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Abstract
SINOPSE

O interesse pelo estudo das repercussfes do estresse sobre a cavidade bucal tem
aumentado consideravelmente. Os possiveis mecanismos que relacionam o
estresse e as doencas periodontais ainda ndo estdo compreendidos, e a utilizacao
de modelos animais para a compreensdo dos mecanismos bioldgicos desse
processo € um passo fundamental. O rato € um dos modelos animais de estresse
mais utilizados. Tal preferéncia em grande parte esta relacionada com o baixo
custo, facil manuseio e obtencdo da amostra. Similaridades com 0s processos
biolégicos no homem e o conhecimento pré-existente das limitacées do modelo sao
caracteristicas importantes. Nesse sentido, modelos de estresse utilizando-se de
agentes agudos e crénicos, fisicos e psicoldgicos, previsiveis e variaveis tém sido
propostos dependendo de qual relacdo se deseja abordar. Em face disso, a
discussao de possiveis modelos de estresse em ratos faz-se necessaria, e, é
objetivo, portanto, do presente trabalho, apresentar e discutir diferentes possiveis
metodologias para o estudo das repercussdes do estresse nos tecidos periodontais.

PALAVRAS CHAVES: doencga periodontal; estresse; rato; revisao.

ABSTRACT

The interest of studying the repercussions of stress on the oral cavity has been
considerably growing. The possible mechanisms that relate stress and periodontal
disease are still not well understood, and the use of animal models for the
comprehension of the biological events in this process is a core step. The rat is one
of the most utilized stress experimental models. This preference has a relationship
to the low cost, easy handling and obtention of the sample. Similarities with the
biological process in men and the pre-existing knowledge of the model limitations
are important features. Thus, stress models using acute and chronic, physical and
psychological, predictable and variable agents have been proposed depending on
what kind of relationship is to be studied. The discussion of possible stress models
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in rats is needed and is the aim of this paper to present and discuss different
possible methodologies for studying the repercutions of stress in periodontal
tissues.

KEYWORDS: periodontal disease; stress; rat; review.
INTRODUCAO

As doencas periodontais afetam grande parcela da populacéo, representando uma
preocupacdo de saude publica. Seu estabelecimento e progresséo estao
relacionados a interacdo entre o agente etiolégico, as bactérias, e a capacidade do
hospedeiro em responder a esse desafio. Dentro dessa interacdo, alguns fatores
podem agir modificando esse processo salde-doenca 22.

Nesse contexto, 0 estresse, que vem se tornando na sociedade contemporanea um
problema de repercussdes pessoais e sociais importantes, tem despertado

interesse como possivel fator de risco as doencas periodontais - 23, Esse interesse
esta baseado em algumas associacdes que tém sido demonstradas entre o mesmo

e diferentes patologias, entre as quais aquelas de origem infecciosa 2. 7, 19,

Os fatores de risco sdo fatores ambientais, comportamentais ou biolégicos que,
quando presentes, aumentam a probabilidade da ocorréncia da doenca e, se
ausentes ou removidos, reduzem essa probabilidade 4. Para o estabelecimento de
um fator de risco, um passo fundamental consiste na definicdo da plausibilidade
biolégica do que esta sendo proposto. Assim, o entendimento dos processos
biologicos que podem leva-lo a modificar um estado de saude ou doenga, &
primordial para o avanco no conhecimento da sua etiopatogenia 4. Nesse sentido,
nao bastam existir as associa¢des estatisticas dos estudos em humanos, devendo
existir, uma explicacdo consistente que ligue os fatores em questdo e que forneca
uma explicacdo plausivel para essa associacao.

MODELOS ANIMAIS

Existe uma série de dificuldades para a realizacdo de estudos em humanos que
visem a constatar a plausibilidade dos possiveis processos bioldgicos envolvidos no
processo saude-doenca. Além das dificuldades técnicas e dos custos altos, a
principal razdo para nao se realizar esse tipo de estudo sdo as implicacOes éticas
intrinsecas aos experimentos.

Assim, se pesquisas utilizando seres humanos nao podem ser realizadas
rotineiramente no estudo da etiopatogenia das doencas, existe a necessidade da
utilizacdo de formas alternativas para a aquisicdo de conhecimento. Essa
necessidade tem feito crescer a procura por modelos laboratoriais e em animais,
tentando mimetizar o que possivelmente ocorre no ser humano. Nesse sentido, os
modelos que utilizam animais sempre tiveram grande atencado da comunidade
cientifica. Pesa favoravelmente a esses modelos, as similaridades bioldgicas, que
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contribuem para a utilizacdo dos modelos animais no estudo de processos
fisiologicos ou patologicos no homem. Assim, da mesma forma como é dificil
extrapolar os achados dos animais para o homem, visto que como afirmava
Allmon, "man is not a giant rat”, € igualmente imprudente ignorar as muitas
similaridades que os cientistas tém demonstrado. Dessa forma, os principios
biolégicos fundamentais que séo delineados nos estudos em animais podem ter
aplicacdo no homem 21, Além dos aspectos ja abordados, a possibilidade de se
modificar pontualmente uma variavel e observar suas repercussoes €, sem duvida,
um grande atrativo para o uso desses modelos experimentais. Embora essa
abordagem seja uma simplificacdo muito grande do que pode estar ocorrendo na
realidade, em muitos casos é a Unica forma de se estudar o papel de uma variavel
no modelo etiopatogénico proposto.

A escolha de um modelo animal passa inexoravelmente pela analise dos seus pros
e contras, visto que nenhum modelo sera perfeito. O rato constitui-se numa
alternativa barata, de facil obtencdo e manuseio, o que propicia a utilizacado de
grandes amostras. Adicionalmente a esse fato, existe entre esses animais e o
homem uma similaridade anatdomica, histologica e bioquimica dos tecidos
periodontais, bem como uma similaridade histopatolégica e, em parte,
microbiologica no que diz respeito as doencas periodontais. As diferencas
existentes entre o homem e o rato, ndo tém sido consideradas como um fator
suficientemente importante para que esse modelo experimental seja descartado 15.
No estudo do estresse, os ratos tém sido o modelo animal mais utilizado. Disso
decorre a existéncia de modelos de estresse corroborados cientificamente 19, 30,
bem como maior conhecimento das repercussfes desse nas estruturas
neuroendadcrinas, e das relacdes entre o sistema nervoso e as respostas
inflamatoéria e imune 13,

MODELOS DE ESTRESSE EM RATO

A interacdo entre os sistemas nervoso, enddcrino e imunolégico foi descoberta por
Hans Selye nos anos 30 utilizando-se de um modelo em ratos. Ele observou que
estimulos fisicos, quimicos, biolégicos e emocionais, quando administrados nesses
animais, ativavam o eixo pituitario-adrenal, o que causava uma involucdo no timo
e nos linfonodos. Selye chamou esses estimulos de estresse. Desde entdo, o
modelo experimental em ratos tem sido um dos mais utilizados para estudar o
estresse e suas repercussodes 2, 21, 30,

O termo estresse geralmente refere-se a alguma mudanca fisica ou psicoldgica que
quebre o balanco e a homeostase do organismo. O estresse pode também ser
definido baseando-se nas respostas bioquimicas, celulares e alteracdes teciduais
que estao associadas a ativacdo do eixo limbico-hipotalamo-pituitario-adrenal
(LHPA) 2. 21, 30,

Os modelos de estresse tém demonstrado a capacidade de certos estimulos de
induzir modificacbes nas estruturas de desencadeamento e controle dos processos
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biolégicos relacionados ao estresse. Esse aspecto pode ser comprovado pelo
aumento relativo da glandula adrenal 10, maior liberacdo de hormonios e
neurotransmissores, diminuicdo de apetites especificos 10, alteracdes
comportamentais 8, aumento do nivel de substancias relacionadas ao estresse 18.

A elevacao dos niveis plasméaticos de corticosterdides é o indicador mais estudado
30

Indmeros trabalhos tém demonstrado que o estresse pode apresentar um papel
imunossupressor. Esse fato é evidenciado pela diminuicdo no numero e atividade
de células inflamatérias, pelo aumento na taxa de infeccdo e mortalidade 2. 3. 7, 13,
14,16, 17, 19, 21 Entretanto, alguns estudos demonstraram que animais estressados
nem sempre apresentam imunossupressao, podendo, algumas vezes, apresentar
aumento na resposta do hospedeiro 3. 16, Inclusive uma hiporreatividade frente a
um estimulo pode-se transformar em hiperreatividade ou mesmo uma resposta
favoravel em desfavoravel ©. Desse modo, as mudancas na resposta do hospedeiro
parecem estar relacionadas com o tipo, intensidade e duracao dos agentes
estressores, sendo possivel uma diminuicdo ou mesmo um aumento, dependendo
dessas caracteristicas.

Uma grande quantidade de modelos experimentais tem sido sugerida para o
estudo do estresse, dependendo dos objetivos de cada estudo. Os modelos de
estresse em ratos podem ser divididos em agudos ou crénicos, dependendo do
tempo e dos estimulos utilizados pelo estudo. Dentre os estressores utilizados para
gerar estresse agudo, estdo frio, choque elétrico, imobilizacdo, natacédo forcada,
intervencgdes cirurgicas, administracdo de farmacos, dentre outros. Para gerar
estresse cronico, a maioria dos estudos utiliza-se desses mesmos estressores por
um ndmero repetido de vezes 13, 30, muito embora essa forma de inducéo de
estresse cronico possa ser contestada por alguns autores devido a possivel
adaptacdo dos animais experimentais ao estimulo 30.

Os modelos de estresse podem variar, ainda, quanto a intensidade dos agentes
utilizados, podendo ser moderados ou severos. Um agente estressor moderado
pode se tornar severo pela quantidade de repeticdes, tempo de exposicao ou
intensidade de aplicacdo. Quanto ao tipo, pode ser psicoldégico (emocional, mental)
ou fisico. Exemplos do primeiro tipo sdo a exposi¢cdo a novos ambientes e
determinados odores, imobilizacdo dos animais, isolamento dos demais. Ja do
segundo, os exemplos séo o choque elétrico, exercicio forcado, natacao, privacao
de agua e comida. Assim, alguns estimulos podem ser encontrados em diferentes
modelos de estresse, ou podem, ainda, passar de uma categoria para outra
dependendo da forma como séo aplicados 8, 30,

O estresse pode ser aplicado de forma previsivel ou imprevisivel (variavel). Na
primeira, os agentes estressores sao repetidamente aplicados nos animais sem
haver variacdo no protocolo. Esse tipo de estresse pode gerar, dependendo do
tempo de aplicacdo, uma rapida adaptacdo dos animais ao agente, diminuindo as
possiveis repercussées do estresse. No estresse variavel, varios agentes
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estressores sao aplicados de forma aleatdria, diminuindo, dessa forma, a
adaptacdo dos animais ao estresse induzido pelo modelo experimental. Nesses
protocolos, periodos sem a aplicacdo de nenhum agente sao utilizados para evitar
a previsibilidade dos eventos 8: 28, 30,

O modelo animal também tem sido referido como importante. Por exemplo, os
ratos Wistar podem apresentar respostas bastante diferenciadas de ratos Fischer
ou Lewis. E importante ter em mente que o mais interessante é levar em
consideracédo que os diferentes grupos experimentais de um trabalho sejam parte
da mesma espécie animal, se o objetivo é compara-los. Diferentes espécies
somente devem ser utilizadas, se a meta é diferenciar a resposta a estimulos
semelhantes entre as espécies. Outras inferéncias sobre esse fato, até o presente
momento, podem ser precipitadas 5 30,

Outra area de investigacado do estresse esta focada na possivel correlacdo entre
esse e a depressado. Isso se deve ndo apenas ao fato de que depressao seja
estressante, mas também porque estimulos estressantes podem desencadear
episodios de depressdo. E importante salientar também que tanto o estresse
quanto a depresséao estao relacionados com o eixo LHPA, e existem evidéncias
sugerindo as varias formas pelas quais esse eixo pode ser relacionado a estas
entidades. 1, 30,

ESTUDOS SOBRE ESTRESSE E DOENCA PERIODONTAL EM RATOS

O uso de modelos de estresse em odontologia para estudar suas relagcdes no
sistema estomatogmatico, ndo € uma pratica difundida. Entretanto, comeca a
apresentar insercdo na periodontia.

Quando uma revisdo dos estudos que abordaram as varias formas do papel do
estresse na destruicdo dos tecidos periodontais em ratos é realizada, observa-se
que os resultados sdo dissonantes. Em dois estudos precursores ndo houve uma
comparacao quantitativa entre os grupos experimentais. No estudo de SHKLAR,
GLICKMAN 26, ap6s duas semanas de exposicdo ao frio (zero a dois graus) por
periodos de tempo variaveis, observou-se osteoporose alveolar, diminuicdo da
atividade osteoblastica, diminuicdo na celularidade e alteracdo na aparéncia do
coldgeno. Posteriormente, SHKLAR 2° também observou migracgdo apical do epitélio
juncional e diminuicdo da altura da crista alveolar. Em outros estudos,
modificacdes importantes nos parametros de sadde geral dos animais
experimentais, explicitados pela morte de animais e menor ganho de peso, podem
ter interferido nos resultados obtidos. Assim, a menor remodelacdo 6ssea e maior
quantidade e extenséo das lesdes no osso alveolar encontradas no estudo de
GUPTA et al. 12 e a aparente modificacdo na organizacdo do tecido conjuntivo e da
regeneracdo do tecido 6sseo observada por STAHL 27, devem ser analisadas com
cautela, pois podem ser, em parte, explicados por essas modificacdes. GUPTA et
al.12 valeram-se da interrupcdo do sono e da exposicdo a luz brilhante e STAHL 27
utilizou-se de substancias quimicas. Recentemente, COHEN, MEYER 6
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demonstraram que a perda 6ssea alveolar dos ratos que foram estressados nao foi
estatisticamente maior do que o grupo que ndo sofreu estresse. Entretanto, ha que
se ressaltar que a rotacdo na caixa-moradia € um agente estressor brando e que a
sua utilizacdo cronicamente por dois meses pode ter permitido a adaptacédo dos
animais ao estresse, impedindo que diferencas pudessem ter emergido.

As possiveis repercussfes do estresse na destruicdo periodontal do ponto de vista
etiopatogénico sdo um exercicio de raciocinio bastante complicado. De acordo com
o conhecimento atual, uma resposta do hospedeiro diminuida parece estar
relacionada a uma maior severidade da doenca como esta demonstrado nos
estudos onde imunossupresséao foi provocada. Os trabalhos sobre animais
imunocomprometidos séo inconclusivos quanto ao fato de essa condicado agravar a
perda 6ssea alveolar, mas nenhum deles observou menor perda 6ssea nesses
animais 29. Esses achados demonstram que a imunossupressio pode apresentar
um papel potencializador da destruicdo dos tecidos periodontais. Como o0 estresse
pode causar uma diminuicdo na resposta do hospedeiro, pode-se pensar que sua
repercussao na destruicdo periodontal seria analoga ao que ocorre nesses modelos
experimentais. Apesar disso, os resultados desses estudos devem ser analisados
com cuidado, pois o grau de imunossupressao obtido, através do emprego da
radiacdo nuclear, substancias imunossupressoras e auséncia do timo, é
provavelmente muito maior do que aquele possivelmente decorrente do estresse.

Contrariamente a essa hipdtese, como a destruicdo periodontal parece estar
relacionada também a uma resposta do hospedeiro aumentada, se o0 estresse
diminui a qualidade e a quantidade dessa resposta, do ponto de vista de raciocinio
I6gico, poderia diminuir a progressao da perda éssea. Assim, uma diminui¢cdo na
producdo de mediadores inflamatodrios e de citocinas catabdlicas poderia repercutir
favoravelmente na destruicdo dos tecidos periodontais. A plausibilidade desse
raciocinio ficou demonstrada no estudo de SHAPIRA et al. 24, no qual ratos
estressados produziram menos fator de necrose tumoral, que é uma citocina
relacionada a reabsorcdo 0ssea e perda do tecido periodontal, quando expostos a
P. gingivalis, um periodontopatégeno importante. Muito embora a modulacdo de
apenas um componente presente no processo inflamatdério ndo possa ser entendida
como a possivel resposta da questéao, abre-se um caminho para discussdo do
assunto. Adicionalmente, estudos de SUSIN 29 e ROSING et al. 22 ndo encontraram
maior perda 6ssea alveolar proximal em ratos submetidos a dois modelos
semelhantes de estresse croénico variavel de intensidade moderada, encontrando,
em alguns periodos experimentais, menor perda 0ssea nos animais estressados.
Contudo, € importante salientar que, atualmente, ndo se sabe realmente quais sao
as repercussoes que podem advir dessa modificacao na resposta do hospedeiro,
ficando, portanto, muito dificil estabelecer esta ou aquela explicacdo como
plausivel ou mais provavel.

Utilizando-se de animais com hiper ou hiporreatividade do eixo LHPA, BREIVIK e
colaboradores realizaram uma série de estudos. Entre outros achados os autores
demonstraram que ratos com hiperreatividade apresentavam maior destruicdo
periodontal, enquanto animais com hiporreatividade apresentavam menor perda de
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tecido periodontal ©. Esses achados em conjunto reforcam o possivel papel do eixo
LHPA, e seus possiveis modificadores, tais como o estresse, no processo saude-
doenca periodontal.

CONSIDERACOES PERTINENTES AO ESTUDO DO ESTRESSE EM RATOS

Além das caracteristicas do modelo de estresse, algumas condi¢cdes experimentais
podem modificar as respostas neuroendoécrinas dos animais experimentais. As
condi¢cdes de armazenagem e trato, dessa forma, podem causar alteracées
relevantes para os estudos de estresse. Assim, a poluicdo sonora representada por
barulhos metdlicos, sons de radio, limpeza frequente de caixas e gritos pode afetar
0s animais. A maneira como 0s animais estédo dispostos dentro do biétério, bem
como a quantidade e o sexo dos animais de uma mesma caixa-moradia ou das
caixas vizinhas podem trazer modificacdes de alguns parametros relacionados ao
estudo do estresse 21. Entretanto, essas modificacGes nos parametros relacionados
ao estresse, ndo necessariamente terdo repercussoes sobre a resposta do
hospedeiro. Nesse sentido, KELLER et al.14 demonstraram que os ratos que eram
apenas manipulados ndo apresentavam maior supressao de linfécitos do que
aqueles animais que nédo foram manuseados. Também néao foi verificada alteracéo
no numero de monaocitos, leucdécitos polimorfonucleares, e na percentagem de
linfécitos T. Corroborando esse achado, estudos-piloto realizados por BASSO et al.
3 indicam nao haver influéncia do manuseio dos ratos nos seus parametros
imunoldgicos. Ainda com relacédo a esse aspecto, KLEIN et al. 16 sugeriram que
apesar de algumas situacOes experimentais poderem influenciar a ativacado do eixo
LHPA. Isso ndo necessariamente se traduz em evolucdo da doenca e geracéo de
anticorpos. Apesar de existir alguma discordancia entre as alteracdes de
parametros relacionados ao estresse e suas repercussdes na resposta do
hospedeiro, a tomada de medidas preventivas quanto a esses e outros aspectos
sao salutares a pesquisa da relacdo do estresse com as doencas periodontais.

Além da sua acdo em nivel de saude geral, alguns agentes estressores como
privacdo de agua e comida podem induzir alteracdes metabdlicas
independentemente das suas propriedades intrinsecas. A privacdo de comida, por
exemplo, pode causar um aumento na atividade adrenocortical devido a reducéo
no metabolismo hepatico dos corticéides 11. A privacdo de agua e comida pode,
ainda, proporcionar um ganho diferenciado de peso, sendo essa alteracdo uma
conseguéncia direta desse protocolo. Suas consequéncias para a saude dos
animais dependem da sua intensidade.® Outro fato a ser ressaltado é a severidade
do estresse, visto que alguns estudos tém apresentado modificagcdes importantes
nos parametros de sadde geral desses animais, explicitados pelo menor ganho de
peso e pela morte de animais durante o periodo experimental, fatos esses que
podem modificar a qualidade da resposta do hospedeiro. Além disso, esses
modelos apresentam menor similaridade com o que ocorre com 0s seres humanos
no cotidiano 12, 19, 27,

Segundo RASMUNSSEN et al. 20 a escolha dos agentes estressores deveria ser
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guiada por quatro consideracdes, quais sejam: causar disturbio emocional
suportavel; causar minimo estresse fisico; manter o nivel nutricional; ser aplicavel
a um grande numero de animais. Essas consideracdes devem ser observadas
levando-se em conta as peculiaridades e objetivos de cada trabalho.

Sendo a progressao da periodontite geralmente lenta, mesmo nos modelos animais
nos quais ela é induzida, algumas consideracfes devem ser feitas quando da
escolha do modelo de estresse:

1- instituicdo do tempo experimental necessario para que as possiveis
modificacdes decorrentes do estresse possam ser observadas (estresse cronico ou
agudo);

2- tomada de deciséo a respeito de se a rapida adaptacdo aos agentes estressores
€ uma ocorréncia desejada ou ndo pelos pesquisadores (estresse previsivel ou
variavel);

3- definicdo do que se esta tentando mimetizar e quais as analogias pretendidas
com o que ocorre no homem (intensidade do estresse e agentes especificos);

4- observacao das repercussdes em nivel de saude geral dos animais as quais
podem influenciar os resultados do estudo (intensidade do estresse);

5- avaliacao por parte dos pesquisadores de quais sdo as possibilidades materiais
disponiveis para a execucao do trabalho;

6- adocao de cuidados com a hospedagem, manuseio e manutencdo dos animais
para evitar possiveis alteracdes no modelo de estresse empregado.

Além de todos esses aspectos, ndo se pode esquecer que sob a denominacao
doenca periodontal, um grande niumero de entidades patoldgicas pode ser
reconhecido. Nesse sentido, o estresse pode ter importancia etiopatogénica para
todas elas, uma vez que reconhecidamente tem potencial de alterar a defesa do
hospedeiro. Portanto, o entendimento do papel da psiconeuroimunologia é
fundamental dentro da pesquisa periodontal, abrindo-se um vasto campo de
trabalho para que a relacédo entre o estresse e essas entidades possa ser
claramente estabelecida.
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