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IMPACTO SOCIAL DESTA PESQUISA 

 

Diante dos impactos biológicos e sociais que o estresse crônico exerce sobre a 

população, torna-se imprescindível uma compreensão abrangente de todos os 

aspectos fisiológicos envolvidos em seu processo. A análise dos mecanismos de 

interação entre fatores ambientais, psicológicos e biológicos é fundamental e 

beneficia significativamente desde as populações mais vulneráveis, principalmente 

aquelas com distúrbios e desordens ósseas ou correlacionadas.  

 

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH 

 

Given the biological and social impacts that chronic stress exerts on populations, a 

comprehensive understanding of all the physiological aspects involved in this 

process becomes imperative. The analysis of the interaction mechanisms among 

environmental, psychological, and biological factors is fundamental and significantly 

benefits even the most vulnerable populations, particularly those with bone disorders 

or related conditions. 
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RESUMO 

 

 

Morais AX. Avaliação dos efeitos da modulação farmacológica adrenérgica na 
remodelação óssea em modelo experimental animal sob efeito de estresse crônico 
[dissertação]. São José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), 
Instituto de Ciência e Tecnologia; 2025. 

 
 

Para alcançar taxas adequadas de crescimento e remodelação, o tecido ósseo 
depende de vias complexas de sinalização e mecanismos de controle. Nesse 
controle, estão incluídos diversos fatores: mecânicos, parácrinos/autócrinos e 
hormonais. Complementarmente, o sistema nervoso simpático (SNS) também têm 
se demonstrado como um mecanismo de regulação e controle para o osso e o 
periósteo, com base em diversos estudos anatômicos, farmacológicos e genéticos 
focados na sinalização dos receptores adrenérgicos. Dessa maneira, fatores de risco 
nervosos parecem ser importantes para a etiologia de doenças ósseas. O SNS é um 
componente intrínseco do mecanismo de adaptação a situações de estresse, 
supondo-se assim, que possa ter impacto direto na homeostase óssea. Esse estudo 
teve como objetivo analisar a influência do estresse crônico, demonstrando se sua 
presença tem efeitos na estrutura óssea mandibular e se a modulação farmacológica 
com bloqueadores inespecíficos adrenérgicos α e β, podem influenciar o processo 
de remodelação óssea. Foram estabelecidos os seguintes grupos experimentais em 
ratos: Não Estressado (NE); Estressado com injeções de Solução Salina (ES); 
Estressado com injeções de α-bloqueador (EA); Estressado com injeções de β-
bloqueador (EB). Para tanto, foi utilizado modelo animal de indução de estresse 
crônico moderado (aprovado na CEUA sob Parecer nº 01/2016 de 11/03/2016), 
análises radiográficas, microtomográficas, histomorfométricas e imunoistoquímicas 
das hemi-mandíbulas direitas de ratos Wistar (Rattus novergicus). Os dados foram 
analisados por testes estatísticos inferenciais paramétricos e não paramétricos, 
conforme normalidade. Como resultado, a análise qualitativa das reconstruções de 
microtomografias em 3D revelou diferenças morfológicas bastante perceptíveis entre 
os grupos experimentais. Os grupos NE e ES apresentaram volume ósseo 
visivelmente menores, com características semelhantes entre si, enquanto os grupos 
EA e EB demonstraram maior volume da massa óssea mandibular, com aspecto 
qualitativamente superior. Esses achados, embora não avaliados quantitativamente, 
indicam possível tendência da preservação ou aumento da massa óssea em 
resposta à modulação farmacológica do SNS, sendo assim, os dados qualitativos 
mostram a relevância de análises multimodais complementares na avaliação da 
modulação da remodelação óssea. Os dados quantitativos, obtidos por análises 
radiográficas, histomorfométricas e imunoistoquímicas (Osteocalcina, Rank-L e 
Osteoprotegerina), não apresentaram valores estatisticamente significantes entre os 
grupos experimentais. Conclui-se que, nas condições experimentais deste estudo, a 
exposição ao estresse crônico e a modulação farmacológica dos receptores 
adrenérgicos α e β pode não exercer um impacto mensurável na remodelação óssea 
mandibular. 

 
Palavras-chave: osso; estresse crônico; modulação adrenérgica. 
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ABSTRACT 
 
 
Morais AX. Avaluation of the effects of pharmacological adrenergic modulation on 
bone remodeling in an experimental animal model under chronic stress conditions 
[dissertation]. São José dos Campos (SP): São Paulo State University (Unesp), 
Institute of Science and Technology; 2025. 
 
 
To achieve adequate rates of growth and remodeling, bone tissue relies on complex 
signaling pathways and regulatory mechanisms. This control includes various factors: 
mechanical, paracrine/autocrine, and hormonal. Additionally, the sympathetic 
nervous system (SNS) has also been shown to act as a regulatory and control 
mechanism for bone and periosteum, based on various anatomical, pharmacological, 
and genetic studies focusing on adrenergic receptor signaling. Thus, nervous risk 
factors appear to be important in the etiology of bone diseases. The SNS is an 
intrinsic component of the adaptative mechanism to stress situations, and is therefore 
assumed that it may directly impact bone homeostasis. This study aimed to analyze 
the influence of chronic stress and to determine whether its presence affects 
mandibular bone structure, as well as whether pharmacological modulation using 
non-specific α and β adrenergic blockers may influence the bone remodeling 
process. The following experimental groups were established in rats: Non-Stressed 
(NS); Stressed with Saline Solution injections (SS); Stressed with α-blocker injections 
(SA); Stressed with β-blocker injections (SB). A moderate chronic stress induction 
animal model was used (approved by the CEUA under Opinion No. 01/2016 dated 
03/11/2016), along with radiographic, microtomographic, histomorphometric, and 
immunohistochemical analyses of the right hemimandibles of Wistar rats (Rattus 
norvegicus). Data were analyzed using parametric and non-parametric inferential 
statistical tests, according to data normality. As a result, the qualitative analysis of 3D 
micro-CT reconstructions revealed clearly perceptible morphological differences 
among the experimental groups. The NE and ES groups showed visibly reduced 
bone volume, with similar structural characteristics, while the EA and EB groups 
demonstrated greater mandibular bone mass volume, with qualitatively superior 
morphology. Although not supported by statistical significance, these findings 
suggest a potential trend toward the preservation or increase of bone mass in 
response to pharmacological modulation of the SNS. Thus, the qualitative data 
highlight the relevance of complementary multimodal approaches in the assessment 
of bone remodeling modulation. Quantitative data obtained from radiographic, 
histomorphometric, and immunohistochemical analyses (Osteocalcin, RANK-L, and 
Osteoprotegerin) did not show statistically significant differences among the 
experimental groups. It is concluded that, under the experimental conditions of this 
study, exposure to chronic stress and pharmacological modulation of α- and β-
adrenergic receptors may not exert a measurable impact on mandibular bone 
remodeling. 

 
 
Key-words: bone; chronic stress; adrenergic modulation. 
 



10 
 

   
 

LISTA DE FIGURAS 
 

Figura 1 – Delineamento Experimental ........................................................................................... 26 

Figura 2 - Processo de obtenção das imagens radiográficas ..................................................... 27 

Figura 3 - Imagens radiográficas de um dos grupos .................................................................... 28 

Figura 4 - Interface do software GIMP ............................................................................................ 30 

Figura 5 – Seleção da imagem a ser processada ......................................................................... 30 

Figura 6 – Rotação da imagem ........................................................................................................ 31 

Figura 7 – Imagem rotacionada ....................................................................................................... 31 

Figura 8 – Recorte da área de interesse ........................................................................................ 32 

Figura 9 – Ajuste da dimensão da imagem .................................................................................... 32 

Figura 10 – Imagem gerada .............................................................................................................. 33 

Figura 11 – Exportação da imagem ................................................................................................. 33 

Figura 12 – Passo a passo do processamento da imagem ......................................................... 34 

Figura 13 – Aplicação do Filtro Gaussiano ..................................................................................... 34 

Figura 14 – Filtro Gaussiano............................................................................................................. 35 

Figura 15 – Selecionar e abrir a mesma imagem.......................................................................... 35 

Figura 16 – Processamento da imagem ......................................................................................... 36 

Figura 17 – Tratamento da segunda imagem aberta .................................................................... 36 

Figura 18 – Imagens geradas pelo software .................................................................................. 37 

Figura 19 - Inserção do valor 128 para cálculo.............................................................................. 37 

Figura 20 – Processo de binarização da imagem ......................................................................... 38 

Figura 21 – Aplicação de filtro de corrosão .................................................................................... 38 

Figura 22 – Aplicação de filtro de dilatação ................................................................................... 39 

Figura 23 – Inversão da imagem ..................................................................................................... 39 

Figura 24 – Processo de esqueletização da imagem ................................................................... 40 

Figura 25 – Contagem de fractais .................................................................................................... 40 



11 
 

   
 

Figura 26 – Resultado final do processamento ............................................................................. 41 

Figura 27 – Equipamento de microtomografia ............................................................................... 42 

Figura 28 – Escolha do eixo transaxial ........................................................................................... 42 

Figura 29 – Software CTAnalyser .................................................................................................... 43 

Figura 30 – Padronização da ROI ................................................................................................... 43 

Figura 31 – Etapas iniciais do processamento histológico .......................................................... 44 

Figura 32 - Coloração em HE ........................................................................................................... 45 

Figura 33 – Visualização dos campos fotografados ..................................................................... 46 

Figura 34 – Seleção da imagem ...................................................................................................... 47 

Figura 35 - Etapas da planimetria .................................................................................................... 47 

Figura 36 – Medição da distância .................................................................................................... 48 

Figura 37 – Unidade de medida ....................................................................................................... 48 

Figura 38 – Análise da imagem ........................................................................................................ 49 

Figura 39 – Distância entre pixels .................................................................................................... 49 

Figura 40 – Adição do Grid ............................................................................................................... 50 

Figura 41 – Grid .................................................................................................................................. 50 

Figura 42 – Início da contagem de pontos ..................................................................................... 51 

Figura 43 – Resultado da planimetria ............................................................................................. 51 

Figura 44 – Área demarcada para contagem de Osteoclastos ................................................... 52 

Figura 45 – Contagem de Osteoclastos ......................................................................................... 53 

Figura 46 – Osteoprotegerina ........................................................................................................... 55 

Figura 47 – Osteocalcina................................................................................................................... 56 

Figura 48 – RANK-L ........................................................................................................................... 56 

Figura 49 - Histograma de dimensões fractais .............................................................................. 57 

Figura 50 – Região de interesse ...................................................................................................... 58 

Figura 51 – Resultado da reconstrução em 3D ............................................................................. 59 

Figura 52 - Resultados da planimetria ............................................................................................ 60 



12 
 

   
 

Figura 53 – Análise estatística da presença de osteoclastos ...................................................... 61 

Figura 54 – Testes estatísticos entre grupos de OPG .................................................................. 62 

Figura 55 - Testes estatísticos entre grupos de OC ..................................................................... 63 

Figura 56 - Testes estatísticos entre grupos de RL ...................................................................... 64 

Figura 57 – Gráfico comparativo ...................................................................................................... 65 

 



13 
 

   
 

SUMÁRIO 

 
 

1 INTRODUÇÃO ....................................................................................................... 15 

2 REVISÃO DA LITERATURA ................................................................................. 17 

3 PROPOSIÇÃO ....................................................................................................... 23 

4 MATERIAL E MÉTODOS ....................................................................................... 24 

4.1 Delineamento Experimental .............................................................................. 24 

4.1.1 Indução do Estresse Crônico Moderado ...................................................... 25 

4.1.2 Eutanásia ......................................................................................................... 26 

4.2 Radiografias ....................................................................................................... 27 

4.2.1 Índice de Fractal ............................................................................................. 28 

4.3 Microtomografia ................................................................................................ 41 

4.4 Processamento Tecidual .................................................................................. 44 

4.4.1 Histomorfometria ............................................................................................ 45 

4.4.2 Planimetria por contagem de pontos ............................................................ 45 

4.4.3 Contagem de Osteoclastos ........................................................................... 51 

4.4.4 Imunoistoquímica ........................................................................................... 53 

5 RESULTADOS ....................................................................................................... 57 

5.1 Análise Fractal ................................................................................................... 57 

5.2 Reconstrução de Microtomografias em 3D ..................................................... 57 

5.3 Planimetria por contagem de pontos ............................................................... 60 

5.4 Contagem de Osteoclastos .............................................................................. 60 

5.5 Imunoistoquímica .............................................................................................. 61 

5.5.1 Osteoprotegerina ............................................................................................ 61 

5.5.2 Osteocalcina ................................................................................................... 62 

5.5.3 RANK-L ............................................................................................................ 63 

5.5.4 Razão de proporção OPG e RANK-L ............................................................. 64 

6 DISCUSSÃO .......................................................................................................... 66 



14 
 

   
 

7 CONCLUSÃO ........................................................................................................ 72 

REFERÊNCIAS ......................................................................................................... 73 

APÊNDICE ................................................................................................................ 80 

ANEXO ...................................................................................................................... 89 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



15 
 

   
 

1 INTRODUÇÃO 

 

A remodelação óssea é um processo contínuo e dinâmico, pelo qual o tecido 

ósseo trabalha para a manutenção da homeostase do organismo – este equilíbrio 

depende da ação de células como os osteoclastos, responsáveis pela reabsorção e 

dos osteoblastos, responsáveis pela neoformação óssea. Diferentemente da 

reparação óssea, a remodelação não depende exclusivamente de estímulos 

externos para acontecer, ela ocorre a todo instante; a reparação óssea, por outro 

lado, ocorre em situações de agressão como fraturas ou osteotomias, ou seja, 

necessita de um estímulo externo ao organismo para que ocorra formação óssea.  

Usualmente, o crescimento e a remodelação óssea dependem de diversos 

fatores, entre eles, mecanismos hormonais (hormônios tireoidianos, calcitonina, 

paratormônio, glicocorticóides e esteróides sexuais), autócrinos/parácrinos 

(citocinas, fatores de crescimento, prostaglandinas) e mecânicos. Adicionalmente, 

neuromediadores transmitidos por fibras nervosas, segundo alguns estudos, têm se 

mostrado como um rico suprimento sinalizador para o osso e o periósteo, seja por 

meio do aumento ou da diminuição da massa óssea, regulando desenvolvimento e 

função de osteoclastos e osteoblastos, destacando a importância da regulação 

neurogênica no metabolismo ósseo (Takeda et al., 2002; Kondo e Togari, 2003; 

Chenu, 2004; Sun et al., 2023).   

O sistema nervoso simpático (SNS) representa uma das principais ligações 

entre o sistema nervoso central (SNC) e o osso, com base em vários estudos 

anatômicos, farmacológicos e genéticos a respeito da sinalização do receptor β-

adrenérgico (βAR) em células ósseas. Dessa forma, o SNC, por meio da sinalização 

do SNS e dos receptores adrenérgicos β, desempenha um papel fundamental na 

regulação da homeostase óssea. Dados pré-clínicos e clínicos, sugerem que o 

aumento da atividade simpática e a redução da atividade parassimpática podem 

contribuir para a osteoporose. Além disso, o estresse psicológico crônico, ao ativar 

de forma persistente o eixo hipotálamo-hipófise-adrenal e elevar os níveis de 

cortisol, pode impactar negativamente na remodelação óssea e reduzir a densidade 

mineral óssea, mostrando que fatores psicológicos e neurológicos podem ser 

considerados elementos de importância na etiologia da osteoporose, doença de 

grande importância médica (Kubo et al., 1999; Kelly et al., 2019). 
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Assim, o SNS é um componente intrínseco do mecanismo regulador da 

homeostase óssea, mostrando efeitos de natureza endócrina (Elefteriou et al.,2013). 

Um exemplo da ação do sistema nervoso na remodelação óssea é revelado por sua 

capacidade de modulação dos efeitos da leptina. Esse hormônio demonstrou-se 

como um potente regulador da massa óssea, atuando como inibidor da formação 

óssea. O sistema nervoso simpático é o mediador dessa função, agindo por meio de 

receptores β2-adrenérgicos que estão presentes nos osteoblastos (Karsenty e Ducy, 

2006).  

Outro receptor importante na remodelação óssea é o β1-adrenérgico, esse 

receptor apresenta características distintas do β2. Por exemplo, o β1 não é expresso 

no osso e, segundo estudos, é possível que a sinalização dele possa estimular a 

formação óssea indiretamente ou sistemicamente, ao contrário do receptor β2 

adrenérgico que tem efeitos inibitórios nos osteoblastos (Bonnet et al., 2008). A ação 

simpática na remodelação óssea ocorre em diferentes níveis, desde o sistema 

nervoso central até o nível celular, atuando sobre as células ósseas (Reid, 2008).  

No entanto, mesmo após demonstrações da capacidade do sistema 

adrenérgico em atuar na regulação da remodelação óssea, experimentos 

farmacológicos têm produzido resultados controversos (Bonnet et al., 2008). 

Enquanto nota-se que a estimulação da sinalização simpática provoca a reabsorção 

óssea tanto em roedores como em humanos, contraditoriamente, a 

superestimulação do sistema simpático mostra capacidade de provocar aumento na 

massa óssea (Limonard et al., 2016). 
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7 CONCLUSÃO 

 

A análise qualitativa das reconstruções tridimensionais por microtomografias 

revelaram diferenças morfológicas bastante perceptíveis entre os grupos, reforçando 

a importância e a necessidade de estudos complementares, com maior poder 

amostral, com diferentes regiões anatômicas e acréscimo de novas técnicas de 

avaliação da massa óssea, especialmente dos tecidos mais sutis e delicados, como 

no caso da massa óssea mandibular, região periapical ou crista óssea alveolar. 

No entanto, de acordo com os resultados quantitativos obtidos no estudo, 

em função da não significância estatística entre grupos, não foi possível determinar 

o nível de influência do estresse crônico sobre a massa óssea mandibular, em 

região periapical, em estado de estresse crônico, porém, os achados sugerem que 

possam haver alterações nos tecidos periapicais, possivelmente não identificáveis 

através das técnicas utilizadas, principalmente pelo fato da região ser alvo de 

constante remodelação óssea, devido à carga mastigatória elevada nos tecidos alvo 

do estudo.  

Também não foi possível comprovar efeitos protetivos da modulação 

farmacológica na massa óssea mandibular em animal experimental e a ausência de 

significância estatística entre os grupos demonstra que as alterações nos tecidos 

periodontais podem ser muito sutis ou insuficientes para uma alteração fisiológica 

rastreável pelas técnicas de estudo utilizadas.  
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