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Khoury RD. Progresséo da lesdo periapical em animais sob condi¢cdes de estresse e
modulacdo inflamatéria através de bloqueador adrenérgico e inibidor seletivo da
recaptacédo da serotonina [tese]. S8o José dos Campos (SP): Universidade Estadual
Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2021.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi analisar os efeitos do estresse crénico sobre a
periodontite apical (PA) induzida em ratos, e avaliar os efeitos do uso da Fluoxetina
(antidepressivo da classe dos inibidores da recaptacdo de serotonina) e do
Propranolol (bloqueador beta-adrenérgico), associados ou ndo, na modulacéo
inflamatoria e na reabsorcao Gssea periapical de ratos estressados. Foram utilizados
40 ratos divididos em cinco grupos: Grupo controle ndo-estressado (NS); Grupo
controle estressado com administragcdo de solugdo fisioldégica (SS); Grupo
estressado com administracdo de Fluoxetina (SF); Grupo estressado com
administracdo de Propranolol (SP); Grupo estressado com administracdo de
Fluoxetina e Propranolol (SFP). Os animais dos grupos estressados foram
submetidos ao protocolo de estresse cronico imprevisivel durante 6 semanas e as
respectivas medicacdes foram administradas diariamente, via gavagem, ao longo de
todo o periodo experimental. A PA foi induzida em todos os grupos apos 21 dias do
inicio do protocolo de estresse e ao final da 62 semana, os animais foram
eutanasiados e as hemimandibulas e hemimaxilas removidas. Posteriormente foram
realizadas as seguintes analises: a) da massa corporal; b) dos niveis séricos de
corticosterona por radioimunoensaio; ¢) dos niveis séricos hormonais e inflamatérios
por ensaio Multiplex; e) histomorfométrica por coloracdo com hematoxilina e eosina;
f) da estrutura éssea periapical através de microtomografia computadorizada (micro-
CT); g) da expressdo génica de biomarcadores relacionados a atividade
osteoclastica, citocinas inflamatdrias e metaloproteinases na regido periapical por
RT-PCR. Ao final do experimento 0s animais estressados apresentaram menor
ganho de massa corporal, niveis séricos de ACTH significativamente mais altos,
atividade inflamatéria mais intensa e maiores volumes de lesdo periapical quando
comparados aos animais do grupo controle NS. Os grupos tratados SF, SP e SFP
apresentaram menores volumes de lesé@o periapical quando comparados ao grupo
controle SS, e o grupo SP apresentou menor intensidade do infiltrado inflamatério. O
teste de RT-PCR mostrou maior expressao de RANKL e TRAP no grupo controle
SS, bem como maior expresséao de IL-6, IL-10 e IL-17 e MMP-8 quando comparado
ao grupo controle NS. Na comparacédo em relagcdo ao grupo controle SS, o grupo SF
apresentou maior expressao de OPG, e menor expressao de IL-6 e IL-17; o grupo
SP apresentou maior expressao de OPG e menor expressao de IL-6, IL-10, IL-17,
MMP-8 e MMP-13, e o grupo SFP apresentou menor expressao de RANKL, TRAP,
IL-6, IL-10, IL-17, MMP-8 e MMP-13. Foi concluido que o estresse cronico
influenciou negativamente a patogénese da PA e ambos o0s medicamentos
avaliados, bem como sua associacao, tiveram efeitos positivos na prevencédo da
perda 6ssea e modulacao inflamatéria.

Palavras-chave: Periodontite apical. Estresse cronico. Inibidor seletivo da recaptagéo
de serotonina. Bloqueador beta-adrenérgico.
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ABSTRACT

The aim of this study was to analyze the effects of chronic stress on induced apical
periodontitis (AP) in rats, and to evaluate the effects of the use of fluoxetine
(antidepressant known as selective serotonin reuptake inhibitor), and of Propranolol
(beta-adrenergic blocker), associated or not, in inflammatory modulation and
periapical bone resorption in stressed rats. Forty rats were divided into five groups:
Unstressed control group (NS); Stressed control group with saline solution
administration (SS); Stressed group with administration of Fluoxetine (SF); Stressed
group with administration of Propranolol (SP); Stressed group with administration of
Fluoxetine and Propranolol (SFP). The animals in the stressed groups were
submitted to the unpredictable chronic stress paradigm for 6 weeks and the
respective medications were administered daily, via gavage, throughout the entire
experimental period. AP was induced in all groups, 21 days after the beginning of the
stress paradigm, and at the end of the 6th week, the animals were euthanized and
the hemi-mandibles removed for the following analyses: a) body weight b) serum
corticosterone levels by radioimmunoassay; c) hormone and inflammatory serum
levels by Multiplex assay; e) histomorphometric staining with hematoxylin and eosin;
f) the periapical bone structure through computerized microtomography; g) gene
expression related to osteoclastic activity, inflammatory cytokines and
metalloproteinases in the periapical region by RT-PCR. At the end of the experiment,
the stressed animals showed lower body weight gain, significantly higher levels of
ACTH, more intense inflammatory infiltrate and higher volumes of periapical lesion
when compared to animals in the NS control group. The treated groups SF, SP and
SFP had smaller volumes of periapical lesion when compared to the SS control
group and the SP group had lower intensity of inflammatory infiltrate. The RT-PCR
test showed higher expression of RANKL and TRAP in the stressed control group, as
well as higher expression of IL-6, IL-10, IL-17 and MMP-8 when compared to the NS
control group. In comparison with the SS control group, the SF group showed higher
expression of OPG, and lower expression of IL-6 and IL-17; the SP group showed
higher expression of OPG and lower expression of IL-6, IL-10, IL-17, MMP-8 and
MMP-13 and the SFP group showed lower expression of RANKL, TRAP, IL-6, IL-10,
IL-17, MMP-8 and MMP-13. It was concluded that chronic stress negatively
influenced the pathogenesis of apical periodontitis and both medications evaluated,
as well as its association, had positive effects in preventing bone loss and
inflammatory modulation.

Keywords: Apical periodontitis. Chronic stress. Selective serotonin reuptake
inhibitors. Adrenergic beta-blocker.



1 INTRODUCAO

A periodontite apical (PA) de origem endoddntica é uma doenca inflamatoéria
caracterizada pela resposta imune do hospedeiro frente a infeccdo microbiana no
sistema de canais radiculares (Nair, 2004). As toxinas bacterianas e os subprodutos
metabolicos nocivos que egressam dos canais radiculares para a regido periapical
ativam o sistema imune através da interagcdo com receptores de reconhecimento
padrao ou Toll-like 4 (TLR4), que estéo presentes em diversas células do hospedeiro
(R6cas et al., 2014). A reacdo inflamatdria decorrente dessa interacdo, embora
importante para localizar e eliminar o microrganismo, induz a liberagao de diversos
mediadores inflamatérios, incluindo citocinas, quimiocinas e neuropeptideos. Esses
mediadores modulam de forma independente ou cooperativa a atividade proteolitica
e ativam os mecanismos de reabsorcdo 6ssea, resultando no desenvolvimento de
lesBes osteoliticas caracteristicas da PA (Fukada et al., 2009; Graves et al., 2011;
Menezes et al., 2006).

A resposta imunoinflamatéria frente a infeccdo endodontica é uma interacao
dindmica altamente complexa entre os mecanismos de defesa do hospedeiro e as
injarias microbianas. A ativacdo das vias ndo antigénicas e antigénicas induz as
respostas imunoldgicas inata e adaptativa, respectivamente, que combinam
elementos celulares protetores e destrutivos durante o processo inflamatorio
periapical (Gemmell et al., 2007; Kinane et al., 2007; Kornman et al., 1997). Nesse
sentido, a reabsorcdo Ossea induzida pela inflamacdo nos tecidos periapicais é
também acompanhada pelo recrutamento de células do sistema imunoldgico, que
constituem uma linha de defesa contra a disseminagdo da invasdo microbiana
oriunda do canal radicular (Marton et al., 2000). Portanto, a acdo simultanea das
respostas imunoldgicas pré e anti-inflamatoria é determinante para a patogénese da
PA, uma vez que os mecanismos moleculares envolvidos podem influenciar na
intensidade das respostas de defesa do hospedeiro e no equilibrio dindmico entre a
protecdo contra infec¢do, progressao da lesao e reparo tecidual (Francisconi et al.,
2016; Marton et al., 2000).

Estudos epidemiolégicos demonstram que a PA afeta os individuos de uma

populacao de diferentes maneiras (Farkkila et al., 2019; Kirkevang, Wenzel, 2003).
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Estes dados reforcam a premissa de que embora o papel das bactérias seja bem
estabelecido na etiologia e no desenvolvimento da PA, a severidade, a progressao e
0 reparo da doenca periapical podem ser fortemente determinados por fatores que
estdo relacionados a resposta individual do hospedeiro (Karteva, Manchorova-
Veleva, 2020). Nesse contexto, diversas pesquisas tém sido realizadas ao longo das
tltimas décadas a fim de identificar diferentes fatores de risco, de natureza biologica,
comportamental ou ambiental, que possam interferir na resposta imunologica do
hospedeiro e, consequentemente, influenciar a patogénese da PA (Azuma et al.,
2017; Cintra et al., 2018; Dal-Fabbro et al., 2019; Pinto et al., 2020b, 2020a; Segura-
Egea et al., 2015).

Fatores psicossociais como estresse, ansiedade e depressao, também vém
sendo frequentemente apontados como fatores de risco adicionais uma vez que se
mostram capazes de desencadear respostas imunologicas que favorecem a
ocorréncia ou exacerbacdo de alteracdes inflamatorias, incluindo a periodontite
(Ardila, Guzman, 2016; Bakri et al.,, 2013; Boyapati, Wang, 2007; Mousavijazi
Mahvash et al., 2013; Rosania et al., 2009). Apesar de alguns estudos
observacionais apoiarem este tipo de correlacdo, os mecanismos de influéncia dos
fatores psicologicos ainda ndo foram devidamente elucidados na literatura (Castro et
al., 2020). Na Endodontia, estudos recentes em modelos animais sugeriram que 0
estresse pode favorecer a progressao da PA (Gomes et al., 2019; Khoury et al.,
2020). No entanto, as evidéncias disponiveis ainda sdo escassas e frageis devido as
variacfes metodoldgicas e a falta de padronizacdo na definicdo de exposicdo aos
estressores (Minhoto et al., 2021).

O conceito de estresse foi introduzido pela primeira vez por Hans Selye
(1946, 1936). Por definicdo, o estresse € uma condicdo dindmica caracterizada por
um conjunto de reacdes fisiolégicas do organismo, em resposta a diferentes
estimulos (estressores), que podem ser de natureza fisica ou emocional. Entretanto,
em determinadas situacdes, essas reacfes podem exceder a capacidade do
individuo de lidar efetivamente com a situacao e, portanto, o padrdo e a magnitude
da resposta do hospedeiro frente ao estresse podem ser influenciados por diversos
fatores, como a duracdo da exposi¢cdo ao estresse (agudo ou cronico), o tipo de
estresse (fisico ou psicolégico), género do paciente, e outros fatores (Joéls, Baram,
2009).
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O estresse e outras condicdes psicossociais relacionadas, como a
ansiedade e depressdo, sdo problemas que estdo cada vez mais prevalentes na
vida moderna (Chang, Lu, 2007). A Associacdo Americana de Psicologia (2013),
relatou que 90% dos jovens americanos sao estressados sendo que 20% da
populacdo americana apresentam alto nivel de estresse. Além disso, de acordo com
o estudo realizado pelo Instituto de Psicologia e Controle do Stress (2014), 34,26%
dos brasileiros consideram que estdo experimentando estresse extremo. Da mesma
forma, a PA também apresenta alta prevaléncia mundial considerando que metade
da populacdo mundial apresenta pelo menos um dente com infec¢cdo endodontica
(Tibdrcio-Machado et al., 2020).

Diante da grande diversidade de fatores estressores, de ambito psicologico e
emocional, juntamente com as dificuldades de adaptacéo do individuo, as condicbes
de estresse e a sua complexa relacdo com o sistema imunolégico tém recebido
atencdo especial por parte dos pesquisadores na area da saude (Glaser, Kiecolt-
Glaser, 2005). A consequéncias da resposta ao estresse sdo geralmente adaptativas
e cessam apos algum tempo. No entanto, quando o estresse € crénico ou de longa
duracgdo, a ativagdo excessiva das vias neuroenddcrinas relacionadas ao estresse
induz a liberagdo, também excessiva, de determinados horménios e
neurotransmissores que podem exercer efeitos prejudiciais sobre as funcdes
imunologicas (Dhabhar, 2002; Dhabhar et al., 2010; Dhabhar, McEwen, 1997; Frick
et al., 2009; Webster Marketon, Glaser, 2008). Nesse sentido, 0os agentes
causadores de estresse podem influenciar na patogénese das doencgas infecciosas
através de dois mecanismos: ou por causarem estados afetivos negativos
(depresséo), os quais teriam efeitos diretos no comportamento; ou por modularem a
resposta do sistema imune frente a infeccdo através da liberacdo de horménios ou
neurotransmissores no sangue (Bakri et al., 2013; Mousavijazi Mahvash et al., 2013;
Rohini et al., 2015).

Os eixos hipotadlamo-hipéfise-adrenal (HPA) e o Sistema Nervoso Simpéatico
(SNS) sé@o as principais vias neurais ativadas por fatores de estresse fisico e
psicolégico (Ader et al., 1995; Black, 1994; Chrousos, 1995). A ativacao do eixo HPA
resulta em aumento dos niveis circulatorios do horménio adrenocorticotrofico
(ACTH) produzido pela hipéfise, bem como dos horménios mineralocorticoides e

glicocorticoides (principalmente cortisol em humanos e corticosterona em roedores),
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derivados do cortex adrenal. Em contraste, a ativacdo do SNS resulta na liberacéo
de catecolaminas (epinefrina e norepinefrina) dos terminais nervosos simpaticos,
incluindo o trato gastrointestinal e os tecidos linfoides. Segundo Webster Marketon e
Glaser (2008), o aumento de hormdnios neuroenddcrinos relacionados ao estresse
afeta as funcgBes imunologicas através da inibicdo da quimiotaxia de neutrofilos,
macrofagos, células apresentadoras de antigenos, células natural-killer (NK),
linfécitos T e B, além de regular negativamente a producéo de citocinas necessarias
para a geracao de respostas imunes adaptativas.

Nesse sentido, diversas pesquisas no campo da neuroimunomodulacdo vém
sendo realizadas a fim de investigar o efeito de diferentes agentes terapéuticos
sobre as vias neuroenddcrinas ativadas em resposta ao estresse. Estes estudos
destacam a relevancia do tratamento farmacolégico do estresse e suportam a
hipétese de que certas drogas psicotropicas podem reverter, de forma direta ou
indireta, os efeitos adversos desencadeados pelas psicopatias e modular a resposta
do hospedeiro sobre determinadas doencas inflamatérias, incluindo a periodontite
(Golub et al., 1998; Holzhausen et al., 2002; Leitdo et al., 2005; Reddy et al., 2003).

Os inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina (ISRSs) representam
uma classe de farmacos amplamente utilizada no tratamento da depressédo (Aguiar
et al., 2013). A Fluoxetina é um medicamento antidepressivo da classe dos ISRSs
desenvolvida para aumentar a sinalizacdo central da serotonina, uma via conhecida
por favorecer o acimulo de massa 6ssea (Calil, 2001; Oury et al., 2010; Yadav et al.,
2009). Além disso, estudos também mostraram alguns efeitos pleiotropicos da
Fluoxetina que apresentou propriedades adicionais como efeitos analgésico, anti-
inflamatoério e imunomodulador (Abdel-Salam et al., 2003; Roumestan et al., 2007;
Yaron et al., 1999). Segundo Sacre et al. (2010), a Fluoxetina € capaz de inibir
seletivamente alguns receptores sinalizadores (ex. Toll-like) presentes nas células e
reduzir a producéo de citocinas inflamatorias.

A via de sinalizagdo adrenérgica também tem sido alvo de diversos estudos
gue visam a modulacéo inflamatdria diante do quadro de estresse (Khoury et al.,
2020; Lu et al., 2016). As catecolaminas liberadas durante a descarga adrenérgica
induzida pelo estresse se ligam aos receptores adrenérgicos presentes nas células
humanas, incluindo osteoblastos e osteoclastos (Moore et al., 1993; Takeda et al.,
2002).
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Os bloqueadores beta-adrenérgicos, constituem uma classe terapéutica que
apresentam como principal mecanismo de acdo, o bloqueio dos receptores beta-
adrenérgicos. O Propranolol é um medicamento bloqueador beta-adrenérgico
formalmente indicado como coadjuvante no tratamento de pacientes hipertensos
com cardiopatia associadas. Entretanto, diversos estudos ja demonstraram a sua
capacidade em exercer efeitos positivos na regulacdo da reabsorcéo 6ssea (Okada
et al., 2010; Rodrigues et al., 2012).

Diante do exposto, verifica-se a importancia de elucidar os mecanismos
biolégicos pelos quais o0 estresse cronico pode debilitar a saude sistémica ou
exacerbar a progressdo da doenca visto que tais investigaces podem auxiliar no
desenvolvimento de tratamentos biocomportamentais e farmacolégicos destinados a
melhorar ou eliminar os efeitos nocivos do estresse cronico sobre determinadas

doencas inflamatérias, como por exemplo, a PA.

21



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bloqueadores beta-adrenérgicos

Os blogueadores beta-adrenérgicos constituem uma classe de farmacos que
tém em comum a funcéo de bloquear os receptores beta-adrenérgicos, que sédo por
sua vez, os principais alvos das catecolaminas, particularmente, a adrenalina
(epinefrina) e noradrenalina (norepinefrina). Diversas células apresentam estes
receptores que quando ligados as catecolaminas geralmente induzem um estimulo
simpético, ou seja, uma resposta de luta ou fuga, caracteristica da reacdo de
estresse agudo.

O Propranolol € um bloqueador beta-adrenérgico nao-seletivo largamente
utiizado no tratamento da hipertensdo arterial. Em 1991, Minkowitz et al.
descreveram pela primeira vez os efeitos do Propranolol sobre o metabolismo 6sseo
in vivo. Os autores ndo s6 comprovaram a existéncia de uma regulacao éssea pelos
receptores beta-adrenérgicos como também demonstraram que o Propranolol pode
estimular sistemicamente o metabolismo 0sseo de ratos ou afetar diretamente os
osteoblastos por meio da sinaliza¢do beta-adrenérgica.

Desde entéo, diversos estudos investigaram o efeito do Propranolol na perda
Ossea a fim de elucidar o envolvimento do sistema nervoso simpatico em doencas
infecciosas como por exemplo, a periodontite. Apos a demonstracdo do
envolvimento do sistema nervoso simpético na remodelacdo éssea e das respostas
imuno-inflamatoérias, diversas pesquisas foram realizadas a fim de investigar os
efeitos do bloqueio dos receptores beta-adrenérgicos na doenca periodontal.

Seguido da demonstracdo do impacto negativo do estresse de “contencao”
sobre a perda 0ssea alveolar em um modelo experimental de periodontite (Nakajima
et al., 2006), Okada et al. (2010) investigaram os efeitos do bloqueio adrenérgico na
perda Ossea exacerbada pela sinalizacdo simpética causada pelo estresse. De
acordo com os autores, o bloqueio dos receptores beta-adrenérgicos no tecido
periodontal através da administracdo do Propranolol (1 mg/kg/dia) por 22 dias foi

capaz de inibir a diferenciacdo osteoclastica prevenindo a perda éssea alveolar



induzida pela infeccdo de Porphyromonas gingivalis.

Rodrigues et al. (2012) investigaram os efeitos de diferentes doses de
Propranolol na reabsorcado éssea de ratos com periodontite experimental a fim de
esclarecer o seu mecanismo de acédo sobre a doenca periodontal. Os autores
demonstraram que o0 bloqueio dos adrenoceptores com uma dose baixa de
Propranolol pode suprimir a reabsorcdo do osso periodontal através da inibicdo da
osteoclastogénese mediada por RANKL, bem como regular marcadores
inflamatorios locais, sem afetar os parametros hemodinamicos.

Lu et al. (2014) avaliaram os niveis de citocinas inflamatorias (IL-183, IL-6 e
IL-8) ap6s o pré-tratamento com bloqueadores a1/B2 adrenérgicos
(Fentolamina/Propranolol) na doenca periodontal induzida em ratos estressados e
estimulados com LPS. Os resultados mostraram que houve um efeito significativo da
Fentolamina em relagdo as citocinas envolvidas na inflamacdo uma vez que o
bloqueador a1-AR anulou significativamente os aumentos de IL-1B3, IL-6 e IL-8
exacerbados pelo estresse cronico, enquanto o bloqueador B2-AR Propranolol né&o
afetou os niveis de nenhuma das citocinas avaliadas. A partir dos resultados, os
autores sugerem que a progressao acelerada da doenca periodontal causada pelo
estresse cronico esta principalmente ligada a via de sinalizagdo a1-adrenérgica.

No estudo de Martins et al. (2017) os autores observaram que o uso do
isoproterenol, um [-agonista nao-seletivo, aumentou a perda Ossea alveolar em
modelo animal de doenca periodontal. Entretanto, a administracdo do Propranolol
(0,1 mg / kg) no modelo utilizado ndo foi capaz de modular significativamente a
resposta do hospedeiro.

Rodrigues et al. (2019) buscaram determinar o efeito do Propranolol em
relacdo aos parametros hematoldgicos, citocinas sistémicas e niveis de proteina C
reativa em um modelo experimental de periodontite. Os autores reportaram que
embora os parametros hematolégicos ndo tenham sido afetados, baixas doses de
Propranolol foram capazes de suprimir a producéo sistémica de proteina C-reativa,
TNF-a e IL-6.

Em um modelo experimental de avulsdo, Matos et al. (2020) investigaram os
efeitos do bloqueio alfa e beta-adrenérgico no processo de reparo de incisivos de
rato apos o reimplante tardio. Previamente ao reimplante, os incisivos foram tratados

com gel de fentolamina (bloqueador alfa-adrenérgico) ou Propranolol, manipulados
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com carboximetilcelulose (veiculo) em diferentes concentracdes. Os autores
observaram que a atividade osteoclastica foi significativamente menor nos grupos
tratados com ambos os bloqueadores adrenérgicos na concentragdo de 10 ug/mL.
Khoury et al. (2020) investigaram pela primeira vez a influéncia da
administracdo sistémica de bloqueadores adrenérgicos na modulacao inflamatoria e
no processo de reabsorcdo 6ssea durante o desenvolvimento de lesGes periapicais
em ratos. Os animais receberam injecdes diarias de Propranolol (0,1 mg/kg/dia) ou
Fentolamina (0,1 mg/kg/dia) por 28 dias. Embora ndo tenham sido observadas
diferencas significativas em relacdo a resposta inflamatoria, ambos 0s grupos
tratados com bloqueadores adrenérgicos apresentaram reducdo da diferenciacéo
osteoclastica. De acordo com os autores, embora os resultados obtidos confirmem a
influéncia da via de sinalizacdo adrenérgica no desenvolvimento da PA, mais
estudos sdo necessarios para explorar os mecanismos subjacentes envolvidos nesta

relacao.

2.2 Inibidores seletivos da recaptacéo da serotonina

A serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) é uma molécula bioldgica sintetizada
pelas células no Sistema Nervoso Central e no trato gastrointestinal, e que esta
envolvida em diversas doencas psicologicas, tais como a depressdo e ansiedade
(Mann, 1999). A serotonina age como um neurotransmissor, sendo liberada na fenda
sinaptica, onde se liga aos receptores pos-sinapticos. O mecanismo de acdo dos
antidepressivos da classe dos ISRSs € pautado no bloqueio dos transportadores de
serotonina (5HTT) que sdo responsaveis pelo “recolhimento” da serotonina na fenda
sinaptica e posterior armazenamento no citoplasma de neurdnios pré-sinapticos, um
processo comumente referido como recaptacao (Fox et al., 2007; Wong et al., 1995).
Dessa forma, os ISRSs aumentam a concentracdo da serotonina extracelular e
maximizam a duragdo do seu estimulo nos neurdnios pos-sinapticos.

Diante da sua alta especificidade de ligagéo para 5HTT, os ISRSs diminuem
o potencial de efeitos colaterais indesejados e por isso tém sido o medicamento de

primeira escolha para o tratamento de distarbios néo-psiquiatricos (Mojtabai, Olfson,
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2011). Em 1988, a Fluoxetina foi o primeiro ISRS aprovado para uso clinico no
tratamento de depressdo e desde entdo tem sido um dos medicamentos
antidepressivos mais prescritos na prética clinica (Wong et al., 2005). Além disso,
diversas pesquisas tém sido conduzidas a fim de explorar as propriedades
analgésicas, anti-inflamatérias e imunomoduladoras da Fluoxetina, tornando-a o
medicamento mais estudado dentre os demais ISRSs (Dionisie et al., 2020).

Dados de diversas pesquisas mostram que a Fluoxetina € capaz de diminuir
a inflamacdo em diferentes modelos animais de depresséo. Nestes estudos, varios
pesquisadores observaram que o tratamento com Fluoxetina ndo somente reduziu
0s niveis plasmaticos de TNF-q, IL-1B e IL-6, como também reverteu ou preveniu o
quadro de depressao induzida em ratos ou camundongos (Lu et al., 2017; Peri¢ et
al., 2017). Além disso, foi observado um aumento de IL-10 e IL-4 em modelos
animais de estresse cronico imprevisivel leve associado a injecdo de LPS. Tais
evidéncias sugerem que além de reduzir a inflamacdo, a Fluoxetina também
aumenta a defesa anti-inflamatéria na depressdo de forma conjunta com um efeito
antidepressivo, suportando a hipotese de que o papel antidepressivo da Fluoxetina
esta diretamente relacionado a sua propriedade anti-inflamatéria (Dai et al., 2020;
Dionisie et al., 2020; Ghosh et al., 2020; Zhao et al., 2018).

Por outro lado, desde o seu crescente uso no tratamento de distarbios ndo
psiquiatricos, sendo inclusive prescritos para prevencdo de ondas de calor em
mulheres na menopausa, diversos estudos clinicos relataram uma associagao
positiva entre 0 uso de ISRSs e uma diminui¢cdo na densidade mineral 6ssea e/ou
um aumento do risco de fraturas (Haney et al., 2010; Rizzoli et al., 2012; Wu et al.,
2009). Desde entdo levantou-se uma consideravel preocupacdo sobre seu amplo
uso, principalmente depois que esta associacdo foi confirmada através de diversos
modelos de roedores (Bliziotes et al., 2002; Bonnet et al., 2007; Warden et al., 2008,
2005). Uma vez que os estudos em animais sao capazes de “contornar” os possiveis
fatores de confusédo das analises clinicas, ou seja, que 0s ISRSs séo prescritos para
individuos deprimidos e que a depressao é por si s6 uma possivel causa para a
perda éssea, estes estudos fortaleceram a ideia de que o tratamento com ISRSs
poderia ser um fator de risco independente para o desenvolvimento de osteoporose
(Gebara et al., 2014; Haney et al., 2010; Rizzoli et al., 2012). No entanto, embora

uma diminuicdo na formac&o éssea tenha sido observada, os pesquisadores nao
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identificaram o mecanismo molecular para esse efeito deletério no tecido 6sseo e
tampouco definiram uma estratégia terapéutica para prevenir ou tratar esse efeito
colateral (Bonnet et al., 2007; Warden et al., 2008, 2005).

Os estudos clinicos que relataram a perda éssea apOs tratamento com
ISRSs examinaram individuos que utilizaram esses medicamentos por um periodo
relativamente longo (=1 ano). Portanto, vale ressaltar que nos raros casos em que 0
uso de ISRSs foi associado a uma densidade 6ssea aumentada e a uma diminui¢ao
nos parametros de reabsor¢cdo 0ssea, tais analises foram realizadas apdés apenas
alguns meses de tratamento (Aydin et al., 2011; Misra et al., 2010; Seifert, Wiltrout,
2013).

Partindo desta premissa e a fim de explicar este paradoxo envolvendo a
administracao cronica de ISRSs, Ortufio et al. (2016) demonstraram que os ISRSs
afetam a remodelacdo 6ssea por meio de dois mecanismos distintos fornecendo
uma explicacdo a nivel molecular para os efeitos observados na estrutura 6ssea.
Particularmente, os autores verificaram que a curto prazo (3 semanas), a Fluoxetina
possui uma resposta antirreabsortiva local que é inclusive capaz de aumentar a
massa 6ssea. No entanto, o tratamento a longo prazo (6 semanas) compensou 0
efeito antirreabsortivo inicial e contraditoriamente resultou em uma perda 6ssea que
€ por sua vez, mediada por um aumento da atividade simpética desencadeada no
sistema nervoso central. Com base nessas descobertas, Ortufio et al. (2016) ainda
demonstraram que o co-tratamento de camundongos com Fluoxetina e um [3-
bloqueador adrenérgico, Propranolol, pode ser uma estratégia terapéutica para
neutralizar esse efeito colateral deletério.

A partir desses achados, Lee et al. (2020) realizaram um estudo a fim de
verificar se o co-tratamento com Propranolol também teria um efeito positivo sobre o
reparo de fratura éssea. Camundongos tratados com Fluoxetina e com fratura de
fémur foram também tratados com Propranolol imediatamente ap6s o0 momento da
fratura, e uma série de analises demonstrou uma reverséo do efeito prejudicial da
Fluoxetina na cicatrizagéo da fratura em resposta ao tratamento com Propranolol. Os
autores concluiram que os efeitos negativos dos ISRSs na consolidacéo de fraturas
podem ser superados por co-tratamento com um bloqueador beta-adrenérgico.

Em 2012, Branco-de-Almeida et al. (2012) investigaram pela primeira vez o

impacto do tratamento com Fluoxetina no desenvolvimento da doenca periodontal.
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Para testar essa hipGtese os autores utilizaram um modelo animal de periodontite
induzida por ligadura e avaliaram os efeitos da Fluoxetina administrada
sistemicamente. Os autores observaram que a Fluoxetina ndo sé modulou
positivamente importantes mediadores inflamatérios envolvidos na doenca
periodontal, como também reduziu a reabsorcédo 0ssea alveolar e exerceu um efeito
positivo na degradacdo do colageno nos tecidos gengivais. Embora a influéncia
positiva da Fluoxetina na reabsor¢cdo 0Ossea tenha sido associada a modulagcéo
inflamatdria local da resposta do hospedeiro envolvendo diversos marcadores
inflamatorios, os autores especularam que a maior parte dos efeitos inibitérios da
Fluoxetina pode ser atribuida a reducédo da expressao de IL-1B, que por sua vez
também diminui significativamente apds a terapia periodontal bem-sucedida, sendo
portanto considerado um dos fatores pré-inflamatérios mais importantes (Hou et al.,
1995; McCauley, Nohutcu, 2002).

Diante das evidéncias favoraveis em relacdo ao uso da Fluoxetina sobre a
progressdo da doenca periodontal, Aguiar et al. (2013) realizaram um estudo a fim
de avaliar o efeito da Fluoxetina na doenca periodontal em um contexto de estresse
induzido por medo condicionado. Neste estudo, também foi demonstrada uma
reducdo na severidade da doenca periodontal com o uso da Fluoxetina, mas por
outro lado os autores verificaram que a expressao local das citocinas pro-

inflamatérias IL-1B e IL-6 ndo foram afetadas pelo uso da medicacao.
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3 PROPOSICAO

3.1 Geral

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar os efeitos do estresse cronico na
reabsorcéo dssea periapical em ratos, bem como investigar os efeitos da modulagéo
inflamatoria sobre a PA em ratos estressados e tratados com: ISRS, Fluoxetina;

bloqueador beta-adrenérgico, Propranolol; e sua associacao.

3.2 Especifica

Determinar os efeitos do estresse cronico e dos tratamentos com Fluoxetina,

Propranolol ou associacdo de ambos na reabsorcédo 6ssea periapical, por meio de:

a) avaliacdo da massa corporal;

b) analise dos niveis séricos de corticosterona por Radioimunoensaio;

c) andlise dos niveis séricos hormonais e inflamatérios por imunoenensaio
multiplex;

e) analise histomorfométrica por coloracdo com hematoxilina e eosina;

f) avaliacdo da estrutura déssea periapical através de microtomografia
computadorizada (micro-CT);

g) andlise da expressdo génica de citocinas inflamatérias na regido

periapical por RT-PCR.



4 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do ICT — Unesp sob o protocolo n® 10/2018 (ANEXO A).

4.1 Animais

As estimativas do tamanho da amostra foram baseadas em dados de estudo
anterior (Azuma et al.,, 2017), o tamanho do efeito deste estudo foi estabelecido
(=1,0). O célculo amostral indicou o numero total de 6 ratos por grupo para obter
resultados confiaveis com poder de teste de 95% e nivel de significancia de 5% para
andlise estatistica. Levando-se em consideracdo possiveis mortes de animais
durante o experimento, dois animais foram adicionados a cada grupo. Para este
estudo foram utilizados 40 ratos (machos) (Rattus norvegicus albinus, Wistar), com
aproximadamente setenta dias de idade, pesando entre 300 - 400 gramas,
provenientes do biotério do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho”. Os animais foram mantidos em gaiolas, a 22°C e alimentados

com racao e agua ad libitum.

4.1.1 Grupos experimentais

Os animais foram divididos aleatoriamente em 5 grupos (Figura 1):

a) Grupo controle ndo-estressado com PA (NS): oito animais que foram
submetidos a inducdo de PA por meio da exposi¢cdo pulpar dos 4
primeiros molares, superiores e inferiores, esquerdo e direito, e que
nao receberam nenhum tipo de tratamento;

b) Grupo estressado com PA e tratado com solucéo fisiolégica (SS): oito



d)

animais que foram submetidos ao protocolo de estresse cronico
seguido da inducdo de PA por meio de exposicdo pulpar dos 4
primeiros molares, superiores e inferiores, esquerdo e direito, e que
receberam administracdes didrias de solucao fisiolégica via oral (0,5
mL) (gavagem);

Grupo estressado com PA e tratado com Fluoxetina (SF): oito animais
que foram submetidos ao protocolo de estresse cronico seguido da
inducdo de PA por meio de exposi¢cao pulpar dos 4 primeiros molares,
superiores e inferiores, esquerdo e direito, e que receberam
administracdes diarias de Fluoxetina via oral (gavagem, 10 mg/kg/dia)
(Habib et al., 2015);

Grupo estressado com PA e tratado com Propranolol (SP): oito animais
gue foram submetidos ao protocolo de estresse crbnico seguido da
inducdo de PA por meio de exposicao pulpar dos 4 primeiros molares,
superiores e inferiores, esquerdo e direito, e que receberam
administracdes diarias de propranolol via oral (gavagem, 0,5 mg/kg/dia)
(Rodrigues et al., 2012);

Grupo estressado com PA e administracdo de Fluoxetina e Propranolol
(SFP): oito animais que foram submetidos ao protocolo de estresse
cronico seguido da inducéo de PA por meio de exposicao pulpar dos 4
primeiros molares, superiores e inferiores, esquerdo e direito, e que
receberam administracbes diarias de Fluoxetina (10 mg/kg/dia) e

Propranolol (0,5 mg/kg/dia) via oral (gavagem).
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Figura 1 — Fluxograma do desenho do estudo
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Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2 Inducdo do estresse crbnico

O estresse foi realizado conforme protocolo de Willner et al. (1992) com
algumas alteracoes.

Nos 42 dias de inducao de estresse, durante cada uma das seis semanas,
ocorreu: dois periodos de privacdo de alimentos ou agua (overnight); dois periodos
de inclinag&o da gaiola a 45° (overnight); dois periodos de sujidade da gaiola (250 ml

de agua na serragem) (overnight); dois periodos de exposicdo por luz
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estroboscopica (2 horas); dois periodos de aperto caudal (1 min); dois periodos
natacdo em 4°C ou 45°C (3 min); e dois periodos de nenhum stress. Os estressores
foram aplicados de forma aleatdria no periodo da manha (entre 8h e 10h) e a tarde
(entre 16h e 18h), exceto pelos estressores que envolviam privagcdo de
alimento/agua, inclinacdo e sujidade da gaiola que eram aplicados overnight.
Durante todos os dias do protocolo de estresse, 0s animais receberam a medicacéo

respectiva de cada grupo que foram administradas oralmente via gavagem.

4.3 Inducédo da Periodontite Apical

Os procedimentos de inducdo da lesdo periapical foram realizados com
assepsia, utilizando alcool 70%, e instrumentais devidamente esterilizados. O
cirurgido e auxiliares utilizaram equipamentos de protecao individual. Para anestesia
geral, foi utilizada solugdo de ketamina (75 mg/kg, Dopalen; Ceva Saude Animal
Ltda, Sdo Paulo, Brasil) e xilazina (50 mg/kg, Anasedan; Ceva Saude Animal Ltda,
Séo Paulo, Brasil), via injecdo intramuscular. Para a inducdo da lesédo periapical, as
polpas dentais dos primeiros molares superiores e inferiores esquerdos e direitos,
foram expostas através de abertura na fossa distal, na face oclusal com brocas
esféricas em alta rotacdo #1011 HL (KG Sorensen, Cotia, SP, Brasil), na
profundidade do diametro da broca - 1mm, tomando o devido cuidado para nao
perfurar a furca (Cintra et al.,, 2016). Em seguida, uma lima K #10, (Dentsply
Maillefer, Ballaigues, Switzerland), foi utilizada para remocdo do remanescente
pulpar a fim de prevenir sintomatologia dolorosa no periodo pés-operatério (Figura
2). Os procedimentos para inducdo da lesédo periapical foram realizados no 21° dia
apos o inicio do protocolo de estresse cronico (Minhoto et al., 2021). As cavidades
ficaram expostas ao meio bucal por periodo total de 21 dias com objetivo de induzir
a contaminacao bacteriana e consequente leséo periapical inflamatoria (Minhoto et
al., 2021).
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Figura 2 — Inducéo da PA

Legenda: a) injecdo anestésica intramuscular; b) exposi¢éo pulpar do primeiro molar realizada com
broca esférica.
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.4 Massa corporal dos animais

Todos os animais foram identificados (Figura 3) e pesados no primeiro dia
do experimento, no dia da inducdo da PA e no dia da eutanasia. Cada animal foi
pesado em balanca digital e o percentual de alteragcdo do peso de cada um dos

animais foi calculado conforme a formula (Martins et al., 2017):

Ganho de massa (%) = (Massa corporal final — Massa corporal inicial) x 100

Peso Inicial



Figura 3 — Identificacdo dos animais

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.5 Eutanasia e coleta das amostras

Os animais foram anestesiados com ketamina (75 mg/kg, Vetaset; Fort
Dodge Animal Health Ltd, S&o Paulo, Brasil) e xilazina (50 mg/kg, Coopazine;
Coopers Ltd Brasil, Sdo Paulo, Brasil) por injecao via intramuscular e eutanasiados
no 42° dia do experimento, ao final do protocolo de estresse (Minhoto et al., 2021).

No dia da eutanasia foram coletados 5mL de sangue por puncao
intracardiaca em tubos para coleta a vacuo contendo gel separador de soro (Labor
Import, Osasco, SP — Brasil). Posteriormente, o sangue foi mantido em repouso por
30 min em temperatura ambiente e apos esse periodo os tubos foram centrifugados
a 4000 rpm por 5 min para obtencdo do soro. Com auxilio de uma micropipeta, foi
coletado 1 mL de soro de cada amostra, que foram colocados em microtubos tipo
eppendorf previamente identificados, sendo posteriormente armazenados a -20°C
até o momento das dosagens das concentracdes séricas de corticosterona por RIA
(Khoury et al., 2020) (Figura 4).
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Figura 4 — Processamento técnico para obtencdo do soro sanguineo

Legenda: a) apos a coleta o tubo foi mantido em temperatura ambiente, em repouso até total retrag&o
do coagulo; b) o tubo é centrifugado a 4000 rpm por 5 minutos para obtencdo do soro; c) coleta de
1mL de amostra sorolégica com auxilio de micropipeta; d) amostra de soro obtida em tubo eppendorf
para ser encaminhado para o teste de RIA.

Fonte: Elaborada pelo autor.

ApOGs a realizacdo da coleta sanguinea, os animais foram submetidos a
eutanasia por superdosagem anestésica seguida de decapitacdo. As mandibulas e
maxilas, do lado direito e esquerdo dos animais (n=8), foram removidas, dissecadas
e fixadas em solucdo de paraformaldeido a 4% durante 48 horas (Azuma et al.,
2017) (Figura 5). As pegas foram entdo encaminhadas para escaneamento
microtomografico. Ap6és o escaneamento microtomografico, as mandibulas foram
submetidas ao protocolo de descalcificacdo em solucdo de EDTA 10% por um
periodo de 6 a 8 semanas, e depois de desidratadas foram embebidas em blocos de

parafina (Prieto et al., 2017).
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Figura 5 — Dissecacao das amostras

Legenda: a) mandibula esquerda apds a dissecacdo; b) armazenamento da peca em pote coletor
com solucao de paraformaldeido & 4%.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Apés a desmineralizacdo das amostras, cortes com espessuras de 5 ym
foram preparados, permitindo uma seccdo do primeiro molar inferior esquerdo no
seu eixo longitudinal. Os cortes obtidos foram submetidos a técnica histologica de
coloracdo hematoxilina-eosina.

O osso circundante da lesao periapical dos primeiros molares superiores do
lado esquerdo e direito, foi coletado para quantificacdo da expressdo génica de
citocinas inflamatorias e biomarcadores de reabsorcéo 6ssea por transcricdo reversa
seguida da reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR) (Howait et al.,
2019; Matsui et al., 2011; Shadmehr, Khademi, 2013) As pecas foram mantidas em
solucdo RNA later (Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA) e foram
devidamente armazenadas e congeladas a -80°C até o momento do processamento
do tecido (Shadmehr, Khademi, 2013).

4.6 Analise dos niveis séricos de corticosterona por Radioimunoensaio

Amostras de sangue foram colhidas entre o periodo de 8:00h e 10:00h no
dia da eutanasia. O soro foi obtido e armazenado a -20°C. Posteriormente, as
amostras soroldgicas foram armazenadas e enviadas ao Laboratério de
Endocrinologia Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria de Aracatuba (UNESP)
para dosagem hormonal de corticosterona através da técnica de radioimunoensaio.
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O kit de corticosterona (MP Biomedicals, Irvine, CA, USA) para ratos e
camundongos foi utilizado para determinar os niveis de corticosterona no soro cada
animal a partir de uma curva padrdo e expresso em ng/ml (Khoury et al., 2020).
Todas as amostras foram dosadas em duplicata e o valor médio das amostras foi
considerado para andlise estatistica. Para avaliar o controle de qualidade interno
(variacdo intra-ensaio) dos testes, o coeficiente de variacdo (CV%) foi calculado

entre as duplicatas (Bekhbat et al., 2018).

4.7 Analise dos niveis séricos hormonais e inflamatorios por ensaio multiplex

A dosagem do conteudo de Hormdnios (ACTH, Melatonina e Corticosterona)
e Citocinas (IL-10, IL-1B, IL-6, TNF-a) foi realizada por imunoensaio com
microesferas do tipo Multiplex utilizando os kits MILLIPLEX® MAP Rat Stress
Hormone Magnetic Bead Panel Kit (Millipore Corporation, Billerica, MA, USA) e
MILLIPLEX® MAP Rat Expanded Cytokine Magnetic Kit Panel, respectivamente, de
acordo com as instrucdes do fabricante (Brandish et al., 2014; Garcia-Iglesias et al.,
2013).

Cada conjunto de microesferas, utilizadas na deteccdo dos respectivos
hormdnios e respectivas citocinas, foi marcado com uma coloracao especifica obtida
pela combinacdo de dois fluoréforos. As microesferas foram revestidas por
anticorpos monoclonais especificos que se associam aos horménios alvos presentes
nas amostras. Ap0s a incubacdo das amostras com as microesferas, adicionou-se
uma mistura de anticorpos biotinilados que se ligam aos hormoénios dos animais. Os
anticorpos biotinilados foram entdo detectados pelo conjugado ficoeritrina-
estreptavidina.

O ensaio foi realizado na Universidade do Vale do Paraiba (Univap)
utilizando o sistema Luminex MAGPIX® (Millipore Corporation, Billerica, MA, USA)
de deteccdo de fluorescéncia que empregou dois lasers: o primeiro feixe excita as
microesferas, classificando-as pela coloragdo; o segundo feixe quantifica a
fluorescéncia emitida pelas moléculas de ficoeritrina associadas a cada microesfera.

A concentragdo de hormonios e citocinas nas amostras foram estimadas a partir de
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curvas padrdo construidas com o auxilio do software xPONENT 4.1 (Millipore
Corporation, Billerica, MA, USA).

4.8 Analise da estrutura 6ssea periapical por micro-CT

Para realizacdo da andlise microtomogréafica foi utilizado um aparelho
modelo 1176 da fabricante SkyScan® (SkyScan 1176 in vivo, Skyscan, Kontich,
Belgium). Apés a fixacdo, 08 hemi-mandibulas esquerdas de cada grupo
experimental foram preparadas para escaneamento microtomogréafico. As pecas
foram posicionadas e fixadas no porta-amostra apropriado para o equipamento,
presas no meio de um isopor cilindrico bipartido envoltas por papel absorvente
umido, possibilitando a estabilizacdo a fim de prevenir qualquer tipo de
movimentacg&do durante o escaneamento e mantendo a umidade da peca.

O escaneamento das amostras foi padronizado com um tamanho de voxel
isotrépico de 18um, 50 kV, 500 pA, em 180°, angulo de rotacédo de 0,0120 e filtro de
aluminio de 0,5 mm de espessura com tempo de exposicdo de 380 milissegundos.
As imagens foram reconstruidas utilizando o software NRecon® (v 1.6.3.3, Bruker)
utilizando os seguintes parametros: 4 de ring artefact correction, 40% de beam
hardening correction e 2 de smoothing para todas as imagens (Pinto et al., 2020b).
O programa DataViewer® foi utilizado para visualizacéo e avaliacdo em 2D (medidas

lineares) dos eixos sagital, coronal e axial (Figura 6).



Figura 6 — Imagem do programa DataViewer® utilizada para visualizacdo da
orientacdo padrao da imagem em trés planos

Legenda: a) plano sagital; b) plano coronal; ¢) plano axial
Fonte: Elaborada pelo autor.

O processamento e a andlise das imagens foram realizados com o programa
CTAn® (v1.6.6.0, Bruker), em corte sagital (Wan et al., 2014; Yang et al., 2014). O
objetivo das andlises volumétricas (3D) foi quantificar o volume da reabsorcéao 6ssea
na regido do periapice em mm3. Para permitir o reconhecimento da leséo periapical,
as imagens foram rotuladas de acordo com os valores de cinza das estruturas (Pinto
et al., 2020b). A escala de cinza foi determinada em um histograma de densidade
usado para obter uma imagem imposta apenas de pixels preto / branco (Pinto et al.,
2020b). Comparacdes entre a varredura original e segmentada foram realizadas
para garantir a precisdo da segmentacdo. Em relacdo a segmentacdo, um
histograma de densidade entre 0 e 60 foi utilizado para selecionar a leséo periapical
(Pinto et al., 2020b). A selecdo manual da regido de interesse (ROI) a ser avaliada
foi feita em todos os conjuntos de imagens e o ROI personalizado foi escolhido a fim
de permitir um delineamento manual da lesdo periapical, fornecendo um tamanho
mais preciso do volume de reabsor¢cdo 6ssea (Kalatzis-Sousa et al., 2017) (Figura
7). Para tanto, foi escolhido como ponto central, o corte (slice) onde a leséo
periapical aparecia em sua maior extensédo. As imagens correspondentes aos pontos
finais da selecdo (top e bottom) foram determinados no sentido vestibulo-lingual e
linguo-vestibular, respectivamente, a partir do ponto central. Todos os delineamentos
foram realizados por um examinador calibrado que néo tinha nenhuma informacéo
em relacdo a identificagdo dos grupos avaliados e os calculos foram realizados

sobre a regido de interesse selecionada. A area da lesao, o volume total selecionado
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(TV), o volume da lesao (BV), bem como a sua razdo (BV/TV), foram quantificados

automaticamente pelo software CTAN® (v1.6.6.0, Bruker).

Figura 7 — Representacéo ilustrativa do ROI personalizado delineado manualmente
circundando a leséo periapical com margem de seguranca no eixo sagital

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.9 Analise histolégica

Ap6s desmineralizagdo, as hemi-mandibulas esquerdas foram lavadas
abundantemente em &gua corrente e submetidas a técnica histolégica de rotina para
inclusdo em parafina. A orientacdo no momento da inclusdo permitiu a realizacéo de
cortes teciduais dos primeiros molares inferiores e estruturas de suporte no sentido
longitudinal. Apos a incluséo, as pecgas foram cortadas de forma semi-seriada, com 5
pum de espessura, realizados em micrometro (Leica - RM 2045). Os cortes
microscopicos montados em laminas de vidro foram entdo submetidos a coloragéo
com hematoxilina e eosina. Imagens das laminas foram obtidas em aumento de 10,

40 e 100 x, utilizando microscopio éptico Axioscope 40.
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A andlise microscoépica foi realizada de forma descritiva e quantitativa em
cortes teciduais representativos de cada grupo. As imagens foram avaliadas quanto
a intensidade e extensdo do infiltrado inflamatério e &rea de reabsorcdo Ossea
periapical. As analises de extensdo do infitrado e &area de reabsor¢cdo foram
mensuradas por um examinador calibrado utilizando o programa Image J®.

O infiltrado inflamatorio foi avaliado quanto a intensidade e extensao.

Para cada grupo experimental, o namero de células inflamatérias foi
calculado como a média aproximada de células inflamatérias presente em 10
diferentes areas de um mesmo espécime examinados ao redor apice dentario
(ampliacdo x40). A intensidade do infiltrado inflamatério foi classificada como
ausente (0 a poucas células inflamatorias: score 1), leve (< 25 células: score 2),
moderada (25 a 125 células: score 3) e severa (> 125 células: score 4) (Azuma et
al., 2017).

A extensao do infiltrado inflamatorio foi mensurada tracando uma linha reta
partir do 4pice radicular e se estendendo até o limite do infiltrado como demonstrado
na Figura 8A. Para a quantificacdo da reabsor¢cdo 0ssea associada ao terco apical
da raiz distal do primeiro molar a area da lesédo periapical foi calculada através do
delineamento manual do limite da lesdo, considerando a superficie exterior externa
do cemento, o ligamento periodontal e a superficie externa do osso alveolar, e foi
expressa em um?. A medicéo foi realizada em 4 secdes equidistantes para o canal
radicular, e apenas a maior area foi selecionada (Samuel et al., 2019) (Figura 8B).
Os dados numéricos obtidos foram tratados estatisticamente averiguando-se a

existéncia ou ndo de diferenca na severidade das lesdes periapicais entre 0Ss grupos.

Figura 8 — Imagens representativas da andlise histomorfométrica da leséo periapical

41



Legenda: a) tracado para mensuracdo da extensao do infiltrado inflamatério; b) delineamento manual
da area de reabsorgdo 6ssea a partir do tergo apical.
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.10 Analise da expressao génica de citocinas inflamatérias na lesdo periapical
por RT-PCR

Amostras de tecido 6sseo da regido periapical foram coletados no dia da
eutanasia e armazenados em solucdo de RNA later (Life Technologies Corporation,
Carlsbad, CA) a -80°C até o momento do processamento do tecido (Shadmehr,
Khademi, 2013).

A localizacao, funcdo e referéncia dos iniciadores para os genes utilizados
neste trabalho, estdo descritos no Quadro 1. A sequéncia nucleotidica,
especificidade e temperatura de melting (Tm) de cada iniciador foram confirmadas
no programa BLAST e PRIMER BLAST/ NCBI/ GENE BANK

(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).
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Quadro 1 — Primers foward e reverse utilizados no RT-PCR

GAPDH GATGCTGGTGCTGAGTATGTCG 61.37
197 NM_017008.4

(Gapdh) GTGGTGCAGGATGCATTGCTGA 63.98

B-Actina ATCGCTGACAGGATGCAGAA 53.92
106 NM_031144.3

(Actb) TAGAGCCACCAATCCACACAG 59.72

B2M TGCCATTCAGAAAACTCCCC 58.08
73 NM_012512.2

(B2m) GAGGAAGTTGGGCTTCCCATT 60.27

RANKL GTACTTTCGAGCGCAGATGG 59.08
125 NM_057149.1

(Tnfsfl1) CTGTGTCTTCGCTCTCCAGA 59.12

OPG ACACACCAACTGCAGCTCAC 61.10
191 NM_012870.2

(Tnfrsf11b) TGTCCACCAGAACACTCAGC 59.89

CGGGAGAGATTGGTGATGGA 58.88

TRAP (Acp5) 81 NM_001270889.1

TGTACAGTGAGCCAGGAGTG 59.03

IL-6 AGCCAGAGTCATTCAGAGCA 58.73
105 NM_012589.2

(1-6) AGAGCATTGGAAGTTGGGGT 59.22

IL-10 CTGCTCTTACTGGCTGGAGT 59.10
75 NM_012854.2

(1-10) TGGGAAGTGGGTGCAGTTAT 58.93

IL-17 ACTTTCCGGGTGGAGAAGAT 58.34

101 NM_001106897.1

(ll17a) CTTAGGGGCTAGCCTCAGGT 60.40

MMP-8 GATTCAGAAGAAACGTGGACTCAA 59.25
109 NM_022221.1

(Mmp8) CACCAGGATCAGTGGAGTGAGA 61.15

MMP-13 ACCCAGCCCTATCCCTTGAT 60.03
178 NM_133530.1

(Mmp13) TCTCGGGATGGATGCTCGTA 60.18

Fonte: Elaborada pelo autor.

No nosso trabalho foram testados trés genes de referéncia, Gapdh, 3-Actina,
e B2m em todos os grupos experimentais. Os resultados obtidos foram analisados
no site http://www.leonxie.com/referencegene.phpe, que avalia por quatro métodos
diferentes (Delta CT, BestKeeper, NormFinder e Genorm, e o gene de referéncia

escolhido foi Gapdh (Figura 9).




Figura 9 — Imagem extraida do website para a selecéo de controle endégeno

Method 1 2 3

Delta CT GAPDH B2M Bactin
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Fonte: Elaborada pelo autor.

4.10.1 Extracdo de RNA

Para extracdo de RNA, as amostras de tecido 6sseo foram maceradas e
pulverizadas através de moagem sob baixa temperatura utilizando cadinho e
nitrogénio liquido. A extracdo de RNA do tecido pulverizado foi realizada utilizando
solucéo de Trizol (Ambion, Inc, AM1926, Waltham, MA, EUA). Posteriormente, a
amostra triturada foi coletada com 1 mL do reagente Trizol (AMBION, Inc, AM1926,
USA) e com uma pipeta de 1000 L, lavou-se todo o fundo do cadinho, removendo
completamente todo tecido 6sseo da superficie (Howait et al., 2019; Matsui et al.,
2011). O Trizol (AMBION, Inc, AM1926, USA) & composto por uma solugédo
monofasica contendo fenol, isotiocianato de guanidina e outros componentes que
permitirdo o isolamento de uma vasta variedade de RNAs. O conteudo contendo o
Trizol e a amostra foi adicionado a um microtubo de 2,0 mL, e incubado em
temperatura ambiente por 10 minutos. Apés este procedimento, 200 pL de
Cloroférmio (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foram adicionados e novamente
incubado a temperatura ambiente por mais 3 minutos. Transcorrido o tempo, 0s

tubos contendo as solu¢des de Trizol e amostra foram centrifugados a 4°C, numa



rotacdo de 12,000 x g por 15 minutos em uma microcentrifuga refrigerada
(EPPENDORF 5430, Alemanha). Nesta etapa ocorreu a separacdo entre a fase
aquosa translucida e a fase organica rosa. Entédo, a fase aquosa sobrenadante foi,
cuidadosamente, transferida para um novo microtubo de 1,5mL, onde adicionou-se
500 pL de Isopropanol puro (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) para a precipitacao
do RNA. Posteriormente, o tubo foi submetido a uma centrifugacdo de 12,000 x g
por 15 minutos, a 4°C, para visualizagcao do sedimento (pellet) de RNA. O sedimento
obtido foi lavado com etanol a 70% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), diluido em
agua Depec) para remocado completa do isopropanol. Novamente, o tubo foi
centrifugado a 12,000 x g por 15 minutos, a 4°C. Para a eluicdo, foi utilizado 25 pL
da solugado RNA Storage buffer (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).

ApOs a eluicdo, as amostras foram acondicionadas no gelo e quantificadas
na concentracdo de ng/uL pelo espectrofotdometro Nanodrop® 2000c UV- Vis
Spectrophotometer (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA). A quantidade obtida e a
pureza de todas as amostras (relacdo 260/280 nm) foram maiores que 1,80, e
satisfatoria para o processo de transcricdo reversa (Bustin et al., 2009). Apés a
dosagem os tubos foram armazenados em freezer a -80°C.

O RNA total extraido foi tratado com DNase |, Amplification Grade
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) para que o DNA contaminante fosse removido,
evitando assim, um aumento superestimado da expressédo génica (Howait et al.,
2019; Matsui et al., 2011).

4.10.2 Reacdo de Transcricdo Reversa (RT-PCR)

O RNA total apés o tratamento com DNAse foi transcrito para cDNA
utilizando o Kit SuperScript™ Il First-Strand Synthesis SuperMix for gRT-PCR
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), de acordo com o protocolo recomendado pelo
fabricante.

Para a transcricao reversa foi adicionado em um microtubo de 200 yL os
seguintes reagentes: Enzima mix (contendo Rnase Out e Superscript Ill), Reaction
mix (oligo (dT)20 (2,5 puM), random hexamers (2,5 ng/uL), 10 mM MgCI2 e dNTPs),
solucdo de RNA e agua Depec para um volume final de 20 pL. Esta mistura foi
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incubada em termociclador (Mastercycler-Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) com o
ciclo de: 10 minutos a 25°C, 50°C por 30 minutos e 85°C por 5 minutos. Transcorrido
esse ciclo, os tubos foram colocados no gelo e foi adicionado 1 uL de RNAse H e
incubados por mais 20 minutos a 37°C. O novo cDNA obtido foi armazenado a -
20°C.

4.10.3 PCR em Tempo Real (qPCR)

4.10.3.1 Analise da eficiéncia da reacdo de PCR em Tempo Real

A eficiéncia (E) da amplificacdo da PCR é a taxa na qual um amplicon,
produto pds- PCR, é gerado e seus valores expressos em porcentagem. Se um
amplicon dobrar em quantidade durante a fase geomética da amplificacdo da PCR,

entdo a reacdo apresentard 100% de eficiéncia (http://www.lifetechnologies.com).

Esta deve variar idealmente entre os 90% e 100% (-3.6 > slope > -3.1), podendo ser
determinada através de métodos diversos (Bustin et al., 2009). O mais simples

baseia-se na equacao (http://www.lifetechnologies.com).

-1/slope
-1

E = (10 ) x 100.

O slope de uma curva padrdo € comumente utilizado para estimar a
eficiéncia de amplificacdo de uma reacdo de PCR em tempo real. A estimativa
precisa da eficiéncia da PCR depende de uma série de fatores tais como 0s
reagentes, concentracdo de primers e qualidade e quantidade da amostra
(http://www.lifetechnologies.com). A curva de dissociagdo dos primers testados
indicou apenas um pico mostrando a sua especificidade. O ideal é obter uma menor
concentracdo de primers que gere uma maxima amplificagdo. Para validagdo cada

primer foi feita uma curva padréo afim de calcular a sua eficiéncia de amplificagéo.

4.10.3.2 Reacao de PCR
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Os cDNAs transcritos foram amplificados para a quantificagéo relativa da
expressdo dos genes Tnfsfll, Tnfrsfllb, Acp5, II-6, II-10, l117a, Mmp8 e Mmp13. A
expressao genética € apresentada como o ratio da concentracdo dos genes alvo,
descritos acima, em relacdo a concentracdo do gene de referéncia (Gapdh) e
representam a expressao meédia obtida de reacfes distintas de PCR em Tempo
Real.

O Ct (Threshold Cycle) € o ponto correspondente ao niumero de ciclos a
partir do qual a amplificacéo atinge um dado limiar que permite a analise quantitativa
da expressdo do gene alvo avaliado. As médias dos valores de Ct, medidas em
triplicata, foram utilizadas para calcular a expressdo dos genes alvos (Tnfsfll,
Tnfrsfllb, Acp5, II-6, II-10, lI17a, Mmp8 e Mmp13), com normalizacdo a um controle
interno (Gapdh). Os resultados foram obtidos como valores relativos da expressao

génica com base na formula

-AACT

em comparagao a um alvo-interno de referéncia, previamente selecionado, e que
resultou em valor igual 1 (Livak, Schmittgen, 2001).

O método gPCR avaliou a quantidade do produto cDNA na fase exponencial
da reacdo de amplificacdo. Para o sistema de deteccao, foi utilizado o fluoréforo
SYBR® Green (Kit Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG - Invitrogen,
EUA) que consistiu na seguinte reacdo: em um microtubo de 200 pL, foi colocado
12,5 pL de Super mix Platinum SYBR Green, 1 uL de ROX (corante de referéncia),
300 nM de primer foward, 300 nM de primer reverse, 3,4 pL solucdo de cDNA
(diluida 1:5) e 2,1 pL agua Depec (Invitrogen, EUA) para o volume final de 20 pL. Os
microtubos foram incubados no aparelho StepOnePlus™ System (Applied
Biosystem, EUA) com os seguintes ciclos: 500C por 2 minutos, seguido de
desnaturacao inicial a 95°C por 2 minutos e mais 40 ciclos de 95°C por 15 segundos,
60°C por 30 segundos. ApGs o término do ultimo ciclo, as amostras foram
submetidas a andlise da curva de dissociacdo (Melt), conferindo-se a auséncia de

qualquer curva bimodal ou sinal anormal de amplificacdo, analisadas a cada 0,1°C.
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A deteccao da fluorescéncia, no fim da etapa de cada ciclo da PCR, permitiu
a monitoracdo da quantidade crescente de cDNA amplificado, sendo os dados

obtidos analisados no Software do equipamento de real-time.

4.11 Andalise estatistica

Para a escolha do teste estatistico adequado, todos os dados foram
primeiramente submetidos ao teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov, aderéncia
Lilliefors. Estabeleceu-se o nivel de significancia de 5% para todos os testes. Para
realizacdo das analises, foi utilizado o programa GraphPad Prism Versdo 5.00
Portable for Windows (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA).

Cada um dos parametros de avaliacdo incluidos neste estudo foi

estatisticamente analisado em duas partes:

1) Avaliacdo da influéncia do estresse crénico na PA: nesta primeira
analise os grupos NS e SS foram comparados entre si utilizando um experimento
fatorial do tipo 1x2, no qual se analisou uma variavel independente: Estresse,
apresentando duas categorias: auséncia (NS) ou presenca (SS). As unidades
experimentais (ratos) foram distribuidas aleatoriamente para as duas condi¢des
experimentais, com oito réplicas cada, totalizando dezesseis dados. Os dados
paramétricos obtidos dos grupos NS e SS foram submetidos ao teste T de Student,
enquanto os dados ndo paramétricos foram analisados pelo teste Mann-Whitney.

2) Avaliagdo do efeito do tratamento com Fluoxetina, Propranolol e sua
associacdo no desenvolvimento da PA em ratos submetidos ao estresse crénico:
nesta segunda andlise foram comparados apenas os grupos estressados. Desta
maneira, foi realizado um experimento fatorial do tipo 1x4, no qual existe uma
variavel independente: medicamento, que apresenta 4 categorias: solucao
fisiol6gica/controle (SS), Fluoxetina (SF), Propranolol (SP), Fluoxetina e Propranolol
(SFP). As unidades experimentais (ratos) foram distribuidas aleatoriamente para as
quatro condi¢cdes experimentais, com oito réplicas cada, totalizando trinta e dois

ratos. Os testes estatisticos utilizados nesta parte foram analise de variancia —



ANOVA para dados parameétricos ou Kruskal-Wallis para os dados ndo paramétricos,
e quando necessario, aplicou-se o0s testes pos-hoc de Tukey e Dunn,

respectivamente, para comparac¢des multiplas.
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5 RESULTADOS

5.1 Massa corporal

A estatistica descritiva referente aos dados obtidos em relagdo a massa
corporal dos animais esta representada na Tabela 1. No inicio do experimento, 0s
animais de todos o0s grupos apresentaram massa corporal semelhante sem
diferenca estatistica nas duas comparacdes, entre 0s grupos controles NS e SS (p =
0,27) e entre os grupos experimentais (p = 0,89) (Figura 10AB). Ao final do
experimento, verificou-se uma diferenca estatistica significante entre os grupos
controle NS e SS em relacéo a massa corporal média final (p = 0,0004) (Figura 11A).
No entanto, nenhuma diferenca estatistica significante foi observada em relacdo a
massa corporal média final entre os grupos de animais estressados (p = 0,06)
(Figura 11B).

Tabela 1 — Valores de massa corporal dos animais no inicio (g), ao final do
experimento (g) e ganho de massa corporal (%) representados pela média e desvio
padrao (DP) de cada grupo

Alteracdo de Peso

Grupos Peso Inicial (g) Peso final (g) (%)
NS 361,3+21,51 418,80 + 15,29 16,11 £ 4,72
SS 350,6 +17,61 377,1 + 18,68 6,66 £ 1,57
SF !ég:)a 346,9 = 20,69 352,1+6,98 0,57+ 3,71
SP 349,4 + 24,56 384,4 + 39,86 9,82 +4,81
SFP 343,1+£19,99 354,2 +£ 24,58 0,39+4,41

Fonte: Elaborada pelo autor.



Figura 10 — Representacao grafica da estatistica inferencial referente aos valores de
massa corporal dos animais no inicio do experimento
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Legenda: a) comparacgéo entre 0s grupos controle (varidvel independente: estresse); b) comparacgéo
entre os grupos estressados (variavel independente: medicamento).
Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 11 — Representacédo gréfica da estatistica inferencial referente aos valores de
massa corporal dos animais ao final do experimento
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Legenda: a) comparacao entre 0s grupos controle (variavel independente: estresse); b) comparacdo
entre 0s grupos estressados (variavel independente: medicamento).
Fonte: Elaborada pelo autor.

O ganho de massa corporal dos animais ao longo do experimento foi tomado
como um dos parametros indicativos de estresse. Apds a aplicacdo da formula para

verificagdo do percentual de alteracdo da massa corporal, foi observada uma
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diferenca estatisticamente significante entre os grupos controle NS e SS (p = 0,0002)
(Figura 12A) e entre os grupos estressados, uma vez que 0s grupos SF e SFP
apresentaram um percentual de ganho de massa significativamente menor
comparado aos demais grupos estressados (p = 0,0003) (Figura 12B). Na Figura 13
podemos observar de forma ilustrativa a evolucdo do ganho de massa corporal dos

animais ao longo de todo o experimento.

Figura 12 — Representacao grafica da estatistica inferencial referente aos valores de
ganho de massa corporal dos animais durante o experimento

Alteracao de Peso

A 25+ * B 20+ =

*
- *
20 15- | T

154 *

10+

%
%
o B
j

0 T T 0 T '_l—‘ T

T
NS ss SS SF SP  SFP

Legenda: a) comparagéo entre 0s grupos controle (variavel independente: estresse); b) comparacgéo
entre os grupos estressados (variavel independente: medicamento).
Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 13 — Representacdo grafica da evolugdo do ganho de massa corporal dos
animais ao longo do experimento
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Fonte: Elaborada pelo autor.



5.2 Niveis séricos de corticosterona por RIA

Todas as amostras submetidas ao teste de RIA foram avaliadas em
duplicata e o valor médio das amostras foi considerado para andlise estatistica. O
controle de qualidade dos ensaios foi baseado na andlise dos coeficientes de
variacdo intra-ensaio que ficaram dentro do padrédo esperado de até 15% e
confirmaram a qualidade dos ensaios realizados. O limite inferior de sensibilidade foi
2,38 ng/mL e os coeficientes de variagdo intra-ensaio alto e baixo foram 9,92% e
1,31%, respectivamente.

A estatistica descritiva dos dados obtidos pelo RIA referente aos niveis de
corticosterona sérica avaliados no ultimo dia de experimento estdo representados na
Tabela 2. A andlise estatistica inferencial dos dados mostrou ndo haver diferenca
estatistica significante entre os grupos em relacdo ao nivel de corticosterona sérica
dos animais, em ambas as comparacdes entre grupos controle e experimentais (p >

0,99; p = 0,78, respectivamente) (Figura 14).

Tabela 2 — Valores do nivel de corticosterona sérica (ng/ml) analisados por RIA
representados pela média e desvio padrédo (DP) de cada grupo

Corticosterona Sérica
Grupos

(ng/mL)
NS 557,6 + 166,6
SS 674,1 + 499,5
SF Média 692,6 + 252,6
+ DP T '
SP 617 + 271
SFP 613,1 +471

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 14 — Representacao grafica da estatistica inferencial referente aos valores de
corticosterona sérica (ng/ml) dos animais

Corticosterona Sérica
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Legenda: a) comparacao entre 0s grupos controle (variavel independente: estresse); b) comparacéo
entre os grupos estressados (variavel independente: medicamento).
Fonte: Elaborada pelo autor.

5.3 Niveis séricos hormonais e inflamatorios por ensaio Multiplex

A estatistica descritiva dos valores obtidos pelo ensaio Multiplex referentes
aos horménios biomarcadores de estresse esta representada na Tabela 3.

Na analise estatistica inferencial dos dados, os niveis séricos de ACTH nos
animais do grupo estressado SS foram significativamente mais altos em relagéo aos
niveis séricos de ACTH observados no grupo NS (p = 0,021) (Figura 15A). Na
andlise estatistica entre os grupos estressados, o grupo SP apresentou niveis
séricos de ACTH mais baixos com diferenca estatistica significante em relacédo ao
grupo SS (p = 0,03) (Figura 15B).

A andlise dos valores de corticosterona sérica obtidos pelo ensaio Multiplex
nao indicaram diferenca entre os grupos NS e SS (p = 0,79) (Figura 15C). No
entanto, a comparagdo entre 0s grupos estressados mostrou uma diferenca
significativa entre os grupos SF e SFP (p = 0,012) (Figura 15D).

Em relagédo a andlise dos valores de melatonina sérica ndo houve diferenca
estatistica significante entre os grupos NS e SS (p = 0,97) (Figura 15E). No entanto,
a analise estatistica entre 0s grupos estressados revelou niveis de melatonina sérica

significativamente mais altos no grupo SP que foram estatisticamente diferentes
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comparados aos grupos medicados SF e SFP (p = 0,02) (Figura 15F).

Tabela 3 — Valores dos niveis séricos de hormonios biomarcadores de estresse
analisados por ensaio Multiplex e representados pela média e desvio padrao (DP) de
cada grupo

Grupos ACTH Corticosterona Melatonina
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
NS 0,93+ 0,24 128206 + 8455 2745 + 62,29
SS 274+ 1,60 191491 + 172713  276,2 + 98,31
SF Még;)a 1,40 +0,71 184695 + 71658  240,9 + 52,82
+
SP 0,90 + 0,32 139925 + 20832  385,9 + 90,76
SFP 249+19 115587 + 17793  216,7 + 71,36

Fonte: Elaborada pelo autor.



Figura 15 — Representacdo grafica da estatistica inferencial referente aos valores
dos niveis séricos dos biomarcadores de estresse analisados por ensaio Multiplex
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Legenda: a) comparagdo dos niveis séricos de ACTH entre os grupos controle (variavel
independente: estresse); b) comparacdo dos niveis séricos de ACTH entre os grupos estressados
(varidvel independente: medicamento); ¢) compara¢do dos niveis séricos de corticosterona entre 0s
grupos controle (variavel independente: estresse); d) comparacdo dos niveis séricos de
corticosterona entre os grupos estressados (variavel independente: medicamento); €) comparacao
dos niveis séricos de melatonina entre os grupos controle (variavel independente: estresse); f)

comparacao dos niveis séricos de melatonina entre os grupos estressados (variavel independente:
medicamento).

Fonte: Elaborada pelo autor.

A estatistica descritiva dos valores obtidos pelo ensaio Multiplex referente
aos niveis séricos de citocinas inflamatdrias esta representada na Tabela 4.

N&o foram observadas diferencas estatisticas entre os grupos NS e SS em
relacdo aos niveis séricos das citocinas inflamatérias avaliadas (p > 0,05) (Figura
16). Na analise estatistica entre o0os grupos estressados, nenhuma diferenca

estatistica significativa foi observada em relacdo aos niveis séricos das citocinas
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inflamatorias avaliadas, exceto pela IL-10 que se mostrou significativamente mais

elevada no grupo SF, sendo estatisticamente diferente comparada ao grupo SP (p =

0,04) (Figura 17).

Tabela 4 — Valores dos niveis séricos de citocinas inflamatorias analisados por
ensaio Multiplex e representados pela média e desvio padrdo (DP) de cada grupo

Grupos IL-1B IL-6 IL-10 TNF-a
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
NS 12,03 +11,97 4,99 + 3,50 12,36 +6,59 1,25+0,64
SS 11,70+858 6,18+4,04  3158+3258 0,79+ 0,42
SF Még;)a 5894 +4151 1149+1453 2374+1568 0,79 +0,63
+
SP 968+1157 574+436 3256+4999 0,64+0,34
SFP 40,86 +5435 18.81+21,81 168,8+213,9 0,75+ 0,49

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 16 — Representacdo grafica da estatistica inferencial referente aos valores
dos niveis séricos de citocinas inflamatérias nos grupos NS e SS analisados por

ensaio Multiplex

A

IL-1B
304
204
£
>
Qo
10
0 T T
NS SS
C IL-10
804
60
?E,, 40
(=%

204

pg/mi

2.0+

1.54

pg/ml
=

0.5

0.0

15+

104

IL-6

NS ss

TNF-a

NS ss

Legenda: a) comparac¢do dos niveis séricos de IL-13 entre os grupos controle (varidvel independente:
estresse); b) comparacao dos niveis séricos de IL-6 entre 0s grupos controle (variavel independente:
estresse); ¢ comparacgao dos niveis séricos de IL-10 entre os grupos controle (variavel independente:
estresse); d) comparacdo dos niveis séricos de TNF-a entre os grupos controle (variavel

independente: estresse).
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 17 — Representacdo grafica da estatistica inferencial referente aos valores
dos niveis séricos de citocinas inflamatorias nos grupos estressados (SS, SF, SP e
SFP) analisados por ensaio Multiplex
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Legenda: a) comparacdo dos niveis séricos de IL-13 entre 0s grupos estressados (variavel
independente: medicamento); b) comparacdo dos niveis séricos de IL-6 entre 0s grupos estressados
(variavel independente: medicamento); c) comparagédo dos niveis séricos de IL-10 entre 0s grupos
estressados (variavel independente: medicamento); d) comparacéo dos niveis séricos de TNF-a entre
0s grupos estressados (variavel independente: medicamento)

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.4 Estrutura 6ssea periapical por micro-CT

Foi observada uma diferenca estatistica em relagdo ao volume e area de
lesdo periapical na comparacao entre 0s grupos controle, uma vez que o grupo NS
apresentou valores médios significativamente menores que 0s animais estressados
do grupo SS (p = 0,03 e p = 0,015, respectivamente) (Figura 18). Em relagcdo aos
animais estressados, todos os grupos medicados apresentaram lesdes periapicais
significativamente menores, em volume e area, comparados ao grupo SS (p = 0,003

e p < 0,0001, respectivamente). Na Tabela 5, estdo descritos os valores médios e

59



desvio padrdo de cada parametro analisado. Nao houve diferenca estatistica em

nenhuma das comparacdes em relacdo a proporcdo de volume total e volume de

leséo (BV/TV).

Tabela 5 — Valores obtidos em relacdo aos diferentes parametros analisados por
micro-CT representados pela média e desvio padréo (DP) de cada grupo

Volume de " ~ ~
Lesdo Area de Leséo Proporcéao
Grupos o Periapical BVITV
Periapical (mm?) (%)
(mm?)
NS 3,33+ 0,56 32,30 £ 5,55 76,11 £ 3,11
SS 4,53 +1,20 42,11 + 8,09 73,71 £ 8,07
SF Még;)a 301+105  2849+549 72,84+11,76
+
SP 3,20 £ 0,69 29,11 + 3,87 75,32 £ 5,10
SFP 2,40 +£0,70 25,06 + 4,18 71,89 + 6,88

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 18 — Representacdo grafica da estatistica inferencial referente aos valores

dos parametros analisados por micro-CT
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Legenda: BV: bone volume; TV: tissue volume; a) comparacdo do volume de lesdo periapical entre os
grupos controle (variavel independente: estresse); b) comparacao do volume de leséo periapical entre
0s grupos estressados (variavel independente: medicamento); c) comparacdo da area de lesdo
periapical entre os grupos controle (variavel independente: estresse); d) comparacado da area de
lesdo periapical entre os grupos estressados (variavel independente: medicamento); €) comparacao
da proporgcdo BV/TV entre os grupos controle (variavel independente: estresse); f) comparacdo da
proporcao BV/TV entre os grupos estressados (variavel independente: medicamento).

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.5 Andlise histoldgica
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A evidéncia de inflamacéo foi observada em todos os grupos (Figura 19 A-J).
Todos o0s grupos apresentaram lesdo periapical estabelecida composta
predominantemente de um infiltrado inflamatorio crénico. As lesGes periapicais foram

principalmente restritas a regido periapical e apresentaram caracteristicas do
granuloma periapical.



Figura 19 — Representacédo dos aspectos histolégicos de cada grupo apos coloragao
com hematoxilina e eosina
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Legenda: a, b) infiltracao cronica leve de células inflamatérias na regido periapical do grupo NS; c, d)
infiltracdo crénica intensa de células inflamatérias na regido periapical do grupo SS; e, f) infiltracéo
cronica leve de células inflamatorias na regido periapical do grupo SF; g, h) infiltrac@o crénica leve de
células inflamatdrias no grupo SP; i, j) infiltracdo crénica moderada de células inflamatérias na regido
periapical do grupo SFP.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Histologicamente, o infiltrado inflamatério do grupo SS foi mais severo do
que o do grupo NS (p = 0,04) além de apresentar maior extensdo de infiltrado
inflamatoério e maior &rea de reabsorcao 6ssea quando comparado com o grupo NS
(p = 0,02 e p = 0,003, respectivamente) (Figura 20).

A comparacdo entre 0s grupos estressados revelou que o grupo SP
apresentou menor intensidade e extensao de infiltrado inflamatério comparado ao
grupo SS (p = 0,035 e p = 0,042, respectivamente), mas sem diferenca em relacao
aos demais grupos medicados. Em relacdo a area de reabsorcdo 6ssea 0S grupos
SP e SFP apresentaram valores areas de lesdo periapical significativamente
menores comparadas ao grupo SS (p = 0,0002), sendo que o grupo SP ainda foi
estatisticamente diferente comparado ao grupo SF (p = 0,02) (Figura 20). Os valores
dos scores atribuidos para os critérios de intensidade do infiltrado inflamatorio e os
valores médios de cada grupo em relacdo a extensdo do infitrado e area de

reabsorcdo 6ssea estdo descritos na Tabela 6.

Tabela 6 — Valores obtidos em relacdo aos diferentes parametros histologicos
analisados em cada grupo

Extensao do

Intensidade do Infiltrado Area de Lesao S
- 5 infiltrado
Inflamatério (Um?)
Grupos . (L)
Scores Média + DP
1 2 3 4 Mediana
NS 0/8 5/8 3/8 0/8 2 4297 £+ 515,6 92,50 + 45,54
SS 0/8 2/8 1/8 5/8 4 5502 + 801,7 155,6 + 47,60
SF 0/8 4/8 2/8 2/8 2,5 4275 + 1101 102,01 + 35,99
SP 1/8 4/8 3/8 0/8 2 2771 + 1040 111,40 + 37,89
SFP 0/8 1/8 4/8 3/8 3 4155 + 762,7 140,90 + 12,99

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 20 — Representacdo grafica da estatistica inferencial referente aos valores
dos parametros histolégicos avaliados
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Legenda: a) comparagdo da intensidade do infiltrado inflamato6rio entre os grupos controle (variavel
independente: estresse); b) comparacdo da intensidade do infiltrado inflamatério entre os grupos
estressados (variavel independente: medicamento); c¢) comparacdo da extensdo do infiltrado
inflamatério entre os grupos controle (variavel independente: estresse); d) comparagcdo da extenséo
do infiltrado inflamatério entre os grupos estressados (variavel independente: medicamento); €)
comparacdo da area de reabsorcdo entre os grupos controle (variavel independente: estresse); f)
comparacdo da area de reabsorcdo entre os grupos estressados (variavel independente:
medicamento).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.6 Expressdo génica de biomarcadores da reabsorcdo 6ssea e citocinas

inflamatorias por RT-PCR

As amostras 6sseas da regido periapical dos molares superiores foram
obtidas e armazenadas em solucdo de RNA later até o momento de sua utilizacao.

Os resultados da quantificagdo relativa representam a variagdo no nivel de
expressdo dos genes alvos no grupo SS em relacdo a amostra calibradora NS, e
nos grupos experimentais SF, SP e SFP em relagcdo a amostra calibradora SS.
Todas as reacgOes foram feitas em duplicata. Os resultados foram obtidos como
valores relativos da expressdao g@génica (com base na férmula 2-AACT) em
comparacao a um alvo-interno de referéncia, previamente selecionado, e que resulta
em valor 1.

A expressdo relativa dos genes alvos RANK, OPG e TRAP esta
demonstrada na Figura 21. De acordo com os resultados obtidos, a expresséo
génica de RANKL e TRAP foi significativamente mais alta no grupo estressado SS
em relacdo ao grupo NS (p = 0,0183 e p= 0,0053, respectivamente). Ndo houve
diferenca estatistica em relacédo a expressao génica de OPG (p > 0,05). Em relacéo
aos grupos estressados o grupo SF e SP apresentaram uma expressao de OPG
significativamente mais alta em relagcdo ao grupo SS (p = 0,0033 e p = 0,0046,
respectivamente), e o grupo SFP foi o Unico grupo experimental a apresentar uma
supressdo da expressdo génica de RANKL e TRAP, que foi significativamente

inferior em relacéo ao grupo SS (p = 0,0238 e p = 0, 0259, respectivamente).
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Figura 21 - Expressao génica de RANKL OPG e TRAP
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Legenda: a) mudanga na expressao relativa de RANKL, OPG e TRAP no grupo SS em relagdo a
amostra calibradora NS (varidvel independente: estresse); b) mudanca na expresséo relativa de
RANKL, OPG e TRAP nos grupos medicados em relagdo a amostra calibradora SS (variavel

independente: medicamento).
Fonte: Elaborada pelo autor.

Mudanca na express

A expressao génica relativa das citocinas inflamatérias IL-6, IL-10 e IL-17
estd demonstrada na Figura 22. De acordo com os resultados obtidos, a expressao
génica de IL-6, IL-10 e IL-17 foi significativamente mais alta no grupo estressado SS
em relacdo ao grupo NS (p = 0,0029, p = 0,0018 e p = 0,0067, respectivamente). Em
relacdo ao grupo controle SS, todos os grupos medicados SF, SP e SFP
apresentaram menor expressao da IL-6 (p < 0,0001, p < 0,0001 e p = 0,002,
respectivamente). A IL-10 foi menos expressa nos grupos SP (p = 0,0001) e SFP (p
= 0,0017), enquanto a IL-17 foi menos expressa nos grupos SF (p = 0,0228) e SP (p
= 0,0002).
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Figura 22 - Expressao génica das citocinas inflamatérias IL-6 I1L-10 e IL-17
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Legenda: a) mudanca na expressao relativa de IL-6, IL-10 e IL-17 no grupo SS em rela¢do a amostra
calibradora NS (varidvel independente: estresse); b) mudanca na expresséo relativa de IL-6, IL-10 e
IL-17 nos grupos medicados em relacdo a amostra calibradora SS (variavel independente:
medicamento).

Fonte: Elaborada pelo autor.

A expressdo génica relativa da MMP-8 e MMP-13 estid demonstrada na
Figura 23. De acordo com os resultados obtidos, a expressao génica de MMP-8 foi
significativamente mais alta no grupo estressado SS em relacdo ao grupo NS (p =
0,0243) mas nao houve diferenca significativa em relacdo a expressao de MMP-13
no grupo SS em relagcdo ao NS (p > 0,05). Em relacdo aos grupos estressados, 0s
grupos SP e SFP apresentaram menor expressado relativa de ambas MMPs
avaliadas, MMP8 (p = 0,0002 e p = 0,0344, respectivamente) e MMP-13 (p = 0,0002

e p < 0,0001, respectivamente). Nao houve diferenca significativa na expressao
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génica de nenhuma das MMPs avaliadas no grupo SF em relacdo ao grupo SS (p >
0,05).

Figura 23 - Expressao génica de MMP-8 e MMP-13
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Legenda: a) mudanga na expressao relativa de MMP-8 e MMP-13 no grupo SS em rela¢éo a amostra
calibradora NS (variavel independente: estresse); b) mudanca na expresséo relativa de MMP-8 e
MMP-13 nos grupos medicados em relagcdo a amostra calibradora SS (variavel independente:
medicamento).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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6 DISCUSSAO

A endodontia tem ganhado destaque na comunidade cientifica ao longo dos
ultimos anos devido ao aumento de estudos clinicos e em modelos animais com
foco na medicina endoddntica, que visam avaliar a inter-relacdo entre as condi¢cdes
patologicas sistémicas e periapicais. Tais estudos tém demonstrado que alteracdes
sistémicas podem potencializar a patogénese da infecgcdo endodontica, favorecendo
seu desenvolvimento e progressdo (Arya et al., 2017; Samuel et al., 2019). O
impacto do estresse no sistema imunoldgico ja é bem estabelecido na literatura
(Glaser, Kiecolt-Glaser, 2005) e, portanto, uma possivel influéncia do estresse sobre
uma doenca inflamatdria crénica, como a PA, parece plausivel.

O estresse crénico € uma condicdo conhecida por exercer diversos efeitos
sobre a saude, sendo considerado um importante fator de risco para varios
distarbios psicoldgicos, incluindo depressdo e ansiedade (Koob, 1999; McEwen,
2006). Tais condi¢Bes possuem um forte impacto na saude sistémica considerando
gue muitos desses efeitos sdo causados por uma acao direta do estresse sobre o
sistema imunologico (Dhabhar, 2009; Dhabhar et al., 2012; Padro, Sanders, 2014).
Embora inidmeros fatores estejam envolvidos, os principais mediadores dos efeitos
do estresse sdo a norepinefrina e a epinefrina, que sao liberadas pelo sistema
nervoso simpatico, e o hormonio liberador de corticotropina, adrenocorticotropina e
cortisol, que surgem apos a ativacao do eixo HPA (Glaser, Kiecolt-Glaser, 2005).
Como praticamente todas as células do corpo expressam receptores para um ou
mais desses fatores, os hormonios do estresse podem induzir mudangas em quase
todas as células e tecidos, e informa-los sobre a presenca de um estressor. Nesse
sentido, é importante elucidar os mecanismos psicolégicos e bioldgicos pelos quais
0s estressores cronicos enfraguecem a salde ou agravam a doenca, pois isso pode
permitir o desenvolvimento de tratamentos biocomportamentais e farmacoldgicos
destinados a melhorar ou eliminar os efeitos prejudiciais do estresse cronico. Neste
trabalho, além de investigar a influéncia do estresse sobre a patogénese da PA,
também buscou-se avaliar o efeito do medicamento bloqueador beta-adrenérgico
Propranolol, e do antidepressivo da classe dos ISRS, Fluoxetina, bem como sua

associacao.
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6.1 Modelo animal de PA e estresse crbénico

Os modelos animais sdo amplamente utilizados para avaliar os mecanismos
pelos quais diversos fatores ambientais e comportamentais podem interferir na
resposta do organismo. Ratos e camundongos tém sido amplamente utilizados para
avaliar o desenvolvimento de PA induzida (Jara et al., 2018; Kalatzis-Sousa et al.,
2017; Yang et al., 2014). Além de uma microbiota oral semelhante, estes animais
compartilham uma anatomia dentaria similar aos humanos e, portanto, sdo um
modelo adequado para o estudo de lesdes periapicais (Yoneda et al., 2017). Além
disso, a inducdo de PA em ratos permite aos pesquisadores excluirem fatores
extrinsecos que sao dificeis de controlar, caso a investigacédo fosse realizada como
um estudo clinico (Cintra et al., 2016; Dal-Fabbro et al., 2019; Gomes-Filho et al.,
2015; Tani-Ishii et al., 1994). Neste estudo, o modelo de PA empregado tem
respaldo na literatura cientifica sendo amplamente descrito em estudos prévios
(Cintra et al., 2016; Cosme-Silva et al., 2019, 2020; Dal-Fabbro et al., 2019; Gomes-
Filho et al., 2015).

Na ultima década, a associacdo entre transtornos psicossociais e doencas
bucais foi extensivamente pesquisada na literatura cientifica (Mendes et al., 2012;
Monteiro da Silva et al., 1996; Peruzzo et al., 2007). Apesar dos numerosos estudos
epidemioldgicos e experimentais sustentarem uma ligacdo entre a doenca
periodontal e fatores psicolégicos, a relacdo entre a PA e a imunossupressao
induzida por estresse ainda é escassa e necessita uma maior elucidagéo.

Até o momento, existem mais de 20 tipos de modelos animais depressivos,
dentre os quais o modelo de estresse cronico imprevisivel, desenvolvido
originalmente por Willner et al. (1987), € o mais amplamente descrito e validado na
literatura para explorar os mecanismos subjacentes a psicopatologia humana (Jiang
et al., 2013; Zhang et al., 2019, 2012). Neste modelo, 0s animais sd0 expostos a
diferentes estressores, aplicados de modo aleatério, a fim de prevenir a habituacao,
por um periodo que pode variar de 5 a 9 semanas. Este protocolo é conhecido por
induzir uma infinidade de mudancas comportamentais e fisiolégicas caracteristicas

da depresséo e ansiedade, além de ativar os mecanismos inflamatorios, conforme
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documentado em estudos prévios (Blossom et al.,, 2020). Embora o modelo em
questao seja denominado “estresse cronico imprevisivel”’, a literatura revisada cobre
uma gama de procedimentos aparentemente diferentes mas sempre mantendo a
principal premissa de expor 0s animais, diariamente, a uma variedade de
estressores, em uma sequéncia relativamente aleatoria por um longo periodo de
tempo (Willner, 2016).

Ha uma grande variedade de protocolos de estresse crénico imprevisivel
publicados na literatura e, portanto, inconsisténcias em relagcdo aos resultados
imunologicos sdo comumente observadas (Nestler, Hyman, 2010). Entre as
principais razbes para tais contradicbes estdo diferencas inerentes de
suscetibilidade / resisténcia ao estresse em protocolos distintos que podem variar
em termos de duracdo, intensidade e cronicidade. Além disso, Dhabhar e McEwen,
(1997) descreveram varios parametros fisiologicos que podem afetar a funcao imune
in vivo e ressaltam que, dependendo do desenho do experimento, ele pode tanto
potencializar quanto suprimir a resposta imunoldgica.

A fim de caracterizar um modelo animal apropriado para estudar a relacao
deletéria que o estresse crénico poderia exercer sobre a PA, Minhoto et al. (2021)
realizaram um estudo avaliando de forma cronoldgica os efeitos que o estresse
exerce ao longo do desenvolvimento da PA em trés momentos distintos, num
intervalo de 14, 21 e 28 dias. Os autores relataram que o modelo de estresse
cronico imprevisivel aplicado por 6 semanas exacerbou a resposta inflamatéria e
aumentou a perda 0ssea na regido periapical, principalmente aos 21 dias apos a
inducao da PA.

Na presente pesquisa, 0 protocolo de estresse utilizado por Minhoto et al.
(2021) foi igualmente reproduzido, durante um periodo total de 6 semanas de
estresse cronico, utilizando o intervalo de 21 dias de exposicdo pulpar a fim de
confirmar os efeitos nocivos do estresse sobre a PA e testar diferentes abordagens
terapéuticas que possam elucidar o mecanismo subjacente de modulacdo do

estresse sobre a doencga inflamatoria periapical.

6.2 Monitoramento da massa corporal
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Nesta pesquisa, 0 monitoramento da massa corporal dos animais foi tomado
como um dos parametros de estabelecimento do estresse cronico. Ao avaliar a
alteracdo de peso dos animais, observou-se que o ganho de massa corporal nos
animais estressados do grupo SS foi significativamente menor quando comparados
aos animais ndo estressados do grupo NS, corroborando com os achados de
diversos estudos prévios que demonstram que 0S animais expostos ao estresse
crénico imprevisivel apresentam uma perda relativa de massa corporal associada a
um ganho de massa mais lento (Hong et al., 2021; Jiang et al., 2013; Lin et al., 2005;
Luo et al., 2008; Vitale et al., 2009; Willner et al., 1996, 1992). Embora a perda de
peso possa ser atribuida aos periodos de privacdo de comida em que os animais
estressados foram submetidos, outros estudos que excluiram esse tipo de estressor
(privacdo) do modelo de estresse cronico imprevisivel também observaram a perda
de peso significativa entre animais estressados (Bertrand et al., 1997).

Além disso, vale destacar que o0s grupos estressados SF e SFP
apresentaram uma reducao de peso acentuada ao longo das trés primeiras semanas
e um ganho de peso significativamente menor ao final do estudo comparado aos
demais grupos estressados. Este resultado corrobora com diversos estudos na
literatura que descrevem a perda de apetite e reducdo de peso como uns dos
principais efeitos colaterais comumente associados ao uso cronico da Fluoxetina,
que € aparentemente mediado pelo impacto da Fluoxetina nas vias de sinalizacdo
da serotonina (Chojnacki et al., 2015; Curzon et al., 1997; Voznesenskaia et al.,
2000). A Fluoxetina inibe seletivamente a captagcédo de serotonina in vitro e in vivo e,
portanto, aumenta a funcdo serotonérgica, levando a uma diminui¢do na ingestédo de
alimentos a partir da primeira dose e uma diminuicdo no peso corporal ou no ganho
de peso apés multiplas doses de Fluoxetina (Fuller, Snoddy, 1986; Wong et al.,
1985). Por outro lado, o grupo SP apresentou uma alteragéo de peso semelhante ao

grupo controle SS.

6.3 Dosagem hormonal de biomarcadores de estresse
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O eixo HPA desempenha um papel fundamental no sistema neuroenddocrino
e participa diretamente na regulacdo e adaptacdo da resposta do organismo frente
ao estresse fisico ou psicolégico. A hiperatividade do eixo HPA € uma das principais
alteracdes fisiopatologicas associadas ao transtorno depressivo (Holsboer, Barden,
1996). No processo patologico de depressao, o eixo HPA exibe um estado hiperativo
e 0 cérebro inicia uma cascata hormonal (Bangsgaard, Ottesen, 2017; Pariante,
Lightman, 2008). Ativada pelo horménio liberador de corticotropina (CRH), a hipofise
libera ACTH que por sua vez, resulta na secre¢ao de cortisol / corticosterona e
outros glicocorticoides das glandulas adrenais. Esses corticoides envolvem todo o
Corpo na resposta ao estresse e estdo envolvidos no término desta resposta atravées
de um ciclo de feedback negativo para o hipotalamo.

A corticosterona € o principal glicocorticoide liberado pelo coértex das
adrenais de roedores e comumente reconhecido por sua funcdo imunossupressora.
Embora estes horménios sejam os primeiros responsaveis pelo restabelecimento da
homeostase, quando sua producdo se torna prolongada, eles também podem
apresentar efeitos prejudiciais (Herman et al., 2016). Portanto, o estabelecimento do
status de estresse parece ser mais confidvel quando anormalidades na funcéo
adrenocortical e no comportamento sdo usadas como parametros (Ottenweller et al.,
1989). Alguns estudos demonstraram que 0s animais estressados cronicamente
mostram sinais de hiperatividade do eixo HPA, incluindo hipertrofia adrenal (Muscat,
Willner, 1992) e hipersecrecdo de corticosterona (Ayensu et al., 1995). Portanto,
neste trabalho, além do monitoramento da massa corporal dos animais, dosagens
séricas de horménios relacionados ao estresse foram realizadas a fim de explorar
possiveis mecanismos envolvidos no quadro de estresse.

A corticosterona foi primeiramente avaliada através do teste de
radioimunoensaio, uma técnica amplamente utilizada nas dosagens hormonais de
diferentes espécies, e reconhecida por sua eficiéncia e aplicabilidade (Bekhbat et al.,
2018). No entanto, de acordo com os resultados do presente estudo, n&o foi
observada qualquer diferenca entre os grupos em ambas as comparacdes, tanto
entre 0os grupos controle, quanto entre 0s grupos estressados em relacdo aos niveis
séricos de corticosterona. A deficiéncia do protocolo de estresse crénico imprevisivel
em aumentar os niveis de corticosterona em ratos adultos jovens (3 meses de idade)

contrasta com relatos que indicam que o estresse cronico induz niveis elevados de

74



glicocorticoides (Herman et al., 1995; Ulrich-Lai et al., 2006). Portanto, a auséncia de
diferenca entre os grupos controle NS e SS conflita com os resultados obtidos em
outros estudos anteriores que também utilizaram a corticosterona como parametro
indicativo de inducéo de estresse (Lowrance et al., 2016). Segundo Bekhbat et al.
(2018), a escolha de um ensaio para determinar os niveis de corticosterona pode
impactar diretamente a interpretacdo dos dados e, conseqguentemente, as
conclusbes obtidas em relagdo a resposta enddcrina de um modelo animal de
estresse. Embora exista uma forte correlagdo entre os diferentes métodos
existentes, além da variacdo dindmica de concentracbes fisioldgicas de
corticosterona, as variaveis de pré-tratamento da amostra, sensibilidade do ensaio,
intervalo da curva padrao e exposicdo a temperatura ambiente especifica para cada
ensaio, podem contribuir para a variabilidade entre os resultados (Bekhbat et al.,
2018).

A fim de validar os resultados obtidos pelo radioimunoensaio e aprofundar a
investigacdo em relacdo ao comportamento enddcrino, optamos por realizar uma
nova dosagem hormonal através do teste de imunoensaio multiplex, utilizando o
meétodo de deteccédo fluorométrico (Luminex XMAP). Esta técnica utiliza um formato
de imunoensaio de esfera magnética para velocidade e sensibilidade especificas
gue permitem a quantificacdo de varios analitos de forma simultanea, melhorando
drasticamente a produtividade e permitindo a conservacdo de um volume
consideravel de amostra. Assim, o kit para roedores MILLIPLEX® MAP foi usado
para a quantificacdo de outros hormdnios relacionados ao estresse que contém
outros analitos além da corticosterona, como o ACTH e a melatonina.

Em relagdo a corticosterona, os resultados observados no imunoensaio
multiplex estavam em consonancia com os resultados previamente obtidos pelo
Radioimunoensaio, e, portanto, ndo foi encontrada diferenca entre os niveis de
corticosterona dos ratos do grupo controle ndo-estressado (NS) e estressado (SS).
Os resultados obtidos em nosso estudo estdo de acordo com o estudo de José
Jaime et al. (2016), que utilizaram um protocolo de estresse cronico semelhante ao
aplicado nesta pesquisa e também relataram a auséncia de significancia estatistica
entre os animais do grupo controle e estressado.

Em contraste com os resultados aqui apresentados, existem diversos

estudos nos quais 0s animais expostos a varias semanas de estresse cronico
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mostraram niveis elevados de corticosterona em comparacdo com 0sS animais nao
estressados (Bachis et al., 2008; Grippo et al., 2005; Konkle et al., 2003; Zheng et
al., 2006). No entanto, é importante ressaltar que em tais estudos os autores
também observaram alteracbes comportamentais tipicas da depressdo, como a
anedonia, o que néo foi levado em consideracdo na presente pesquisa. Embora
fosse esperado que o protocolo de estresse cronico aumentasse 0S niveis
plasmaticos de corticosterona (Goshen et al., 2008; Kvarta et al., 2015), existem
diversos relatos na literatura de que este modelo induziu comportamentos tipicos de
depressdo e anedonia, mesmo na auséncia de uma elevacdo detectavel da
corticosterona plasmatica (Remus et al., 2015; Willner et al., 1987).

Os resultados conflitantes sugerem uma possivel habituacdo dos animais
aos estressores empregados no cronograma de estresse crénico imprevisivel,
reforcando a ideia de que os picos de corticosterona sdo produzidos em resposta ao
inicio de cada estressor individual (Magarifios et al., 1996; Sapolsky et al., 1984).
Este dado reforca a premissa de que o momento especifico de obtencdo das
amostras sanguineas para analise hormonal é um fator critico para interpretacdo dos
resultados. Além disso, a variacdo na intensidade dos estressores, bem como o
intervalo de tempo entre os estressores aplicados ao longo do dia também séo
fatores que podem atenuar o acumulo de consequéncias fisiolégicas ao longo do
tempo (Cavigelli et al., 2018). Corroborando este raciocinio, uma das regras de
habituacdo que parecem governar a adaptacdo a um estressor cronico afirma que “a
reducdo progressiva das respostas a um estimulo repetido esta negativamente
relacionada a sua intensidade” (Armario et al., 2008). Segundo Cavigelli et al.
(2018), estimulos estressores moderados quando aplicados de forma dispersa
(manh&/tarde/noite) podem exercer um menor impacto fisiolégico do que os
estressores que ocorrem mais proximos no tempo. De acordo com 0s autores, uma
distribuicdo temporal mais espagada entre a aplicacéo dos estressores pode permitir
tempo suficiente para que os efeitos especificos de cada estressor se dissipem
antes que ocorram outros estressores, atenuando o acumulo de consequéncias
fisioldgicas ao longo do tempo (Cavigelli et al., 2018). No estudo de Cavigelli et al.
(2018) os animais que receberam o0s estressores agudos em periodos dispersos
tiveram um declinio atenuado da corticosterona.

Por outro lado, os resultados mostraram que os niveis de ACTH no grupo

76



controle SS foram significativamente mais elevados comparado ao grupo NS. Além
disso, vale notar que na comparacdo entre oS grupos estressados, 0 grupo
medicado com Propranolol foi capaz de reduzir significativamente os niveis de ACTH
em relag&o ao grupo controle estressado SS. Estes resultados demonstraram que o
aumento do ACTH induzido pelo estresse cronico foi revertido pelo tratamento com
Propranolol através de uma mediacgao regulado pelo eixo HPA.

A melatonina, € um hormonio produzido e secretado pela glandula pineal de
forma circadiana, que circula por todo o organismo regulando diversas funcoes
corporais e atingindo niveis maximos durante a fase escura do ciclo claro-escuro
(Cutolo, Maestroni, 2005). A sintese e liberacdo de melatonina séo estimuladas pela
norepinefrina  via receptores betal-adrenérgicos podendo inclusive ser
potencializado pela estimulagdo de receptores alfa-1 adrenérgicos (Brismar et al.,
2009; Klein et al.,, 1983). Consequentemente, o uso de bloqueadores beta-
adrenérgicos como o Propranolol impede que a noradrenalina se ligue a glandula
pineal e deste modo limita a sintese de melatonina (Simonneaux, Ribelayga, 2003).
Neste estudo, apesar da auséncia de significAncia estatistica entre os grupos
controle estressado e ndao-estressado, 0 grupo medicado com Propranolol
apresentou concentracdes séricas significativamente elevadas de melatonina
guando comparadas aos demais grupos SF e SFP. Embora este dado esteja em
conflito com a maioria dos estudos que demonstram niveis reduzidos de melatonina
sob o uso de bloqueadores adrenérgicos, € importante ressaltar que o desenho
deste estudo ndo levou em consideracado a influéncia de bloqueadores adrenérgicos
sobre os niveis de melatonina, visto que atividades fisicas também podem modificar
a secrecdo de melatonina (Buxton et al., 2003). Portanto, considerando que o
cronograma de estresse aplicado na presente pesquisa incluia periodos de atividade
fisica, como a natacdo forcada, uma resposta incomum da sintese e secrecéo
noturna de melatonina pineal frente ao exercicio pode ser esperada (Marrin et al.,
2011).

6.4 Niveis séricos de citocinas inflamatérias
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Diversos estudos indicam que infec¢cdes dentarias, como a PA, podem
potencializar a patogénese de doencas autoimunes, principalmente por aumentar a
infiltracdo de células inflamatérias e os niveis de citocinas séricas (Cintra et al.,
2018, 2014b, 2014a; Cotti et al., 2011).

Neste estudo, o impacto do estresse na saude sistémica dos animais com
PA foi avaliado através da quantificacdo dos niveis séricos de citocinas inflamatorias
também através do imunoensaio multiplex. No entanto, ndo houve diferencas
estatisticas entre os grupos controle NS e SS em relacdo aos niveis séricos das
citocinas inflamatérias avaliadas (IL-1B, IL-6, IL-10 e TNF-alfa). Na comparacéo
entre 0s grupos estressados, apenas a IL-10 se mostrou significativamente mais alta
no grupo SF em comparagao ao grupo SP.

Cintra et al. (2016) mostraram um aumento nos niveis séricos de IL-6, IL-17,
IL-23 e TNF-alfa de ratos com multiplos focos de infeccdo endodéntica. Um ponto
importante a ser considerado é que, na presente pesquisa, ndo foi incluido nenhum
grupo completamente saudavel, ou seja, livre de estresse e lesdo periapical.
Portanto, embora o0 estresse ndo tenha sido capaz de aumentar 0s niveis de
citocinas séricas per se, podemos pressupor que em todos os grupos a inflamacéo
sistémica poderia estar presente, considerando que assim como no estudo Cintra et
al. (2016) os animais tiveram o0s 4 molares expostos na cavidade bucal. Vale
ressaltar que no grupo SF 0s niveis séricos da IL-10 se apresentaram mais
acentuados quando comparados aos demais grupos. Este resultado corrobora com
achados na literatura que sugerem que a Fluoxetina exerce um efeito benéfico na
recuperacdo neuroldgica sensorial mediado pela manutencdo da producdo de
citocina anti-inflamatéria IL-10 (Blatteau et al., 2015; Kubera et al., 2001). A IL-10
representa uma familia de citocinas que inibe a inflamacdo e as respostas
imunologicas (Kwilasz et al., 2015). Sugere-se que a eficacia antidepressiva dos
inibidores seletivos da recaptacao da serotonina, como a Fluoxetina, pode estar
relacionada aos seus efeitos imunorreguladores, aumentando a producgéo de IL-10
por leucocitos no sangue periférico e suprimindo a proporcéo na producéo de IFN-y
para IL-10 (Kubera et al., 2009, 2001; Maes, 2001; Ohgi et al., 2013).

6.5 Avaliacéao histoldgica e microtomografica da lesao periapical
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Os efeitos do estresse crénico na resposta inflamatéria e na reabsorcéo
0ssea na PA induzida em ratos ja foram relatados em estudos anteriores (Gomes et
al., 2019; Khoury et al., 2020; Minhoto et al.,, 2021). Os achados histologicos
observados nesta pesquisa, que foram avaliados 21 dias apds a exposicao pulpar,
sao consistentes com os reportados por Minhoto et al. (2021). Histologicamente, os
animais expostos ao estresse cronico imprevisivel tiveram uma PA mais severa
comparada ao grupo controle ndo-estressado, apresentando maiores escores de
intensidade e extensdo do infiltrado inflamatorio, bem como uma maior area de
perda 6ssea. A intensidade significativa da inflamacdo observada nos grupos
estressados € compativel com varios estudos em animais e humanos que
demonstraram a exacerbacdo de varias condi¢Ges inflamatérias cronicas causadas
pelo estresse (Black, Garbutt, 2002; Kemeny, Schedlowski, 2007).

Além disso, no presente estudo, a reabsorcdo 6ssea foi monitorada através
de uma anélise microtomografica detalhada da propor¢cédo de volume 6sseo/volume
tecidual da area da lesao periapical no terco apical da raiz distal. A micro-CT, € um
método de alta resolucdo, precisdo e bem documentado que fornece uma
quantificacdo tridimensional precisa da perda 6ssea periapical (Khoury et al., 2020;
Michetti et al., 2010). De forma semelhante aos achados histolégicos, a analise por
micro-CT revelou maiores volumes de perda Ossea periapical no grupo controle
estressado. Este dado esta de acordo com o estudo de Minhoto et al. (2021), no
gual o volume de reabsor¢do 6ssea também foi avaliado por meio de micro-CT. Os
autores reportaram uma perda éssea significativa nos animais estressados com 21
dias de exposicao pulpar. Embora Gomes et al. (2019) ndo tenham relatado
diferencas significantes em relacéo a perda 6ssea entre animais estressados e nao
estressados, os autores utilizaram radiografia convencional, que nao reflete a real
extensdo do processo destrutivo e geralmente subestima o tamanho das lesbes
periapicais (Jorge et al., 2008; de Paula-Silva et al., 2009). Além disso, no estudo de
Gomes et al. (2019), os autores avaliaram um periodo relativamente longo (60 dias)
de desenvolvimento das lesdes periapicais. Vale ressaltar que a destruicdo 0ssea é
muito extensa em longos periodos de avaliacdo e isso pode ter dificultado a medicao
precisa das lesbes periapicais (Xu et al., 2019). Khoury et al. (2020) também
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observaram a auséncia de diferencas significativas na perda éssea periapical entre
animais estressados e nao estressados. Porém, apesar do uso de micro-CT, os
autores relataram que a PA foi induzida 4 dias antes do inicio da aplicacdo do
estresse. Nesse caso, pode-se supor que a PA foi avaliada em um organismo no
qual a condicdo de estresse cronico ainda ndo havia sido totalmente estabelecida, o

gue pode explicar a auséncia de achados significativos pelos autores.

6.6 Avaliacdo da expressdo génica de biomarcadores da reabsorcédo Ossea e

citocinas inflamatorias por RT-PCR

A leséo periapical é causada pela interacdo de fatores microbianos e defesa
do hospedeiro na interface entre o canal radicular infectado e o ligamento
periodontal (Nair, 2004). Essa interacdo resulta no recrutamento de células
inflamatdrias, na produgdo de citocinas e enzimas liticas, e na ativacdo de
osteoclastos, causando inflamacdo local e destruicdo de tecidos periapicais
mineralizados e ndo mineralizados, incluindo colageno e outros componentes da
matriz extracelular (Hannas et al., 2007; Nair, 2004; Stashenko et al., 1998).

Com o objetivo de compreender melhor a influéncia que o estresse poderia
exercer sobre os mecanismos moleculares e celulares que regulam a progressao da
lesdo periapical, bem como o efeito da Fluoxetina e propranolol, a expressao de
determinadas citocinas inflamatérias e moléculas relacionadas a destruicdo dos
tecidos periapicais foram avaliadas através de RT-PCR.

A PCR em tempo real se tornou o padrdo para a analise da expresséo
génica de mRNA de um numero limitado de genes. Dada sua grande faixa dinamica
de quantificacdo linear, alta velocidade, sensibilidade (baixa entrada de modelo
necessaria) e resolucédo (pequenas diferencas podem ser medidas), este método é
perfeitamente adequado para validacdo de resultados de triagem de expressdo de
“‘microarranjos” de DNA em um painel de amostra independente e maior, e para
estudos com um numero selecionado de genes-alvos ou constitutivos de um
determinado desenho experimental.

No entanto, uma das etapas mais importantes em RT-PCR é a escolha de
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um método de normalizacdo adequado. O melhor e mais comum método utilizado
para a analise de mudancas relativas na expressdo de mRNA de genes alvo é a
quantificacdo paralela de genes de referéncia padréo. O gene de referéncia ou
controle enddgeno € qualquer gene que nao altere seu nivel de expressao em todas
as amostras do estudo, sendo utilizado para normalizar as quantidades dos genes
alvos numa quantificacao relativa de expressao génica. Na maioria das vezes, genes
constitutivos ou de referéncia sdo essenciais para a manutencdo das funcbes
celulares basicas, metabolismo, crescimento e multiplicacdo de qualquer tipo de
célula (Suzuki et al., 2000).

Essa estratégia visa eliminar a variacéo introduzida pelo processamento pré-
PCR e PCR. No entanto, foi demonstrado que nenhum gene de referéncia é
verdadeiramente expresso de forma estavel em todos os tipos de condi¢cdes de
cultura ou entre diferentes tipos de células. Assim, € recomendavel sempre usar pelo
menos dois genes de referéncia, a fim de evitar erros substanciais (Bustin et al.,
2009; Nicot et al., 2005). Além disso, é aconselhavel uma avaliagdo cuidadosa dos
genes de referéncias empregados antes do experimento em si, para a determinacéo
do gene de referéncia mais apropriado, uma vez que os niveis de transcricdo podem
variar muito entre os diferentes tecidos e sob diferentes condicfes experimentais.
Para isso, programas de software, como geNorm, BestKeeper e NormFinder, foram
desenvolvidos para realizar a normalizacdo de dados, que auxiliam na escolha do
gene de referéncia mais estavel (Reboucas et al., 2013).

Revendo a literatura em pesquisa odontoldgica, o gene de referéncia mais
comumente utilizado tem sido a B-actina. Kalatzis-Sousa et al. (2014) utilizaram [3-
actina em amostra de tecido correspondente as raizes de molar inferior (incluindo
polpa radicular) e estruturas circundantes (osso, ligamento periodontal) de
camundongos. Wu et al. (2013) também utilizaram B-actina em células do ligamento
periodontal de humanos. Menezes et al. (2008b) usaram B-actina em amostras que
consistiam em granulomas periapicais, cistos e ligamento periodontal. Da mesma
forma, Zivanovic et al. (2021) utilizaram B-actina em lesdes periapicais de ratos e por
fim, apenas o estudo de Matsui et al. (2011) avaliaram o nivel de expressao génica
em lesdes periapicais de ratos utilizando o GAPDH como gene de referéncia. Vale
ressaltar que nenhum dos estudos acima escolheu o gene de referéncia testando

um painel de possiveis genes de referéncias nas amostras examinadas. A literatura
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revisada sobre os diversos estudos relacionados a lesdes inflamatorias periapicais,
demonstra que poucos deles utilizam gPCR, e nenhum deles menciona a realizacéo
de um teste para determinacdo de gene de referéncia que seja mais apropriado
antes de conduzir um experimento. Na presente pesquisa, trés diferentes genes de
referéncia, GAPDH, B-actina e B2M, foram previamente testados e apods analise em
software especifico o gene GAPDH foi escolhido como o gene constitutivo mais
apropriado para as amostras aqui utilizadas.

Os resultados obtidos em relagdo a quantidade e pureza do RNA extraido
(relacdo 260/280 nm) mostraram que todas as amostras eram satisfatérias para o
processo de transcri¢cao reversa confirmando que o RNA total extraido de amostras
do tecido periapical ndo estava completamente degradado e ainda pdde ser usado
para analise quantitativa de PCR. Sabe-se que os primers que geram amplicons
longos em comparacdo com 0s curtos ndo levam a uma alta eficiéncia de
amplificacdo quando o RNA ¢é extraido de amostras Osseas. Portanto, para
maximizar o sucesso na amplificacdo de RNA que poderia estar levemente
degradado, escolhemos amplificar sequéncias curtas, com comprimentos de 80-200
pares de bases.

As citocinas desempenham um papel importante nas respostas inflamatorias
e Iimunoldgicas relacionadas ao metabolismo 0sseo. Indmeros estudos ja
demonstraram a producdo de citocinas em lesGes periapicais e o equilibrio entre
mediadores pré e anti-inflamatérios € determinante para o resultado da reabsorcéo
em doencas caracterizadas pela destruicdo 6ssea, incluindo a PA (Coli¢ et al., 2009;
Danin et al., 2000; Silva et al., 2007).

A IL-6 é uma citocina que desempenha um papel fundamental nas respostas
imunoldgicas sendo considerada uma citocina pro e anti-inflamatéria. Sua producéo
ocorre durante a inflamacdo e ap6s a secrecdo do TNF-alfa e da IL-1. Esta
interleucina € uma citocina multifuncional sintetizada em resposta a estimulos como
infecgcdo e trauma (Kishimoto et al., 1995) por uma variedade de células como
macrofagos, neutroéfilos, queratinocitos, fibroblastos e células endoteliais (Matsuki et
al., 1992). De acordo com os resultados obtidos nesta pesquisa, a expressao génica
das citocinas IL-6, IL-10 e IL-17 estavam significativamente mais altas nos grupos de
ratos estressados em relagdo ao grupo controle NS. A comparacdo entre 0S grupos

estressados indicou que todos os grupos medicados foram capazes de inibir a
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expressdo de IL-6 e IL-10, com excecdo do grupo SF que ainda assim apresentou
uma expressao elevada de IL-10, que é considerada uma citocina anti-inflamataria.
Por outro lado, ambos os grupos SF e SP apresentaram uma inibicao significativa da
IL-17, que é uma citocina pro-inflamatdria associada & manutencdo da integridade
tecidual sendo que o nivel desregulado de IL-17 pode levar a hiper inflamacéo
(Xiong et al., 2019). Dessa forma, a superproducdo patolégica de IL-17 pode
desencadear inflamagfes excessivas culminando em lesdes teciduais significativas,
além de atuar sinergicamente com outras citocinas inflamatoérias, como TNF-alfa, IL-
1B e IFN- y, que levam a regulacéo positiva de mediadores inflamatérios, como IL-6
e IL-8 (Chen, Kolls, 2017). Além disso, a IL-17 regulada positivamente promove a
resposta inflamatéria local e induz a producdo de RANKL, destacando, assim, a
significancia dos efeitos da IL-17 na perda 6Ossea inflamatéria (Chakravarti et al.,
2009; Gaffen, 2004). Verificou-se, no entanto, que a associacdo da Fluoxetina e
propranolol pareceu nao surtir efeito na expressdo dessa citocina quando
comparada relativamente aos grupos controle SS.

Os mecanismos moleculares relacionados a reabsor¢cdo Ossea séao
controlados principalmente pela interacdo entre o ligante do receptor ativador do
fator nuclear kappa-B (RANKL), o receptor ativador do fator nuclear kappa-B (RANK)
e a osteoprotegerina (OPG), que juntos representam a principal via de sinalizacéo
responsavel pela regulacdo da ativacao e diferenciacéo osteoclastica (Belibasakis et
al., 2013). O RANKL, é expresso pelos osteoblastos e seus precursores imaturos, e
a sua presenca é fundamental para a diferenciacdo e funcdo dos osteoclastos. O
RANKL ativa o seu receptor - o0 RANK, expresso na superficie de osteoclastos e
seus precursores, promovendo a maturacdo e ativacdo dos osteoclastos através do
aumento da expressdo de genes especificos que prolongam a sua sobrevida ao
diminuir a ocorréncia de apoptose (Alliston, Derynck, 2002). A interacdo RANK-
RANKL é por sua vez, contra-regulada pela OPG, uma proteina expressa pelos
osteoblastos que atua como receptor de atracdo para RANKL, regulando
negativamente a diferenciacdo dos osteoclastos, limitando assim a reabsorcao
Ossea (Graves et al., 2011). Portanto, o aumento na expressdao de RANKL e a
reducdo na expressao de OPG, ou seja, uma razdo desequilibrada entre essas
moléculas, tem sido relacionada a progressdo da reabsorcdo Ossea periapical

(Carneiro et al., 2017; Menezes et al., 2008a; Nakashima et al., 2000; Salinas-Mufioz
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et al., 2017). Além disso, estudos prévios relacionaram o aumento de citocinas pro-
inflamatorias, como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina (IL) -1B e IL-6,
com o periodo de reabsorcdo 6ssea ativa, demonstrando que tais citocinas podem
estimular osteoclastogénese e reabsorcdo 6ssea alveolar tanto diretamente quanto
indiretamente através da producdo de RANKL por osteoblastos em tecidos
periapicais (Brito et al., 2012; Gazivoda et al., 2009; Jakovljevic et al., 2015; Wang et
al., 1997). Tais estudos reforcam os achados nesta pesquisa que demonstrou o
aumento da expressdo de mRNA de citocinas pré-inflamatérias como IL-6 e IL-17
nos grupos de animais estressados, também associados ao um maior volume de
reabsorcdo 6ssea periapical.

Uma maior expressdo de TRAP foi observada no grupo controle estressado
SS em relagdo ao grupo NS. Uma vez que a TRAP esta envolvida em diversos
processos como a sintese e degradacdo de colageno (Hayman, 2008), a maior
expressdo de TRAP pode ser parcialmente explicada pela expressdo, também
significativamente mais alta de RANKL no grupo SS. O RANKL é o regulador
positivo para a osteoclastogénese e a OPG atua como um fator inibidor, ligando-se
ao RANK e impedindo a ligacdo RANK-RANKL (Boyce, Xing, 2008). Dessa forma, a
sequéncia de eventos fundamentais para a formacdo do osteoclasto € impedida.
Neste estudo, os valores de OPG permaneceram semelhantes em ambos 0s grupos,
NS e SS, e a menor expressdao de RANKL no grupo nao estressado, explica também
a expressao atenuada de mRNA de TRAP.

Além disso, também foi observado que o grupo que recebeu administracées
diarias da associacdo de Fluoxetina e Propranolol (SFP), apresentou expressao
génica atenuada de RANKL e TRAP, enquanto os grupos SF e SP apresentaram
efeitos moduladores positivos sobre a expressdo génica de OPG. Estes dados
reforcam os dados obtidos pela anédlise de micro-CT na qual o grupo SFP também
apresentou os menores valores de volume de lesao periapical.

De acordo com nossos resultados, a administracédo de um bloqueador beta-
adrenérgico pode prevenir a perda 0ssea periapical por diminuir a reabsorcéao 0ssea,
conforme demonstrados por outros estudos na area da periodontia (Okada et al.,
2010; Rodrigues et al., 2012). Rodrigues et al. (2012) sugerem que os efeitos de
bloqueadores adrenérgicos no metabolismo 0sseo sao parcialmente devidos a

inibicdo de marcadores inflamatorios e da osteoclastogénese, que também foram
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observados na presente pesquisa.

As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo um importante grupo de
enzimas proteoliticas que desempenham um papel central na degradacdo da matriz
extracelular (Broverman et al.,, 1998). As MMPs consistem em cinco subgrupos:
colagenases, gelatinases, estromelisinas, MMPs do tipo membrana e outras MMPs.
Matsui et al. (2011) investigaram as expressdes de MMPs em lesdes perirradiculares
de ratos induzidas experimentalmente e demonstraram que tanto a MMP-8 quanto a
MMP-13 existem em lesfes periapicais de ratos. Segundo os autores, o0s niveis de
expressdo de MMP-8 e MMP-13 aumentaram com a expansao da area da leséo.

No presente estudo, a expressdo de mRNA da MMP-8 foi significativamente
maior no grupo controle SS comparado ao grupo controle ndo estressado NS. Por
outro lado, ndo houve diferencas significativas entre os grupos controle NS e SS em
relacdo a expressao de mRNA da MMP-13. No entanto, vale notar que os grupos SP
e SFP apresentaram o mesmo efeito sobre ambas as MMPs avaliadas
demonstrando uma expressdo génica mais atenuada destas enzimas quando
comparadas ao grupo SS. De acordo com o estudo de Matsui et al. (2011), a
expressdo de MMP-13 foi observada em um estagio anterior a expressao de MMP-8,
sugerindo que a MMP-13 iniciou o desenvolvimento das lesdes perirradiculares e
gque a MMP-8 estava relacionada a sua expansdo. Baseados nestes dados,
podemos supor que O estresse ndo exerceu influéncia durante o inicio do
desenvolvimento das lesdes, mas sSim na sua expansdo, Visto que 0O grupo
estressado expressou maiores niveis de mRNA de MMP-8.

Por fim, verificou-se neste trabalho que o estresse cronico influencia o
desenvolvimento da lesdo periapical uma vez que diferentes marcadores sao
afetados durante esse processo. O modelo animal de estresse utilizado demonstrou
alteracdes pertinentes no ganho de peso dos animais, acompanhado de niveis
elevados de ACTH, culminando na exacerbacéo da inflamagé&o e no agravamento da
perda Ossea periapical, observadas tanto histologicamente como por micro-CT.
Biomarcadores como RANKL e TRAP relacionados a atividade osteoclastica
também se mostraram alterados no grupo controle estressado. Em relagdo as MMPs
que tem primordial participacdo na remodelacdo 0ssea, na reabsor¢do e no reparo,
durante o estresse verificou-se que a MMP-8 estava aumentada, 0 que se mostrou

bastante coerente com os demais resultados uma vez que essa MMP inicia a

85



degradacdo do colageno e promove a atividade e diferenciacdo dos osteoclastos
(Kou et al., 2021). Ainda, foram testados os efeitos dos medicamentos, Propranolol e
Fluoxetina, a fim de “modular” o estresse. O Propranolol, B-bloqueador, que tem
acdo anti-hipertensiva bem reconhecida e potencial efeito na remodelacdo éssea,
nesse estudo mostrou aumentar os niveis de melatonina e diminuir os niveis de
ACTH culminando com diminuicdo do volume da lesdo periapical e do infiltrado
inflamatorio, reflexo do aumento nos niveis de OPG, substancia osteoprotetora.
Ainda foi testado a Fluoxetina, um inibidor seletivo da recaptacdo da serotonina
(ISRS), amplamente utilizado para tratar transtornos depressivos, verificando que
seu efeito aumentou IL-10 e OPG com consequente diminuicdo do volume da lesdo
periapical. Ao associar Fluoxetina com o Propranolol verificou-se diminuicdo na
expressdo de TRAP e RANKL com consequente diminuicdo do volume da lesao
periapical e diminuicdo da intensidade e extensdo do processo inflamatorio
periapical. Sendo assim, o estresse favorece o desenvolvimento de lesbes 6sseas
devido a infec¢do no canal radicular, no entanto estratégias terapéuticas com uso de
substancias moduladoras da destruicdo 6ssea podem indicar uma nova perspectiva
no tratamento da periodontite apical associada a terapia local adequada. Resta
agora saber a influencia do estresse no reparo periapical apds tratamento

endodoéntico bem como o uso de terapias sistémicas associadas.
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7 CONCLUSAO

Foi concluido a partir da presente pesquisa que 0 estresse cronico
influenciou negativamente a patogénese da PA e que ambas as medicacbes
avaliadas, bem como suas associacdes tiveram efeitos positivos na prevencdo da

perda 6ssea e modulacao inflamatdria.
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CERTIFICAMOS, que o protocolo registrado sob o n° 10/2018,
intitulado:- “Avaliagdo da progressdo da lesdo periapical em animais submetidos a
condi¢gbes de estresse e modulagdo inflamatéria através de bloqueador adrenérgico e
inibidor seletivo da receptacdo da serotonina “ sob a responsabilidade de MARCIA
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