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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.
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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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