todos os grupos.

CN DP PNX PNXDP

A= Grupo controle (CN), B= com Doenca 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 indicativas de perda
ossea.

FIGURA 5. Imagem 3D de reconstrucao representativa dos primeiros molares de
todos 0s grupos.
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A= Grupo controle (CN), B= com Doenca 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 indicativas de perda
Ossea.
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6. DISCUSSAO

Todos os grupos com DP apresentaram maior perda 0ssea alveolar em
relacdo aos grupos controle. A pinealectomia n&o promoveu uma maior
reabsorcdo 6ssea em relacdo aos grupos controle. Ademais, a pinealectomia
associada a doenca periodontal ndo promoveu maior perda 6ssea alveolar em
relacdo ao grupo com DP. Em relagdo a concentragdo plasmética de TNF-q,
tanto a pinealectomia como a doenca periodontal promoveram um aumento no
valor desse parametro. Os grupos que foram suplementados com melatonina
ndo apresentaram perda Ossea alveolar e valores plasmaticos de TNF-a
semelhante ao grupo controle.

Todos os grupos, ao longo do experimento, ndo apresentaram alteracéo
significativa no peso corporeo, corroborando o estudo de Alonso-Vale et al.
(2004), o qual demonstrou que a pinealectomia dos ratos néo altera o peso
corporeo.

A ingestédo alimentar dos ratos pinealectomizados também se manteve
sem alteracOes significativas. Entretanto, estudos apontam que a MEL pode
influenciar na quantidade de ingestao de alimentos por mamiferos. No trabalho
de Montano et al. (2010) verificou-se que a suplementacdo com melatonina,
apos 4 semanas, 0s ratos tiveram sua frequéncia alimentar diminuida, devido a
este horménio promover uma sensacao de saciedade.

O presente estudo mostrou que houve o aumento do mediador
inflamatorio TNF-a, tanto nos grupos pinealectomizados (PNX) como nos
grupos com doenca periodontal (DP, PNXDP), corroborando assim com o0s
estudos de Hernandez et al. (2011).

O TNF-a é induzido pela via de sinalizacdo RANKL, esta envolvida na
producdo e maturacdo dos osteoclastos e também na reabsorcédo 6ssea. Esse
sistema € controlado por citocinas pré-inflamatorias e produtos das espécies
reativas de oxigénio, o qual se inclui o TNF-a. Em grupos com doenca
periodontal e suplementados com MEL, mostrou niveis reduzidos de RANKL,
consequentemente de TNF- a e auséncia de perda 6ssea alveolar (ARABACI et
al., 2015). A partir dos resultados, a MEL mostrou-se efetiva como redutora de
TNF-a, ajudando assim na diminuicdo da perda Ossea alveolar, impedindo a

osteoclastogénese.
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Em um estudo de Willians, Bernstein e Prager (1998), o qual utilizaram
ratos Wistar para avaliar a ativacdo de TNF-a na presenca de melatonina, as
células alveolares foram retiradas por meio de lavagem e no meio de cultura
celular acrescentou-se melatonina, posteriormente, adicionou-se o fator de LPS
bacteriano; os resultados demonstraram que houve a reducdo de TNF-a
nessas células na presenca de melatonina. Em outro estudo randdmico
realizado em humanos com doenca periodontal, que receberam 10mg de
melatonina (uma vez por dia, a noite, por 2 meses), demonstrou que a
suplementacdo com MEL promoveu uma diminuicdo tanto dos niveis salivares
de TNF-a como da doenca periodontal (EL-SHARKAWY et al., 2018).

Segundo Reiter et al. (2000), a MEL tem vias para diminuir os danos da
inflamacgéo, como o impedimento da translocacdo do fator-kappa B (NF-B) até
0 seu ligante no DNA, gerando uma regulacdo na liberacdo de citocinas pro
inflamatorias como IL e TNF-a e também a inibicdo da producdo de moléculas
indutoras de aderéncia dos leucoécito as células endoteliais, diminuindo a
migracao de células e, consequentemente 0 edema, 0s quais sdo responsaveis
pelo danos aos tecidos no processo inflamatorio.

No presente estudo, o grupo PNX ndo mostrou alteracdes significativas
em relacdo a perda Ossea alveolar, contudo se esperava resultado diferente,
pois a falta de MEL enddgena via glandula pineal, deveria resultar em
reabsorcdo jA que o hormdnio é responsavel por amenizar 0 processo
inflamatorio. Deste modo, ndo havendo o processo de reabsorcédo neste grupo,
reafirma-se o trabalho do pesquisador Acufia-Castroviejo (2014), que em
células inflamatérias e outros Orgdos também sdo capazes de sintetizar
melatonina, ndo conferindo a glandula pineal exclusividade. Porém, essa
inalteracdo na reabsorcdo 6ssea, encontrada no presente estudo pode ser em
decorréncia do periodo avaliado, pois uma pesquisa de Turgut et al. (2006) em
frangos pinealectomizados, notou-se que quanto maior o0 tempo de
pinealectomia mais significantes eram as perdas 0sseas. Ostrowska et al.
(2003) analisando a urina de ratos pinealectomizados, observou maior
presenca de biomarcadores de reabsor¢éo 6ssea.

Considerando que a melatonina preveniu a reabsorcdo éssea nos grupos
DPMEL e PNXDPMEL, podemos inferir que este hormbnio é necessario para a

regulacdo do processo inflamatério e consequentemente para a modulagdo da
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reabsorcdo 6ssea. A MEL atua na diferenciacdo osteoblastica, favorecendo a
formacdo Ossea, além de atuar como antioxidante, agindo como captador de
radicais livres (REITER, 2011; MARIA; WITT-ENDERBY, 2014). Para Najeeb et
al. (2016), este hormbnio mostrou-se efetivo no tratamento de doenga
periodontal, na osteointegracdo de implantes dentarios, na citotoxicidade de
drogas e materiais dentarios, em pdés-operatorio de extracdes dentarias e em
céancer oral.

Por fim, o presente estudo demonstrou o importante papel da melatonina
na diminuicdo da reabsorcdo éssea na doenca periodontal tanto em ratos
controle quanto pinealectomizados. A mesma mostrou relevancia no processo
terapéutico e protetivos em relacao a reabsorcdo 6ssea decorrente da doenca
periodontal.
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7. CONCLUSAO

Com base nos resultados do presente estudo, verificou-se que o0s
animais PNX ndo apresentaram uma maior reabsorcdo 6ssea em relacdo ao
grupo controle como também, ndo houve diferencas nesse parametro entre os
grupos PNXDP e DP. A suplementacdo com melatonina em ratos
pinealectomizado e com doenca periodontal ocasionou em uma reducédo dos
niveis plasmaticos de TNF-a. Em todos os grupos que foram induzidos com
doenca periodontal a melatonina protegeu da reabsorcao 6ssea. Por fim, pode-
se dizer que a melatonina é importante para a diminuicdo da concentracao

plasmatica de TNF-a, bem como no controle de reabsorcdo 6ssea alveolar.
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