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RESUMO
Aceita-se o estresse como um fator ambiental capaz de predispor o indivíduo à depressão.
Os benzodiazepínicos têm sido prescritos como drogas eficazes nessas situações. O
propósito deste trabalho foi estudar histologicamente o efeito do estresse crônico e drogas
benzodiazepínicas sobre o reparo ósseo. Cavidades ósseas foram criadas em ambas as
tíbias de 40 ratos machos, divididos em 2 grupos: Controle e Tratado. Neste, o estímulo
estressor foi aplicado nos 40 dias pré-operatórios e em todos os dias pós-operatórios até
o sacrifício, pela manhã por 2 horas, por meio da imobilização por contenção. Esses
animais também receberam benzodiazepínico do grupo Diazepam, diariamente, na
concentração de 5mg/Kg/peso corporal nos 15 dias pré-operatórios. Em grupos de cinco,
os animais foram sacrificados aos 7, 14, 30 e 60 dias pós-operatórios. Aos 7 dias pós-
operatórios, enquanto o grupo controle exibia tecido conjuntivo rico em fibroblastos, o
grupo tratado mostrava tecido conjuntivo neoformado, com escassos fibroblastos e vasos
capilares ao lado de linfócitos e macrófagos. Aos 14 dias pós-operatórios, o Grupo Controle
exibiu trabeculado ósseo neoformado enquanto o Grupo Tratado evoluiu para trabéculas
ósseas delgadas, com numerosos osteoblastos em suas bordas. Aos 30 dias pós-
operatórios a reparação óssea está completa em ambos os grupos. Aos 60 dias pós-
operatórios as características observadas nos grupos controle e tratado são semelhantes
ao período anterior, porém com osteogênese mais avançada.

UNITERMOS: Sistema hipotálamo-hipofisário, Sistema hipófise-supra-renal,
Moduladores do Gaba, Cicatrização de feridas

pela ocorrência de fatores estressantes,
principalmente de origem psicosocial. Kendler et al.26

sugerem que fatores genéticos aumentem a
sensibilidade individual a eventos estressantes.

Em pacientes deprimidos, o controle inibitório
da atividade do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal
parece estar comprometido 19,20,24,28. Starkman et al.44

lembram que indivíduos com síndrome de Cushing
apresentam déficits cognitivos e alterações na
estrutura e função hipocampais, semelhantes àquelas
encontradas em pacientes deprimidos. Inúmeras

INTRODUÇÃO
No início do século XX Selye descreveu um

padrão estereotipado de respostas fisiológicas,
caracterizado por reações de alarme, adaptação e
esgotamento, apresentado pelos organismos frente
a estímulos sensoriais ou psicológicos, ao qual ele
denominou estresse5,40.

Aceita-se o estresse como um dos principais
fatores ambientais capazes de predispor o indivíduo
à depressão2,14,27. Post38 afirma que em cerca de 60%
dos casos os episódios depressivos são precedidos
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evidências favorecem a hipótese de que a
neurotransmissão serotoninérgica seja sensível a
diferentes estresses e que esteja envolvida com os
processos de adaptação a eventos aversivos 17,18,34.

Para Sapolsky39 os efeitos deletérios do
estresse crônico também podem ser observados no
Sistema Nervoso Central (SNC), sendo que o
hipocampo parece ser a área cerebral mais afetada,
devido à grande quantidade de receptores para os
hormônios glicocorticóides, os esteróides do estresse.
Além de sua vulnerabilidade, o hipocampo é uma
estrutura muito plástica e adaptável, capaz de uma
reorganização estrutural considerável, como por
exemplo, o remodelamento de dendritos e mesmo
neurogênese de neurônios granulares no giro denteado
em resposta ao estresse prolongado 30,31,32, 33, 46.

 Brown et al.13 sugerem forte correlação entre
elevados níveis de cortisol, depressão, atrofia
hipocampal e prejuízo cognitivo. A redução do volume
hipocampal tem sido observada em estudos de
imagem (MRI) em pacientes com depressão42, bem
como em pacientes portadores de distúrbios de
estresse pós-traumático (PTSD)10,11, nos quais a atrofia
hipocampal pode levar às conseqüências cognitivas,
tais como prejuízos na memória explícita9,12.

No início dos anos 60, foram introduzidos na
terapêutica os derivados benzodiazepínicos (BZD), que
por sua grande eficácia, relativa seletividade de efeitos,
baixíssima toxicidade e menor capacidade de
produzirem dependência, representam um avanço
considerável no tratamento farmacológico da
ansiedade, justificando a denominação de drogas
ansiolíticas22. Os benzodiazepínicos (BZD), além da
ação ansiolítica, têm ação sedativa e anti-convulsivante.
A ação ansiolítica é ligada à mudanças na excitabilidade
das estruturas límbicas; já a ação sedativa deve-se a
uma depressão geral da atividade neuronal.

Atribui-se ao GABA (ácido gama-aminobutírico),
principal neurotransmissor inibitório do sistema
nervoso central (SNC), envolvimento importantíssimo
nos processos de ansiedade. Presente em quase
todas as regiões do cérebro, apresenta concentração
variada conforme a região. A inibição da síntese do
GABA ou o bloqueio de seus neurotransmissores no
SNC, resultam em estimulação intensa, manifestada
através de convulsões generalizadas. A relação entre
o GABA e a ansiedade evidencia-se no fato de que
todos os ansiolíticos conhecidos, afora o
meprobamato, facilitam sua ação. Seu efeito
ansiolítico seria fruto de alterações provocadas em
diversas estruturas do sistema límbico, inclusive a
amigdala e o hipocampo. Ao se combinar com o
receptor, o neurotransmissor GABA altera-lhe a
conformação e essa deformação transmite-se ao canal
de cloro, abrindo-o. Em conseqüência, íons cloro
penetram na célula, onde sua concentração é menor
que no exterior. Com isso ocorre hiperpolarização da
membrana pós-sináptica que inibe os disparos do
neurônio pós-sináptico por dificultar a despolarização

de sua membrana, necessária à geração de impulso
nervoso. Ao se combinarem com seus receptores, os
benzodiazepínicos (BZD) produzem uma deformação
que afeta o receptor de GABA, tornando-o mais apto
a receber esse neurotransmissor. Em decorrência de
sua maior afinidade com seu receptor, o GABA tem
sua ação ampliada, passando a ativar com mais
facilidade o canal de cloro6, 7, 16, 21, 22, 23, 36, 37.

A cicatrização de uma ferida é um mecanismo
primário de sobrevivência, perfeitamente ajustada ao
coágulo de fibrina inicialmente formado. O reparo de
cavidades ósseas pode ser morfologicamente divido
em três fases: exsudativa (caracterizada pela
formação do coágulo de fibrina), proliferativa (marcada
pela proliferação fibroblástica e capilar) e reparadora
(com síntese de colágeno e ossificação)1.

Tem sido sugerido que o estresse provoca
aumento da fibrinólise, graças à ação das
catecolaminas sobre as células endoteliais,
estimulando a liberação dos ativadores de
plasminogênio8.

O equilíbrio dos mecanismos de hemostasia e
fibrinólise joga um papel fundamental no curso natural
da reparação dos tecidos. Durante a coagulação
sanguínea, graças a um intricado mecanismo
enzimático em cascata, fatores ou proteínas
plasmáticas, fatores plaquetários e fatores teciduais
se combinam para converter, na presença de íons
cálcio, a protrobina em trombina, a qual por sua vez
converte o fibrinogênio em fibrina45.

Por outro lado, atuando antagônica e
harmonicamente ao mecanismo de coagulação
sanguínea, o sistema enzimático fibrinolítico
representa um processo dinâmico na dissolução do
coágulo sanguíneo pelo organismo. O sistema
fibrinolítico pode ser descrito como um mecanismo
formado por ativadores (ativadores do plasminogênio)
que atuam sobre o plasminogênio, uma enzima
proteolítica relativamente inativa, resultando na
ativação da plasmina, enzima proteolítica ativa.
Regulados por inibidores que ocorrem naturalmente
no plasma (os antiativadores), os ativadores do
plasminogênio são encontrados em todos os fluidos
corporais, incluindo urina, fluido gengival e saliva29, 35.
Em contrapartida, a atividade plasmínica está sob
controle de um grupo de alfa-globulinas presentes no
plasma circulante: as antiplasminas43.

Quando na coagulação sanguínea a fibrina é
formada, o ativador do plasminogênio e a plasmina
são adsorvidos ao coágulo de modo sequencial e
ordenado. A fibrina aumenta essencialmente a
concentração local de plasminogênio por criar uma
interação adicional entre o ativador de plasminogênio
e seu substrato. Na presença de fibrina, a afinidade
entre o ativador de plasminogênio e o plasminogênio
é bastante elevada, indicando que uma eficiente
ativação pode ocorrer41.

Alves-Rezende e Okamoto3 verificaram
experimentalmente em alvéolos dentais de ratos,
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ação depressora do estresse agudo pré e pós-
operatório sobre a cicatrização da ferida alveolar,
graças à desorganização do coágulo sanguíneo. Estes
autores relacionaram tais achados à fibrinólise
sistêmica (disparada pelos ativadores do
plasminogênio liberados pelas células endoteliais em
resposta ao aumento das catecolaminas) e local
(disparada pelos ativadores do plasminogênio
presentes na saliva e fluido gengival ou liberados pelas
células lesadas no ato cirúrgico).

Alves-Rezende e Okamoto2-4 destacam que o
aumento da fibrinólise no estresse estaria diretamente
relacionado ao aumento maciço dos níveis dos
ativadores do plasminogênio, os quais, incorporados
ao coágulo sanguíneo, explicariam sua dissolução e/
ou desorganização.

Alves-Rezende et al.2 observaram siginificativo
atraso na reparação de ferida óssea de ratos
submetidos a estresse crônico.

Bombonato8 observou atraso significativo na
formação de tecido ósseo em alvéolos dentais de ratos
estressados cronicamente, por duas horas diárias, nos
cinco dias pós-operatórios até o ato sacrifício. Outrossim
observou também aceleração média em torno de 25%na
reabsorção do coágulo sanguíneo de alvéolos dentais
de ratos tratados com benzodiazepínicos (BZD). Verificou
ainda que o atraso médio na neoformação óssea foi de
apenas 9%, demonstrando que esta droga, quando
administrada nas doses habituais, apresenta uma
excelente tolerância pelo organismo, interferindo muito
pouco na cicatrização alveolar. Resultados semelhantes
foram encontrados por Alves-Rezende et al.1 e Kohatsu
et al.25

Considerando o grande número de pacientes
estressados, que fazem uso habitual de ansiolíticos
benzodiazepínicos, submetidos às cirurgias bucais, o
propósito deste trabalho foi estudar histologicamente o
efeito de benzodiazepínicos (BZD) sobre o reparo de
defeitos ósseos em tíbias de ratos sob estresse crônico.

MATERIAL E MÉTODO
Foram utilizados 40 ratos machos (Rattus

norvegicus, variedade Wistar), com peso entre 150 e
200 gramas. Durante todo o período experimental os
animais foram alimentados com ração granulada
Produtor (Anderson Clayton S.A.) e água à vontade, e
mantidos em caixas plásticas de 40x32x17 cm, em
condições controladas de iluminação (12 horas de luz/
12 horas de escuro ) e temperatura (21 a 25ºC).

Os animais foram divididos aleatoriamente em
dois grupos com vinte animais cada que receberam
os seguintes tratamentos :

Grupo 1: ratos controle submetidos à realização
de defeitos ósseos experimentais em ambas as tíbias;

Grupo 2: ratos submetidos a estresse crônico
e tratados com benzodiazepínicos submetidos à
realização de defeitos ósseos experimentais em
ambas as tíbias.

Os animais do Grupo 2  receberam estímulo
estressor durante 2 horas diárias no período da manhã
por imobilização em tubos de PVC conforme
metodologia proposta por Alves-Rezende e
Okamoto1,2,3,4, nos quarenta dias pré-operatórios e em
todos os dias pós-operatórios até o sacrifício. Esses
animais também receberam benzodiazepínico do
grupo Diazepam (Valium, Roche, Rio de Janeiro,
Brasil), na dosagem de 5 mg/Kg de peso corporal,
nos quinze dias pré-operatórios que antecederam o
ato cirúrgico. A droga foi administrada por via
intraperitoneal sempre às 08:00 horas da manhã.

Para os procedimentos cirúrgicos os animais
foram pesados, sedados e anestesiados com solução
composta de 1,0ml de cloridrato de tiazina – Rompum
Bayer S.A. (0,02 g do sal) e 0,5ml de Ketamina –
Dopalen – Agribands do Brasil Ltda (0,05g do sal),
administrados lentamente via intramuscular, com
seringa descartável, na dosagem de 0,1ml para cada
100g de massa corpórea. Após tricotomia foram
submetidos a incisão de aproximadamente 1,5cm com
divulsão da tela subcutânea e do tecido muscular.
Atingida a tíbia e realizou-se a osteotomia com broca
esférica carbide número 7004, montada em alta
rotação, sob refrigeração constante; o defeito ósseo
foi aproximadamente do mesmo diâmetro da broca.
Após a osteotomia fez-se a lavagem do defeito
produzido com cloreto de sódio estéril e sutura
convencional com fio mononylon 4-0.

Em grupos de cinco, os animais foram
sacrificados aos 7,14,30 e 60 dias pós-operatórios.
Após o sacrifício, ambas as tíbias foram seccionadas
com tesoura de ponta romba e, após a remoção dos
excessos de tecidos duros e moles, foram fixadas
em formalina a 10%. A seguir, foram descalcificadas
em solução de citrato de sódio e ácido fórmico em
partes iguais, e incluídas em parafina para possibilitar
a microtomia. Os cortes semi-seriados com 6
micrometros de espessura foram corados com
hematoxilina-eosina para estudo histológico.

RESULTADOS

7 dias pós-operatórios
O grupo controle exibe a cavidade cirúrgica

preenchida por tecido conjuntivo denso, rico em
fibroblastos, permeado por delicadas trabéculas
ósseas neoformadas (Figura 1). No grupo tratado é
possível observar pequena área de coágulo sanguíneo
desorganizado.ao lado de tecido conjuntivo denso,
permeado por moderado número de fibroblastos
(Figura 2).

14 dias pós-operatórios
As lojas cirúrgicas encontram-se preenchidas

por tecido ósseo neoformado no Grupo Controle e
trabéculas ósseas delgadas, com numerosos
osteoblastos em suas bordas no Grupo Tratado
(Figuras 3 e 4).
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30 dias pós-operatórios
A reparação óssea está completa e as

cavidades cirúrgicas encontram-se totalmente
preenchidas por tecido ósseo secundário nos grupos
controle e tratado (Figuras 5 e 6).

60 dias pós-operatórios
As características observadas nos grupos controle

e tratado são semelhantes ao período anterior, porém
com osteogênese mais avançada (Figuras 7 e 8).

Figura 1 – Grupo Controle - 07 dias - 10x

Figura 2 – Grupo Tratado - 07 dias - 10x

Figura 3 – Grupo Controle - 14 dias - 10x

Figura 4 – Grupo Tratado - 14 dias - 10x

Figura 5 – Grupo Controle - 30 dias - 10x

Figura 6 – Grupo Tratado - 30 dias - 10x
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DISCUSSÃO
Bernik7 e Huf et al.23 acreditam que entre 1 e

3% de toda a população ocidental já os tenha
consumido regularmente por mais de um ano
benzodiazepínicos. Para Paprocki37 o consumo
crescente de benzodiazepínicos parece ser resultado
de um período particularmente turbulento que
caracteriza as últimas décadas da humanidade.
Segundo o autor, a diminuição progressiva da
resistência da humanidade para tolerar tanto estresse,
a introdução profusa de novas drogas e a pressão
propagandística crescente por parte da indústria
farmacêutica ou, ainda, hábitos de prescrição
inadequada por parte dos médicos podem ter
contribuído para o aumento da procura pelos
benzodiazepínicos.

Os resultados obtidos neste trabalho mostram
que o grupo tratado, exibiu achados histológicos
semelhantes ao Grupo Controle, demonstrando que
a administração do benzodiazepínico minimizou os
efeitos deletérios de estresse sobre a cicatrização
da ferida.  De fato, Alves-Rezende et al.2 estudando
os efeitos do estresse crônico sobre o reparo de feridas
ósseas relataram diminuição na taxas de formação
dos tecidos conjuntivo e ósseo, repercutindo em

atraso na cicatrização da loja experimental. O
decréscimo na fibrinogênese em situações de
estresse crônico é atribuído por Alves-Rezende e
Okamoto2-4 e Bombonato8 não somente ao atraso na
organização do coágulo sanguíneo, como também à
inibição do crescimento fibroblástico, com alteração
na formação do tecido de granulação.

No presente trabalho, no grupo tratado, tecidos
qualitativamente semelhantes àqueles encontrados no
grupo controle foram observados já aos 7 dias pós-
operatórios. Com o decorrer dos períodos de
observação este padrão de semelhança se manteve,
culminando com a reparação óssea do defeito cirúrgico
também aos 30 dias pós-operatórios.

É importante destacar que no grupo controle o
reparo ósseo foi semelhante ao descrito por outros
investigadores1,2,3,4,15. Assim, a análise histológica
mostrou aos 7 dias pós-operatórios evidente
osteogênese. Aos 30 dias pós-operatórios a reparação
óssea estava completa e a loja cirúrgica preenchida
por trabeculado ósseo espesso, com espaços
medulares praticamente definidos, que se mostram
diminutos aos 60 dias pós-operatórios.

CONCLUSÃO

Com base nos resultados obtidos e na
metodologia empregada para a realização deste
trabalho podemos concluir que :

- A reabsorção do coágulo sanguíneo no Grupo
Tratado foi semelhante ao Grupo Controle;

- A formação do tecido conjuntivo no Grupo
Tratado foi semelhante ao Grupo Controle;

- A formação do tecido ósseo no Grupo Tratado
foi semelhante ao Grupo Controle.

ABSTRACT
Stress is an environmental factor that may predispose
individuals to depression. Benzodiazepines have been
prescribed as effective drugs in these situations. The
purpose of this study was histological evaluate of the
effect of chronic stress and benzodiazepine drugs on
bone healing. Bone cavities were created in both tibias
of 40 male rats were divided into two groups: Control
and Treaty. In this, the stressor stimulus was applied
40 days pre-operative and all post-operative days until
sacrifice in the morning for 2 hours, by immobilizing
restraint. These animals also received diazepam
benzodiazepine group, daily, at a concentration of
5mg/Kg/peso body within 15 days of preoperative. In
groups of five animals were sacrificed at 7, 14, 30
and 60 days post-surgery. At 7 days postoperatively,
while the control group exhibited tissue rich in
fibroblasts, the treated group showed newly formed
tissue with few fibroblasts and capillaries along with
lymphocytes and macrophages. At 14 days post-
surgery, the control group showed newly formed
trabecular bone while the treated group progressed to

Figura 7 – Grupo Controle - 60 dias - 10x

Figura 8 – Grupo Tratado - 60 dias - 10x
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thin trabecular bone with numerous osteoblasts on
their borders. At 30 days post-operative bone healing
is complete in both groups. At 60 days post-operative
characteristics observed in the treated and control
groups are similar to the previous period, but with more
advanced osteogenesis.

UNITERMS: Hypothalamo-hypophyseal system;
Pituitary-adrenal system; GABA modulators; Wound
healing.
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