Efeitos de 03 dietas alcodlicas na reparacao 6ssea em tibia de ratos

Effects of three alcoholic diets on the bone repair in the tibia of rats
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REsumo

Os efeitos do uso abusivo e prolongado do alcool sobre varios tecidos, incluindo o 6sseo, tém sido amplamente estudados.
A quantidade de defeitos 6sseos criados cirurgicamente e pelos varios tipos de acidentes tem aumentado e existe uma
preocupacdo muito grande quanto ao reparo desses defeitos, associados ao alcoolismo. O objetivo desta pesquisa foi de
observar histologicamente os efeitos de 03 dietas alcoolicas na reparagdo 6ssea e se 0 aumento da concentragio do alcool
também interfere neste fenomeno. Foram utilizados 64 ratos machos (Rattus norvegicus), divididos em 4 grupos de 16
animais cada, assim distribuidos: Grupo controle (C) — animais que ndo receberam alcool; Grupos Experimentais I, IT e
III (EIL, EII e EIII, respectivamente) - animais que foram submetidos a alcoolizagdo de 6%, 15% e 25% respectivamente,
por um periodo de 90 dias. Apos este periodo a tibia esquerda de todos os animais foi submetida a uma cirurgia onde se
realizou uma cavidade no sentido longitudinal. Quatro animais de cada grupo foram sacrificados em periodos de 10, 20,
40 e 60 dias contados a partir do dia da cirurgia experimental. As tibias foram retiradas, processadas histologicamente
¢ submetidas as coloragdes de HE e tricromico de Masson. Os resultados mostraram que a neoformagéo dssea foi de-
crescente de acordo com o aumento da concentragdo alcodlica e pode-se concluir que as 03 dietas alcoolicas (6%, 15%
¢ 25%) influenciam a neoformagao 6ssea em todas as suas fases, retardando o processo de reparagao ossea.
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INTRODUGAO

Numerosos estudos relatam que o consumo croni-
co de alcool interfere no metabolismo 6sseo. O efeito
da intoxicacdo aguda causada pelo alcool tem sido
muito documentado, tanto em humanos quanto em
animais experimentais. Estudos em animais, sobre o
uso abusivo do alcool, sugerem que o etanol inibe o
crescimento 6sseo e interfere no processo de reparagao
de fraturas™!°.

Segundo Dai et al.’ (2000), o desequilibrio entre
formagdo e reabsor¢do Ossea, provocada pelo alcool,
atua de forma negativa na reparacdo ossea. Esse de-
sequilibrio pode ser agravado se o alcoolismo estiver
associado ao fumo.

Em 2001, Turner et al.'” notaram que em ratos
adultos, com consumo moderado do etanol (3% de in-
gestdo caldrica), ocorreu uma diminui¢do no processo
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de turnover 6sseo, suportando a sugestdo que mesmo a
presenca do alcool em nivel moderado tem um efeito
adverso sobre o osso medular.

A osteoporose esta associada consideravelmente
com morbidade e mortalidade em mulheres pos-
menopausa, nas quais o consumo moderado do alcool
apresenta efeitos negativos sobre a densidade mineral
Ossea, aumentando a incidéncia de fraturas®'®.

O uso abusivo do alcool inibe o crescimento 6sseo,
diminui sua formacdo e aumenta o risco de fraturas,
interferindo no processo de cicatrizagao®” .

Kim et al.? (2003), realizaram uma pesquisa em
mulheres alcodlatras que ndo apresentavam cirrose
hepatica para avaliar os efeitos do consumo crénico
do alcool sobre a densidade mineral 6ssea. Eles con-
cluiram que houve uma redugéo da densidade dssea,
principalmente no fémur e osso do quadril, associa-
do a osteoporose. Além disso, verificaram também
que a osteocalcina, um marcador da formagdo 0ssea
apresentou-se pouco diminuida.

Recentemente, um estudo foi realizado para ob-
servar os efeitos do alcool sobre o gene de expressao,
sintese protéica e mineralizacdo, em células-tronco
mesenquimais derivadas da medula, induzidas pela
diferenciagdo osteogénica “in vitro”. Coletivamente
os dados sugeriram que o alcool altera a diferencia-
¢do osteogénica sobre as culturas de células Osseas
humanas mesenquimais derivadas da medula durante
sua formacao, reduzindo consequentemente a neofor-
macio Ossea’!.

Baseado no citado anteriormente propds-se reali-
zar esta pesquisa com o objetivo de observar histolo-
gicamente os efeitos de 03 dietas alcodlicas (6%, 15%
e 25%) no processo de reparagdo Ossea.

MATERIAL E METODO

Foram utilizados 64 ratos machos (Rattus norve-
gicus), adultos (com aproximadamente 03 meses de
idade), da linhagem Wistar, com peso médio aproxi-
mado de 293 gramas.

Os animais foram distribuidos em 4 grupos, de 16
ratos cada, sendo:

1) Grupo Controle (C), que recebeu dgua de torneira
como dieta liquida.

2) Grupo Experimental I (E I), que recebeu alcool
etilico a 6%, diluido com agua de torneira.

3) Grupo Experimental Il (E II), que recebeu alcool
etilico a 15%, diluido com agua de torneira.

4) Grupo Experimental 111 (E 111), que recebeu alcool
etilico a 25%, diluido com agua de torneira.
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Semanalmente realizou-se a mensuragao dos pesos
dos animais.

Os grupos experimentais foram submetidos, ini-
cialmente, a adaptacdo gradativa ao alcool, até alcan-
carem o nivel maximo: Grupo EI 6%, Grupo EII 15%
e Grupo EIII 25%. Apos esse periodo de adaptagdo,
os animais dos grupos experimentais continuaram a
receber dietas alcodlicas, na concentragdo final, por
um periodo de 90 dias.

O alcool utilizado para diluicdo foi o etilico abso-
luto (LABSYNTH CH, CH, OH; PM 46.07).

Apos o periodo de alcoolizagdo de 90 dias os
animais foram submetidos a cirurgia experimental e
continuaram sendo alcoolizados ap6s a realizagdo da
cirurgia até o periodo corresponde ao do sacrificio
para cada grupo.

Para a cirurgia, os ratos foram submetidos a anes-
tesia geral pela injecdo intramuscular de Cloridrato
de tiletamina (125,0 mg) associado a Cloridrato de
zolazepam (125,0 mg) na posologia de 50,0 mg/kg
IM (Zoletil 50, Virbac).

Realizou-se a tricotomia na regido ventral do
membro pélvico esquerdo ¢ em seguida, com uma
lamina de bisturi n® 15, uma incisdo linear de 20
mm. de extensdo no sentido cranio-caudal. Com uma
broca esférica de aco n® 6, montada em micromotor
de baixa rotagdo, preparou-se uma cavidade de apro-
ximadamente 3 mm. de didmetro e, em profundidade,
atingindo a medula 6ssea. Esse procedimento foi rea-
lizado com abundante irrigagdo de solugdo de Cloreto
de Sédio a 0,9%. Posteriormente os tecidos foram
reposicionados e as suturas realizadas.

Por injec@o excessiva do anestésico citado ante-
riormente, 04 ratos de cada grupo foram sacrificados
em periodos de 10, 20, 40 e 60 dias contados a partir
do dia da cirurgia.

As pecas 0sseas retiradas das tibias foram fixadas
em formol tamponado a 10% durante 24 horas, lava-
das em agua corrente por 12 horas e, descalcificadas
em solugdo de citrato de sodio e acido féormico, em
partes iguais, durante 45 dias. Em seguida, as pegas
passaram pelo processo laboratorial de rotina para
inclusdo em parafina.

Obtidos os blocos, foram realizados cortes longi-
tudinais com espessura de 06 micrometros em um mi-
crotomo rotativo, resultando em cortes semi-seriados
que foram submetidos a coloragdo pela hematoxilina e
eosina e pelo tricromico de Masson, para estudo his-
tomorfologico sob microscopia de luz e fotografados
em um fotomicroscopio.

Com relag@o ao peso dos animais, utilizaram-se
parametros comparativos entre os grupos controle e ex-
perimentais, em 11 momentos pré-determinados, assim
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denominados: S1 (inicio do experimento), S2 (primeira
semana de dieta alcodlica adaptativa), S3 (segunda
semana de dieta alcoolica adaptativa), S4 (terceira
semana de dieta alcodlica adaptativa), S5 (30 dias de
dieta alcoodlica definitiva), S6 (60 dias de dieta alcodlica
definitiva), S7 (90 dias de dieta alcodlica definitiva e dia
da cirurgia experimental), S8 (10 dias pds-operatdrio e
1° sacrificio), S9 (20 dias pds-operatorio e 2° sacrificio),
S10 (40 dias pos-operatorio e 3° sacrificio), S11 (60 dias
pos-operatorio e 4° sacrificio)

O sangue foi coletado no dia do sacrificio, através
de puncido intracardiaca e analisado por cromato-
grafia em camada gasosa e detec¢do por ionizacdo
por chama*"® no Centro de Toxicologia da UNESP -
Campus de Botucatu — SP, e avaliado estatisticamente
pela analise de variancia com um fator ANOVA, para
verificagdo da dosagem de etanol.

REsuLTADOS

Observacgao histolégica dos efeitos de 03
dietas alcoédlicas na reparag¢ao 6ssea

Animais sacrificados 10 dias apos a cirurgia
experimental

Na Figura 1 nota-se que:

* a loja cirlrgica esta parcialmente ocupada por
trabéculas 6sseas (TO) delgadas. No espago in-
tertrabecular evidencia-se tecido conjuntivo rico
em fibroblastos (TC) e sem diferenciagdo dssea;

» aossificacdo é mais intensa no Grupo C (Fig. 1A)
em relacao aos demais grupos, sendo que o Grupo
EII (Fig. 1D) apresenta nas regides superficiais
maior quantidade de tecido conjuntivo (TC).

* aneoformacao 6ssea ¢ decrescente de acordo com
o aumento da concentragdo alcoolica.

Animais sacrificados 20 dias apds a cirurgia
experimental.

Na Figura 2 nota-se que:

* a loja cirargica, em sua por¢do superficial,
encontra-se ocupada por trabéculas 6sseas (TO)
neoformadas que deixam consideraveis espacos
com tecido conjuntivo (TC) sem diferenciacao
ossea (Figs. 2A e 2B);

* outras vezes, o tecido 6sseo neoformado (TO)
ocupa a por¢ao profunda da loja (Fig. 2C e 2D);

Figura 1 — 10 dias - Cavidade cirtrgica. Grupo C (A), Grupo EI (B), Grupo EII (C), Grupo EIII (D). Aumento 25 X. HE (A+ D) e
Tricromico de Masson (B + C).
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no grupo EIII (Fig. 2D) as trabéculas 6sseas (TO)
sdo mais delgadas e com tecido conjuntivo (TC)
sem diferenciagdo oOssea localizado superficial-

mente na loja cirargica, e em maior quantidade
quando comparado com os demais grupos;

* anecoformacdo 6ssea é decrescente de acordo com
o aumento da concentragdo alcoolica.

Figura 2 -20 dias - Cavidade cirtargica. Grupo C (A), Grupo EI (B), Grupo EII (C), Grupo EIII (D). Aumento 25 X. HE (B) e Tricromico de Masson (A
+C+D).

Animais sacrificados 40 dias apés a cirurgia
experimental
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Na Figura 3 nota-se que:

a loja cirirgica encontra-se reparada por tecido
6sseo bem diferenciado em todos os grupos;

em alguns casos, a espessura da neocortical 6ssea
(NO) ¢ mais delgada que a pré-existente (figs.3A
e 3B);

no Grupo EIII (Fig. 3D), nota-se a neocortical
(NO) com formagao 6ssea além das superficies
externa e interna da parede Ossea, mas ainda
desorganizada na regido de transi¢do cortical-
medular, comparando-se com os grupos ante-
riores;

* nesse periodo os efeitos da dieta alcoolica sdo me-
nos evidentes, quando comparado ao anterior.

Animais sacrificados 60 dias apés a cirurgia
experimental.

Na Figura 4 observa-se que:

* alojacirtrgica encontra-se reparada por tecido 0sseo
(TO) bem desenvolvido, como no periodo anterior. O
Grupo ElII (Fig. 4B) apresenta regido medular (RM)
organizada, compativel com os demais grupos.

* 0s Grupos C ¢ El ja apresentaram reparacao 6ssea
completa desde o periodo anterior.

* nesse periodo os efeitos da dieta alcoolica ndo sdo
evidentes, quando comparado ao anterior.

Cienc Odontol Bras 2009 abr./jun.; 12 (2): 17-23
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Masson (B + D).

Figuras 4AB — 60 dias - Cavidade cirargica. Grupo EII (A), Grupo EIII (B). Aumento 25 X. HE (A) e Tricromico de Masson (B).

Peso dos animais

Os dados da Tabela 1 demonstram que os animais,
comparando-se 0 momento 1 (inicio do experimento) e
o momento 11 (60 dias pds-operatdrio e 4° sacrificio),
apresentaram ganho de peso, que percentualmente

Cienc Odontol Bras 2009 abr./jun.; 12 (2): 17-23

variam entre os grupos, sendo que no Grupo C o ganho
foi de 61,4%, no Grupo EI foi de 42,37%, no Grupo
EIl foi de 31,81% e no Grupo EIII foi de 26,48%.
Portanto, o ganho de peso foi menor de acordo com o
aumento da dosagem alcoolica entre os grupos.
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Tabela 1 — Valores médios do peso dos animais segundo os 11 momentos pré-determinados.

Grupos S$1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 $10 S11
C 285,7 3126 3186 3438 3790 3854 3998 3996 4198 437,7 4613
El 2933 3126 318,0 3381 370,8 3816 396,7 3945 4209 4212 4176
Ell 2999 3108 3088 317,3 3402 3479 35555 3609 3816 3747 3953
Ell 2030 3046 2999 3000 312,7 3283 3456 3496 3715 366,7 370,6

Dosagem de etanol no sangue

Os valores médios da concentracao alcoodlica, en-
contrados no sangue dos animais, estdo na Tabela 2.

As letras diferentes (a,b,c) indicam diferengas
significantes estatisticamente.

Os dados da Tabela 2 demonstram que houve um
aumento da concentracdo de etanol nos sangue dos
animais do grupo EI para o Elll, inclusive com uma
diferenca significante estatisticamente.

Tabela 2 — Valores médios da concentragao alcodlica.

E1 E2 E3
Média 0,313 0,429° 0,540°
Desvio Padrao + 0,04 + 0,03 + 0,05

DiscussAo

A dieta alcoodlica utilizada no presente trabalho
(6%, 15% e 25%) esta de acordo com trabalhos
anteriores, onde os grupos experimentais foram sub-
metidos a uma adaptagdo gradativa, tornando esses
animais alcoolatras cronicos'®".

Os resultados encontrados mostraram que o alcool
provocou uma diminui¢do no peso dos animais, ou
seja, o ganho de peso foi inversamente proporcional
a dosagem alcodlica dos grupos, e esses dados con-
cordam com outras pesquisas, onde o alcool interferiu
também no crescimento dos animais®'“.

O fator subnutri¢do com deficiéncia vitaminica,
mineral e de nutrientes essenciais ¢ constante em indi-
viduos alcodlatras!!. Neste trabalho néo foi feita uma
analise para verificar se ocorreu a subnutricdo com
deficiéncia vitaminica, porém, a perda de peso citado
no paragrafo anterior, poderia indicar uma subnutricdo
desses animais. Entretanto, foi detectada a presenga
do alcool no sangue de todos os animais dos grupos
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experimentais através da cromatografia em camada
gasosa e detecgdo por ionizagdo por chama*".

Embora o alcoolismo tenha sido um dos maiores
problemas médicos e sociais no século passado, a
apreciacdo de que o abuso do alcool possa levar as
doengas dsseas é mais recente. No tecido 6sseo, com-
parativamente com os outros tecidos, a concentragdo
de alcool é baixa, mas as altera¢des ocorrem de acordo
com o tempo de uso da droga®.

Os resultados obtidos nesse experimento concor-
dam com estudos dos efeitos da dieta alcodlica sobre
a proliferacdo de células osteoblasticas e retardo no
processo de reparag@o alveolar’, pois nos animais
sacrificados 20 dias apos a cirurgia experimental, a
neoformacao ossea foi decrescente de acordo com o
aumento da concentragao alcoolica, levando a produgio
de trabéculas 6sseas mais delgadas e tecido conjuntivo
em maior quantidade quando comparado com os demais
grupos. Estes aspectos indicam que o alcool possui
varios efeitos na inibi¢cdo da remodelacdo Ossea.

O alcoolismo cronico aumenta também a susce-
tibilidade e a severidade das infec¢Oes, através da
diminui¢cdo dos mecanismos de defesa imunolégica,
associada ao decréscimo de células dendriticas no
bago'S.

O desequilibrio entre formagao e reabsor¢do Ossea,
provocado pelo alcool, atuando de forma negativa no
processo de reparagdo dssea, pode ser agravado se
o alcoolismo estiver associado ao fumo’, levando a
perda de densidade mineral 6ssea'?, aumento do risco
de fraturas'® e incidéncia de osteoporose!®.

CoNcLusAO

De acordo com o objetivo estabelecido no pre-
sente trabalho, ¢ possivel concluir que as 03 dietas
alcoolicas (6%, 15% e 25%) influenciam a neofor-
macdo Ossea em todas as suas fases, retardando o
processo de reparacdo Ossea, € que a neoformacdo
ossea foi decrescente de acordo com o aumento da
concentracdo alcodlica.
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ABSTRACT

The effects of long-term alcohol abuse on several tissues, including bone, have been extensively studied. Considering
the increase in occurrence of bone defects caused by trauma or even created for surgical purposes, the putative influence
of alcoholism on bone healing has been a matter of growing concern. The aim of the present study was to assess histo-
logically the effects of three schemes of alcohol intake at different concentrations on bone repair. 64 male rats (Rattus
norvegicus) were assigned to four experimental groups (n=16), which received alcohol diluted with drinking water to
the final concentrations of 6% (Group EI), 15% (Group EII) or 25% (Group EIII). The control group (Group C) received
drinking water. After 90 days, the animals were subjected to a surgical procedure in which a cavity (3 mm in width)
was created on the left tibia. Four animals of each group were sacrificed on 10%, 20™, 40* or 60™ days after the surgical
procedure. The samples were processed for histological analysis, paraffin embedded and stained with hematoxylin and
eosin; and Masson tricromic. The qualitative histological analysis showed that the amount of bone neoformation was
inversely proportional to the alcohol concentration. It may be concluded that the schemes of alcohol consumption at
the concentrations used in the present study (6%, 15% e 25%) led to a decrease in osseous neoformation in all analyzed
periods, resulting in delay on the healing process.

UNITERMS

Rats; tibia; alcohol; osteogenesis.
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