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RESUMO

A doenca periodontal (DP) é uma preocupacédo de saude publica, uma vez que leva a
perda dos elementos dentais; além disso, possui associacdes com outras doencas
inflamatorias cronicas tais como a sindrome metabdlica e diabetes mellitus. Sabe-se
que periodos irregulares de sono podem prejudicar o processamento de memoria,
reparo celular, regulacdo hormonal, metabolismo dos carboidratos e aumentar
marcadores inflamatorios, evidenciando que o trabalho noturno ou em turnos
alternados podem afetar a saude do trabalhador. A melatonina (MEL) é o principal
hormdnio que controla os ritmos biolégicos no nosso organismo, participando na
regulacédo do sono, metabolismo de carboidratos e lipideos, sendo suprimida quando
ha exposicao a luz. Considerando-se os efeitos regulatorios da MEL sobre processos
inflamatorios, se faz relevante avaliar a influéncia da deficiéncia ou suplementacao de
MEL sobre um processo inflamatorio localizado como a DP. Objetivo deste estudo foi
investigar os efeitos da MEL na resisténcia a insulina (RI), na via de sinalizacdo da
insulina, nas citocinas pro-inflamatorias e no perfil lipidico em ratos pinealectomizados
(PNX) sem ou com DP. 144 ratos Wistar (40 dias de idade) foram distribuidos em 8
grupos: 1) controle (CN); 2) DP; 3) PNX; 4) PNX e com DP (PNXDP); 5) CN tratado
com MEL (CNMEL); 6) DP tratado com ME (DPMEL); 7) PNX tratado com MEL
(PNXMEL); 8) PNX com DP e tratados com MEL (PNXDPMEL). Inicialmente os grupos
PNX foram submetidos a cirurgia de pinealectomia aos 40 dias de idade e aos 60 dias
de idade os animais foram submetidos a indu¢cdo de DP nos primeiros molares
inferiores. Logo apods a inducéo da DP, foi iniciada a reposicdo com MEL (5 mg/Kg)
por via oral (diluida em agua de beber) por 28 dias. Ao término do tratamento foram
analisados o0s seguintes parametros: 1) dosagem de glicemia e insulinemia; 2)
avaliacao do perfil lipidico; 3) avaliacdo do grau de fosforilagdo em serina da Akt no
tecido adiposo, musculo gastrocnémio e figado. Os resultados demonstram 1) DP e
PNX com DP causaram Rl e aumento nas concentragfes plasmaticas de TNF-a; 2)
nenhuma diferenca na glicemia e nos niveis de IL-6; 3) nenhuma alteragédo no grau de

fosforilacdo em serina da AKT apods a estimulagéo insulinica entre 0s grupos nos



tecidos analisados; 4) apenas 0s grupos PNX e PNXDP apresentaram alteragéo no
perfil lipidico; 5) a reposicdo com MEL melhorou todos os parametros alterados
analisados. A partir desses resultados podemos inferir que a administracdo de MEL
foi capaz de melhorar a resisténcia a insulina, diminuir a insulinemia e as
concentracdes plasmaticas de TNF-a e nos grupos DP, PNX e PNXDP, além disso
restaurar o perfil lipidico nos grupos pinealectomizados. Podemos sugerir que a MEL
teve um papel protetivo, diminuindo a Rl em ratos com DP e PNX com ou sem DP.
Somente nestes grupos PNX, a MEL melhorou o quadro do perfil lipidico. Desta
maneira, 0 presente estudo enfatiza a importancia de se prevenir a DP afim de
prevenir a RI, a qual esté intimamente relacionada com o DM2, como também alertar
aos trabalhadores noturno que podem apresentar desordens nos ritmos bioldgicos

levando as alteracdes metabdlicas.

Palavras-chave: Melatonina, resisténcia a insulina, colesterol, triglicerideos, glandula
pineal, doencas periodontais
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ABSTRACT

Periodontal disease (PD) is a public health concern, since it leads to loss of dental
elements. Furthermore, it has associations with other chronic inflammatory diseases
such as the metabolic syndrome and Diabetes mellitus. It is known that irregular
periods of sleep can impair memory processing, cell repair, hormonal regulation,
carbohydrate metabolism, and increased inflammatory markers. Furthermore, night
work or alternating shifts can affect the health of workers. Melatonin (MEL) is the main
hormone that controls the biological rhythms in our organism, participating in the
regulation of sleep, metabolism of carbohydrates and lipids, being suppressed when
there is exposure to light. Considering the regulatory effects of MEL on inflammatory
processes, it is relevant to evaluate the influence of ME deficiency or supplementation
on a localized inflammatory process such as PD. The aim of this study was to
investigate the effects of MEL on insulin resistance (IR), insulin signaling,
proinflammatory cytokines and lipid profile in pinealectomized rats (PNX) with PD. 144
rats (40 days old) were distributed in 8 groups: 1) control (CN); 2) PD; 3) PNX; 4) PNX
and with PD (PNXPD); 5) CN treated with MEL (CNM); 6) PD treated with (PDMEL);
7) PNX treated with MEL (PNXMEL); 8) PNX and PD treated with MEL (PNXPDMEL).
Initially the PNX groups were submitted to pinealectomy surgery at 40 days of age and
at 60 days of age the animals were submitted to the induction of PD in the lower first
molars. Immediately after induction of PD, treatment with MEL (5 mg / kg) was initiated
orally (diluted in drinking water) for 28 days. After the treatment the following
parameters were analyzed: 1) assessment of glycemia and insulinemia; 2) evaluation
of the lipid profile; 3) evaluation of the Akt serine phosphorylation status in adipose
tissue, gastrocnemius muscle and liver. The results demonstrate that: 1) PD and PNX
with PD caused insulin resistance and increased plasma concentrations of TNF-a; 2)
no difference in glycemia and IL-6 levels; 3) no alteration in Akt serine phosphorylation
status after the insulin stimulation between the groups in the tissues analyzed; 4) only
the PNX and PNXPD groups showed alterations in the lipid profile; 5) the
administration of MEL improved all altered parameters analyzed. The results suggest
that MEL can be efficient in preventing IR, alteration in lipid profile and increase in

plasma levels of insulin and TNF-a promoted by PD and PNX. From these results we



can infer that the MEL administration was able to improve insulin resistance, decrease
insulinemia and plasma concentrations of TNF-a in the PD, PNX and PNXPD groups,
in addition to restoring the lipid profile in the pinealectomized groups. We may suggest
that MEL had a protective role, decreasing IR in rats with PD and PNX with or without
PD. Only in these PNX groups the MEL improved the lipid profile. Thus, the present
study emphasizes the importance of preventing PD in order to prevent IR, which is
closely related to DM2, as well as to alert shift workers that they may present disorders

in the biological rhythms leading to metabolic alterations

KEYWORDS: Melatonin, insulin resistance, cholesterol, triglycerides, pineal gland,

periodontal diseases.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Sistema fotoneuroenddcrind em humManos...........c.eeveviiiiiieiniiieeee i 19

Figura 2 - Diagrama de fluxo mostrando a sequéncia experimental, distribuicdo dos

grupos e linha temporal dos procedimentos experimentais ...........cccceeveeeeeeeeeeennnnnnnn. 25
Figura 3 - Peso corporeo dos ratos durante 28 dias ............cceeveeeeeeeeeeiiiiiiiiieeeeeeennnnns 35
Figura 4 - Ingest&o alimentar dos ratos durante 28 dias ................eeeeemviimmiiiiiiiinnnnnnne 35

Figura 5 - Fotomicrografias em campo claro de corte histolégico corados hematoxilina
e eosina evidenciando a regiao de furca do primeiro molar inferior direito de animal do
grupo controle (CN; A, C e E) e do grupo com doenca periodontal induzida (DP; B, D
e F) em diferentes aumentos (A e B = 50x; C e D = 100x; E e F=200x; G=400x).....36

Figura 6 - Avaliacao do grau de fosforilacdo em Serina da AKT antes (-) e ap0s (+) 0
estimulo insulinico em tecido adiposo, figado e musculo gastrocnémio ................... 40



LISTA DE TABELA

Tabela 1 - Glicemia (mmol/L), insulinemia (ulU/mL) e indice HOMA-IR ................... 37

Tabela 2 - Concentracdes plasmatica de TNF- a (pg/mL) e IL-6 (pg/mL) ................. 38

Tabela 3 - Concentracdes plasmaticas em mg/dl de Triglicérides, Colesterol Total,
Colesterol-HDL, Colesterol-LDL e Colesterol-VLDL..........ccccceeeiiiiiiiieeeeeeeeee 39



LISTA DE ABREVIATURA

AA-NAT: aralquilamina N-acetiltransferase

AKT: proteina quinase, AKT &€ um membro bem caracterizado da via de sinalizacao
mediada pela quinase P13, regulando crescimento celular, apoptose, sintese de glicogénio
e outras respostas celulares através de sua fosforilacéo.

ANOVA: Andlise de Variancia é um procedimento utilizado para comparar trés ou mais
tratamentos.

CT: colesterol Total

CN: controle

DM: Diabetes Mellitus

DM1: Diabetes Mellitus tipo 1

DM2: Diabetes Mellitus tipo 2

DTT: ditiotreitol

DP: doenga periodontal

EDTA: acido etilenodiamino tetra-acético

ELISA: ensaio de imunoabsorcdo enzimatica

FIG: figado

GLUT4: transportador de Glicose tipo 4

GP: glandula pineal

HDL.: lipoproteina de alta densidade

HOMA-IR: modelo de Avaliacdo da Homeostase - Resisténcia a Insulina
IRS’s: substratos do receptor de insulina

IL-18: interleucina 1 Beta

IL-6: interleucina 6

LDL: lipoproteina de baixa densidade

LPS: lipopolissacarideo bacteriano

MEL: melatonina

MG: musculo gastrocnémio

MAP-K: proteina Quinase 1 ativada por mitbgenos

NSQ: ndcleo supraquiasmatico

PI3-quinase: Fosfatidilinositol 3-quinase

PNX: pinealectomizado/pinealectomia

PKB: proteina quinase B

RI: resisténcia a insulina

SB: solucéo basal

SDS: dodecil sulfato de sédio

SDS-PAGE: eletroforese em gel de poliacrilamida em dodecil sulfato de sddio
Serd73: Serina

S6K1: proteina ribossémica S6 quinase beta-1

TAB: tecido Adiposo branco periepididimal

TEMED: tetrametil etilenodiamina

TLR4: receptor Toll-like tipo 4

TG: triglicérides

TNF-a: fator de necrose tumoral alfa

Tris: hidroximetil aminometano

VLDL: lipoproteina de densidade muito baixa



SUMARIO

L INTRODUGAOD ...ttt ettt ettt e aeateeaeateateeaeeeens 17
2 OBUIETIVOS ..ottt e e e e e e ettt e e e e e e e e e et e et e e e e e e e e e annstneneeeaeeeeaanns 24
3 MATERIAIS E METODOS .....oouiitiitecie ettt 24
0 N o] = TSP 24
3.2 Delineamento experimental..........ooooo oo 24
GG e[0T 1=Tod (o] o o - USSP 26
3.4 Doenca Periodontal.............oiiiiiiiiiiiiiiiie e 26
3.5 Administrag8o de Melatonina .........coooeiei i 27
3.6 Avaliacdo do consumo de racéo e evolucdo da massa corporal dos animais ....... 28
3.7 Colheita de SaNQUE € tECIAOS .......cevvvuuiiiiie et e e 28
3.8 Concentracdes plasmaticas de TNF-a € IL-6 .........cccooveeeiiiiiiiiiiiiii e, 28
3.9 Determinacédo da glicemia (método de glicose-oxXidase) ........ccceevvieeeviveeiiiiiinneeennn. 29
3.10 Determinacao de iNSUIINEMIA .........uuuueiiieeeeieiieiiiie et 29
3.11 Anélise do INAICE HOMA-IR...........ciiiieiiiieiet ettt 29
3.12 Determinacédo da concentracdo plasmatica de colesterol total ................cccc........ 29
3.13 Determinacao da concentragdo plasmatica de triglicérides..............cccoeeeeeeien. 30
3.14 Determinacao da concentracdo plasmatica do Colesterol HDL........................... 30
3.15 Determinacao da concentracdo plasmatica de colesterol LDL e VLDL ............... 31
3.16 Avaliacédo do grau de fosforilacdo da AKT (Ser/473) em Musculo gastrocnémio,
figado e tecido adiposo branco periepididimal .............coovvviviiiiiiiiiiiiiiiiieee 31
3.16.1 Preparacao das amostras para “Western blotting” .............ccooooiiiiiii 31
3.17 ANALISE HIStOIOGICA ..o 34
3.18 ANALISE EStatiSHICA ...cooee oo 34
5 RESULTADOS ...ttt ettt e e e e e e e sttt e e e e e e e e e s st e e aeeeaesanssaneeeaeeeeeaaanns 34
5.1 Avaliacdo da massa corpérea (g) e ingestao alimentar..............ccceeeeeieeeeneee. 34
5.2 Avaliacao histolégica da doenca periodontal............c.ccooeeeieiii, 35
5.3 Glicemia, Insulinemia € HOMA-IR .......uuiiiii e 37
5.4 Avaliacdo da concentracdo plasmatica de TNF-a e IL-6 ..., 37
5.5 Avaliacdo das concentracdes plasmatica triglicérides, colesterol total, colesterol
HDL, colesterol LDL € COIeSterol VLDL ..........uuuiiiiieeiiiieiiiiiee et e e e e 38
5.6 Avaliacdo do grau de fosforilagdo em serina da AKT em musculo gastrocnémio,
figado e tecido adiposo branco periepididimal .............coouuiiiiiiiiiiiici s 39
6 DISCUSSAO E CONCLUSAD .....oouviiiiiiieiiceieiee ettt 40
RETEIENCIAS ... et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeraaas a7

ANEXOS ... 59



17

1 INTRODUCAO

Periodos irregulares de sono podem prejudicar a capacidade de
aprendizagem, processamento de memoria, reparo celular, regulacdo hormonal,
metabolismo dos carboidratos, aumento de marcadores inflamatorios e diversas
outras influéncias (WIENER, 2016). De acordo com estudos sobre o sono, é de extrema
importancia dormir pelo menos 7 a 9 horas por noite (THOMSON et al., 2012); no
entanto, evidéncias recentes apontam que atualmente o nimero de horas que uma

pessoa dorme é inferior a sete horas por noite (ALDABAL,BAHAMMAM, 2011).

Desse modo, trabalho noturno ou em turnos alternados pode afetar a saude
do trabalhador, acarretando no aparecimento de sintomas como altera¢des de sono,
dificuldades para dormir, sonoléncia excessiva durante o dia, distlrbios
gastrintestinais, cardiovasculares, mal-estar, reducdo de desempenho, fadiga,
irritabilidade, desordens psiquicas e interferéncia nas relacdes sociais e familiares
(MENDES,MARTINO, 2012).

O sistema que controla os mecanismos relacionados ao sono sao
complexos e contam com diversos elementos (MARTINEZ;LENZ MDO;MENNA-BARRETO,
2008) sendo regulado por uma interacdo entre  processos homeostaticos e
circadianos (DIJK,ARCHER, 2009). Os seres vivos sdo regulados por um relégio
biolégico interno que sinalizam diversas atividades didrias como por exemplo
alimentacdo ou estado sonol/vigilia (DUFFY,CzEISLER, 2009). Em humanos e outros
animais diurnos ( primatas ndo humanos, caes, répteis) a maior parte da atividade
comportamental ocorre durante a fase clara (dia), enquanto que em animais noturnos,
como camundongos e ratos, a maioria das atividades é restrita a fase escura (noite)
(DUK,ARCHER, 2009). Dessa forma, o sono e a ritmicidade circadiana estao

intrinsicamente interligados com o ciclo claro/escuro.

A luz é o principal estimulo para a regulacao dos ritmos circadianos, ciclos
sazonais e respostas neuroenddcrinas em diversas espeécies, incluindo os humanos
(BRAINARD et al.,, 2001). As secrecdes endocrinas sdo reguladas por fatores
enddgenos e exdgenos (ambientais). Dentre os fatores exdgenos, a luz desempenha
um importante papel, especialmente como agente de arrastamento de secregdes

ritmicas tanto em animais quanto em humanos, sendo que a alternancia diaria de luz
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e escuriddo € o estimulo ambiental periédico mais importante para a introducdo de
ritmos circadianos nos organismos. Nos animais, a acdo da luz sobre o sistema
endocrino é mediada pela glandula pineal (GP), por meio de variacdes das secrecdes
de melatonina (MEL) (BELLASTELLA et al., 1998). A MEL é o transdutor
neuroendocrino do ciclo claro-escuro. Ela desempenha um papel importante na
regulacao dos ritmos circadianos humanos e pode ter atividade indutora do sono em
humanos (NUNES et al., 2008).

A sintese MEL depende de uma via neural que se inicia por neurénios na
retina que transmitem as informacdes da luminosidade ambiental através de projecdes
diretas do trato renito hipotalamico para nucleo supraquiasmatico (NSQ). O NSQ
projeta-se para os nucleos paraventriculares hipotalamicos que apresentam projecées
diretas para regido toracica da medula espinal, na coluna intermédio lateral, sobre os
neurdnios pré-ganglionares simpaticos, que por sua vez, enviam axdnios aos ganglios
cervicais superiores que pelos ramos e pelos nervos carotideos interno projetam-se
até GP. Durante periodo da noite, o circuito neural descrito, é estimulado, promovendo
a liberacdo de noradrenalina pelos terminais simpéticos que inervam a GP. A
noradrenalina liberada pelos terminais simpaticos que inervam a GP estimula os
receptores Bl e al e adrenérgico a desencadearem uma sinalizacao intracelular nas
células da GP levando-a sintese de MEL (STEHLE et al., 2011), salientando que a

exposicao a luz pode suprimir agudamente a secrecdo de MEL (BRAINARD et al., 2001).
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Figura 1 - Sistema fotoneuroenddécrino em humanos
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(STEHLE et al., 2011)

Retina (RET); trato retino-hipotalamico (RHT); nucleos supraquiasméticos (NSQ); Sistema nervoso
central (SCN); nucleos paraventriculares (PVN), coluna intermediolateral da medula espinal (IMC);
ganglios cervicais superiores (SCG); melatonina (MEL); glandula pineal (PIN); noradrenalina (NE);
setas em amarelo, estimulos luminosos. No retdngulo é mostrada, esquematicamente, a dindmica da
sintese de MEL na GP humana, em escuro, a noite, em claro, o dia.

A sintese e secre¢do de MEL séo diretamente controladas pela luz, sendo
que a secrecdo diminui com a incidéncia de luz e aumenta no escuro
(KARAASLAN,SUZEN, 2015). Em individuos jovens observa-se um pico noturno em torno
de 200 pm/mL e uma secrecao basal baixa, ao redor de 10 pg/mL (PANDI-PERUMAL et
al., 2006). Estudos demonstraram que a supressao de ME é mais sensivel a luz de
comprimento de onda mais curtas (466-477 nm) do que os comprimentos de onda
mais longas (>500 nm) (BRAINARD et al., 1984; BENSHOFF et al., 1987; Pu, 2000;

BRAINARD et al., 2001; Sousa-NeTO,CASTRO, 2008).

A GP exerce efeito na fisiologia humana por uma ampla gama de fungcbes
sinalizadas pela ME (MAccHI,BRUCE, 2004). A GP é o principal secretor de MEL, no
entanto, sua sintese também ocorre em outras células e érgaos, incluindo a retina,
células da medula 6éssea humanas, plaquetas, pele, trato gastrointestinal e linfocitos

(PANDI-PERUMAL et al., 2006). Além de sinalizar os ritmos circadianos, a MEL participa
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da regulacdo de mecanismos neuroenddcrinas, cardiovasculares, imunoldgicas,

termorregulacéo e sensibilidade a insulina (GULCIN et al., 2002).

As propriedades fisiologicas ou farmacolégicas da ME podem ser
dependentes ou independentes de receptores localizados em diferentes células,
tecidos e 6rgdos. Um exemplo que ilustra esses efeitos sdo as células do sistema
imunologico que possuem receptores para MEL e podem modular diversas funcbes
celulares desempenhadas por linfécitos, mondcitos e células natural Killer
(KARAASLAN,SUZEN, 2015). Dentre essas fun¢des da MEL, destacam-se os efeitos anti-
inflamatorios tais como: a inibicdo da sintese de prostaglandinas e moléculas de
adesdao, regulacdo negativa da expressdo da ciclooxigenase 2 em macréfagos e
reducao, tanto da adesao endotelial de leucdcitos, como do recrutamento de células

polimorfonucleares para o local inflamatério (FAVERO et al., 2017).

Além das propriedades anti-inflamatorias, a MEL possui papel importante
nos processos antioxidantes e neuroprotetores, funcionando como um eficiente
removedor (“scavenger”) de radicais livres direta e indiretamente (KARAASLAN,SUZEN,
2015). A eficiéncia da MEL como antioxidante enddgeno € parcialmente devida a sua
propriedade lipofilica (MARTIN et al., 2000) ou seja € capaz de atravessar barreiras
fisiol6gicas, reduzindo assim o dano oxidativo em ambos os ambientes, lipidico e
aquoso das células. A MEL e seus metabdlitos sdo bem conhecidos como
antioxidantes, e possuem a capacidade de capturar uma variedade de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e reagentes associados a radicais livres, estimulando a
expressdo das principais enzimas antioxidantes, como superoxido dismutase,
glutationa  peroxidase e catalase (BONNEFONT-ROUSSELOT,COLLIN, 2010;

KARAASLAN,SUZEN, 2015).

Considerando-se os efeitos regulatérios da MEL sobre processos
inflamatorios, Cutando et al. (2015) demonstraram que a aplicacdo topica de MEL em

paciente com DP promoveu melhora na saude periodontal.

Os resultados do ultimo Levantamento Epidemioldgico em Saude Bucal no
(BRASIL, 2012) revelaram que individuos jovens e adultos, com faixas etarias entre 15
a 19 anos e 35 a 44 anos de idade apresentaram algum tipo de problema periodontal,

evidenciando percentual de 47,6% e 49,9%, respectivamente. Com relagcéo aos idosos
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(65 a 74 anos de idade), observou-se que apenas 1,8% dos individuos exibiram saude
periodontal adequada (BRASIL, 2012).

A DP é uma preocupacédo de saude publica, por ser um fator importante na
perda dos elementos dentais. Além disso, possui associa¢gdes com outras patologias
cronicas como a sindrome metabdlica e a diabetes mellitus (DM) (KAYAL, 2013; LEE et
al., 2017). A etiologia da DP envolve uma série de alteracdes patologicas no
periodonto causadas pela presenca de micro-organismos patogénicos que liberam
produtos toxicos como lipopolissacarideo bacteriano (LPS) que compfem a
membrana das bactérias gram-negativas (SuN et al., 2010). O LPS possui a
capacidade de ativar o receptor Toll-like 4 (TLR4), um receptor de superficie celular
gue atua na ativacdo da imunidade inata e inducdo de respostas inflamatorias. A
ativacdo de TLR4 pode aumentar o processo inflamatério por meio da producéo de
citocinas (MeDzHITOV, 2001) como o0 TNF-a e IL-6 (BLETSA;BERGGREEN;BRUDVIK,
2006).

O TNF-a é uma citocina pré-inflamatéria produzida por macrofagos,
mondcitos e linfocitos T ativados, sendo uma das principais citocinas inflamatérias
liberadas frente aos patdgenos periodontais na DP
(ROSSOMANDO;KENNEDY;HADJIMICHAEL, 1990; GRAVES,COCHRAN, 2003). Os niveis
circulantes de TNF-a encontram-se aumentados em estados patoldgicos como o DP,
cancro, as doencas autoimunes e a obesidade (SETHI,HOTAMISLIGIL, 1999; LEE et al.,
2017).

Existem evidéncias de que o TNF-a contribui para o desenvolvimento de
prejuizos metabdlicos como altera¢cdes no metabolismo lipidico (SETHI,HOTAMISLIGIL,
1999) e resisténcia a insulina (HoTAmIsLIGIL, 1999). Neste sentido, Saghizadeh et al.
(1996) observaram que pacientes diabéticos ou resistentes a insulina apresentaram
expressdo aumentada de TNF-a no musculo esquelético quando comparados com
individuos normoglicémicos, sugerindo que esta citocina apresenta papel importante

na patogénese da resisténcia a insulina.

Além do TNF-a, a IL-6 também participa da regulacdo de processos
metabdlicos no figado, tecido adiposo e musculo esquelético. Experimentos in vitro
mostram que em cultura celular de hepatdécitos a IL-6 prejudica diretamente a acdo da

insulina (SENN et al., 2002; SENN et al., 2003). Esta citocina também pode afetar o



22

tecido adiposo prejudicando a diferenciacdo de pré-adipécitos e reduzindo a acédo da
insulina em adipécitos maduros. Entretanto, Glund et al. (2007) observaram, em
cultura de células musculares, que a acao da insulina € aumentada apés a exposi¢cao
a IL-6. Adicionalmente, dados sugerem que a IL-6 também possui atividades anti-
inflamatorias (TILG et al., 1994; BALTO;SASAKI;STASHENKO, 2001; PETERSEN,PEDERSEN,
2006; SCHELLER et al., 2011; FERNANDO et al., 2014). Por outro lado Al-Khalili et al.
(2006), demonstraram que a infusdo de IL-6 em camundongos promoveu uma
diminuicdo na acao insulinica, na producédo hepatica de glicose e na captacédo de

glicose muscular.

Vérios estudos que evidenciam que processos inflamatorios orais podem
causar alteracdes no sinal insulinico e resisténcia a insulina (CoLomBo et al., 2012;
AsTOLPHI et al., 2013; SONG et al., 2016). A insulina é um horménio anabdlico essencial
para a manutengdo da homeostase glicémica e do crescimento e diferenciagao
celular. Esse horménio atua no metabolismo, reduzindo a producdo hepatica de
glicose (via diminuicdo da gliconeogénese e glicogendlise), aumentando a captacéo
periférica de glicose (principalmente no tecido muscular e adiposo), estimulando a
lipogénese no figado e nos adipdcitos, reduzindo a lipolise, promovendo a sintese

proteica e inibindo a sua protedlise (CARVALHEIRA;ZECCHIN;SAAD, 2002).

A sinalizacéo intracelular da insulina inicia-se com a sua ligagdo com
receptor especifico de membrana, uma proteina heterotetramérica com atividade
tirosina quinase, sendo composta por duas subunidades a e duas subunidades .
Quando a insulina se liga ao seu receptor promove um aumento da atividade da
tirosina quinase da subunidade B promovendo a autofosforilagdo desse receptor e
fosforilacdo do substrato do receptor de insulina (IRS’s) em residuos de tirosina
(KASUGA;KARLSSON;KAHN, 1982; PATTI,KAHN, 1998; CARVALHEIRA et al., 2002).

A insulina, ao se ligar em seu receptor, induz a ativacao de diversas vias
bioguimicas por meio da fosforilagdo dos IRS. Os IRS's ativam duas importantes vias,
a via da Proteina Quinase 1 ativada por mitdbgenos (MAP-K) e da fosfatidilinositol-3-
quinase (PI13-k). A via da MAP-K tem papel importante no crescimento, diferenciacao
e tempo de vida das células pela inibicdo da apoptose. A via da PI3-K possui funcoes
de MAP-K, porém em menor intensidade. Além destas fungbes, a via da PI3-K
aumenta a sintese de proteinas e glicogénio (papel anabdlico). Outra agdo muito

importante da PI3-K é a ativagcdo da proteina quinase B (PKB, também chamada de
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AKT) que por sua vez leva a translocacéo de vesiculas contendo transportadores de
glicose tipo 4 (GLUT4) para a membrana plasmética. Uma vez na membrana, o
GLUT4 permite a passagem da glicose, aumentando a permeabilidade da membrana
plasmatica a este substrato energético e diminuindo sua concentracdo no meio

extracelular (CARVALHEIRA et al., 2002; OLIVEIRA, 2016).

A fosforilacdo em tirosina dos IRS’s promove aumento do sinal insulinico,
por outro lado, quando fosforilado em serina causa feedback negativo na sinalizacéao
insulinica e pode ocasionar resisténcia a insulina (RI) (CARVALHEIRA et al., 2002). A RI
é definida como um estado de reduzida capacidade de resposta dos tecidos a insulina
frente a sua concentracdo normal ou elevada. Essa desordem ocorre principalmente
no tecido adiposo, células do musculo esquelético e figado (WiLcox, 2005). ARl e a
secrecdo de insulina prejudicada sé&o implicagbes principais na patogénese do
Diabetes Mielites tipo 2 (DM2). A morbidade desta doenca relaciona-se tanto com a
gravidade da hiperglicemia quanto com as consequéncias metabdlicas da propria RI.
(WiLcox, 2005; SAH et al., 2016).

Acredita-se que a RI, na maioria dos casos, ocorra em nivel celular por
meio de defeitos pds-receptor na sinalizacao de insulina. Entretanto, esta alteracao
pode estar relacionada com mecanismos de “down-regulation” de receptor de
insulina, deficiéncias na fosforilacdo de tirosina do receptor de insulina, polimorfismos
genéticos em proteinas IRS ou PI3-K ou também anormalidades na funcdo do GLUT4
(WiLcox, 2005).

Evidéncias recentes demonstraram que o tratamento com MEL esta
relacionado a melhora da resisténcia a insulina em diferentes modelos experimentais
(AGIL et al.,, 2012; Heo et al., 2018). A MEL exerce efeitos regulatérios sobre a
secrecdo de insulina pelas células beta pancreaticas e modula positivamente o
metabolismo das lipoproteinas plasmaticas (MizrRAK et al., 2004; SENER et al., 2004;
HussaAIN, 2007; AGIL et al., 2011). Em pacientes diabéticos, a MEL contribui para a
reducdo dos niveis de colesterol total, lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e
triglicérides, promovendo o aumento das lipoproteinas de alta densidade de
lipoproteinas (HDL) (AL—MHBASHY et al., 2006; AGIL et al., 2011; SHILAN;HASANI-
RANJBAR;ABDOLLAHI, 2012; KADHIM;ALJAWAD;HASHIM, 2014). Adicionalmente, a MEL
vem sendo testada em ratos diabéticos com periodontite, a fim de amenizar os efeitos

da perda éssea alveolar causadas pela DP (BALcl YUCE et al., 2016), e conforme
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comentado anteriormente, a aplicacéo tépica de ME em paciente com DP promoveu

melhora no quadro dessa doenca (CUTANDO et al., 2015).

Em suma, a MEL possui um papel importante no controle de diversos ritmos
biolégicos, incluindo a regulagdo do sono, metabolismo de carboidratos e lipideos.
Ademais, considerando a relacdo bidirecional entre a DP e a resisténcia a insulina e os
efeitos da ME nessas variaveis, se faz relevante avaliar a influéncia da deficiéncia de

MEL ou sua suplementacéo sobre um processo inflamatério localizado como a DP.

2 OBJETIVOS

O objetivo do presente foi avaliar os efeitos da reposicdo de MEL em
resisténcia a insulina, via de sinalizacdo da insulinica (em musculo esquelético
gastrocnémio-MG, tecido adiposo branco periepididimal-TAB e figado-FIG),
concentracéo plasmética de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL6) e perfil lipidico
(colesterolemia e triacilgliceridemia) em ratos controle (CN) e pinealectomizados
(PNX) com DP.

3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados 144 animais (Rattus norvegicus, linhagem Wistar)
machos com 40 dias de idade com peso aproximado de 200 g oriundos do Biotério
Central da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — FOA — Unesp. Os animais
foram mantidos sob condi¢cdes controladas de temperatura (23°C + 2°C) e
humidade com variacdo do ciclo claro-escuro de 12/12 horas (periodo claro iniciado
as 7:00 h). Todos os experimentos foram aprovados pelo comité de ética local de
acordo com os Principios Eticos de Experimentacédo Animal e sua implementag&o
foi aprovada pelo CEUA - Protocolo FOA n°® 00545-2016 (ANEXO-1).

3.2 Delineamento experimental
Os animais foram distribuidos aleatoriamente em oito grupos (n = 18 por

grupo) conforme Figura 1A: 1) controle (CN), 2) doenca periodontal (DP); 3)
pinealectomizados (PNX); 4) PNX com DP (PNXDP); 5) CN com MEL (CNMEL); 6)
DP com MEL (DPMEL); 7) PNX com MEL (PNXMEL); 8) pinealectomizados com
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doenca periodontal e com ME (PNXDPMEL). Inicialmente os animais dos grupos
com PNX foram submetidos a cirurgia de pinealectomia a partir de 40 dias de vida
e 0s animais do grupo com DP aos 60 dias de vida foram submetidos a inducéo de
DP. Concomitante a inducdo da DP, a administracdo tratamento com MEL foi
iniciado, com duracao de 28 dias (Figura 2B). A eutanasia dos animais ocorreu
entre 19:00 e 20:00 horas. Foram coletadas amostras de sangue para avaliar as
concentracbes plasmaticas de TNF-a, IL-6, insulina, glicose, colesterol e
triglicérides. As maxilas foram removidas e devidamente processadas para
avaliagdo histolégica da condi¢cdo periodontal. Foram coletadas amostras de
musculo gastrocnémio (MG), tecido adiposo branco periepididimal (TAB) e figado

(FIG) para avaliacdo do grau de fosforilacdo em serina da AKT (Figura 2A).

Figura 2 - Diagrama de fluxo mostrando a sequéncia experimental, distribuicdo dos
grupos e linha temporal dos procedimentos experimentais
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3.3 Pinealectomia

Os animais dos grupos com PNX aos 40 dias de vida, foram
anestesiados com associacao de Cloridrato de Quetamina (10%, 80 mg/ kg de peso
corpéreo, intraperitoneal) e Xilazina (2%, 10 mg/ kg de peso corpoéreo,
intraperitoneal). Apds a anestesia, foi realizada uma tricotomia do topo da cabeca
de cada animal, e 0 mesmo foi fixado em aparelho estereotaxico. Apos a remocao
do pelo sobre o escalpo e assepsia da pele da cabeca com solucdo de alcool
iodado, foi realizado uma incisdo longitudinal e o tecido subcutaneo foi afastado
para visualizacdo do lambda, realizando a raspagem das articula¢des 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 rotagdo). Apds a retirada deste fragmento
de 0ss0, 0 seio venoso (regido de interseccao do seio venoso sagital e transversal)
foi visualizado, e com auxilio de uma pinca foi retirada a glandula pineal seguindo
0S parametros propostos por (HOFFMAN,REITER, 1965), que se localiza logo abaixo
deste seio. Apés a retirada desta glandula, o fragmento de osso retirado foi
recolocado na sua posicao inicial, sendo o animal removido do aparelho
estereotatico. Apds a hemostasia, a pele foi suturada com fio de seda 4-0 (Seda
Silk Trancada Ethicon-Johnson & Johnson). Como medida profilatica apds a
cirurgia foi injetado 0,2 mL de um antibiético de uso veterinario (associacdo de
penicilina com estreptomicina 1.200.000 Ul) por via intramuscular. ApGs a cirurgia,

os ratos foram mantidos nas condi¢cfes anteriormente citadas.

3.4 Doenca Periodontal

26

Animais do grupo DP foram anestesiados pela associa¢do de Ketamina

(10%, 80 mg/kg, Ketamina Agener; Embu Guacu, SP, Brazil) e xilazina (2%, 10 mg/kg,

Dorcipec; Vallee, Montes Claros, MG, Brazil) via intraperitoneal e a DP foi induzida

por meio da adaptacdo de fio de seda numero 4-0 (Seda Silk Trancada Ethicon-

Johnson & Johnson) no sulco gengival dos primeiros molares inferiores bilateralmente

(CoLomBo et al., 2012).
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3.5 Administracao de melatonina

Os animais receberam MEL (Melatonin, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
logo apds a inducéo da DP por via oral solubilizada na adgua de beber no periodo
escuro, iniciando as 19:00 h e encerrando as 7:00 h, na dosagem de 5 mg/Kg de peso
corporeo) baseado em estudos similares (JAWOREK et al., 2010; De OLIVEIRA et al.,
2012; KARA et al., 2013; KosE et al., 2016) durante 28 dias.

Dado o seu carater anfifilico, a MEL é capaz de adentrar na cavidade oral,
difundindo no sangue por meio da saliva. Como grande parte da MEL permanece
ligada a albumina sérica, a MEL salivar é de aproximadamente, um terco da
guantidade de MEL presente no sangue (NAJEEB et al., 2016). Devido as propriedades
da MEL é possivel administra-la por diferentes vias. De acordo com a literatura, as
vias mais comumente utilizadas para administracdo de MEL em animais de laboratoério
sdo a intraperitoneal (KARA et al., 2013; Kosk et al., 2016), oral (dissolvidas em agua
de beber) (HussaIN, 2007; AcGIL et al.,, 2012; RATHER et al., 2015) e gavagem
(WIECHMANN;CHIGNELL;ROBERTS, 2008; THOMAS et al., 2016). No presente estudo, a
administracdo de MEL foi realizada a partir de sua diluicdo na agua de beber. Este
meio pode ser considerado econdmico e relativamente seguro e menos invasivo e
estressante para os animais quando comparado as citadas acima(TURNER et al.,
2011).

A MEL (1 g) foi inicialmente diluida em 20 mL de etanol absoluto,
adicionando 980 ml de &gua para um volume final de 1L. ApGs este procedimento,
essa solucao mae de MEL foi diluida, seguindo a dosagem citada acima e quantificada
de acordo com o peso dos animais e considerando um consumo de 30 mL de agua
durante o periodo escuro de acordo com a seguinte equacéo: Peso x quantidade de
agua 300 mL/ consumo de agua (30 mL) x dose de melatonina (5 mg/kg),
posteriormente, essa solucao foi colocada em bebedouros (cor ambar). Os animais
nao tratados receberam uma solugéo veiculo preparada com 20 mL de etanol absoluto
dissolvido em 980 mL de agua, adicionada nos bebedouros seguindo os mesmos

critérios para os animais tratados.
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3.6 Avaliacdo do consumo de ragcéo e evolucao da massa corporal
dos animais

Os consumos de racdo das caixas dos 8 grupos foram avaliados trés
vezes por semana pela diferenca entre a quantidade de racédo oferecida e a
quantidade de sobra. Devido a disposi¢do de cinco ratos por caixa, uma média de
consumo semanal de racao foi extraida e transformada em gramas por 100 g de
peso corporeo. O peso corpéreo, de cada animal também foi aferido uma vez por

semana. Houve comparacao entre a média do peso inicial e final de cada grupo.

3.7 Colheita de sangue e tecidos

Os animais de todos os grupos foram anestesiados com tiopental sédico
(Thiopentax® - Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, Itapira, Brasil, 3%,
5 mg/ 100 g peso corpéreo, intraperitoneal) e realizada laparotomia mediana,
coletando-se sangue pela veia cava inferior. As amostras de sangue de cada grupo
(n=10) foram 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 para avaliacdo: 1) das concentracfes plasméticas de citocinas inflamatdrias

(TNF-q, IL-6); 2) glicemia, insulinemia, colesterolemia e triacilgliceridemia.

Para quantificar o grau de fosforilagdo em serina da AKT apds estimulo
insulinico os animais de cada grupo (N=10) foram anestesiados conforme descrito
acima, realizando-se em seguida: laparotomia mediana, com retirada de amostras
dos tecidos antes e apés a injecdo de 1,5 U.I de insulina regular (Humulin® ELI
LILLY and Company —Indianapolis IN, EUA) (i.v. veia porta) em tempos variaveis
(30s para o figado, 90s para o musculo esquelético gastrocnémio e 120s para o
tecido adiposo branco periepididimal). Apés os experimentos, todos os animais
foram eutanasiados por dose excessiva de anestésico (Tiopentax 3% - Cristélia,
Itapira/SP — 150 mg/Kg p. c., i. p.).

3.8 Concentragfes plasméaticas de TNF-a e IL-6
As concentragdes plasmaticas de TNF-a e IL-6 foram determinadas pelo

método de ELISA com a utilizagdo de kits de acordo com as instru¢des dos

fabricantes. Os kits comerciais utilizados foram respectivamente Biosource 37
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International, Camarillo, USA; BD Biosciences, San Diego, USA; Biovedor,
Heidelberg, Germany.

3.9 Determinacao da glicemia (método de glicose-oxidase)

Esse € um método enzimatico, especifico para quantificacdo de glicose
(Analisa Diagnéstica, Sdo Paulo, Brasil). No método de glicose-oxidase a glicose &
oxidada enzimaticamente pela glicose oxidase (GOD) gerando acido glucénico e
adgua oxigenada. O peréxido de hidrogénio, em presenca de peroxidase (POD),
produz a ligacdo oxidativa do fenol com a 4-amino fenazona (4-AF), dando origem
a um cromogeno com maximo de absor¢cdo em 505nm de comprimento de onda.
Devem ser consideradas as seguintes reagdes resumidas: glicose + O2 + H20 —
acido glucénico + H202 2 H202 + 4-AF + fenol — 4 (p-benzoquinona monoimino)

fenazona + 4 H20.

3.10 Determinacéo de insulinemia

Para avaliacdo da insulinemia foi utilizado o método Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay (ELISA) com a utilizacdo de kit, seguindo as instru¢des do
fabricante. O kit comercial utilizado foi Sensitive Rat Insulin, SRI-13K, Millipore, St
Charles, MO, EUA.

3.11 Andlise do Indice HOMA-IR

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

3.12 Determinacao da concentracdo plasmatica de colesterol total

Este é um método enzimatico, especifico para quantificacdo de colesterol
total (CT) (Katal Biotecnolédgica Ind. Com. Ltda., Belo Horizonte, Brasil). Neste método
0S ésteres de colesterol séo hidrolisados pela colesterol
esterase a colesterol livre e &cidos graxos. O colesterol livre é oxidado pela
colesterol oxidase a colest-4-en-ona e pelo peréxido de hidrogénio. Na presenca de

peroxidase e peréxido de hidrogénio, o fenol e a 4-aminoantipirina sdo oxidados
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formando um composto réseo-avermelhado (antipiriiquinonimina) que tem
absorvidade maxima de 500 nm. A intensidade da cor vermelha formada na reagéo

final é diretamente proporcional a concentracdo do colesterol na amostra.

Para a dosagem de colesterol total (CT) foram utilizados 10uL da amostra
ou de padrdo e 1,0 mL de reagente enzimatico. Essa solucédo foi homogeneizada e
colocada em banho-maria a 37°C durante 10 minutos. As absorbancias do teste e do
padrao foram determinadas em 500 nm acertando o zero com o branco.
Célculos
1. Colesterol (mg/dL) = (Absorbéancia do Teste + Absorbancia do Padrao) x 200;
2. Fator de calibracdo = 200 + Absorbancia do Padrao;
3. Colesterol (mg/dL) = Fator x Absorbancia do Teste;
4. Colesterol (mmol/L) = mg/dL x 0,0259.

3.13 Determinacao da concentracao plasmatica de triglicérides

Este € um método enzimatico, especifico para quantificacdo de triglicérides
(TG) (Katal Biotecnologica Ind. Com. Ltda., Belo Horizonte, Brasil). Na presente
metodologia, os TG do plasma séo hidrolisados pela lipase lipoproteica produzindo
glicerol livre. Este é fosforilado pelo glicerol quinase, cujo produto sofre a acédo da
glicerol-P-oxidase, a qual, em presenca de oxigénio, produz peréxido de hidrogénio.
Este, sob a acdo da peroxidase em presenca de um reagente fendlico (p-clorofenol) e
4-aminoantipirina, produz um composto réseo-avermelhado (quinoneimina), com

maximo de absorbancia em 505 nm.

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

determinadas em 505 nm acertando o zero com o branco.
3.14 Determinacédo da concentracao plasmatica do Colesterol HDL
Este é um método enzimatico, especifico para quantificacdo de colesterol

HDL (C-HDL) (Katal Biotecnoldgica Ind. Com. Ltda., Belo Horizonte, Brasil). O

conjunto Colesterol HDL € um sistema que se destina a separac¢ao do colesterol ligado
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a fracdo HDL no plasma sanguineo. A mistura acido fosfotungstico/cloreto de
magnésio precipita os quilomicrons, as lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e muito
baixa densidade (VLDL) sem alterar a solubilidade das lipoproteinas de alta densidade
(HDL). Apds centrifugacao, recolhe-se o liquido sobrenadante que contém a fracéao
HDL cujo contetdo em colesterol (C-HDL) € determinado enzimaticamente. Para a
dosagem do C-HDL foram utilizados 100pL da amostra ou de padréo e 1,0 mL de
reagente de cor. Essa solucdo foi homogeneizada e colocada em banho-maria a 37°C
durante 10 minutos. As absorbancias do teste e do padrdo foram determinadas em

500 nm acertando o zero com o branco.

Célculos

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

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

3.15 Determinacéo da concentracdo plasmatica de colesterol LDL e
VLDL

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

VLDL (mg/dL) = (Triglicérides (mg/dL)/ 5);
LDL (mg/dL) = Colesterol total — (Colesterol HDL + Colesterol VLDL).

3.16 Avaliacéo do grau de fosforilacdo da AKT (Ser/473) em Musculo
gastrocnémio, figado e tecido adiposo branco periepididimal

3.16.1 Preparacao das amostras para “Western blotting”

Imediatamente apds a extracao, os tecidos foram homogeneizados em
Polytron (24000 rpm durante 10 s) em 2 mL de tampé&o de extracdo (Tris 100 mM
pH 7,5; EDTA 10 mM; SDS 1%; NaF 100 mM; Pirofosfato de Na 10 mM;
Ortovanadato de Na 10 mM; 0,1mg/mL Aprotinina) e mantidos em banho-maria
(100 °C) durante 10 min, transferidos para gelo, e entdo centrifugados 16000 G
durante 40 min (4°C). Do sobrenadante foram retiradas aliquotas para
determinacdo da concentracdo protéica pelo método de (LowRy et al., 1951)

modificado e para estoque em tampdo desenvolvido por Laemmli (azul de



bromofenol 0,1%; SDS 10 %; fosfato de sodio 1M pH 7,0; glicerol 50%; DTT
15%3.15.2 “Western blotting”
® “SDS-PAGE” - (“Sodium Dodecil Sulfate - Polyacrylamide Gel Electrophoresis”):

A primeira etapa do Western blotting consistira na submissdo das
amostras (185 pg de proteina em cada po¢o) a uma corrida eletroforética em gel
de poliacrilamida. Por meio deste método, foi possivel separar proteinas de acordo
com seu peso molecular, sem que as unidades proteicas sejam perdidas,
permitindo estudos posteriores nessas fragdes proteicas. Foi utilizado o método
desenvolvido por Laemmli (1970) e modificado por (GARFIN, 1990) , o qual envolve
um sistema descontinuo de dois géis contiguos, mas diferentes: o gel de “stacking”
(3,39% T, 2,7% C - acrilamida 3,3%; bisacrilamida 0,09%; Tris 25 mM, pH 8,9;
EDTA 2,0 mM; SDS 0,1%; TEMED 0.111%; Persulfato de aménio 0,27%) e o gel
de resolucéo (6,16% T, 2,7% C - acrilamida 8%; bisacrilamida 0,16%; Tris 388 mM,
pH=6,7; EDTA 2,1 mM; SDS 0,1%; TEMED 0.115%; Persulfato de aménio 0,17%;
glicerol 10%).

Na montagem, o gel de resolucéo fica sob o gel de “stacking”, com
orientacao vertical, num sistema de camaras que mantera as porc¢des superiores e
inferiores do gel em contato com um tampéao de corrida (Tris 50 mM; glicina 375
mM; SDS 0,1%; EDTA 1,8 mM). No gel de “stacking” foram aplicadas as amostras
solubilizadas em tampédo de “Laemmli”. Imediatamente antes da aplicacéo, as
amostras foram fervidas por quatro min. A eletroforese foi realizada em
equipamento para minigel da Bio Rad (Mini-Protean, Bio Rad Laboratories,
Richmond, CA), que comeca com a corrida no gel de “stacking” sob voltagem
constante em 30 V até que ocorra 0 empacotamento da amostra, o que pode ser
observado na transicdo dos géis. Posteriormente foi aplicada voltagem constante
de 100 V para a corrida no gel de resolucdo, durante 2h. Juntamente com as
amostras, sempre foi colocado um padrdo de proteinas de pesos moleculares
conhecidos (Amersham ECL Full-Range Rainbow, GE Healthcare Life Sciences,
Marlborough, USA).

» Transferéncia eletroforética
Apos a separacao das fracdes protéicas no gel de poliacrilamida, foi feita
a transferéncia eletroforética dessas fracdes para uma membrana de nitrocelulose

Hybond-C Super (GE Healthcare Buckinghamshire, Germany). A transferéncia foi

32



realizada sob voltagem constante de 100 V, durante 2h, a 4°C, utilizando-se o
tampao de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20%, SDS 0,02%).

¢ “Immunoblotting”

ApoOs a transferéncia eletroforética, foi iniciado o processo de
imunodeteccéo de proteinas especificas (KRUGER,HAMMOND, 1988). A membrana
de nitrocelulose foi, primeiramente, incubada na presenca de solugéo bloqueadora
(solucdo basal (SB), NaCl 150 mM; Tris 10 mM; "Tween" 20 0,02%; pH 7,2 -
acrescida de 5% de leite desnatado - 0% de gordura) durante 2h a temperatura
ambiente, e entdo, lavada com SB por trés sessfes de 10 min. Em seguida, a
membrana foi incubada em solucdo (SB + 3% de leite desnatado) contendo os
anticorpo anti pAKT1/2/3 (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz, USA) e
anticorpo antifosfo-serina-AKT (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz, USA) .
Posteriormente, foram realizadas trés lavagens com solucdo basal, e as
membranas foram incubadas durante 1h com segundo anticorpo contendo
peroxidase de “horseradish” (“kit' de quimioluminescéncia -ECL- GE Healthcare
Buckinghamshire, Germany). Novamente, foram realizadas 3 lavagens das
membranas de nitrocelulose com solucdo basal, com duracdo de 10 min cada
lavagem. Apdés estes procedimentos, as membranas foram levadas até uma
camara escura, onde foi adicionado 1 mL de cada solucéo de deteccédo 1 e 2 (do
kit de ECL), e foi incubado por 1 minuto. Por fim, foi drenado o excesso de reagente
e a membrana de nitrocelulose foi exposta a filme de Raio-X (Hyperfiim ECL— GE
Healthcare Buckinghamshire, Germany) dentro de um cassete para
autorradiografia (GE Healthcare Buckinghamshire, Germany) a prova de luz,
durante 10 min, em temperatura ambiente. O filme foi processado com solucdo
reveladora e reforcadora GBX (KODAK BRASILEIRA, Sdo Paulo, BR) e solugéo
fixadora e reforcadora GBX (KODAK BRASILEIRA, Séo Paulo, BR). A intensidade
dos "blots” foi avaliada por densitometria 6ptica, utilizando-se o programa Scion
Image (Scion Image-Release Beta 3b, NIH, Frederick, MD, USA).
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3.17 Analise Histoldgica

As Hemi-mandibulas (n=10) dos grupos CN, DP, PNXDP, PNXDPMEL e
DPMEL foram dissecadas e fixadas em solucdo de formaldeido a 4% preparada em
tampéo fostato salino tamponado (0,1M, pH 7,4) por 24 horas, lavadas por 12 horas
em agua corrente, desmineralizadas em acido etilenodiaminotetracético (EDTA; 10%,
Sigma-Aldrich) durante 60 dias e processadas histologicamente de maneira
convencional. Os cortes histolégicos semi-seriados (4 um) no eixo latero-lateral do
primeiro molar inferior foram obtidas em microtomo (RM2155, Leica Microsystems,
BD, Wetzlar, Alemanha), coradas com hematoxilina e eosina e analisadas em
microscopio optico (Axio Lab Al Carl Zeiss, TH, Oberkochen, Alemanha) para anélise
dos tecidos periodontais e confirmacao da presenca de doenca periodontal.

3.18 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas por andlise de variancia ANOVA
Three-way seguido pelo teste de Tukey utilizando o software GraphPad Prism (v.7
GraphPad Prism 7, GraphPad Software, Inc., CA, USA). Todos os valores foram
apresentados como média tEPM e as diferencgas entre os grupos foram consideradas

significativas quando p <0.05.

5 RESULTADOS

5.1 Avaliacdo da massa corporea (g) e ingestéo alimentar

Os resultados da massa corporea e da ingestdo alimentar dos grupos
foram avaliados semanalmente a partir da inducdo da doenca periodontal até o
término dos experimentos. N&o foram encontradas diferengas significativas na
ingestdo alimentar (Figura 3) e na massa corpérea (Figura 4) entre 0S grupos

durante todo periodo experimental.
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Figura 3 - Peso corpéreo dos ratos durante 28 dias
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Fonte: do autor
Grupo controle (CN); Doenca periodontal (DP); Pinealectomizados (PNX); PNX e com DP (PNXDP);

CN com melatonina-MEL (CNMEL); DP com MEL (DPMEL); PNX com MEL (PNXMEL); PNX, com DP
e com MEL (PNXDPMEL). Os valores sédo apresentados como média e + EPM de cada grupo (n =18).

Figura 4 - Ingestéo alimentar dos ratos durante 28 dias
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Grupo controle (CN); Doenca periodontal (DP); Pinealectomizados (PNX); PNX e com DP (PNXDP);
CN com melatonina-MEL (CNMEL); DP com MEL (DPMEL); PNX com MEL (PNXMEL); PNX, com DP
e com MEL (PNXDPMEL). Os valores séo apresentados como média e + EPM de cada grupo (n =18).

5.2 Avaliacéao histolégica da doenca periodontal

As analises histologicas mostraram o tecido periodontal de suporte do

grupo CN com caracteristicas de normalidade e auséncia de reabsorcao 6ssea (Figura
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5A, C e E). Nos grupos com DP induzida foram observados comprometimento das
estruturas de suporte dental com perda 6ssea alveolar evidente (Figura 5B, D e F) e
presenca de infiltrado inflamatério mononuclear (Figura 5F). O osso do septo
interradicular apresentou contornos irregulares (Figura 5F) com lacunas de
reabsorgéo evidentes com presenga de osteoclastos ativos (Figura 5G).

Figura5- Fotomicrografias em campo claro de corte histol6gico corados hematoxilina
e eosina evidenciando aregido de furca do primeiro molar inferior direito de animal do

grupo controle (CN; A, C e E) e do grupo com doenca periodontal induzida (DP; B, D e
F) em diferentes aumentos (A e B =50x; C e D = 100x; E e F=200x; G=400x)

Fonte: do Autor

Fotomicrografias em campo claro evidenciando a regido de furca dos primeiros molares inferiores
esquerdos dos grupos controle (CN) e com doencga periodontal induzida (DP). Observarem A, C e E
(grupo CN) o periodonto de suporte apresentando caracteristicas de normalidade. Em B, D e F (grupo
DP) observar a presenca de infiltrado inflamatério (D, seta) e reabsorcdo do osso alveolar (F). Em E
(grupo CN) e F (grupo DP) o colchete indica a distancia da crista 6ssea alveolar em relacdo ao soalho
a camara pulpar, evidenciado a perda éssea alveolar. Em G (grupo DP) observar a presenca de
osteoclastos ativos (setas). Abreviaturas: ov, 0sso alveolar; pd, polpa dentéria.
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5.3 Glicemia, Insulinemia e HOMA-IR

Os valores da glicemia, insulinemia e do indice HOMA-IR podem ser
observados na Tabela 1. Nao foram encontradas diferengas significativas nos valores
de glicemia entre os grupos estudados. Entretanto observou-se aumento significativo
(p<0.05) na insulinemia nos grupos DP, PNX e PNXDP quando comparados ao grupo
CN. Os grupos PNXMEL, DPMEL e PNXDPMEL obtiveram diminuigéo significativa
(p<0.05) na insulinemia em relacdo aos grupos com MEL (DP, PNX e PNXDP). Nao
foram encontradas diferencas significativas neste parametro entre os grupos tratados

com ME quando comparados com o grupo CN.

O indice HOMA-IR, calculado a partir desses parametros, foi
significativamente maior (p<0.05) nos grupos DP, PNX e PNXDP quando comparado
ao grupo CN. A administracdo com MEL promoveu uma diminuicao significativa (p
<0.05) no indice HOMA-IR quando comparados aos respectivos grupos sem MEL
(DPMEL, PNXMEL e PNXDPMEL vs DP, PNX e PNXDP).

Tabela 1 - Glicemia (mmol/L), insulinemia (ulU/mL) e indice HOMA-IR

PARAMETROS
GRUPOS Glicose Insulina HOMA IR
(mmol/L) (MIU/mL)
CN 6,28+0,13? 13,67+2,372 3,88+0,672
DP 7,17+0,252 31,08+4,84° 9,89+1,41°
PNX 6,83+0,13? 29,27+3,18° 8,89+0,88°

PNXDP 6,73+0,15% 27,59+2,15P 8,25+0,60°
CNMEL 6,25+0,30% 12,68+1,82% 3,51+0,452
DPMEL 6,480,322 12,18+1,462 3,65+0,512
PNXMEL 6,25+0,49?2 13,71+3,302 3,84+0,84%
PNXDPMEL  6,48+0,27? 13,30+2,43% 3,90+0,692

Grupo controle (CN); Doenca periodontal (DP); Pinealectomizados (PNX); PNX e com DP (PNXDP);
CN com melatonina-MEL (CNMEL); DP com MEL (DPMEL); PNX com MEL (PNXMEL); PNX, com DP
e com MEL (PNXDPMEL). Valores expressos como média + EPM (p<0.05) n= 10, letras diferentes
indicam diferenca estatistica entre grupos

5.4 Avaliacéo da concentracdo plasmatica de TNF-a e IL-6

Os valores das concentracdes plasmaticas de TNF-a e IL-6 podem ser
observados na Tabela 2. N&o foram encontradas diferengas significativas nas

concentracdes plasmaticas de IL-6 entre os grupos estudados.
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Os grupos DP, PNX e PNXDP obtiveram aumento significativo (p<0.05) das
concentracdes plasmaticas de TNF-a quando comparados ao grupo CN. Os grupos
PNXMEL, DPMEL e PNXDPMEL obtiveram diminuicdo significativa das
concentracfes plasmaticas de TNF-a quando comparados aos grupos sem MEL
(PNX, DP e PNXDP). Nao foram encontradas diferencas significativas neste
parametro entre os grupos tratados com MEL quando comparados com o grupo CN.

Tabela 2 - Concentragdes plasmética de TNF- a (pg/mL) e IL-6 (pg/mL)

PARAMETROS
GRUPO TNF-a (pg/mL) IL-6 (pg/mL)
CN 7,14+0,302 24,42+0,652
DP 10,42+0,83° 24,05+1,18?
PNX 10,31+0,48° 22,81+0,58?
PNXDP 9,86+0,32° 22,84+0,5412
CNMEL 6,86+0,512 25,27+1,482
DPMEL 6,28+0,672 24,54+1,062
PNXMEL 7,35+0,542 23,85+1,13?
PNXDPMEL 5,59+0,60? 23,43+0,3182

Grupo controle (CN); Doenca periodontal (DP); Pinealectomizados (PNX); PNX e com DP (PNXDP);
CN com melatonina-MEL (CNMEL); DP com MEL (DPMEL); PNX com MEL (PNXMEL); PNX, com DP
e com MEL (PNXDPMEL). Valores expressos como media £ EPM (p<0.05) n= 10, letras diferentes
indicam diferenca estatistica entre grupos.

5.5 Avaliacao das concentracdes plasmatica triglicérides, colesterol
total, colesterol HDL, colesterol LDL e colesterol VLDL

Os valores das concentracdes plasmaticas CT, TG, C-HDL, C-LDL e C-
VLDL sdo mostrados na Tabela 3. Os grupos PNX e PNXDP obtiveram aumento
significativo (p<0,05) nas concentracdes plasmaticas de CT, TG, C-LDL e C-VLDL
guando comparado ao grupo CN. Houve diminuicdo significativa (p<0,05) nas
concentracdes plasmaticas de TG nos grupos PNXMEL e PNXDPMEL em relacédo aos
seus respectivos grupos sem MEL (PNX e PNXDP).

Os grupos PNX e PNXDP mostraram diminuic¢do significativa (p<0,05) nas
concentracdes plasmaticas de C-HDL quando comparados ao grupo CN. Os grupos
PNXMEL e PNXDPMEL mostraram aumento significativo (p <0,05) na concentracao
plasmatica do C-HDL quando comparados aos respectivos grupos sem MEL (PNX e
PNXDP). Nao foram observadas diferencas significativas no perfil lipidico nos grupos

tratados com MEL e DP quando comparados ao grupo CN.
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Tabela 3 - Concentrac¢fes plasmaticas em mg/dl de Triglicérides, Colesterol Total,
Colesterol-HDL, Colesterol-LDL e Colesterol-VLDL

PARAMETROS
GRUPOS Triglicérides Colesterol Colesterol Colesterol Colesterol
(mg/dL) Total (mg/dL) HDL (mg/dL) LDL (mg/dL) VLDL (mg/dL)

CN 54,05+12,032  41,63+3,91? 30,43+£1,10%  15,18+2,52*  10,6+0,772

DP 101,50+£10,44® 39,01+2,542 27,83+1,172  21,5+2,23? 11,35+1,442
PNX 173,50+6,64°  50,84+3,46° 17,05+2,64°> 36,95+2,20°  19,39+2,11°
PNXDP 187,90+3,79°  49,42+4,78° 15,48+2,96" 39,52+1,14°>  25,86+1,32°
CNMEL 63,82+13,552  38,48+2,742 28,47+1,91*  17,19+1,34*  12,96+1,642
DPMEL 48,05+14,33*  43,64+1,06° 29,1+1,29?2 11,63+1,46  13,14+1,442
PNXMEL 56,55+18,552  31,23+2,21? 26,61+1,80* 11,66+3,59*  10,44+1,61?
PNXDPMEL 31,56+10,13* 29,4+3,05% 24,34+0,84* 9,813+2,07* 13,31+2,51%

Grupo controle (CN); Doenca periodontal (DP); Pinealectomizados (PNX); PNX e com DP (PNXDP);
CN tratado com melatonina-ME (CNM); DP e tratado com ME (DPM); PNX e tratados com ME (PNXM);
PNX, com DP e tratados com ME (PNXDPM). Valores expressos como média + EPM (p<0.05) n= 10,
letras diferentes indicam diferencga estatistica entre grupos

5.6 Avaliacéo do grau de fosforilacdo em serina da AKT em musculo
gastrocnémio, figado e tecido adiposo branco periepididimal

O grau de fosforilagdo em serina da AKT, ap6s a estimulagéo da insulina,
aumentou significativamente em relacao ao basal (sem estimulo insulinico) em todos
0s grupos nos tecidos TAB FIG e MG (Figura 6).

N&o houve diferencas significativas no grau de fosforilacdo da serina de
AKT, ap6s a estimulacao da insulina, entre os grupos nos tecidos analisados (Figura
6).
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Figura 6 - Avaliacdo do grau de fosforilacdo em Serina da AKT antes (-) e ap6s (+) o
estimulo insulinico em tecido adiposo, figado e musculo gastrocnémio
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Grupo controle (CN); Doenca periodontal (DP); Pinealectomizados (PNX); PNX e com DP (PNXDP);
CN com melatonina-MEL (CNMEL); DP com MEL (DPMEL); PNX com MEL (PNXMEL); PNX, com DP
e com MEL (PNXDPMEL). Em A (tecido adiposo-TAB), C (Figado-FIG) e E (musculo-MG),
autorradiografia tipica: quantidades iguais de proteina foram submetidas a SDS-PAGE (185 pg). B-
actina foi utilizada como controle. Em B (TAB), D (FIG) e F (MG) valores do grau de fosforilacdo em
serina da AKT, respectivamente, expressos em unidades arbitrarias, valores expressos como média +
EPM (p<0.05) (n=8).

6 DISCUSSAO E CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que em ratos a DP isolada e associada a
pinealectomia (referindo-se aos grupos DP e PNXDP) promoveram resisténcia a
insulina, aumento dos niveis plasmaticos de TNF-a e nenhuma alteracdo na
fosforilacdo da AKT. No entanto, apenas os grupos PNX e PNXDP apresentaram
alteracdo no perfil lipidico. A administracdo da MEL mostrou um papel protetor em

todos os parametros alterados analisados.

Os resultados do presente estudo demonstram que nédo houve diferenca
significativa na massa corporal e na ingestao alimentar nos grupos avaliados. Esses

dados estédo de acordo com outros estudos que utilizaram modelos experimentais de
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inflamacfes orais tais como lesdo periapical (PEREIRA et al., 2017) e de DP
(SHIRAKASHI et al., 2013; MATTERA et al., 2016). O fato de nado termos observado
diferenca indica que os animais se alimentaram normalmente e a inducdo da DP nao
comprometeu a ingestdo alimentar. Adicionalmente, a pinealectomia também nao
afetou o peso corporal dos animais. Estes resultados estédo de acordo com diversos
estudos na literatura que também demonstraram inalteracdo no peso corporeo de
animais pinealectomizados (NIR et al., 1972; CASTRO et al., 2002; ALONSO-VALE et al.,
2004).

No presente estudo foi constatado hiperinsulinemia e resisténcia a insulina,
conforme demonstrado pelo indice HOMA-IR, nos grupos DP, PNX e PNXDP (Tabela
1). Contudo, néo foi observada nenhuma alteracdo na glicemia de jejum. Este
resultado da glicemia corrobora os estudos de Diaz,Blazquez (1986); Lima;Reis;Lima
(2001), porém com relacdo aos valores de insulinemia, estes pesquisadores nao
observaram diferenca no parametro em animais PNX e CN. Estudos na literatura
também demonstraram que pinealectomia promove resisténcia a insulina
(DIAzZ,BLAZQUEZ, 1986; LIMA et al., 1998; ZANQUETTA et al., 2003).

Sabendo-se que a MEL é o hormdnio sintetizado e liberado pela glandula
pineal, varios estudos tem sido efetuados sobre os efeitos benéficos da
suplementacdo com ME sobre a homeostase da glicose (NISHIDA et al., 2002; PRUNET-
MARCASSUS et al., 2003; XUE-DONG WAN, 2013; KoskE et al., 2016). Kose et al. (2016)
observaram que uma Unica dose diaria de ME (10 mg/Kg p.c., via intraperitoneal),
durante 14 dias, promoveu diminuicdo da glicemia tanto em ratos diabéticos como
diabéticos com DP.

Agil et al. (2012) investigaram os efeitos da ingestdo de MEL (10
mg/Kg/dia, na agua de beber, durante 42 dias) sobre a homeostase da glicose em
ratos diabéticos obesos, e também observaram que a administracdo oral de MEL
desempenhou um efeito anti-hiperglicémico devido a melhora na fungao das células 3
pancreaticas. Um estudo randomizado duplo-cego controlado realizado por Hussain
et al. (2006) demonstrou que pacientes diabéticos tratados com doses orais diarias de
MEL (10 mg) e suplementados com acetato de zinco (50 mg), mostraram uma melhora
no controle glicémico pds-prandial e diminui¢cdo do nivel de hemoglobina glicada.

Conforme mencionado anteriormente, a presenca de processos

inflamatorios pode prejudicar a agdo da insulina. Estudos do nosso laboratorio
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demonstraram que diferentes modelos de inflamag&o oral estdo relacionados com
alteracdo na transducéo do sinal insulinico e resisténcia a insulina (CoLomBO et al.,
2012; AsToLPHI et al., 2013; PEREIRA et al., 2017).

Os mecanismos envolvidos na ligacdo entre DP e resisténcia a insulina nao
estdo totalmente esclarecidos. Contudo, estudos sugerem que citocinas pro-
inflamatdrias, como por exemplo, o TNF-a podem inibir a transdu¢édo do sinal
insulinico (CoLomBo et al., 2012; AsToLPHI et al., 2013) e diminuir a expressdo do
transportador de glicose GLUT4 e outras moléculas envolvidas na acédo da insulina.
(Uysal et al., 1997; Mingrone et al., 2002). Interessantemente, Plomgaard et al. (2005)
constataram que a infusdo de TNF-a em humanos saudaveis induz a resisténcia a
insulina no musculo esquelético, por aumentar a fosforilacdo de p70 S6 quinase,
quinase-1/2 regulada por sinal extracelular, e c-Jun NH terminal quinase,
concomitante com aumento de serina e reduzida fosforilagéo de tirosina do substrato
receptor de insulina-1. Por outro lado, a administracdo de anticorpo anti-TNF-a ou o
knockout genético do receptor do TNF-a aumenta a sensibilidade periférica a insulina

no musculo e no figado (DA RoOCHA et al., 2014).

Os resultados do presente trabalho mostram que a pinealectomia pode
implicar em aumento das concentracdes plasmaticas de TNF-a (Tabela 2). Fernandes
et al. (2006) no intuito de averiguar se o0 TNF-a poderia interferir na sintese de MEL
pela GP, estudaram o efeito do TNF-a na transcrigcdo do gene da enzima aralkylamine
N-acetyltransferase (AA-NAT) que codifica a enzima chave na biossintese de
melatonina. Apos as extracfes das glandulas pineais, estas foram cultivadas em um
meio com TNF-a (30ng/mL, 30 min a 48 h) e estimuladas por cinco horas com
norepinefrina. Foi observado que a transcricdo de AA-NAT foi inibida pelo TNF-a.
Entretanto, esta inibi¢do foi transitdria e uma nova pré-incubagcéo com TNF-a por mais
de 24 h ndo obteve efeito detectavel. Com isso, pode-se apontar a hipotese de que o
aumento noturno da MEL é prejudicado no inicio de uma resposta inflamatéria e
restaurado durante o encerramento de uma resposta aguda ou numa patologia

inflamatoria crénica.

Markus et al. (2007) aventaram que a auséncia de MEL noturna pode
permitir a migracdo leucocitaria completa e, esta por sua vez, inicia uma producao
local de MEL, atuando como agente anti-inflamatério e eliminador de radicais livres
(MARKuUS et al., 2007). Sabe-se que linfécitos humanos cultivados sintetizam e liberam
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grandes quantidades de MEL que, além de seu efeito enddcrino, poderia atuar como
uma substancia intracrina, autocrina e / ou paracrina para a coordenacao local da

resposta imune (CARRILLO-VICO et al., 2004; CARRILLO-VICO et al., 2005).

Outros modelos experimentais também demonstraram os beneficios da
MEL na reducdo do TNF-a. Li et al. (2015) observaram em ratos com pulpite aguda
uma reducdo significativa das concentracbes plasmaticas de TNF-a apés
administracdo de MEL (10 mg/Kg, via intraperitoneal, durante cinco dias). Rodriguez
et al. (2007) também observaram reducao significativa das concentracdes plasmaticas
desta citocina em camundongos machos e fémeas com senescéncia acelerada ou
resistentes a senescéncia quando submetidos ao tratamento crénico com MEL (10
mg/Kg, na agua de beber, durante, durante 10 meses). Oztekin et al. (2006) também
observaram, ap6s administracdo de MEL (3 mg/ kg, via intraperitoneal, durante 4
semanas), em ratas ovariectomizadas e pinealectomizadas, menor concentragcéo
plasmatica de TNF-a. Interessantemente, os resultados do presente estudo também
evidenciaram que o tratamento com MEL nos grupos DP, PNX e PNXDP foi capaz de

normalizar a concentracao desta citocina.

A MEL também é apontada como inibidora do fator nuclear kappa B (NF-
KB) por impedir sua ligagao ao DNA, evitando a sua translocacgao para o nucleo. Isto,
por sua vez, reduz a producdo de citocinas pré-inflamatérias e quimiocinas, além de
inibir a expressao de moléculas de adesédo e suprimir a sintese das enzimas que

geram prostaglandinas e espécies reativas de oxigénio (ROS) (SzczepANIK, 2007).

Além disso, a MEL demonstrou ser um removedor de radicais livres nos
altimos anos. Como outros derivados do indol e metabdlitos do triptofano, esta possui
propriedades redox devido a presenca de um sistema de anéis aromaticos ricos em
elétrons, o que permite que este hormonio funcione como doador de elétrons (ALLEGRA
et al., 2003).

Paralelamente estudos demonstraram a capacidade da MEL de eliminar
radicais livres derivados do oxigénio, como hidroxila (MATUSZAK;RESZKA;CHIGNELL,
1997; ROBERTS;HU;WISHART, 1998; POEGGELER et al., 2002) e radicais peroxil (PIERI et
al., 1994; LIVREA et al., 1997). Outros os efeitos protetores da MEL foram relatados na
oxidagdo in vitro de LDL (DueLL et al.,, 1998; WALTERS-LAPORTE et al., 1998;
BONNEFONT-ROUSSELOT et al., 2002). Porém, dentre os estudos citados acima, Duell
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et al. (1998) demonstraram que a atividade sequestradora de radicais de MEL requer

concentracdes de ordem suprafisiologicas.

Apesar de alguns trabalhos demonstrarem a acéo direta da MEL sobre as
ROS e espécies reativas de nitrogénio, Horstman;Wrona;Dryhurst (2002) atribuem
sua acao antioxidante aos metabdlitos que sédo gerados durante o estresse oxidativo.
A degradacdo da MEL em N!-acetil-N2-formil-5-metoxikynuramina e N-acetil-5-
metoxikynunamina eleva a acdo de enzimas antioxidantes e inibe a acdo de

mediadores proé- inflamatérios (SiLVA et al., 2004; MAYO et al., 2005).

O desequilibrio entre os sistemas antioxidante e pré-oxidante, com
predominio da acdo oxidante e dano consequente, resulta no estresse oxidativo e
promove alteracdes como peroxidacao lipidica, fragmentacdo de DNA e oxidacdo de
diferentes moléculas, levando a morte celular, dislipidemia, eventos tromboembdlicos,

DM e neoplasias (FRANGA et al., 2013).

Com relacdo as concentracdes plasmaticas de IL-6 ndo foi observada
nenhuma diferenca entre os grupos avaliados. Os estudos que investigaram as
concentracfes plasmaticas de IL-6 em modelos de DP séo contraditérios, conforme
descritos a seguir. Takahashi et al. (1994) em sua pesquisa com pacientes saudaveis
ou com periodontite moderada ou avancada, constataram que néo houve diferencas
entre essas populacbes nas concentragdes IL-6; no soro e em sobrenadantes de
cultura de células mononucleares de sangue periférico. Em contrapartida, Bretz et al.
(2005); Ross et al. (2010) realizaram estudos com humanos com DP e evidenciaram
aumento das concentracdes plasmaticas de IL-6. Nestes trés ultimos estudos, nao foi
possivel saber o horario em que os pacientes foram analisados, e isso tem grande
importancia, pois Bauer et al. (1994) constataram que a secrecdo sérica de IL-6
apresenta uma periodicidade com valores baixos durante o dia e maximos nos ultimos
dois tercos da noite. Por outro lado, Lissoni et al. (1998) avaliaram os niveis de IL-6
em seis intervalos de tempo (8 h,12 h,16 h,20 h,1h e 4h), em humanos. Constataram
gue os valores médios de IL-6 foram maiores durante o periodo de luz do dia, no
entanto ndo houve diferenca significativa em relacdo ao periodo escuro.

As citocinas inflamatorias, como TNF-a e a IL-6, interferem no metabolismo
lipidico. Um grande nimero de pesquisas sugeriu que os efeitos do TNF-a sobre o
metabolismo lipidico incluem principalmente cinco aspectos: (1) suprime a captagao

de &cidos graxos livres (AGL) e promove a lipogénese; (2) induz lipdlise; (3) inibe a
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actividade das enzimas relacionadas com o metabolismo dos lipideos; (4) regula o
metabolismo do colesterol; (5) regula outras adipocinas derivadas de adipocitos (CHEN
et al., 2009). Em relagdo ao IL-6, varios relatos descreveram a funcdo desta citocina
no metabolismo lipidico no tecido adiposo, musculo esquelético e figado. As
concentracoes intersticiais de IL-6 no tecido adiposo séo aproximadamente 100 vezes
maiores que no plasma, implicando uma importante funcdo reguladora e paracrina
nesse tecido com propriedades lipoliticas e aumento da lipolise do tecido adiposo e

dos adipécitos “in vitro” (TRuJILLO et al., 2004).

O papel fisiolégico da IL-6 vem sendo estudado principalmente no contexto
da resposta inflamatéria de fase aguda, embora haja evidéncias que a IL-6 também
desempenha um papel central na patogénese de doencas cronicas (MAGGIO et al.,
2006). Na inflamag&o aguda, a IL-6 promove a expansdo e ativagdo de células T
(DIEHL et al., 2000), diferenciacdo de células B (URASHIMA et al., 1996) e modula a
sintese proteinas de fase aguda como a proteina C-reativa (WEINHOLD,RUTHER, 1997;
HoLVEN et al., 2006). Estudos sugerem que uma das principais funcfes da IL-6 é a
autolimitacdo da resposta inflamatéria, suprimindo a producdo de TNF-a e IL-1B
(SCHINDLER et al., 1990; XING et al., 1998).

Na literatura as acbGes da IL-6 nos processos inflamatérios sao
contraditérias. Em modelos experimentais de inflagdo crbénica, como artrite induzida
por coldgeno (ALoNzi et al., 1998) e colite murina (YAMAMOTO et al., 2000) a IL-6 atua
como agente pro-inflamatoério, enquanto em modelos de inflamacéo aguda a IL-6 exibe
um papel anti-inflamatério (XING et al., 1998), 2006). Por outro lado, niveis elevados
de IL-6 sdo frequentemente observados em pacientes com doencas inflamatorias

cronicas , como por exemplo a artrite reumatoide (CHUNG et al., 2011).

Tanto o grupo com DP como os grupos PNX e PNXDP apresentaram um
aumento das concentragcfes plasmaticas de TNF-qa, entretanto, somente nos grupos
PNXs apresentaram alteracdo no perfil lipidico (Tabela 3). Na literatura, estudos
apontam uma relacdo entre periodontite e a lipidemia em humanos (LOSCHE et al.,
2000; KATZ;CHAUSHU; SHARABI, 2001; KATZ et al., 2002; GOLPASAND HAGH et al., 2014).
Entretanto, Machado;Quirino;Nascimento (2005); Hamissi;Shahsavarani;Hamissi
(2011) observaram que na populacéao estudada a partir da metodologia empregada,
a DP independentemente da intensidade, ndo mostrou relagéo estatisticamente

significante com a lipidemia. Salienta-se, esses estudos apresentaram diferentes
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modelos, tamanhos de amostras e diferentes metodologias para o diagnéstico de DP
e analise do perfil lipidico (MACHADO et al., 2005).

A administracdo de MEL, no presente trabalho, mostrou papel protetor em
todos os parametros alterados analisados nos grupos PNX e PNXDP. Corroborando
0os dados deste estudo, outras pesquisas evidenciaram que a MEL melhora o
metabolismo das lipoproteinas envolvidas na lipidemia (NISHIDA et al., 2002; PRUNET-
MARCASSUS et al., 2003; SENER et al., 2004; HussaAIN, 2007; AGIL et al., 2011; XUE-
DONG WAN, 2013). Mizrak et al. (2004) também observaram que a pinealectomia
induziu aumento nos niveis séricos de colesterol e que o tratamento com ME (4 mg/Kg,
intraperitoneal, durante quatro dias) promoveu reducdo desse parametro. Diante
desses achados pressupomos que alguns dos efeitos benéficos da MEL sejam
mediados pela diminuicdo da peroxidacao lipidica. A peroxidacao lipidica constitui em
uma reacao em cadeia dos acidos graxos polinsaturados das membranas celulares,
gerando radicais livres que alteram a permeabilidade, fluidez e integridade das
mesmas, sendo que esses danos celulares se encontram aumentados nos individuos
obesos, e predispdem as comorbidades como hipertensdo arterial sistémica,

dislipidemia, eventos tromboembdlicos, DM, além de neoplasias (FRANCA et al., 2013).

7

O presente trabalho é o primeiro em que se estudou em conjunto, a
pinealectomia e a DP e demonstrou que a reposi¢cdo hormonal com MEL em ratos
com DP promove um aumento na sensibilidade a insulina. Observou-se que tanto a
pinealectomia quanto a DP promoveram alteracbes na insulinemia, RIl, TNF-a e
inalteracdo na fosforilacdo da AKT. Entretanto a DP ndo promoveu sinergismo com
pinealectomia nas alteracdes evidenciadas nos grupos PNXDP. As dislipidemias
foram encontradas somente em animais PNXs, demonstrando papel importante da
MEL no perfil lipidico. Ademais, a suplementacdo com MEL promoveu uma melhora
em todos os parametros alterados analisados, tanto no grupo DP, como PNXs. Como
o trabalho foi realizado em ratos, sugerimos que 0 mesmo seja feito em humanos, no
intuito de averiguar a importancia da administracdo de MEL em pacientes com DP e

trabalhadores noturnos.
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