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Minhoto GB. Estimulacédo do eixo Hipotalamo-hipoéfise-adrenal pelo estresse crénico
e seu efeito na progressdo da lesdo periapical. Sdo José dos Campos (SP):
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2019.

RESUMO

Uma vez que o estresse crbnico pode estimular excessivamente o sistema nervoso
simpatico, levando a uma diminuicéo da resposta imune, favorecendo a perda 0ssea
frente a um processo inflamatorio, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do
estresse cronico na progressao da lesdo periapical induzida e o melhor tempo para
avaliacao da progressao desta lesdo. Quarenta e oito ratos Wistar foram submetidos
a modelo animal de inducéo da leséo periapical através da exposi¢cdo da cavidade
pulpar dos primeiros molares inferiores direito e esquerdo ao meio bucal. Os animais
foram divididos em 2 grupos: com estresse (E) e sem estresse (SE), que foram
subdivididos em 3 subgrupos de acordo com o periodo de avaliacdo da progressao
da lesdo periapical (n=8): grupo estresse em 14 dias de formacao de leséo periapical
(E14); estresse e 21 dias de formacédo de lesdo periapical (E21); estresse e 28 dias
de formacdo de lesdo periapical; sem estresse e 14 dias de formacdo de lesdo
periapical (SE14); sem estresse e 21 dias de formacgao de lesdo periapical (SE28);
sem estresse e 28 dias de formacdo de lesdo periapical (SE28). Os grupos de
estresse (E) comecaram a ser submetidos ao estresse cronico 21 dias antes de
iniciar a indugdo da lesdo periapical e foram mantidos nesta condi¢do de estresse
durante todo o experimento.Foram realizadas as seguintes andlises: a) peso dos
animais no inicio e ao final do experimento; b) nivel de corticosterona sanguinea
para confirmacao do estresse; c¢) microtomografia para avaliacdo da progressao da
lesdo; d) Andlise histolégica e histomorfométrica; d) Imunoistoquimica para avaliar
expressdo de RANKL e OPG . Os dados foram avaliados pelo software Graphpad
prism 6 utilizando o teste Two Way Anova. A partir dos resultados obtidos observou-
se um menor ganho de peso nos grupos estressados em relacdo aos néo
estressados. A lesdo mostrou-se significativamente maior no grupo estressado com
21 dias de lesao periapical. Nenhuma diferenca estatistica foi observada em relacao
ao infiltrado inflamatério, uma vez que todos o0s grupos apresentaram infiltrado
inflamato6rio moderado. Em relacdo a extensdo da lesdo por meio da avaliacédo
histomorfométrica, observou-se que a lesdo era significativamente maior nos
animais estressados do que nos nao estressados no periodo de 21 dias. Através da
imunohistoquimica nao foi observado diferenca significativa na expressao de RANKL
e OPG (p<0.05). Conclui-se que o estresse cronico influencia na formacéo da lesao
periapical em ratos Wistar, aumentando a perda 6ssea e que o melhor periodo para
esta analise é de 21 dias de progressao da leséo periapical induzida em ratos.

Palavras-chave: Leséo Periapical. Perda 6ssea. Estresse.



Minhoto, GB. Hypothalamus-pituitary-adrenal axis stimulation by chronic stress and
its effect in apical periodontitis progression [dissertation]. Sdo José dos Campos
(SP): Séo Paulo State University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2019.

ABSTRACT

Since chronic stress may excessively stimulate the sympathetic nervous system,
leading to a decreased immune response, favoring bone loss in the face of an
inflammatory process, the aim of this study was to evaluate the effect of chronic
stress on the progression of induced periapical injury and the best time to evaluate
the progression of this lesion. Forty-eight Wistar rats were submitted to an animal
model of induction of periapical lesion by exposing the right and left lower first molar
pulp cavity to the oral environment. The animals were divided into 2 groups: with
stress (E) and without stress (SE), which were subdivided into 3 subgroups
according to the period of evaluation of periapical lesion progression (n = 8): stress
and 14 days of periapical lesion formation (E14); stress and 21 days of periapical
lesion formation (E21); stress and 28 days of periapical lesion formation; without
stress and 14 days of periapical lesion formation (SE14); without stress and 21 days
of periapical lesion formation (SE28); without stress and 28 days of periapical lesion
formation (SE28). Stress groups (E) began to undergo chronic stress 21 days before
the induction of periapical lesion began and were maintained in this stress condition
throughout the experiment. The following analyzes were performed: a) weight of the
animals at the beginning and end of the experiment; b) blood corticosterone level for
stress confirmation; ¢) microtomography to evaluate the progression of the lesion; d)
Histological and histomorphometric analysis; d) Immunohistochemistry to evaluate
RANKL and OPG expression. Data were evaluated by Graphpad prism 6 software
using the Two Way Anova test. From the results obtained it was observed a smaller
weight gain in the stressed groups in relation to the non stressed ones. The lesion
was significantly higher in the stressed group with 21 days of periapical lesion. No
statistical difference was observed in relation to the inflammatory infiltrate, since all
groups presented moderate inflammatory infiltrate. Regarding the extension of the
lesion through histomorphometric evaluation, it was observed that the lesion was
significantly larger in stressed animals than in non-stressed animals in the 21-day
period. Through immunohistochemistry no significant difference was observed in the
expression of RANKL and OPG (p <0.05). It is concluded that chronic stress
influences the formation of periapical lesion in Wistar rats, increasing bone loss and
that the best period for this analysis is 21 days of progression of induced periapical
lesion in rats.

Keywords: Apical periodontitis. Bone loss. Stress.
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1 INTRODUCAO

Lesbes periapicais sdo formadas em decorréncia da infeccdo presente no
interior do canal radicular e é identificada através da rarefacdo 6ssea periapical
visivel radiograficamente. Estas lesGes séo resultantes das reacdes locais de defesa
imune e inflamatdrias contra os agentes bacterianos, levando a uma perda éssea na
regido periapical (Kawashima et al., 1999). A regido da lesédo € representada por
acumulo de células inflamatdrias e imunes (Stashenko et al., 1992) responsaveis por
evitar a disseminacdo da infecgdo, mantendo-a no sistema de canais radiculares,
mas também, contribuindo para a patogénese das lesGes periapicais (Stashenko et
al.,1990).

Alguns fatores como diabetes melitus e tabagismo podem interferir nas
respostas imune e inflamatéria, tendo como consequéncia a progressao da perda
Ossea periodontal (Grossi et al.,, 1994; Preshaw e Bisset 2013;). Fatores
psicossociais, tais como a depressdo e o estresse tem sido relacionado com a
progressdo da doenca periodontal. No entanto,0 mecanismo pelo qual os fatores
emocionais atuam levando ou favorecendo a perda éssea, ainda ndao é bem
elucidado (Boyapati, Wang, 2000; Sabbah et al., 2011).

O estresse é caracterizado por ser uma reacdo do organismo frente a uma
ameaca potencial ou real que requer mudancas comportamentais (Joels e Baram
2009). Apesar do estresse ser uma reacdo fisioldgica, em excesso pode trazer
maleficios ao organismo, pois causa estimulacdo excessiva do sistema nervoso
simpético que por sua vez leva a uma diminuicdo da resposta imune (Lu et al.,
2014). Embora, as bactérias estejam relacionadas a etiopatogénia das doencas
periodontais, a gravidade da doenca ndo é ditada apenas pela presenca das
bactérias e sim pela resposta imune e inflamatéria individual. Uma revisdo
sistematica realizada por Peruzzo et al. em 2007 comprovou a relacdo entre o
aumento da perda Ossea periodontal e 0 estresse cronico. Sendo assim, estresse
ndo € um fator causal da doenca periodontal, porém é um fator modulador da
patofisiologia da doenca (Gasperic, 2002). Porém, até o momento ndo ha estudos

gue correlacionem a perda 0ssea periapical com o estresse.
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O estresse cronico produz ativacdo do eixo hipotalamo-hipofise-
adrena(HPA) e do Sistema Nervoso Simpatico (SNS) (Gasperic et al., 2002).
Durante a ativagdo do eixo hipotdlamo ha liberagdo do fator liberador de
corticotropina, que atinge a hipdfise anterior, onde serd secretado o horménio
cortisol (Breivik et al., 1996) bem como as catecolaminas (adrenalina e
noradrenalina) (Thaker et al., 2006). As catecolaminas sao catalisadas pela enzima
tirosina hidroxilase, que é responsavel por fazer a conversao das catecolaminas em
noradrenalina e adrenalina (Katori et al., 2012). Estas moléculas se ligam aos seus
receptores que sdo conhecidos como receptores adrenérgicos e essa ligacao resulta
da estimulacao do sistema nervoso simpatico (Venkatakrishnan, 2013; Rasmussen,
2011; Lu, 2014), causando inimeros prejuizos para 0 organismo, como 0 aumento
da perda 6ssea. Porém, o0 mecanismo como isso ocorre ainda ndo é bem claro.

Acredita-se que o numero elevado de citocinas, como IL-1, IL-6, IL-11, IL-7 e
TNFa, aumenta a taxa de osteoclastogénese, que por sua vez aumentam a
expressdo de RANKL/ RANK/ OPG (kassem, 2015). Estas citocinas séo liberadas
na regido periapical em resposta a infeccdo pulpar por fibroblastos (Kawashima et
al., 1996). Assim, TNFaq, IL-1 e IL-6 estimulam a diferenciacdo osteoclastica de uma
forma sinérgica e aumentam a producdo de RANKL e OPG (Ragab, 2002; Kwan,
2004). Ou seja, citocinas pro inflamatérias como, IL-1, IL-6 e TNFa estdo associadas
ao aumento da producdo do receptor ativador do fator nuclear Kappa-B ligante
(RANKL), que é a proteinas que regula a osteoclastogénese (Da silva et al., 2012).
Além disto o TNFa, modula RANKL através de um mecanismo autdcrino (Zou, 2001;
Kobayashi, 2000), sendo que a reabsorcdo éssea esta ligada a este mecanismo
RANKL/ RANK/ OPG (receptor ativador do fator nuclear Kappa-p/ ligante do
receptor nuclear Kappa-f/ osteoprotegerina). A ligacdo de RANK com RANKL
impulsiona a diferenciacdo dos pré-osteoclastos, causando entdo a reabsorcao
ossea (Alliston, Derynck, 2002). OPG é um receptor o qual pode-se ligar a RANK-L
e inibir a osteoclastogénese, que € resultante da ligacdo entre RANKL e RANK,
preservando a integridade 6ssea (Alliston, Deryn CK, 2002). Este mecanismo esta
ligado a regulacdo da atividade osteolitica em condicbes normais, as alteragfes
dessas ligacdes estdo associada a perda 0ssea presente em algumas patologias (
Gonzélez Galvan, 2018). A expressao de RANKL e OPG foi demonstrada tanto em

ratos como em humanos com lesdo periapical, sugerindo que o sistema RANKL/
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OPG tem um papel fundamental na progressao das lesdes periapicais (Vernal et al.,
2007; Kawashima et al., 2007; Menezes et al., 2008;).

Muitos estudos vem sendo realizados para se estudar a influéncia do
estresse cronico na progressao da perda 6ssea em casos de periodontite, como no
estudo de Lu et al. (2014), que comparam a perda 0ssea em ratos apos inducdo da
periodontite com e sem estresse, observando que a perda éssea nos ratos
estressados foi significativamente maior do que nos nao estressados, sugerindo que
0 estresse e a ativagdo excessiva do sistema nervoso simpatico podem estar
relacionados a gravidade da doenca.

Portanto, observou-se a correlacdo entre o estresse e a perda 0Ossea,
principalmente relacionada as periodontites. Pesquisa anterior realizada pelo nosso
grupo (Fapesp 2016/05821-0), avaliou a lesao periapical frente ao estresse.
Entretanto, observamos que os resultados obtidos com a metodologia proposta ndo
foram conclusivos, um vez que o estresse iniciava junto com a inducdo da leséo e
também porque nédo se avaliou o desenvolvimento da lesdo em diferentes periodos.
Assim, nesta pesquisa as lesfes serdo induzidas em animais que ja estdo sendo
submetidos ao estresse e avaliarA a progressdo destas lesbes em diferentes
periodos de tempo, podendo elucidar a relacdo entre o estresse e as

periapicopatias, bem como o melhor tempo para avaliar este tipo de leséo.
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7 CONCLUSAO

Apo6s analise dos resultados do presente estudo conclui-se que:

a) O estresse cronico tem influéncia no tamanho da lesdo periapical de

ratos Wistar;

b) O estresse crénico ndo influencia no perfil inflamatoério periapical nas

lesdes;

c) O periodo de 21 dias é o melhor periodo para avaliacdo do efeito do

estresse na progressao da les&o periapical;

d) Ha uma correlacdo nos resultados obtidos entre microtomografia e

analise histoldgica.
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