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Minhoto GB. Efeito da sinvastatina e do propranolol no desenvolvimento da leséao
periapical de ratos submetidos ao estresse [tese]. Sdo José dos Campos (SP):
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2023.

RESUMO

Uma vez que o estresse crbnico pode estimular o0 sistema nervoso simpético,
diminuindo a resposta imune, favorecendo a perda 6ssea frente a um processo
inflamatdrio, os objetivos deste estudo foram: 1) Avaliar os efeitos de modelos de
inducéo de estresse no desenvolvimento da periodontite apical (P.a) e avaliar o nivel
de estresse gerado pelos mesmos; 2) A partir do melhor protocolo de estresse obtido
foi avaliado o perfil inflamatorio da PA induzida em animais sob condi¢des de estresse,
utilizando sistemicamente a Sinvastatina, Propranolol e a Sinvastatina associada ao
propranolol. Na primeira parte foram utilizados 32 ratos Wistar (N=8) divididos
aleatoriamente em: SE: sem estresse, sem periodontite apical (P.a); SE+P.a: sem
estresse, com P.A; EP+P.a: Estresse previsivel + P.a; EI+P.a: estresse imprevisivel +
P.a. Os animais foram submetidos ao estresse cronico por 42 dias sendo que no dia
21 foi induzida a P.a. Para comprovacéao do estresse foram utilizadas anélises de peso
e comportamentais de campo aberto (CA) e labirinto em y (Y). Foram realizadas
analises micro tomogréfica e histologica para avaliar o efeito de ambas as
metodologias sobre a progressao da P.a. Os dados foram avaliados estatisticamente.
Observou-se que nao houve diferengca no ganho de peso entre os animais SE e
SE+P.a. Em relacdo aos grupos estressados O grupo estresse imprevisivel
apresentou menor ganho de peso quando comparado ao grupo sem estresse. Nos
testes comportamentais, Y e CA observou-se um mesmo padrdo de comportamento
nos animais do grupo SE e SE+P.a (p>0.05). Verificou-se diferencas entre os grupos
SE+P.a e El +P.a no volume da lesao periapical, mas nédo houve diferenca entre os
protocolos de estresse. A Analise histoldgica mostrou maior area de P.a nos animais
do grupo El+P.a o que também foi observado pela analise microtomogréafica. Na
segunda etapa foram utilizados 48 animais divididos em 5 grupos (N=8): SE+P.a: sem
estresse e com P.a; E+SS: Estresse + Periodontite Apical + soro; E+SN: Estresse +
Periodontite Apical + Sinvastatina; E+P: Estresse + Periodontite Apical + Propranolol
e S+SN+P: Estresse + Periodontite Apical + Sinvastatina + Propranolol. O protocolo
de estresse utilizado foi o estresse cronico imprevisivel por 42 dias. Realizou-se
analises de peso e comportamentais de labirinto em y e campo aberto. Apés a
eutanasia foram realizadas as andlises microtomografica e a andlise histoldgica e
histomorfométrica. Os valores obtidos foram analisados estatisticamente.Observou-
se que todos os grupos medicados apresentaram ganho de peso maior do que o grupo
solucdo salina. No grupo Sinvastatina e no grupo Propranolol, os animais
apresentaram maior atividade locomotora do que no grupo Solucéo salina. O volume
da P.a foi significativamente menor nos grupos Sinvastatina e Propranolol quando
comparado ao grupo solucdo salina. Na analise histologica observou-se que a area
da leséo foi significativamente menor nos animais do grupo Sinvastatina quando
comparado ao da solugdo salina, bem como menor intensidade e extensdo do
infiltrado inflamatorio. Concluindo-se que o estresse cronico imprevisivel aumenta a
perda Gssea periapical em animais com PA induzida. Além disso, concluiu-se que
tanto a Sinvastatina quanto o Propranolol reduze o estresse cronico, reduzindo a



perda 6ssea nestes animias.

Palavras-chave: Periodontite apical. Estresse crbnico. Sinvastatina. Propranolol
Microtomografia.



Minhoto GB. Effect of Simvastatin and Propranolol on the development of periapical
lesions in rats subjected to stress [doctorate thesis]. S&o José dos Campos (SP): Séo
Paulo State University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2023.

ABSTRACT

Since chronic stress can stimulate the sympathetic nervous system, decreasing the
immune response, favoring bone loss in the face of an inflammatory process, the
objectives of this study were: 1) To evaluate the effects of stress induction models on
the development of apical periodontitis (P.a) and assess the level of stress generated
by them; 2) Based on the best stress protocol obtained, the inflammatory profile of BP
induced in animals under stress conditions was evaluated, systemically using
Simvastatin, Propranolol and Simvastatin associated with propranolol. In the first part,
32 Wistar rats (N=8) were randomly divided into: SE: without stress, without apical
periodontitis (P.a); SE+P.a: without stress, with P.A; EP+P.a: Predictable stress + P.a;
El+P.a: unpredictable stress + P.a. The animals were subjected to chronic stress for
42 days, and on the 21st, P.a. To prove the stress, weight and behavioral analyzes of
open field (CA) and maze in y (Y) were used. Micro tomographic and histological
analyzes were performed to evaluate the effect of both methodologies on the
progression of P.a. Data were statistically evaluated. It was observed that there was
no difference in weight gain between SE and SE+P.a animals. In relation to the
stressed groups, the unpredictable stress group showed less weight gain when
compared to the non-stress group. In the behavioral tests, Y and CA, the same pattern
of behavior was observed in animals from the SE and SE+P.a groups (p>0.05). There
were differences between groups SE+P.a and El +P.a in the volume of the periapical
lesion, but there was no difference between the stress protocols. The histological
analysis showed a greater area of P.a in the animals from the EI+P.a group, which was
also observed by the microtomographic analysis. In the second stage, 48 animals were
divided into 5 groups (N=8): SE+P.a: without stress and with P.a; E+SS: Stress +
Apical Periodontitis + serum; E+SN: Stress + Apical Periodontitis + Simvastatin; E+P:
Stress + Apical Periodontitis + Propranolol and S+SN+P: Stress + Apical Periodontitis
+ Simvastatin + Propranolol. The stress protocol used was unpredictable chronic
stress for 42 days. Weight and behavioral analyzes of y-maze and open field were
performed. After euthanasia, microtomographic analysis and histological and
histomorphometric analysis were performed. The values obtained were statistically
analyzed. It was observed that all medicated groups had greater weight gain than the
saline group. In the Simvastatin group and in the Propranolol group, the animals
showed greater locomotor activity than in the Saline group. The BP volume was
significantly lower in the Simvastatin and Propranolol groups when compared to the
saline group. In the histological analysis, it was observed that the area of the lesion
was significantly smaller in the animals of the Simvastatin group when compared to
the saline solution, as well as lower intensity and extension of the inflammatory
infiltrate. Concluding that unpredictable chronic stress increases periapical bone loss
in animals with induced AP. In addition, it was concluded that both Simvastatin and
Propranolol reduce chronic stress, reducing bone loss in these animals.

Keywords: Apical periodontitis. Chronic stress. Simvastatin. Propranolol. Microtomography.



1 INTRODUCAO

A periodontite apical € uma doenca associada a infeccdo de longo prazo do
canal radicular, causando uma resposta imune inflamatoéria dos tecidos periapicais
(Sigueira, Récas, 2007). A interacdo complexa entre bactérias e a defesa do
organismo leva a destruicdo destes tecidos da regidao apical (Segura-Egea et al.,
2015). Estas lesbes podem ser identificadas através da rarefacdo 6ssea periapical
visivel radiograficamente também chamada de periodontite apical (PA). Embora as
bactérias por si s agridam diretamente o tecido periapical, através da liberacdo de
toxinas, a inflamacdo representa uma resposta imunopatoldgicas, guiadas por
mediadores quimicos inflamatorios (Graves et al., 2011; Francisconi et al., 2016).

Os mediadores quimicos sdo conhecidos como citocinas inflamatorias, que
sao reguladas de acordo com o sistema imunolégico do hospedeiro (Jakovljevic et al.,
2015). Estes mediadores podem ser pro- inflamatérios ou anti-inflamatérios, de acordo
com o0s receptores atingidos e o0s mecanismos desencadeados. Além disso,
alteracOes na producéo de citocinas sao correlacionadas com alteragdes no sistema
RANK/RANKL/OPG que regulam a diferenciacao e ativacdo dos osteoclastos.

O excesso da liberagdo das citocinas pré-inflamatérias e do aumento da
propor¢do RANKL/OPG no organismo podem dar inicio ou potencializar a patogénese
de diversas doencas que sdo ativadas e exacerbadas pelos mesmos mediadores
inflamatorios no organismo (Brod et al., 1991). Na area da endodontia, diversas
alteracdes sistémicas com o envolvimento da liberacdo das mesmas citocinas, estéo
sendo estudas em associacao as periodontites apicais, como: diabetes (Segura-Egea
et al., 2015, 2019; Pérez-Losada et al., 2020), doencas cardiovasculares (Chauhan et
al., 2019), osteoporose (Ayed et al., 2018), entre outras. Verifica-se portanto que o
aumento da liberacdo de citocinas inflamatérias nas doencas sistémicas possui
relacdo com as periodontites apicais. Devido ao aumento de casos de estresse e
depressdo no mundo moderno, o estudo do envolvimento de doencas psicossociais
nas periodontites apicais também se faz necessario.

O estresse é caracterizado por uma ameaca potencial ou real que requer
mudancgas comportamentais (Joéls, Baram, 2009). Apesar do estresse ser uma

reacao fisioldégica, em excesso pode trazer maleficios ao organismo, pois causa
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estimulacdo excessiva do sistema nervoso simpatico que por sua vez leva a uma
diminuicdo da respostaimune (Lu et al., 2014a). Apesar de ser observada a correlacao
entre o estresse e a progressado das doencas periodontais, na area da endodontia
apenas trés estudos que avaliam a relagcéo do estresse com as periodontites apicais,
sendo que 2 estudos mostram essa relacado (Gomes et al., 2019; Khoury et al., 2020;
Minhoto et al., 2021).

Khoury et al. (2020) utilizaram modelo de estresse crénico imprevisivel e
realizaram a inducdo do estresse quase concomitante a inducdo da periodontite
apical. Além disso, foi analisado apenas um periodo de eutanasia, de 32 dias. Os
autores ndo observaram uma influéncia direta do estresse na lesdo periapical embora
tenham notado uma menor atividade osteoclastica com o uso de uma medicacao beta-
bloqueadora adrenérgica (propranolol), confirmando a participacdo do sistema
nervoso no metabolismo 6sseo (Khoury et al., 2020).

Gomes et al. (2019) utilizaram modelo de estresse cronico previsivel mediado
pelo condicionamento ao medo, através de uma caixa de condicionamento com
choque nos pés dos animais, a inducdo do estresse teve inicio quase que
concomitante a inducéo da leséo periapical e o periodo de analise foi de 56 dias. Os
autores verificaram diferenca histolégica da area da lesdo periapical mas nao
observaram diferenca na estrutura 6ssea através da analise radiografica, ndo sendo
avaliada a estrutura 6ssea de forma tridimensional através da microtomografia
computadorizada (Gomes et al., 2019).

Embora a influéncia do estresse sobre a periodontite apical, ndo tenha sido
devidamente comprovada, acredita-se que a divergéncia de resultados entre os
trabalhos existentes se justifique pelas diferencas metodologicas de inducdo de
estresse e no desenho do estudo uma vez que em ambos o0s estudos 0s autores
induziram a lesdo periapical concomitante a inducao de estresse.

Considerando que o desenvolvimento de ambas as condi¢des, estresse e
periodontite apical, possuem diferentes cinéticas de desenvolvimento, consideramos
a importancia de estudar o desenvolvimento da periodontite apical em um organismo
com quadro de estresse previamente estabelecido. Diante disso, em nosso ultimo
trabalho, investigamos o efeito do estresse cronico durante o desenvolvimento da
leséo periapical em diferentes periodos de eutanasia. Observamos que ap6s 21 dias

da inducéo da periodontite apical, o volume, bem como a area da lesao periapical é
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significativamente maior; o infiltrado inflamatério é predominantemente severo e ha
maior numero de células osteoclasticas na periferia do 0sso nos animais estressados
(Minhoto et al., 2021).

No entanto, sabe-se que a resposta ao estresse € muito complexa uma vez
que diversos mediadores quimicos relacionados ao estresse tém sido descritos na
literatura, incluindo neurotransmissores (por exemplo, noradrenalina e serotonina),
peptideos [por exemplo, hormonio liberador de corticotropina (CRH), outros membros
da familia CRH e vasopressina] e hormoénios esterdides (por exemplo, cortisol em
humanos e corticosterona em roedores). Como consequéncia da existéncia de
multiplos mediadores, existem também diversos nichos de acéo especifica para cada
mediador e a interacdo entre eles é que regula a notavel capacidade do cérebro de
responder, e se adaptar, a um ambiente dindmico. Segundo Joels e Baram (Joéls,
Baram, 2009), o padrdo e a magnitude da resposta do hospedeiro frente ao estresse
podem ser influenciados por diversos fatores como a duracdo da exposicdo ao
estresse (agudo ou crbnico) e o tipo de estresse (fisico, quimico ou psicologico). A
grande variedade de tipos e contextos de estresse (historico genético, a idade e sexo
do animal estressado) bem como fatores adicionais, como o ponto no ritmo circadiano
em que o evento estressante ocorre, podem exercer diferentes efeitos em relacéo a
liberacdo hormonal e fungdes imunes, o que reforca a complexidade desse fendbmeno
fisioldgico sobre o organismo e no desenvolvimento de enfermidades (Ostrander et
al., 2006; Dumitrescu, 2016).

Na literatura os modelos de estresse variam de acordo com algumas
caracteristicas que se referem a natureza (psicoldgico, quimico ou fisico), intensidade
(agudo ou cronico) e duracdo do estresse, podendo, portanto, influenciar nos
mediadores que sao liberados por diferentes estressores bem como a suas
consequéncias. Trow et al. (2019), propuseram avaliar as diferencas nos
comportamentos dos animais submetidos ao estresse cronico previsivel e
imprevisivel. A hipitese testada era de que o estresse imprevisivel levaria a um
estresse generalizado com alteragbes comportamentais mais significativas, e que
impediriam a adaptacdo dos animais aos estimulos estressores. Diferente do que eles
esperavam, o estresse imprevisivel ndo mostrou um efeito de medo generalizado,
diferente do que foi observado no modelo de estresse previsivel condicionado por

medo. Em vista dessa complexidade os autores ressaltam que o envolvimento de
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tantos componentes, bem como a interacéo entre diferentes mediadores, justifica a
variabilidade de distarbios relacionados ao estresse como depressdo, medo e
ansiedade (Trow et al., 2019).

Estudos recentes na area da neuroimunologia mostraram que a acao de
algumas medicacdes, como a 3-Hidroxi-3-Metilglutaril- Coenzima A Redutase
(estatinas), podem inibir uma série de processos inflamatérios conhecidos por
causarem danos cerebrais (Balduini et al., 2003; Chen et al., 2007). Além disso,
mostram inibicdo da ativacdo da micrdglia e astrécitos apés injurias como o estresse
(Lindberg et al., 2005). As estatinas sdo uma classe de agentes redutores de colesterol
utiizadas para tratamento de dislipidemia e reducdo do risco de doencas
cardiovasculares (Lei et al., 2014). A administracdo desta substancia tem mostrado
atenuar comportamentos depressivos por meio da inibicdo da ativagdo da microglia
com diminuicdo da liberagédo de citocinas inflamatdrias, por meio da inibicdo da via
RANK/RANKL/OPG (Yu et al., 2019).

Yu et al. (2019) concluiram também que a administracdo de 20mg/kg/dia de
Sinvastatina em animais preveniu 0 comportamento depressivo, além de prevenir a
neuroinflamacédo induzida pelo estresse cronico, pela supressdo da atividade da
microéglia e levando a diminuicao da liberac&o de citocinas pro inflamatoérias(Yu et al.,
2019).

Durante esta ultima década, diversos sdo os estudos que mostram uma
correlacéo do efeito da Sinvastaina no combate ao disturbio de ansiedade, depressao
e estresse (Shadmehr, Khademi, 2013; ElBatsh, 2015; Naserzadeh et al., 2019).
Shadmehr e Khademi em 2013 mostraram que a Sinvastatina tem o potencial de
reducédo da expressdo de RANKL e o aumento da expressdo de OPG em lesGes
periapicais induzidas em ratos (Shadmehr, Khademi, 2013). Sendo assim, este
farmaco alia sua acdo anti-inflamatoria a acdo antidepressiva e sobre o0 estresse
(Yokoyama et al., 2004; Abeles, Pillinger, 2006). Kwan et al. (2014) realizaram um
estudo com a finalidade de observar seu efeito antidepressivo e de controle da
ansiedade em ratos. Observaram que ap0s 4 semanas 0sS animais encontravam-se
estressados, o que foi comprovado por meio da analise comportamental. Entretanto,
estas alteragcbes comportamentais foram revertidas através da administracdo de
Sinvastatina, sugerindo que esta medicacdo possui resultados semelhantes aos

antidepressivos (Kwan et al., 2009).
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ElBatsh (2015) avaliou o efeito antidepressivo da Sinvastatina em animais
diabéticos, que apresentavam alteracdes comportamentais como, maior tempo de
imobilidade; este efeito foi revertido pela acdo da Sinvastatina. Além disso, mostrou
reducdo nos niveis sanguineos de corticosterona. Concluiu-se que esta medicagéo
tem acado antidepressiva em ratos diabéticos, através das alteracbes sanguineas de
corticosterona e de serotonina no hipocampo (ElBatsh, 2015). Em outro trabalho,
observou-se através de estudo comportamental de natacédo forcada que os animais
apresentaram comportamento depressivo quando expostos ao traumatismo craniano,
este estado foi revertido através da administragcao da sinvastatina intraperitoneal diaria
(Lim et al., 2017). Além destes efeitos sobre o estresse, estudos mostram que a
sinvastatina tem potencial anti-inflamatoério e na modulacédo do sistema imunolégico
(Yokoyama et al., 2004; Abeles, Pillinger, 2006).

Referente a dosagem de Sinvastatina utilizada em ratos, a literatura
mostra a dosagem variando desde 1 até 20 mg/kg/dia, mostrando os melhores
resultados com a dosagem de 20 mg/kg/dia tanto para os efeitos anti reabsortivos
como antidepressivos.

Uma possivel via de ativagdo da microglia induzida pelo estresse se da
pela ativacdo destas células pela recepcdo de sinais noradrenérgicos no cérebro de
animais estressado, que por sua vez tem a liberacdo aumentada de hormonios
adrenérgicos, principalmente, a noradrenalina. Os estudos mostram que o estresse
pode ser blogueado pela administracdo de um betabloqueador adrenérgico, como o
propranolol (Blandino et al., 2006; Wohleb et al., 2011), que por sua vez, também inibe
a producéo de citocinas pré-inflamatérias em células da microglia (Wang et al., 2010).

Diversos estudos mostram a eficicia da utilizacdo de betabloqueador
adrenérgico (Propranolol) no tratamento de individuos estressados com a finalidade
de diminuir a progressao da perda 0ssea. Logo, estes estudos comprovam a inducao
da perda 6ssea aumentada em individuos estressados a partir do sistema nervoso
simpatico (Yirmiya et al., 2006; Lu et al., 2014a; Haffner-Luntzer et al., 2019a).
Entretanto, os estudos que utilizam o beta bloqueador adrenérgico (propranolol)
utilizam dosagens muito variadas. A partir do levantamento bibliografico das doses
utilizadas verificou-se que a dosagem que mostra controle da perda Ossea
corresponde a de até 1mg/kg/dia. Khoury et al. em 2020, apesar de ser o Unico

trabalho na endodontia que avalia a utilizacdo do propranolol com a finalidade de
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retardar a perda 6ssea nas periodontites apicais, verificaram uma tendéncia a diminuir
o numero de ceélulas osteoclasticas dos animais estressados que receberam
administracdao de propranolol (Khoury et al., 2020). No entanto, estes autores
utilizaram a dosagem de 0,1mg/kg/dia.

Nesse contexto, justificamos o presente estudo diante da necessidade
de dar continuidade na nossa linha de pesquisa, que avalia a relacédo entre o estresse
e a progressao da lesdo periapical uma vez que fatores estressores de ambito
psicolégico e emocional, como o panico, a ansiedade e depressao estdo cada vez
mais presentes na vida humana moderna. Portanto, com base nos estudos citados e
na experiéncia adquirida em nossos estudos prévios, avaliaremos os efeitos do
estresse sobre as lesdes periapicais através da analise de diferentes metodologias de
inducéo de estresse. Além disso, avaliaremos a acdo antidepressiva e antirreabsortiva
de duas medicacdes, Sinvastatina, Propranolol, e sua associacgao.
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7 CONCLUSAO

Apos andlise dos resultados do presente estudo conclui-se que:

1) O estresse cronico imprevisivel induz efeitos comportamentais de estresse cronico

mais significativo que o estresse previsivel;

2) O estresse crénico imprevisivel aumenta a perda 6éssea periapical em animais com

periodontite apical induzida

3) A Administragcdo de Sinvastatina reduz comportamentos compativeis com estresse
crénico em animais submetidos ao estresse crénico imprevisivel, bem como reduz a

perda 6ssea periapical em ratos com periodontite apical induzida;

4) A Administracdo de Propranolol reduz comportamentos compativeis com estresse
cronico em animais submetidos ao estresse cronico imprevisivel, bem como reduz a

perda 6ssea periapical em ratos com periodontite apical induzida.

5) A administracdo de ambas as medicacdes, Propranolol e Sinvastatina, ndo
mostrou alteracdes na perda 6ssea periapical em ratos com periodontite apical

induzida.
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