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RESUMO

ROMERO, J.R. Efeito do alcoolismo cronico sobre a densidade e o reparo
0sseo em tibias de ratos: estudo histométrico e imu nohistoquimico. [Effect of
chronic alcoholism on the density and bone repair in tibia of rats:
immunohistochemical and histometric study]. 2012. 84f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias) — Faculdade de medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o
Paulo, 2012.

O tecido 6sseo tem como caracteristica estar constantemente em plena absorcgéo e
recomposicao celular, sendo controlado pela interacdo de RANKL e OPG. No caso
da perda de sua continuidade, ou seja, quando ocorre algum defeito 6sseo, sua
remodelacdo leva a restauracdo e consequente integridade do esqueleto, sendo o
seu metabolismo influenciado por fatores hormonais, locais, comportamentais,
ambientais e nutricionais; e seu desequilibrio € um dos maiores obstaculos para a
eficacia da remodelacédo 6ssea, podendo interferir negativamente na consolidacéo
de fraturas. A ingestdo crénica de alcool pode contribuir para esse desequilibrio, e
embora correlagbes significativas venham sendo relatadas entre o consumo
excessivo de alcool e a consolidacdo o6ssea, novos estudos devem ser
desenvolvidos haja vista a grande disparidade entre o tempo de submissdo e a
guantidade de ingestdo do alcool englobando os diferentes protocolos. Os objetivos
desse estudo foram avaliar quantitativamente os efeitos do consumo crbénico de
alcool no peso, reparo 0sseo e densidade Ossea em ratos Wistar, além de
observarmos qualitativamente as fibras colagenas e a expressao de OPG e RANKL.
Para isso, separamos aleatoriamente 30 ratos Wistar em dois grupos , sendo (G1)
15 ratos consumindo solugdo de aguardente diluida em agua por 100 dias com
concentracdo progressiva e controlada (10°GL, 15°GL, 20°GL, 25°GL e 30°GL) e 15
ratos ndo alcodlatras consumindo como dieta liquida somente agua (G2). Apos o 92°
dia do periodo de inducédo do alcoolismo, ambos os grupos foram submetidos a um
defeito 6sseo realizado na tibia com um motor rotacional contendo uma broca com
tamanho de 3 mm de diametro. Apés 8 dias apds o procedimento cirargico 0s
animais foram eutanasiados em camara de CO02, as tibias foram removidas e
aparadas nas proximidades do defeito 6sseo para que fossem processadas atraves

de seccdes histologicas descalcificadas. A porcentagem de 0sso neoformado e a



densidade o6ssea foram avaliadas histometricamente. Através da
imunohistoquimica observamos a expressdo de OPG e RANKL e através de
reacdo histoquimica pelo método Picro-sirius Red, estudamos o padrdo de
birrefringéncia das fibras colagenas. Como resultados, pudemos observar que
o peso dos animais, a densidade e remodelagdo 6sseas foram menores no
grupo alcodlico. Encontramos também efeitos negativos em relacdo a
qualidade e organizacdo das fibras colagenas, bem como diferenciagdo na
expressdo de RANKL e OPG nos diferentes grupos. Nossos resultados
demonstram que o protocolo proposto de ingestao de alcool exerce efeitos
negativos no ganho de peso e qualidade 6ssea quando comparado ao grupo

controle.

Palavras-chave: Alcoolismo crénico. Densidade 6ssea. Remodelagdo 0ssea
Osteoprotegerina.Fibras colagenas



ABSTRACT

ROMERO, J.R. Effect of chronic alcoholism on the density and bo ne repair in
tibia of rats: immunohistochemical and histometric study. [Efeito do alcoolismo
cronico sobre a densidade e o reparo 6sseo em tibias de ratos: estudo histométrico
e imunohistoquimico]. 2012.84f. Dissertacado (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade

de medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, 2012.

The osseous tissue features the continuous cellular absorption and recomposition
regulated by the interaction of the Receptor activator of nuclear factor kappa- B
ligand (RANKL) and Osteoprotegerin (OPG). In case its continuity is lost, that is, any
kind of bone injury, its remodeling leads to restoration and consequent skeletal
integrity and its metabolism is influenced by hormonal, local, behavioral,
environmental and nutritional factors; its imbalance is one of the biggest obstacles to
the efficiency of bone remodeling, and it might interfere negatively with fracture
healing. The chronic consumption of alcohol may contribute to this imbalance, and,
although significant correlations between the excessive alcohol intake and bone
consolidation have been reported, new studies must be developed considering the
great variety of protocols which approach the time of exposure and quantity of

alcohol intake.

The objective of this study was to verify quantitatively the effects of chronic alcohol
consumption on body weight, bone healing and density in rats. It was also observed
guantitatively the collagenous fibers and the expression of OPG and RANKL. For this
purpose, 30 Wistar rats were randomly divided into two groups: G1 (group 1)
consisted in 15 rats which had, for 100 days, a liquid diet of liquor diluted in water
with a progressive and controlled concentration (10°GL, 15°GL, 20°GL, 25°GL and
30°GL); G2 (group 2) consisted in 15 rats on a liquid diet of only water and free of
alcohol. After the 92" day of the induction period of alcoholism, tibial defects of 3 mm
in diameter were created in both groups and after 8 days from this surgery procedure
the animals were euthanized in a CO2 chamber. The tibiae were removed and cut
next to the bone defect in order to be processed through decalcified histological

sections.



The percentage of renovated bone and osseous density were submitted to
histometric analysis. Through immunohistochemistry, the expression of OPG
and RANKL were analyzed and using Picrosirius red staining method, the
birefringence pattern of the collagen fibers was studied. As a result, it was
verified that the body weight of the animals, the osseous density and bone
remodeling were smaller in G1; negative effects regarding to the collagen fibers
quality and organization and a differentiation in the expression of OPG and

RANKL were also found in both groups.

Conclusion: these results show that the proposed protocol of alcohol intake
produces negative effects in the gain of body weight and bone quality when

compared to the control group.

Key words: Chronic alcoholism. Bone density. Bone remodeling.

Osteoprotegerin. Collagen fibers.
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O consumo de élcool na sociedade contemporanea é visto
predominantemente de forma positiva, pois € uma substancia psicoativa legal e
socialmente aceita. Conforme dados do Ministério da Saude do Brasil (2010), essa
substancia causa a dependéncia conhecida como alcoolismo, sendo reconhecidé
como doenga pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2004) desde 1948, e
representa um dos problemas socioeconémicos mais graves para a saide mundial.

Uma possivel explicagéo para a disseminacio dessa enfermidade pode ser
encontrada na facilidade com que o alcool pode ser adquirido, como também o fato
de ser uma substancia com grande tradicdo cultural. Estima-se que a dependéncia
dessa droga deva atingir de 10% a 15% da populagdo mundial. O consumo per
capita mundial de bebidas alcodlicas, em 2005 chegou a 6,13 litros de &lcool puro
consumido por todas as pessoas com 15 anos ou mais (SILVA et al., 2011). O
consumo excessivo de bebidas alcodlicas ocasiona, além de problemas
econdmicos, problemas sociais e psicologicos; a estes fatos atribui-se a relevancia
de se estudar a tematica do alcoolismo e suas possiveis causas (BARROS, 2009).

O consumo de bebidas alcodlicas acompanha a histéria da humanidade.
Concomitantemente, pesquisadores tém observado o aumento progressivo da
concentracdo alcodlica destas bebidas. Além disso, estudos epidemiologicos tém
detectado indices de consumo cada vez maiores tanto no Brasil, como em outras
regides do mundo, tornando-se patolédgico e endémico principalmente apés a
revolugéo industrial (MARQUES, 2001; MORAES et al., 2006; LARANJEIRA, et al.
2007).

Com o intuito de simular o alcoolismo em humanos, utilizamos nesse
experimento a cachaga Pirassununga 51 ®, produzida pelas Industrias Muller, lider
no mercado nacional e uma das empresas mais importante na produgdo de cachaca
do mundo.

Acompanhando o crescimento do consumo de alcool, os problemas
psicobiossocia.is também crescem a cada ano. Segundo estimativas, 1.8 milhdes de
Obitos por ano estdo relacionados ao uso do alcool (OMS, 2004), e a tendéncia
desses numeros € aumentar a cada ano.

Quando n&o levados a morte, individuos que consomem essa substancia
cronicamente sofrem com problemas que sdo desencadeados em diversos tecidos

do corpo humano, dentre eles o tecido dsseo.
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A homeostase 0ssea € afetada pelo consumo inadequado de alcool, que pode
desestabilizar o equilibrio controlado pelo sistema RANK/RANKL/OPG (BOYLE et
al., 2003).

Neste sistema, quando ocorre a ligacado entre RANK (Receptor do Ativador do
Fator Nuclear Kappa-8) e RANKL (Ligante do Receptor do Ativador do Fator Nuclear
Kappa-B) temos a formacédo e atividade dos osteoclastos e, consequentemente,
reabsorc¢ado de tecido 6sseo (BOYLE et al., 2003).

A Osteoprotegerina (OPG) tem a capacidade de regular esse processo de
reabsorcao pois se liga ao RANK, evitando a ligacdo entre RANK e RANKL. Quando
iISSO ocorre, a reabsorcao bssea & interrompida (YASUDA et al., 1998).

Investigar os padrées de consumo, ou seja, as concentragdes, tempo de
exposigao e frequencia com que essa substancia é ingerida, e a relacao direta ou
indireta com que esse padréo influencia a remodelacdo e densidade Osseas, é
importante para que novas estratégias sejam tracadas para conscientizacdo
populacional, além do estimulo a novas pesquisas que contribuam para o
conhecimento da fisiopatologia e de novos métodos diagndsticos das doencas

decorrentes desse consumo.
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2 - OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar as eventuais alteragdes morfolégicas e histoquimicas no tecido
0sseo de ratos submetidos a uma ingestao progressiva e controlada de alcool.

2.2  OJETIVOS ESPECIFICOS
* Avaliar a influéncia do alcool sobre o peso corporal;
* Quantificar por histomorfometria a densidade e neoformacado 6ssea nas tibias;
* Analisar qualitativamente a organizacao das fibras colagenas nas tibias;

* Analisar a expressdo de OPG e RANKL nas tibias.



3 - REVISAO DA LITERATURA
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3.1 ALCOOLISMO

E importante observarmos que o uso excessivo de alcool é tdo antigo quanto
a historia da humanidade, como € citado na Biblia, no livro de Génesis 9:20-21: Noé,
gue era lavrador, plantou a primeira vinha. Bebeu o vinho embriagou-se e ficou nu
dentro da tenda.

Independente de ser crénico ou agudo, o consumo do alcool tem o potencial
de alterar e prejudicar a saude e o bem-estar. Além de ser um fator de risco para os
eventos que levam a lesGes e acidentes, o &lcool também leva ao aumento da
morbidade e mortalidade (JUNG et al, 2011).

Atualmente o alcoolismo se destaca como um dos mais graves problemas de
saude publica por complicacdes vindas do plano somatico, psiquico e de grande
repercussao no meio social. Seu uso excessivo e prolongado causa uma variedade
de anormalidades clinicas, bioquimicas e fisiolégicas (SANTORUM, 2010).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define o alcoolatra como um
bebedor excessivo, cuja dependéncia em relacdo ao alcool € acompanhada de
perturbacdes mentais, da saude fisica, da relacdo com os outros e do
comportamento social e econdmico (MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

O aumento do risco de abuso de alcool e de outras drogas pode ser
justificado com experiéncias traumaticas na infancia, adolescéncia e na vida adulta.
As experiéncias adversas e traumaticas da vida parecem ter um forte impacto no
aparecimento de sintomas, e de um modo especifico Arnow (2004) refere que a
adversidade durante a infancia aumenta a vulnerabilidade para desenvolver
psicopatologias, seja na infancia ou na idade adulta.

Segundo pesquisa do IBGE (2009), 72% dos adolescentes, de 13 a 15 anos
ja tomaram alguma bebida com alcool.

Estudos sobre o uso de substancias psicoativas tém mostrado um panorama
ascendente para o consumo de alcool em adolescentes e jovens (GIGLIOTTI, 2004).
Por ser uma substancia energética, o alcool promove a sensacdo de saciedade, 0
que leva a inapeténcia em associagdo a disturbios gastrointestinais que acarretam a
ma absorcdo de nutrientes, principalmente se ingerido cronicamente (FAUSTINO,
2003).
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Cerca de 40% a 60% das calorias diarias sdo provenientes do alcool,
contudo, sdo calorias vazias ndo associadas a proteinas, minerais ou vitaminas, e
nao aproveitadas bioguimicamente (SOUZA, 2007). O alcool ndo € um nutriente
essencial, porém e consumido do mundo todo (MAUREL, 2012).

Embora o consumo de bebidas alcodlicas seja um costume social, pode
transformar-se em uma doenca farmaco-dependente que até o século passado ja
atingia mais de oito milhdes de pessoas s6 nos Estados Unidos e nos Paises do
Reino Unido, e este nimero pode ser muito maior, uma vez que muitos individuos
omitem o uso desta substancia (ANDREO, 2008).

De acordo com o National Institute of Alcohol Abuse em Alcoholism (NIAAA),
cerca de 17,6 milhdes de americanos, ou 1 em 12 adultos, fazem uso do alcool ou
sdo alcodlatras e (NATIONAL IINSTITUTE OF HEALTH, 2012) define o alcoolismo
como uma doenca caracterizada por uma dependéncia quimica.

Maurel (2011) afirma que o consumo crénico de alcool é responsavel pela
morte de aproximadamente 75.000 americanos a cada ano, e o0 niumero de mortes e
de incapacitados pelo consumo de alcool em todo o mundo equivale a soma dos
casos provocados pela pressdao alta e pelo fumo (SOMMER, 2012).
Aproximadamente 40% de todos os pacientes com traumas ortopédicos estdo
intoxicados no momento da admissao hospitalar (LEVY et al, 1996).

E uma tarefa dificil o reconhecimento de determinados padrdes de consumo
como doenca, bem como determinar o limite entre o beber socialmente, o uso
abusivo ou nocivo de alcool, e o alcoolatra SID (Sindrome de Dependéncia do
Alcool), pois sdo ténues as diferencas, variam de pessoa para pessoa e existe
também a questédo cultural (MAUREL, 2012).

Além disso, alguns individuos metabolizam o alcool melhor que outros e é
possivel que ocorra algum tipo de alteracéo no sistema bioldgico devido ao consumo
frequente e abusivo do alcool ou ao esgotamento do organismo, fazendo com que
uma pessoa que, até entdo, tolerava bem o alcool passe a reagir ao consumo de
forma patologica (HECKMANN, 2009).

Segundo Silva et al (2011), os maiores centros de consumo de alcool sao
encontrados em paises desenvolvidos do Hemisfério Norte, principalmente na
Europa (Figura 1). Niveis de consumo médios podem ser encontrados em paises da

Africa como Namibia e Africa do Sul, assim como nos EUA e Brasil.
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Figura 1 — Consumo total per capita de adultos (15 +) em litros de alcool puro — 2005
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Os niveis mais baixos de consumo estio nos paises do norte da Africa, no leste do
Mediterraneo e do sul da Asia e do Oceano Indico. Estas regides representam
grandes popula¢fes da fé islamica,e por conta disso, apresentam taxas elevadas de
abstencao.

Em relagdo ao consumo de alcool entre os brasileiros, Silva et al (2011),
demonstraram que entre 2000 e 2006 quase noventa e trés mil ébitos tinham como
causa basica alguma doenca plenamente relacionada ao alcool, e aproximadamente
cento e quarenta e seis mil ébitos tinham esse grupo de doencas como causa basica
e/ou associada.

A taxa padronizada nacional de mortalidade por causas basicas ou
associadas ao uso de alcool passou de 10,70 6bitos por 100.000 habitantes em
2000 para 12,64 6bitos por 100.000 habitantes em 2006 (SILVA et al, 2011) (Figura
2).

Na regido Nordeste foi observado o maior crescimento das taxas de
mortalidade: de 8,04 06bitos/100.000 habitantes em 2000 para 12,88.0bitos/100.000
habitantes em 2006)
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Figura 2 - Taxas padronizadas de mortalidade (por 100.000 habitantes) por causas basicas ou
associadas, plenamente relacionadas ao uso de alcool, segundo regides. (Brasil, 2000-

2006).
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Dados do Ministério da Saude (2006) mostram que a alta incidéncia de

doencas cronicas constitui o principal desafio para o acesso ao atendimento em

saude mental na rede publica. A elevada taxa de dependéncia de drogas - alcool e

outras drogas legais ou ilegais - faz deste o principal problema de saude publica de

nosso pais (Figura 3).



Tabela 1 - Consumo abusivo de alcool nas capitais (Vigitel, 2008 — Vigilancia de doencas crbénicas
por inquérito telefénico — ministério da saude).

Média brasileira 19 10,5 29
Capitais / DF Total Masculino Feminino
% % %
Aracaju 19,6 33,0 8,5
Belém 23,7 37,2 12,2
Belo Horizonte 20,8 30,6 12,5
Boa Vista 18,1 26,5 9,8
Campo Grande 16,9 25,3 9,3
Cuiaba 20,4 31,5 10,3
Curitiba 10,7 17,8 4,6
Floriandpolis 17,0 24,3 10,5
Fortaleza 17,6 32,4 5,5
Goiania 17,0 28,5 7,0
Joao Pessoa 20,0 34,2 8,3
Macapa 20,6 36,4 5,7
Maceid 15,8 24,9 8,2
Manaus 18,7 28,3 9,9
Natal 17,6 27,2 9,6
Palmas 23,7 36,3 11,0
Porto Alegre 15,5 21,7 10,3
Porto Velho 18,5 26,9 10,3
Recife 19,3 29,2 11,2
Rio Branco 16,6 24,6 9,2
Rio de Janeiro 20,5 28,6 13,8
Salvador 24,9 35,7 15,9
Sao Luis 19,9 32,1 9,8
Sao Paulo 12,3 18,2 7,1
Teresina 21,4 36,3 9,2
Vitoria 18,5 27,6 10,8
Distrito Federal 18,6 27,0 11,2

*Consumo abusivo: mais de 5 doses para homem ou mais de 4 doses para mulher em pelo menos
uma ocasido nos ultimos 30 dias.
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3.2 TECIDO OSSEO

O tecido 0sseo tem importante papel no suporte, protecdo e locomocao dos

vertebrados e esta sob o controle de fatores sistémicos, como os hormoénios; e

fatores locais, como os fatores de crescimento e as citocinas (ANDIA, 2006).

Dentre as fungdes do tecido esquelético, encontramos:

Suporte: o esqueleto fornece suporte estrutural para todo o corpo. Ossos
individualmente ou em grupos dao estrutura e protecéo para tecidos moles e
orgaos;

Depdsito de minerais e lipidios — o tecido 6sseo tem a funcdo de estocar
minerais e ions inorganicos que contribuem para a osmolaridade dos fluidos
corporais. Estes ions e minerais participam de varios processos fisiologicos,
inclusive como co-fatores enziméaticos. Os sais de calcio do 0sso representam
uma valiosa reserva mineral que mantém as concentra¢cfes normais dos ions
calcio e fosfato nos fluidos corporais (o calcio € o mineral mais abundante no
corpo humano). O esqueleto estoca energia ao armazenar lipidios nas areas
da medula 6ssea amarela.

Producdo de células sanguineas — as células vermelhas e brancas do
sangue, bem como outros elementos sanguineos sao produzidas na medula
o0ssea vermelha que preenche a cavidade interna de muitos 0ssos.

Protecdo — muitos 6rgaos e tecidos delicados sdo cercados por elementos
esqueléticos. O térax protege o coracdo e os pulmdes, o cranio engloba o
cérebro, as vertebras protegem a medula espinhal e a pélvis embala
delicadamente os 6rgdos dos sistemas reprodutivo e gastrointestinal

Sistema de alavancas — muitos ossos funcionam como alavancas que podem
alterar a magnitude e direcdo das forcas geradas pelos musculos
esqueléticos. O sistema de alavancas multiplica a forca gerada durante as
contragcbes musculares, transformando-as em movimentos corporais. Os
movimentos variam da delicadeza motora da flexdo de um dedo a

movimentos vigorosos nas altera¢des do corpo como um todo (Martini, 1998).

Também se caracteriza por ser uma forma especializada de tecido conjuntivo

constituido por uma fase mineral, formada essencialmente por cristais de fosfato de

calcio sob a forma de hidroxiapatita, assentado numa organizada matriz coladgena. A
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combinacdo da fase mineral e da fase organica conferem ao tecido 0sseo
propriedades Unicas, que o tornam muito resistente as solicitacbes mecanicas
(Judas, 2012).

A estrutura mineralizada do 0sso é revestida por envoltérios de peridsteo e de
endosteo. Os canais vasculares, no interior do 0sso compacto, sdo continuacdes
dos envoltérios de periésteo — envoltério endocortical ou harvesiano. Estes
envoltorios englobam dois fatores importantes: o potencial osteogénico e a
vascularizagédo abundante, permitindo a eles participar das atividades modeladoras e
remodeladoras como também no reparo 6sseo (BUSER; DAHLIN; SCHENK, 1996).

O periésteo, por sua vez, envolve a superficie externa dos 0ss0s, com
excecdo das superficies articulares, do tenddo e das inser¢cdes ligamentares. Sua
estrutura varia desde delicadas laminas do tecido conjuntivo frouxo a membranas
fibrosas densas. As células osteoprogenitoras estdo localizadas, em geral, nas
vizinhancas dos vasos sanguineos, perto de uma superficie 0ssea. As células do
endosteo pertencem ao estroma da medula 0ssea ou séo derivadas de osteoblastos
latentes, os quais constituem a fonte principal das células basais, nos canais
corticais (SCHENK et al, 1992).

As populacbes de células assumem diversas formas e designacfes, com
base na sua diferente morfologia, atividade e localizacdo em relacdo a matriz
calcificada. Estas células podem ser agrupadas em duas séries diferentes: células
da linha osteoblastica, responsaveis pelo processo de formacdo da matriz 0ssea e
células da linha osteoclastica, relacionadas com a sua reabsorcao (Judas 2012)

Macroscopicamente pode se apresentar como compacto na regido mais
periférica dos 0ssos, denominada cortical, e esponjoso ou trabecular, com rede de
trabéculas contendo espacos intercomunicantes que abrigam a medula éssea. As
superficies Osseas internas e externas sdo revestidas respectivamente pelo
endosteo e periosteo. O peridsteo constitui membrana de grande importancia para a
integridade dos ossos (JUDAS, 2012).

As anormalidades da homeostasia dos componentes que constituem o0s
0Ss0s, como por exemplo o calcio e o fosforo, podem ser desencadeadas por
alteracbes metabdlicas, nutricionais e hormonais (MOE, 2008). Para manter a
homeostasia 0 esqueleto tem que atender a sua propria integridade estrutural,
através da continua remodelagem e renovacdo, e tem que responder as

necessidades sistémicas.
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Os principais agentes na modificacdo da matriz 6ssea sédo 0s osteoblastos e
0s osteoclastos. O osteoblasto produz a matriz cartilaginosa, que sofre
mineralizacdo a qual, por sua vez, podera ser removida pela atividade dos
osteoclastos quando ativado.

O osso estd em constante remodelacao, num processo complexo que envolve
a reabsorcdo do osso pelos osteoclastos, seguida por uma fase de formacéo 6ssea
promovida pelos osteoblastos (FROST, 1964). Cerca de 20% do tecido 6sseo é
renovado anualmente por remodelacéo.

Os ossos sofrem permanente deposicdo de osteoblastos e ininterrupta
absorcdo nos locais onde os osteoclastos se encontram ativos. Essa deposicéo e a
absorcéo de tecido 6sseo apresentam diversos aspectos funcionais fisiologicamente
importantes. Em primeiro lugar, 0 0SS0 costuma ajustar sua resisténcia
proporcionalmente a intensidade do estresse ésseo. Como resposta a essas forgas,
0S 0SS0S aos poucos sofrem espessamento quando submetidos a cargas pesadas.
Em segundo lugar até mesmo a morfologia do osso pode ser reajustada para uma
sustentacao apropriada das forcas mecanicas por meio da deposicao e reabsorgéo
0sseas em conformidade com os padrfes de estresse. Em terceiro lugar, como o
0SS0 antigo se torna relativamente quebradico e fragil, ha necessidade de deposicéo
de uma nova matriz organica a medida que a matriz organica sofre degeneracéao.
Desse modo, a resisténcia normal do osso € preservada (GUYTON, 2006).

Quando lesados, tém capacidade regenerativa, isto é, o0 processo de
reparacao 0ssea € efetuado através da formacéao de 0sso novo e néo pela formacao
de tecido fibroso (JUDAS, 2012).

O osso € o principal reservatério de calcio do organismo, € como as
concentracdes de célcio no sangue devem se manter em limites muito estreitos, tem
de haver homeostase do calcio para que o0s 0ssos desempenhem um papel
fundamental nos processos de formacao, reabsorcdo, manutencdo e remodelacéo
Ossea. Participam dessa homeostase quatro tipos celulares distintos que derivam de
duas linhagens: uma relacionada a formacdo e manutencdo: osteoblastos, células
de revestimento 6sseo e ostedcitos, e outra a reabsorcédo: osteoclastos (ANDIA,
2006).
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3.3 - REMODELACAO OSSEA

A remodelacdo 6ssea € um mecanismo que mantém o esqueleto em
renovacao pelo processo de troca do 0sso velho que € substituido pelo 0sso novo.

O tecido 6sseo, em diversos momentos, precisa modificar sua forma ou
estrutura. Seja para um 0sso primario (primeiro tecido 6sseo formado) tornar-se
maduro, para crescer mantendo sua forma, para um 0SSO esponjoso tornar-se
compacto ou para se adaptar a novas situacdes fisiologicas ou patolégicas. O 0sso
esta em constante remodelagédo, por meio de reabsor¢cdo e deposicdo de matriz
0ssea, que sao processos estreitamente acoplados (KLEIN, 1997; ANDIA, 2006;).

No processo de remodelacdo ocorrem duas atividades opostas, mas
complementares: a formacdo e a reabsor¢cdo do tecido 6sseo a cargo das células
das linhas osteoblastica e osteoclastica. Desta forma, elimina-se uma porcao de
osso velho, substituindo-o por osso novo, com pouca ou nenhuma alteracdo da
massa 0ssea e assegura-se, também, a substituicio de osso imaturo por 0Sso
lamelar (JUDAS, 2012).

O ciclo da remodelacdo 6ssea inicia-se pela reabsor¢do do osso velho,
recrutamento dos osteoblastos, deposicdo de nova matriz e mineralizacdo desta
nova matriz depositada. Para cada quantidade de osso reabsorvida outra é formada
na mesma propor¢cdo, de modo a manter constante a massa 0ssea. Em adultos
normais, ha equilibrio entre a quantidade de osso reabsorvido pelos osteoclastos e a
quantidade de osso formado pelos osteoblastos (FROST, 1991). O que parece
ocorrer, ao longo da vida, € uma imperceptivel perda na formacdo a cada ciclo,
provocando assim, uma perda éssea como resultado de iniUmeros ciclos deficientes
(HILL; ORTH, 1998).

O conjunto dos processos de depdsito e reabsorcdo denomina-se
remodelacdo 0ssea. Estes dois processos estdo associados, formando conjuntos de
osteoclastos e osteoblastos, que sdo as unidades de remodelagdo. Num adulto
normal ha um equilibrio entre estes dois processos — a quantidade reabsorvida é
igual a depositada. A remodelacdo ndo é uniforme — por exemplo a parte distal do
fémur é totalmente remodelada a cada seis meses enquanto que a diafise é
remodelada muito mais lentamente.

Em todos os casos, a reparacdo 6ssea € um processo altamente regulado,

gue envolve estagios sobrepostos:
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O trauma da fratura 0ssea rompe vasos sanguineos associados; o coagulo
sanguineo resultante cria uma malha de fibrina de sustentacéo para recrutar
células inflamatdrias, fibroblastos e endotélio. Plaquetas desgranuladas e
células inflamatérias de limpeza, subsequentemente, liberam um grande
namero de citocinas que ativam células progenitoras dos o0ssos, e
aproximadamente em sete dias o tecido envolvido € preparado para nova
sintese de matriz. Este calo 6sseo de tecido mole é capaz de juntar as
extremidades do osso fraturado em aposicdo, mas nao é calcificado e nao

consegue suportar peso.

Os progenitores dos ossos na cavidade medular depositam novos focos de
osso trancado, e ceélulas mesenquimais ativadas no local da fratura se
diferenciam em condroblastos sintetizadores de cartilagem. Em fraturas nao-
complicadas, este processo inicial de reparo tem seu pico entre quatorze e
vinte e um dias. A cartilagem recém-formada atua como um ponto de origem
para ossificacdo endocondral, recapitulando o processo de formacdo Ossea
nas placas epifisarias de crescimento. Isto conecta a trabécula ao 0sso
adjacente. Com a ossificagéo, as extremidades fraturadas sao ligadas por um

calo 4sseo.

Apesar de um excesso de tecido fibroso, cartilagem e 0sso serem produzidos
no calo inicial, um suporte de peso subsequente leva a reabsor¢cdo do calo
por locais ndo estressados; ao mesmo tempo existe fortificacdo das regides
que suportam maiores cargas. Esta remodelacao do calo restaura o tamanho
e a forma original do osso, incluindo a arquitetura esponjosa da cavidade

medular.

A reparacdo Ossea sera obviamente reduzida por niveis inadequados de
calcio ou fésforo, deficiéncia de vitaminas, infeccfes sistémicas, diabetes e
insuficiéncia vascular. (ROBBINS, 2008).
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Os estudos desses estagios citados acima estdo sendo cada vez mais
estudados, porém o entendimento completo dos mecanismos de controle da
remodelacdo ndo estd completamente elucidado, fazendo com que exista um grande
namero de novas descobertas.

No centro destas novas descobertas esta a aceitacdo de que novos membros
da familia de receptores do fator de necrose tumoral (TNF) interferem na funcéo dos
osteoclastos. A génese se inicia com 0 RANK, (um membro da familia do TNF da
superficie celular), receptor ativador do fator nuclear Kb. Este nome deriva da
habilidade do receptor em ativar a cascata transcricional NFkB nas células que
albergam RANK; dentre as células que expressam RANK, estdo incluidos os
macrofagos. O RANK é ativado pela interacdo com o RANKL (ligante) que é
sintetizado e expressado pelas células do estroma 0sseo e osteoblastos.

As células do estroma dsseo e osteoblastos também produzem uma citocina
chamada fator de estimulacéo da colénia de macrofagos (M-CSF), que se liga a um
receptor de superficie celular distinto de macréfagos. Juntos, o ligante de RANK e
M-CSF associam-se para converter macréfagos em osteoclastos que por sua vez
absorvem osso. A ativacdo de RANK é, portanto, o estimulo principal para a
reabsorcdo Ossea. A atividade reabsortiva induzida pelo caminho RANK-RANK
ligante é regulada por uma molécula chamada osteoprotegerina (OPG), também
secretada pelos osteoblastos e células do estroma. A OPG é um receptor “isca” que
pode se ligar aos ligantes de RANK e, assim, encurtar o circuito da sua interacao
com o0 RANK. A ligacdo do ligante de RANK a OPG, ao invés do RANK, restringe a
formacdo de osteoclastos e a atividade de reabsorcdo Ossea. A desregulacdo da
interacdo entre RANK, RANK ligante e OPG é, provavelmente, um dos principais
causadores da patogenia caracterizada pelo aumento da porosidade do esqueleto e
da reducdo da massa 0Ossea, a osteoporose. Ela esta associada ao aumento da
fragilidade 6ssea e a suscetibilidade a fraturas. A desordem pode ser localizada em
um determinado 0SSO ou regido, como na osteoporose por desuso de um membro,
ou pode envolver todo o esqueleto, sendo uma doenca éssea metabdlica. A
osteoporose generalizada pode ser primaria ou secundaria associada a uma grande
variedade de condicdes, dentre elas o consumo excessivo de alcool (ROBBINS,
2008).
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3.4 - ALCOOLISMO NO TECIDO OSSEO

Os efeitos do uso abusivo e prolongado do alcool sobre varios tecidos,
incluindo o 6sseo, tém sido amplamente estudados.

Em 1965 foi descrito pela primeira vez que o consumo de alcool € um fator
potencial para a osteoporose e fraturas osteoporoticas (SAVILLE, 1965).

A guantidade de defeitos 6sseos criados cirurgicamente e pelos varios tipos
de acidentes tem aumentado e existe uma preocupacdo muito grande ao reparo
desses defeitos, associados ao alcoolismo (BUCHAIM, 2009).

Lodi (2009) relaciona o alcoolismo com a redugdo da massa 0ssea, e ao
aumento de risco de fraturas. Ocorrendo a fratura, o reparo 0sseo pode sofrer
atrasos.

Buchaim (2005) descreve que os efeitos do alcool no tecido 6sseo sao menos
conhecidos, mas sabe-se que em longo prazo 0 seu uso excessivo também afeta
esse tecido e pode exercer uma importante funcdo na causa de extensas perdas
0sseas.

Em 1965 foi descrito pela primeira vez que o consumo de alcool € um fator
potencial para a osteoporose e fraturas osteoporoticas (SAVILLE, 1965).

Os fatores de risco modificdveis para a reducdo da massa 0ssea, associada a
um desarranjo da microarquitetura do 0sso, e que levam a osteoporose séo: fumo,
abuso de bebidas alcodlicas, dieta pobre em calcio, hipovitaminose D, quedas
frequentes, imobilizagdo prolongada e sedentarismo (CAVALHEIRO, 2009). Em
estudo anterior, Cavalheiro et al. (2007) observaram que o alcool pode alterar o
processo de remodelacdo é6ssea de forma direta ou indireta. A acdo direta é
verificada através do efeito antiproliferativo sobre os osteoblastos, e a indireta pela
modulacdo de horménios reguladores do metabolismo (metabdlitos da vitamina D,
hormbénios das paratiredides e calcitonina) presenca de doencas hepéaticas e
deficiéncias nutricionais.

O consumo de alcool aumenta o risco de incorrer em uma lesdo trauméatica
(SAVOLA et al., 2005), esta associado a uma maior incidéncia de complicagfes
clinicas apds trauma ortopédico (LEVY et al.,, 1996), e tem também um efeito
inibitdrio sobre o processo de reparacdo de fraturas (JANICKE-LORENZ; Lorenz,
1984).
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Estudos tém demonstrado que o consumo excessivo de bebidas alcodlicas
provoca alteracdes metabdlicas e patoldgicas em diferentes sistemas organicos. No
tecido 0sseo € sabido que o alcool provoca osteoporose, inibe a sintese de tecido
0sseo e altera o metabolismo das células 6ésseas (PEREIRA, 2007).

Em longo prazo, o uso de &lcool tem sido mostrado como efetuador de efeitos
diretos e indiretos sobre a remodelacdo Ossea, levando a reducdo da densidade
mineral 6ssea (DMO) e aumento do risco de fraturas (SAMPSON, 1998).

Sommer (2006) demonstrou em seus resultados que baixa ou moderada
ingestdo de alcool podem exercer efeitos protetores sobre a saude Ossea de
mulheres idosas.

Em contraste com estes efeitos nocivos do abuso de alcool, varios estudos tém
relatado que o moderado uso de alcool pode diminuir as taxas de fratura 6ssea e
aumentar densidade, principalmente em mulheres na p6s-menopausa. No entanto,
outros mostraram nenhuma associacgao significativa entre a ingestéo do alcool DMO.

Apesar destes estudos, pouco se sabe sobre os mecanismos do alcool e os seus

efeitos sobre o reparo de fratura dssea.
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4 - JUSTIFICATIVA
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Recentes pesquisas tém demonstrado que o consumo crénico e continuo de
bebidas alcodlicas vem aumentando consideravelmente pelo homem moderno, e
gue essa conduta pode afetar negativamente a homeostase tecidual. A partir desses
dados parece ser importante novos estudos controlados para se obter mais
resultados que nos esclaregam esses mecanismos. Saliento a imensa importancia
em trabalhar com modelos animais que se aproximam do padrdo humano, para um
maior entendimento sobre os efeitos provocados pelo consumo crénico do alcool,
uma vez que este acarreta inUmeros problemas sociais, econdmicos, fisicos e

psiquicos.
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5 - MATERIAL E METODOS
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5.1 Animais

Todos o0s experimentos conduzidos neste estudo foram previamente
aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal da Faculdade de
Medicina Veterinaria da USP, Campus Sao Paulo (nUmero do protocolo: 2476/2011).

Foram utilizados 30 ratos (Rattus norvegicus, albinus) da linhagem Wistar,
provenientes do Biotério da Universidade Guarulhos, com peso médio de 185
gramas, livres de quaisquer patologias, mantidos em caixas acrilicas forradas com
maravalha limpa e apropriada, recebendo “ad libitum” racdo padrdo para roedores,
em ambiente com temperatura controlada em torno de 23°C e fotoperiodos de claro
e escuro de 12 horas.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em grupos assim determinados:
G1 (15 ratos alcodlatras submetidos ao defeito 6sseo), G2 (15 ratos nao alcodlatras
submetidos ao defeito 0sseo).

O grupo alcodlatra (G1) recebeu como dieta liquida (método semi-voluntario)
aguardente de cana (Pirassununga 51 ®, 39° GL, Indastrias Muller, Pirassununga,

SP, Brasil) diluida em &4gua com concentragdo controlada e progressiva conforme

segue:
Tempo de indugéao (dias) Concentragao da aguardente
15 dias 10° GL
15 dias 15° GL
10 dias 20° GL
10 dias 25°GL
50 dias 30° GL

O grupo nao alcoodlatra (G2) recebeu como dieta liquida somente agua “ad
libitum”
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5.2 Anestesia

Para a realizacdo do defeito 6sseo, os animais foram anestesiados com
solugdo de Cloridrato de Ketamina numa dose de 30 mg/Kg e como sedativo,
analgésico e relaxante muscular, o Cloridrato de 2-(2,6-xilidino)-5,6-dihidro-4-H-1,3-
tiazina a 2% numa dose de 12 mg/Kg. As drogas foram administradas em dose
Gnica e por via intra-peritoneal. Com essa combinacdo e nessa posologia conseguiu-
se uma narcose profunda que durou aproximadamente entre 1 hora e 1 hora e trinta

minutos, tempo suficiente para a realizagdo de todos os procedimentos cirurgicos.

5.3 Protocolo Cirurgico

Para a realizac&o do procedimento cirdrgico utilizamos o seguinte protocolo:

Anestesia geral,

Tricotomia realizada manualmente na &rea da intervencao;

O animal foi repousado sobre um campo cirargico esteéril;

P w0 DN

Anti-sepsia do pélo do animal com iodopovidona (PVPI -
polivinilpirrolidona-iodo) em uma &rea ligeiramente maior que a area
cirdrgica

Incisdo da pele

Incisdo da fascia muscular;

Afastamento da musculatura até alcancar o periosteo da tibia;

Incisdo e descolamento do periésteo;

© © N o O

Por meio de um motor elétrico, contra-angulo redutor 16:1 (1000 rpm) e

broca numero 3 foi realizado o defeito 0sseo;

10. Sutura por camadas realizada com fio mononylon 4-0 no periésteo, de
forma a recobrir a loja dssea; e sutura continua na fascia muscular. Na
pele realizacdo de sutura em pontos isolados.

11. Manutencdo do animal em leito aquecido (37°C) e sua observacgao até

o retorno da sedacao.



Figura 3 - Demonstragéo do protocolo cirurgico

Legendas: A - Tricotomia manual do local da cirurgia; B - Assepsia e expo-
si¢do do tecido; C - Confecgdo do defeito dsseo; D - Tibia perfurada; E -
Sutura do periésteo; F - Sutura final.
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A medicagdo poés-cirargica (dia seguinte a cirurgia) foi utilizada para evitar
possiveis dores e processos inflamatorios. Para tal, utilizamos antiinflamatorio e
analgésico flunixin (Banamine injetavel 10mg — Schering Plough Veterinaria)
ministrado via subcutédnea na dosagem de 0,2 ml/kg e um antibiético composto pela
associacdo de benzilpenicilina benzatina, benzilpenicilina procaina, benzilpenicilina
potassica, diidroestreptomicina base (sulfato) e estreptomicina base (sulfato)
(Pentabidtico veterinario pequeno porte — Fort Dodge) na dosagem de 1ml/Kg
ministrado por via intramuscular. Os animais foram monitorados em seu periodo
pés-operatorio quanto a sinais de complicagbes tais como dor, desconforto e
infeccdo, e quando ndo fora observada nenhuma delas, foi dispensado conduta
medicamentosa complementar.

Durante todo o periodo pds-operatorio os animais foram mantidos em suas

gaiolas.

5.4 - EUTANASIA

Passados 100 dias apés o inicio do estudo (8 dias apés a confeccao do
defeito 0sseo), os animais foram eutanasiados em camara de CO,. As tibias foram
removidas e aparadas nas proximidades do defeito 6sseo para que fosse analisado
o volume de osso neoformado. As tibias contra laterais foram também removidas
para que se pudesse analisar a densidade 6ssea, a quantidade de OPG/RANKL,

bem como a qualidade das fibras colagenas.

5.5 - PROCESSAMENTO DOS ESPECIMES

Oito dias apos criacdo do defeito os animais foram eutanasiados e o0s
espécimes foram processados para obtencdo de secgbBes histologicas
descalcificadas. A area de osso neoformado da tibia direita (medidas em mm?) e a
densidade 6ssea da tibia esquerda (%) foram avaliadas histometricamente. Algumas
seccOes histologicas das tibias esquerdas foram aleatoriamente selecionadas para

analise imunohistoquimica dos mediadores osteometabdlicos: osteoprotegerina
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(OPG), o ligante do receptor-ativador do fator NF-k3 (RANKL), e através do método

Pricu Sirius Red foram analisadas as fibras colagenas dos grupos sem defeito.

5.6 - PREPARO DOS CORTES HISTOLOGICOS

Os cortes histolégicos foram fixados em uma solug¢do contendo glutaraldeido
a 2,5% em tampao cacodilato com 7% de sacarose (pH 7.4) por 4 horas a 4°C. ApoOs
0 processo de fixacdo e posterior lavagem em agua destilada por 24 horas a 4°C, os
cortes foram descalcificados em uma solucédo de EDTA a 4,13% em tampao tris-HCI
pH 7,4 a 4°C por um periodo de 60 dias. Em seguida, os mesmos foram
desidratados em uma série crescente de solucdo de alcool etilico (60 - 100%) sob
constante agitacdo. As pecas foram entdo diafanizadas em xilol e incluidas em
blocos de parafina. Desses blocos, foram obtidas seccdes seriadas de cerca de 4
MM de espessura que posteriormente foram coradas por hematoxilina e eosina (HE).
As tibias com e sem defeito foram cortadas no sentido transversal para que fossem
observados o 0sso medular e o cortical. Alguns cortes foram destinados as andlises

imunohistoquimicas e histoquimicas.

5.7 - ANALISES HISTOMETRICAS

As seccOes histoldgicas coradas com HE foram digitalizadas e por meio de
software (Image-Pro®, Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA), foram
analisadas a area de 0sso neo-formado dentro do defeito realizado. As quantidades
de osso neo-formado foram calculadas circundando a area da regido de interesse,
com o auxilio de uma ferramenta do proprio programa de computador.

A densidade Ossea na tibia foi avaliada com o auxilio de um reticulo
quadriculado (contendo aproximadamente 314 pontos) sobre o qual foi feita a
contagem dos pontos coincidentes com 0sso em relacdo a quantidade de pontos
total (densidade (%) = 100 x pontos com 0ss0/314).
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5.8 - ANALISES IMUNOHISTOQUIMICAS

Por meio de imunohistoquimica, foram detectadas as moléculas de OPG e
RANKL, importantes mediadores envolvidos no metabolismo ésseo. Laminas
previamente silanizadas contendo algumas secc¢des histoldgicas foram tratadas com
uma solucao de peréoxido de hidrogénio a 3% durante 30 minutos para neutralizacao
da peroxidase enddogena. Em seguida, para bloqueio das reacdes inespecificas, as
seccgOes foram tratadas com solugdo de soro albumina bovina a 1%, durante 30
minutos a temperatura ambiente. Apos lavagem em solucdo com solugdo de PBS-
Triton X100, as seccdes foram incubadas com os anticorpos primarios (anticorpos
policlonais anti OPG e RANKL) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)
durante 24 horas a 4°C. Os anticorpos secundarios biotinilados permaneceram em
contato durante 60 minutos a temperatura ambiente e sequencialmente com avidina
fosfatase alcalina (Kit Vecstain ABC-AP, Vector Laboratories). O produto da reacéo
foi visualizado com a adicao de 3,3’ diaminobenzidina e as secc¢des foram coradas
com HE. Os cortes foram digitalizados e analisados por microscopia Optica. Foi
realizada a verificacdo das células marcadas com o respectivo anticorpo na cortical

0ssea (Onuma, 2011).

5.9 - ANALISE HISTOQUIMICA DE PRICO SIRIUS RED

Os cortes foram desparafinados em xilol, hidratados em gradientes
decrescentes de etanol. Posteriormente foi realizado o bloqueio da elastina com o
acido fosfomolibidico a 0,2% por 10 minutos. Apés as lavagens em agua destilada
os cortes foram imersos por 90 minutos em solucéo de Sirius Red a 0,1% dissolvido
em acido picrico aquoso saturado. Em seguida, os cortes foram lavados em HCI
0,01 Normal durante 2 minutos. Depois as laminas foram desidratadas em
concentracbes crescentes de etanol, diafanizadas em xilol e montadas com
Entellan®.

Fotomicrografias por grupo sem defeito dos cortes das tibias foram
documentadas por um microscopio de luz polarizada (Axiolab Standard 20, Carl
Zeiss), acoplado a uma videocamera de alta resolugédo (AxionCam, Carl Zeiss) e

analisadas.
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5.10 - ANALISE ESTATISTICA

Para a andlise estatistica, os dados obtidos foram expressos em Média. Os
grupos foram comparados por meio do teste t student seguida pelo teste de Tukey
para observar se ocorreram diferencas entre os grupos. O nivel de significAncia para
a rejeicdo da hipotese nula foi de p < 0,05. Para todos os testes utilizou-se o
software GraphPad Prism 5.0, San Diego, California USA.

5.11 - OBSERVACOES CLINICAS DOS ANIMAIS

Em relacdo ao estado de saude dos animais dos 2 grupos nao ocorreram ao
longo do experimento alteragdes visuais quanto ao aspecto de urina, fezes e pélos.
Durante o periodo operatorio 2 animais do grupo alcool vieram a morrer. Na regiao
onde foi realizado o defeito 6sseo néo foi observado ulceracbes ou complicacées no
processo de cicatrizagdo. Os animais apresentaram rapida recuperacdo pos-
cirurgica, ndo comprometendo a deambulacdo dos animais por mais de 24 horas.
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6 - RESULTADOS
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O grupo controle apresentou no inicio do experimento peso corporal de 181g,
enquanto o grupo alcodlico 1849, resultados que ndo s&o estatisticamente

significativos (Gréfico 1).

Grafico 1 — Demonstracdo do peso dos animais dos grupos controle e alcool no inicio do
experimento.
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No 40° dia de tratamento o peso corporal do grupo controle foi de 318g
enquanto que o grupo alcodlico apresentou peso de 260g, o que torna o resultado

estatisticamente significante (Grafico 2).
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Gréfico 2 — Peso dos dois grupos de animais no quadragésimo dia de experimento. Podemos
observar que o ganho de peso no grupo alcool foi menor.
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No 50° dia de tratamento o peso corporal do grupo controle foi de 327g
enquanto que o grupo alcodlico apresentou 274g, confirmando novamente a
diferenca estatistica (Grafico 3).

Ao final do tratamento, ou seja, no 100° dia (eutanasia) o peso corporal do
grupo controle foi de 364g enquanto que o grupo alcodlico apresentou 308g,
confirmando os mesmos resultados obtidos ao longo do experimento e que
demonstram que os ratos submetidos a dieta liguida com solucdo alcodlica
apresentaram ganho de peso menor do que os do grupo controle (Grafico 4).

No grafico 5 demonstramos a evolu¢do do peso dos animais dos dois grupos

durante o periodo de experimento.
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Gréfico 3 — Peso dos dois grupos de animais no qlinquagésimo quinto dia de experimento. O
grupo alcool continua com taxas de ganho de peso menores do que 0 grupo

controle.
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Gréfico 4 - Centésimo dia de experimento. Grupo controle continua apresentando ganho de
peso acentuado em relacdo ao grupo alcool.
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Grafico 5 - Evolucdo do peso dos animais dos dois grupos desde o inicio do experimento até o
centésimo dia, quando os animais foram eutanasiados.
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6.2 — DENSIDADE OSSEA

A anadlise histométrica dos cortes demonstrou que existem diferencas
significativas entre as densidades 6sseas dos grupos sem defeito analisados.
As tibias do grupo controle (SDC) apresentaram densidade O&ssea

aproximadamente 144% maior do que as tibias do grupo alcool (DAS) (Grafico 6).
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Gréfico 6 — Dados, em porcentagem, da densidade O0ssea das tibias sem defeito. A analise
estatistica demonstrou que a densidade 6ssea das tibias do grupo controle é
aproximadamente 144% maior do que densidade das tibias do grupo alcool.
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Figura 4 - Fotomicrografia das tibias dos grupos sem defeito demons-
trando as diferengas de densidade 6ssea entre o grupo con-

trole (A) e grupo Alcool (B).

Legenda - TB, trabéculas ésseas; MO, medula éssea

55
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6.3 - REMODELACAO OSSEA

A analise estatistica da éarea Ossea neoformada expressas em mm?,
demonstrou que a area de osso neoformado no grupo controle é 34% maior do que
a area de osso neoformado no grupo alcool (grafico 7).

Na fotomicrografia das areas analisadas € possivel notar maior quantidade de

tecido neoformado no grupo controle.

Gréfico 7 — Andlise estatistica das areas dsseas neoformadas demonstrando remodelacéo éssea
34% maior no grupo controle.
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Figura 5 - Fotomicrografia demonstrando as diferengas en-
tre o volume de remodelagdo 6ssea nos grupos controle e
alcool.

B ﬁ-. il g‘ “"A I :
Legendas - A, grupo controle; B, grupo alcool; CO, cortical

ossea; ONF, osso neoformado; CG, coagulo sanguineo.
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6.4 — IMUNOHISTOQUIMICA RANKL/OPG

Nossos resultados demonstraram que no grupo alcool ocorreram menos
marcacOes de OPG do que RANKL, evidenciando que a formacao 0ssea € retardada
se comparada ao grupo controle (Figura 6). Vereificamos, também, que a
quantidade de marcagfes de RANKL e OPG no grupo controle foram similares e em
maior quantidade (Figura 7).

6.5 - PRICO SIRIUS RED

Utilizando a técnica de Pricus Sirius Red pudemos verificar que o grupo sem
defeito alcool apresentou fibras colagenas com padrdo de birrefigéncia
predominantemente esverdeado e poucas regides com padrdo de birrefigéncia
amareladas, evidanciando imaturidade dessas fibras.

No grupo sem defeito controle a predominancia € de fibras de birrefigéncias
esverdeadas, porém com varias regides com padrao de birrefigéncias amareladas e
alaranjadas, demonstrando maior grau de maturidade de fibras colagenas (Figura
08).
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Figura 7 - Imunohistoquimica demonstrando quantidades equivalentes
de RANKL (A) E OPG (B) no po controle.
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Figura 08 - Prico Sirius Red demonstrando no grupo alcool (A) pre-
dominancia de fibras colagenas imaturas (birrefigéncia esverdeada.
Prico Siris Red demonstrando no grupo controle (B) fibras colagenas
maduras (birrefigéncia amareladas/alaranjadas).
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7 - DISCUSSAO
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Diversos estudos tém demonstrado o efeito do alcool sobre o metabolismo,
tanto de humanos como de ratos (PEREIRA, 2002; FAUSTINO, 2003; ANDREO,
2008; SANTORUM 2010) dentre outros.

Estudos utilizando ratos como modelo experimental mostraram que ratos que
consomem o alcool cronicamente sofrem com diversos problemas metabdlicos,
dentre eles danos ao tecido 0sseo e atraso no ganho de peso.

Variados protocolos que expfem animais a uma dieta alcodlica vem sendo
utilizados para estudar os seus efeitos em varios tecidos.

Em nosso trabalho, os animais foram pesados em quatro momentos distintos,
(1° dia, 40° dia, 55° e no dia do sacrificio, ou seja, no 100° dia). Os dados obtidos
mostraram que os dois grupos (élcool e controle) tiveram um aumento de peso. Uma
vez verificado que o peso dos animais do grupo alcool e controle fossem parecidos,
a partir da segunda pesagem, houve significativa diferenca em relacdo ao ganho de
peso entre os dois grupos. O mesmo aconteceu na terceira e na quarta pesagem
(dia do sacrificio).

Nossos resultados estdo de acordo com os dados de Faustino (2003) que
durante 20 semanas observou o peso corporeo de dois grupos de ratos. Um dos
grupos ingeriu alcool em uma concentracado progressiva (maximo de 20° GL) e
controlada, o outro grupo consumiu apenas agua e ao final desse periodo houve
uma consideravel diferenca de massa corporea dos animais alcoolizados
comparados aos nao alcoolatras.

Nossos dados também coincidem com o trabalho de Buchaim (2009), que se
preocupou em mensurar o peso dos animais em 11 momentos distintos no decorrer
de 90 dias da pesquisa, em gue ratos foram submetidos a uma dosagem alcodlica
progressiva de alcool (maximo de 25°GL) e os resultados sinalizam que o alcool
exerce efeito sobre o ganho de peso dos animais, concluindo que o ganho de peso
foi inversamente proporcional a dosagem alcodlica.

Mais recentemente, Santorum (2010), ap6s 120 dias de exposi¢do ao alcool,
(até concentracdo maxima 30°GL) comparou os pesos dos dois grupos de ratos, e
observou que os animais do grupo alcool néo tiveram ganho de peso corporal em
relacdo aos controles. Além disso, foi feita a verificacdo do consumo de ragcéo e 0s
animais do grupo alcool consumiram em média 29,9% a menos de racdo por

semana do que os animais controle, possivelmente em virtude da aguardente de
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cana apresentar alto valor calérico inibindo a necessidade de ingerir alimento.
Embora néo tenhamos verificado a quantidade de consumo de rac&o, nossos dados
corroboram com os resultados de Santorum.

Por outro lado, nossos dados sao diferentes dos dados mostrados por Souza
(2007), que mensurou os efeitos de uma dieta liquida com concentracéo de alcool a
20 GL°, por um periodo de 8 semanas e nao notou diferencas significativas
comparando o peso dos animais alcoolizados com os animais do grupo controle que
ingeriram apenas agua.

E interessante notar que embora 0s nossos dados sejam parecidos com 0s
dados de Faustino, Buchaim e Santorum, os protocolos usados nesses estudos
diferem um do outro. Embora em todos estes trabalhos o protocolo adotado tenha
sido o protocolo semi-voluntario, em que os animais tém livre acesso a comida e a
agua (com ou sem alcool), as concentra¢gBes alcodlicas e o tempo de exposicédo
variaram em cada experimento.

Os resultados encontrados em nosso trabalho podem diferir, por exemplo, dos
resultados encontrados por Souza (2006) porque talvez o tempo de exposicdo de 8
semanas e a concentracdo de alcool usadas por ele tenham sido insuficientes para
causar alteracdo no peso corpéreo dos animais. Neste trabalho, ao 40° dia de
experimento os ratos do grupo alcool ndo apresentaram diferenca significativa de
peso em relagdo ao grupo controle. Uma vez que nossos resultados demonstram
que ao 40° dia houve significativa diferenca de peso entre o grupo alcool e controle,
podemos deduzir que a concentracdo de alcool usada em nossos experimentos
tenha sido mais adequada para causar efeitos nos animais do que a concentracao

usada por ele.

Podemos entdo propor que, nesse caso, o0 hivel de concentracdo de alcool foi
mais importante que o tempo de exposicao para que ele ndo encontrasse diferencas
significantes no peso dos animais.

No entanto, os dados obtidos em nosso estudo relacionados ao peso dos
animais estdo bem préximos ao trabalho de Santorum (2010), fato que pode ser
atribuido as semelhancas tanto entre o tempo de consumo e concentracao alcodlica.

Sob o mesmo protocolo de inducédo ao alcoolismo, Oliveira (2004) verificou

que houve diferenca estatisticamente significante no ganho de peso no grupo
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controle, o que também confirma que protocolos parecidos tendem a demonstrar
resultados parecidos.

O protocolo usado nesse trabalho se mostrou eficiente para os experimentos
realizados porque o tempo de exposicdo e a concentracdo alcodlica causaram
alteracdes no metabolismo dos animais. Os resultados adquiridos evidenciaram o
efeito do alcool sobre o ganho de peso dos animais.

Outros estudos (LIEBER et al.,, 1998; D'SOUZA e EL-GUINDY, 2010)
realizaram experimentos em que a exposi¢cdo ao alcool foi a Gnica fonte de dieta
liquida. Porém os préprios autores concluem que esse metodo néo é tao eficaz pois
fazem com que os ratos possivelmente sofram desidratacéo.

Outro protocolo utilizado é o de intoxicagao cronica e intermitente por inalacao
de vapores de etanol. O'Dell et al.,2004 utilizaram este método em um trabalho que
compara a eficacia deste método comparado ao semi-voluntario.

O principio € o de manter o etanol em concentracfes constantes durante 14
horas por dia durante até 8 semanas para induzir a dependéncia fisica e
comportamental através da exposicdo em uma caixa selada para que o etanol seja
evaporado. Observamos, porém que a desvantagem desse método se relaciona
com a dificuldade de se manter as devidas concentracdes constantes.

Em humanos, para que a dependéncia alcodlica ocorra, € fundamental que
haja vulnerabilidade e suscetibilidade a dependéncia, fomentadas por condi¢cbes
biolégicas, psicoldgicas, sociais e ambientais. Todavia, a dependéncia fisica, e suas
consequéncias, aparecem relativamente tarde, geralmente apdés 4 a 6 anos de
consumo regular para o adolescente e apés 6 a 8 anos para o adulto.

Uma observacéo interessante relatada por Faustino (2003) é que o periodo
experimental de 20 semanas pode ser considerado longo ao levarmos em conta que
0 rato é uma espécie animal com uma vida meédia curta, justificando-se entdo que
uma exposicdo de pouco mais de trés meses pode ser suficiente para que o
experimento seja aceito como cronico. Desta forma, nosso estudo estd em
conformidade com Faustino visto que nosso periodo de exposi¢do esta dentro dos
padrdes sugeridos por ele.

Mais estudos sistematizados, usando exatamente o mesmo protocolo e o
mesmo modelo animal, sdo necessarios para podermos afirmar uma possivel

consisténcia de dados em diferentes trabalhos.
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Em relagéo as alteragbes que o alcool causa no metabolismo 0sseo, varios
autores tém as descrito. (SAVILLE, 1965; OPPENHEIM, 1977; KRISHNAMRA,1983;
SCHUCKIT, 2009 e MAUREL, 2012).

Em 2004, Bombonato demonstrou que apos a exposicdo ao alcool (cachaca
51) em concentracdo de ate 30°GL o alveolo dental de ratos, apds extracéo,
mostrou uma quantidade reduzida de trabeculado 0sseo, sugerindo um atraso no
processo de cicatrizacao alveolar causada pela ingestao do alcool.

Lima et al., (2011) analisaram os efeitos do etanol sobre a osteogénese ao
redor de implantes de hidroxiapatita em fémur. Os resultados desse estudo
demonstraram que, tanto na concentracdo de 5°GL, quanto na concentracdo de
15°GL, houve retardo no reparo 6sseo ao redor dos implantes.

Buchaim et al, (2004) avaliaram histologicamente os efeitos do alcool no
reparo 0sseo da tibia de ratos Wistar. Os autores relataram que em todos os animais
do grupo experimental houve retardo na cronologia no processo de reparo 0sseo.
Em estudo mais recente, Buchaim (2009) analisou os efeitos de 3 dietas alcoolicas
na reparacdo O0ssea em tibias de ratos Wistar. Foram utilizadas concentragcfes
alcoodlicas diferentes para cada grupo. A analise das tibias demonstrou que as
diferentes concentracdes alcodlicas utilizadas na dieta influenciaram a neoformacao
O0ssea de diferentes maneiras. O processo de reparacdo e neoformacdo Ossea foi
retardado de acordo com a concentracéo alcodlica.

Histomorfometricamente  nossos dados  demonstraram  diferencas
significativas relacionadas a densidade e reparo 6sseo entre os grupos alcool e
controle. Nossos resultados concordam com Lima et al., (2011), demonstrando que
e remodelacdo d6ssea nos ratos do grupo alcool sofreu atraso. Esses resultados
sugerem um possivel efeito negativo do alcool ndo somente sobre o peso dos
animais como também na remodelacédo Ossea.

Uma observacéo importante a se fazer em relacdo ao nosso experimento € a
guestdo da idade dos ratos. Nossos estudos, que utilizaram ratos jovens, se
comparados a outros estudos que utilizaram ratos adultos, ndo demonstram

resultados diferentes.

hY

Em relagdo a densidade e remodelacdo Ossea, nossos resultados

demonstraram um menor trabeculado 6sseo no grupo alcool assim como uma menor
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capacidade de regeneracdo 6ssea. Nossos resultados estdo de acordo com o0s
resultados de outros estudos (FREDERICK et al., 1999; HOGAN et al, 1999).

E curioso notar que em alguns estudos em seres humanos alcodlatras ndo é
notado diferencas significativas da densidade o6ssea (Reimers, 2011). Em
contradicdo, Angus et al., (1998) e Tucker et al.,, (2009) sugerem que 0O UuSO
moderado de alcool pode diminuir as taxas de fratura 6ssea e aumentar a densidade
principalmente em mulheres pos-menopausa. Sommer (2006) sugere ainda, que o
consumo moderado de alcool estimula o aumento dos niveis de estrégeno em
mulheres pds-menopausa e, consequentemente, previne o desenvolvimento de

osteoporose.

Os efeitos do alcool sobre o esqueleto humano ainda ndo sdo bem
conhecidos devido a dificuldade de relacionar os efeitos do &lcool aos efeitos de
outros fatores sobre o metabolismo 6ésseo como: pobre status nutricional , reducéo
nos exercicios fisicos, perda de peso, presenca de pancreatite crbnica, habito de
fumar e ocorréncia de fungcdo hepatica normal (Turner, 2000). Adicionalmente, a
dificuldade de interpretacdo dos estudos em humanos se deve as amplas variacdes

na idade, duracao e padrao de abuso do alcool dentre outros fatores.

Os resultados imunohistoquimicos de nosso trabalho concordam com os
resultados encontrados em outros estudos que associam o desequilibrio do sistema
RANK/RANKL/OPG a doencas 0sseas (HOFBAUER et al., 1999; GOLDRING, 2000;
EGHBALI et al., 2003).

Simonet et al. (1997) realizaram uma série de ensaios para compreenderem o
papel da osteoprotegerina, e observaram que ratos que expressavam O eXCesso
dessa glicoproteina desenvolviam osteopetrose, que se caracteriza pelo aumento da
densidade ¢ssea e diminuicdo da atividade osteoclastica. Esses ensaios deram
suporte a descoberta de que a OPG é um potente inibidor indireto da atividade
osteoclastica. Posteriormente, em 1998, Yasuda et al., identificaram que outras
moléculas também estavam envolvidas nesse processo, sendo elas o RANK e seu
ligante RANKL e descobriram que a partir da interagio RANK/RANKL ocorria a
formacéo e atividade dos osteoclastos e consequentemente , a reabsor¢éo do tecido

dsseo.
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Nossos experimentos demonstraram que no grupo controle existe uma
expressao maior de OPG e RANKL do que no grupo alcool, o que nos leva a crer
gue o sistema estd em equilibrio e que o processo de neoformacdo Ossea esta

ocorrendo de maneira equilibrada.

Ja& no grupo alcool encontramos uma maior expressao de RANKL comparado
a OPG, demonstrando uma maior atividade osteoclastica no grupo &lcool e,

consequentemente, maior reabsorcao 0ssea.

A atividade de RANKL e OPG ¢ dependente de uma série de outros fatores
imuno-inflamatorios, que funcionam como uma rede em favor ou contra a destruicao
tecidual. Como existem poucas informacdes na literatura sobre o papel de RANKL e
OPG nas doencgas Osseas relacionadas ao alcoolismo, deve-se ter cautela na
interpretacéo dos resultados esperados (SANTOS, 2009).

Por serem os principais componentes da matriz extracelular, realizamos a
reacdo histoquimica através do método de Prico Sirius Red para verificar a
qualidade das fibras colagenas. E sabido que as fibras
coldgenas desempenham um importante papel na manutencdo e integridade
estrutural de tecidos (RICH et al, 2005). Quando ha desequilibrio na estrutura

tecidual, essas fibras podem apresentar variacoes (ZHANG et al, 2011).

As fibras colagenas sao birrefringentes, de modo que, quando examinadas ao
microscopio de polarizacdo, aparecem brilhantes, apresentando uma intensa
birrefringéncia (MONTES, 1996; JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2008).

Sabe-se que as fibras colagenas maduras do tipo | sdo espessas e
apresentam um padrdo de birrefringéncia que varia do amarelo ao vermelho intenso,
ao passo que essas fibras ainda imaturas ou com alguma desorganizacdo em sua
forma e tamanho, sdo mais delgadas e possuem fraca birrefringéncia que surge em
tons esverdeados (HIRSHBERG et al., 2007; RETOMASO et al., 2010).

Em nosso estudo pudemos observar resultados consistentes relacionados
aos autores citados. Fibras colagenas imaturas puderam ser observadas de forma
intensa no grupo alcool, demonstrando menor grau de desenvolvimento estrutural e

possivel atraso na neoformacéo dssea.
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8 - CONCLUSAO
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ApoOs a analise dos resultados e de acordo com os limites dos métodos

empregados podemos concluir que:

» Através da morfometria foi demonstrado que em um protocolo de 100 dias de
ingestdo de alcool numa concentragcdo progressiva e controlada, ocorre

alteracdo negativa na densidade e consolidagédo 0sseas;

* O ganho de peso corpéreo foi maior no grupo controle;

* A exposicao proposta infere um estado de subnutricdo no grupo experimental,

» Histologicamente o alcool retarda o desenvolvimento de fibas colagenas,

levando ao atraso da formacao Ossea.

e Os achados imunohistoquimicos mostram em termos gerais que tanto o grupo
controle quanto o grupo alcool revelam presenca de OPG e RANKL. A
presenca das mesmas proteinas em diferentes niveis e quantidades € notavel
no grupo alcool, ressaltando com isso as adaptacdes do tecido 6sseo frente a

exposicdo do alcool.
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