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Resumo

A ingestdo cronica de dlcool pode provocar alteragdes estruturais em varios tecidos, inclusive no tecido ésseo. O objetivo
desse estudo foi avaliar o efeito da ingestdo de dlcool etilico sobre a morfometria de fémures e tibias em ratas. Foram
utilizados quarenta animais (4 meses de idade) divididos em cinco grupos (n=8) conforme a dieta liquida administrada:
agua (Ge-controle), solugdo alcodlicaa 10% (GAL1), solucdo de sacarose a 13,5% (GI1), solucdo alcodlica a 20% (GA2),
solucdo de sacarose a 27% (GI2). Os grupos GI1 e GI2 receberam dietas controladas com mesmo valor calérico dos
grupos GA1 e GA2, respectivamente. Apés oito semanas, os animais foram sacrificados e os fémures e tibias removidos.
O peso timido dos espécimes foi avaliado em balanga analitica. O comprimento e didmetros (antero-posterior € médio-
lateral) foram medidos com paquimetro digital. Apés, foram realizadas radiografias na metade distal dos espécimes para
determinar a localizac@o do tecido dsseo trabecular. Nesta regido, secgdes transversais (1 mm) foram obtidas, em local
padronizado, a fim de avaliar o percentual médio da drea ¢ssea cortical e medular. A andlise estatistica (ANOVA) ndo
revelou diferencas significativas (P>0,05) para comprimento, didmetro médio-lateral, didmetro antero-posterior e valores
percentuais de drea Ossea cortical e drea 6ssea medular. Pode-se concluir que o consumo de édlcool etilico a 10% (que
correspondeu a 24,36% das calorias didrias da dieta) e 20% (que correspondeu a 40,10% das calorias didrias da dieta)
durante oito semanas em ratas adultas jovens ndo promoveu altera¢gdes morfoldgicas nos ossos longos.

UNITERMOS
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INTRODUCAO

Osteopenia e osteoporose sao doengas sistémicas
que conduzem a alteracdes no tecido ésseo caracteri-
zadas por baixa massa 0ssea e degradagdo da micro-
arquitetura, com conseqiiente aumento da fragilidade
e suscetibilidade a fratura'’. A osteoporose pode ser
classificada em primdria e secunddria. A osteoporose
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primdria inclui a pés-menopausa, a senil e a idiopética
juvenil, sendo mais freqiiente em mulheres. As formas
secunddrias da osteoporose sdo manifestacdes con-
seqiientes de algum processo patoldgico claramente
identificado'!, e ao contrario da primdria, sdo mais
freqiientemente encontradas em homens'2.

Em mulheres na menopausa, uma a cada quatro é
atingida pela osteoporose, e nas mulheres ap6s os 65



Souza DM, Rocha D, Kantorski KZ , Rocha RF

INFLUENCIA DO CONSUMO CRONICO DE ALCOOL ETILICO NA MORFOLOGIA DE 0SSOS LONGOS EM RATAS ADULTAS JOVENS

anos de idade uma em cada trés’. Nos homens, recente
andlise de estudos prévios indica que 58% apresentam
osteoporose devido a causas secundarias, das quais as
mais freqlientes sdo o consumo excessivo de dlcool, a
terapia com corticéides e o hipogonadismo'2.

O élcool pode alterar o processo de remodela-
¢cdo 6ssea direta e indiretamente. A agdo direta €
verificada através do efeito antiproliferativo sobre
os osteoblastos'*® e a indireta pela modulacdo de
hormdnios reguladores do metabolismo (metabdlitos
da vitamina D, hormonios das paratiredides e calcito-
nina)', presenca de doengas hepdticas’ e deficiéncias
nutricionais'®.

Diferentemente dos homens que consomem
cronicamente bebidas alcodlicas e apresentam,
por conseqiiéncia, alteracdes no tecido ésseo, as
mulheres que consomem 4lcool em doses modera-
das parecem apresentar maior massa 6ssea quando
comparadas com mulheres que ndo consomem
bebidas alcodlicas'®. O aparente efeito benéfico do
dlcool nas mulheres € mais evidente no periodo pds-
menopausa do que na idade reprodutiva, indicando
haver uma interacio entre o efeito do etanol e do
estrégeno’.

Contudo, em adultos jovens de ambos os géneros
que abusam do consumo do dlcool hi evidéncias da

Tabela 1 — Grupos experimentais do estudo

ocorréncia de desequilibrio no remodelamento 4sseo,
com predominio da reabsor¢io dssea'.

Assim, o efeito do dlcool sobre o tecido 6sseo
parece ser influenciado pela etapa de desenvolvimento
do individuo, tempo de consumo, nivel de consumo
e género™>14,

Neste contexto, o presente estudo avaliou o efeito
do consumo de alcool etilico sobre o tecido 6sseo em
ratas fémeas adultas jovens por meio de avaliagdes
morfométricas nas tibias e f€émures.

MaTteriAL E METODO

Foram utilizadas quarenta ratas fémeas (Rattus
novergicus, variagao albinus, Wistar) com aproxima-
damente cento e vinte dias de idade, pesando em média
250 g. O presente trabalho foi realizado de acordo
com os Principios Eticos na Experimentacio Animal,
adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA) e aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Odontologia da Univer-
sidade Estadual Paulista — Campus de Sdo José dos
Campos (Processo nimero: 011/2004-PA/CEP).

Os animais foram divididos em cinco grupos de
oito animais conforme o tipo de dieta administrada
(Tabela 1):

Grupos Dieta liquida Dieta solida
Gc - controle Agua racao
GA1 — alcool 10% Solugao de alcool etilico 10% racao
GI1 —isocaldrico 10% Solucdo de sacarose 13,5% racao
GA2 — alcool 20% Solucao de alcool etilico 20% racao
Gl2 — isocaldrico 20% Solugao de sacarose 27% racao

Todos os animais receberam dieta s6lida constitu-
ida pela racdo Nutrilabor (Guabi, Campinas, SP, Bra-
sil). As solugdes de dlcool e sacarose foram preparadas
com alcool etilico absoluto (Ecibra® - CETUS, Santo
Amaro, SP, Brasil) e sacarose (C,,H,,O,,) P.A. (Vetec
Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil).

Inicialmente, os animais dos grupos GA1 e GA2
passaram por um periodo de adaptag@o ao dlcool. Para
0 GATI foi administrada solugdo alcodlica a 5% por
sete dias. Para o0 GA2 foram doze dias de adaptacio,
divididos em quatro dias para cada solucao (5%, 10%

20

e 15%). Posteriormente, as solucdes alcodlicas nas
concentracdes experimentais 10% para GA1 e 20%
para GA2 foram administradas liviemente por oito
semanas. Para cada grupo que recebeu dlcool foi esta-
belecido um grupo controle nutricional isocaldrico, o
qual recebeu dieta controlada, com as mesmas calorias
consumidas pelo grupo dlcool correspondente tanto
em relacdo a dieta liquida quanto a sélida.

Para isso, diariamente foi verificada a quantidade
média de racdo (em gramas) e de solucdo alcodlica
(em mililitros) consumida por GA1 e GA2. Desta

Cienc Odontol Bras 2007 jan./mar.; 10 (1): 19-25



Souza DM, Rocha D, Kantorski KZ , Rocha RF

INFLUENCIA DO CONSUMO CRONICO DE ALCOOL ETILICO NA MORFOLOGIA DE 0SSOS LONGOS EM RATAS ADULTAS JOVENS

forma, as mesmas quantidades foram fornecidas aos
grupos isocaldricos correspondentes. Para substituir as
solugdes alcodlicas a 10% de GA1 e 20% de GA2, foi
administrada para GI1 solug@o de sacarose a 13,5% e
para GI2 solucdo de sacarose a 27% que apresentam
as mesmas calorias das solugdes alcodlicas a 10% e
20%, respectivamente.

O grupo controle recebeu racdo e dgua livremente.

Transcorridas oito semanas, todos os animais
foram anestesiados com mistura de 13mg/kg de
cloridrato de xilasina 2% (Rompun, Bayer, Sao
Paulo, SP, Brasil) e com 33mg/kg de cetamina base
(Francotar, Virbac, Roseira, SP, Brasil) via intramus-
cular. Apds o sacrificio, as tibias e os fémures foram
removidos, dissecados e pesados em balanga analitica
(Micronal B600). Os espécimes foram fixados em
formol a 10%.

Em seguida, mensura¢des em relagdo ao com-
primento e didmetro externamente aos ossos foram
realizadas com auxilio de paquimetro digital (Starret
727, Itu, SP, Brasil). O comprimento foi obtido de uma
extremidade a outra do espécime e o didmetro foi men-
surado nas direcdes: médio-lateral e antero-posterior
exatamente na metade do espécime. Foram obtidas trés
medidas para comprimento e didmetros (médio-lateral

e antero-posterior) por um mesmo examinador. A partir
destas medidas foi obtida a média de cada grupo.

Os espécimes foram radiografados nas suas
metades distais. As imagens foram digitalizadas e
foi determinada a regido ocupada por tecido 6sseo
trabecular. Na posicdo do término do tecido Osseo
trabecular, um corte foi realizado no espécime com
um disco diamantado montado em aparelho de alta
rotagdo (Extra torque® 603, Kavo do Brasil Ind. Com.
Ltda, Joinville, SC, Brasil) sob constante refrigeragio
em agua destilada. A partir deste ponto de corte, foram
obtidas seccdes transversais de 1 mm de espessura
(Figura 1) a fim de determinar os percentuais de drea
Ossea cortical e medular. As sec¢des foram observadas
em lupa estereoscépica (aumento de 20x), posiciona-
das com a face de menor didmetro voltada para a drea
de visualizacdo. Imagens digitais foram captadas da
lupa e a 4rea cortical e medular foi mensurada, trés
vezes pelo mesmo examinador, por meio do progra-
ma Image Tool (v.3.0; UTHSCSA), obtendo-se uma
média para cada grupo.

Os dados obtidos geraram médias que foram
submetidas a analise de varidncia (ANOVA). Nivel
de significancia de 5% foi utilizado para todos testes
estatisticos.

FIGURA 1 — Secgio transversal do fémur (A), secgdo transversal da tibia (B).
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REesuLTADOS

A quantidade média de calorias didrias (kcal/d)
ingeridas pelo grupo Gc foi de 44,97 kcal/d, todas
provenientes da dieta s6lida. Os animais GA1 e de
seu grupo isocaldrico GI1 consumiram em média
45,32 kcal/d, sendo 11,04 kcal/d, ou seja, 24,36%,
provenientes da dieta liquida. J4 as ratas de GA2 e
de seu grupo isocaldrico GI2 consumiram em média
51,72 kcal/d; sendo 20,59 kcal/d oriundas da dieta
liquida o que corresponde a 40,10% das calorias totais
da dieta.

Nao foram observadas diferencas significantes
entre os grupos quanto ao comprimento (p = 0,6482;

p =0,5296), diametro antero-posterior (p = 0,2244; p
= 0,0982) e didmetro médio-lateral (p = 0,2402; p =
0,0788) tanto para os fémures quanto para as tibias,
respectivamente. Os valores médios de peso imido
entre os grupos experimentais ndo diferiram signifi-
cativamente para fémures (p = 0,2844) e para tibias
(p=0,3777). Esses resultados podem ser observados
nas Tabelas 2 e 3.

A andlise de variancia ndo verificou diferencas sig-
nificativas entre os grupos para os valores percentuais
de area cortical e medular (p = 0,1202; p = 0,3261)
para fémures e tibias, respectivamente (Tabela 4).

Tabela 2 — Médias e desvio-padrao das medidas (mm) e do peso umido (g) dos fémures

Diametro Diametro
Grupo Comprimento Peso umido
antero-posterior médio-lateral
Ge 36.83 = 1.00 2.93 +0.08 3.85 +0.17 0.81 +0.08
GA1 36.06 + 0.91 2.87 +0.06 3.82 £0.15 0.76 +0.08
G 36.40 = 0.94 2.89 +0.10 3.79 £ 0.22 0.78 =0.08
GA2 36.30 = 1.23 2.95+0.16 3.93+0.28 0.80 +0.09
Gl2 36.74 = 0.93 3.02+0.18 4.03 +0.10 0.85 +0.04
Tabela 3 — Médias e desvio-padrao das medidas (mm) e do peso umido (g) das tibias
Diametro Diametro
Grupo Comprimento
antero-posterior médio-lateral Peso umido
Gc 39.26 = 1.77 3.05 £0.24 2.67 £0.17 0.60 +£0.10
GAT1 38.77 =0.74 2.85 +0.26 2.86 = 0.20 0.55 + 0.04
Gl 39.36 + 0.61 3.17 £ 0.19 2.67 +0.11 0.58 £ 0.04
GA2 38.79 = 1.36 3.15+0.13 2.68 + 0.07 0.59 £ 0.06
Gl2 39.81 £ 0.77 3.13+0.18 2.84 +0.19 0.67 £ 0.03
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Tabela 4 — Médias e desvio-padrao do percentual (%) de area dssea cortical e medular nas tibias e nos fémures

Tibia Fémur
Grupo - - - -
Area cortical Area medular Area cortical Area medular

Gce 40.16 = 4.04 59.84 + 4.04 a* 42.00 = 2.79 57.99 = 2.79 A**
GA1 43.52 + 2.96 56.48 + 2.96 a 38.54 + 4.88 61.46 = 4.88 A
Gl 43.73 = 3.89 56.27 + 3.89 a 38.02 + 3.02 61.98 = 3.02 A
GA2 44.64 + 4.44 55.36 = 4.44 a 39.57 + 2.76 60.42 + 2.76 A
Gl2 42.94 + 3.92 57.06 = 3.92 a 36.35 + 3.84 63.65 + 3.84 A

* Letra mintscula: anélise de varia ncia para as tibias.
** Letra maidscula: andlise de varidncia para os fémures.
Letras distintas indicam diferenca estatistica.

DiscussiAo

Os efeitos precisos do dlcool no esqueleto humano
ainda ndo sdo bem conhecidos devido a dificuldade
de distincdo com os efeitos de outros fatores sobre
0 metabolismo 6sseo como pobre status nutricional,
reducio nos exercicios fisicos, perda de peso, presencga
de pancreatite cronica, habito de fumar e ocorréncia de
funcdo hepética anormal. Adicionalmente, a dificulda-
de de interpretagdo dos estudos em humanos se deve as
amplas variacdes na idade, duracio e padrio de abuso
do 4lcool'®. Devido a isso, o efeito do dlcool tem sido
estudado extensivamente em modelos animais??.

A ingestdo de dlcool pode acarretar deficiéncias
nutricionais visto que pode alterar a absorcao de varias
substancias®'¢. Portanto, estudos que avaliam o efeito
do dlcool sobre tecidos biolgicos devem utilizar um
grupo controle nutricional isocalérico para determinar
se as alteragdes observadas sdo decorrentes da acdo
do élcool ou da deficiéncia nutricional gerada pelo
seu consumo. Cerca de 90 a 95% do alcool ingerido
€ metabolizado no figado e o restante excretado pelos
pulmdes, rins e sudorese. Para a excrecdo, a maior
parte do élcool € oxidada, sendo que somente 2 a 10%
sdo eliminados na forma integral. Esta oxidagdo gera
energia, convertendo cada grama de dlcool em 7,1
kcal. Em alcoolistas, cerca de 40% a 60% das calo-
rias didrias sdo provenientes do dlcool, contudo, sdo
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calorias vazias nao associadas a proteinas, minerais ou
vitaminas, e ndo aproveitadas bioquimicamente?®.

Segundo Hogan et al.” (1999), ratas fémeas jovens
sdo consideradas aquelas com quatro meses de idade
e ratas fémeas adultas aquelas com sete a treze meses
de idade, sendo que estas fases distintas de desenvol-
vimento repercutem diretamente nos resultados dos
estudos. O periodo experimental do presente estudo foi
iniciado com os animais apresentando quatro meses €
finalizado com os animais apresentando seis meses de
idade, podendo-se considerar a utilizacdo de fémeas
adultas jovens. Sampson'® (2002) comparou as idades
dos ratos com a dos humanos, indicando que quatro
meses nos ratos equivalem a idades em torno de 20
anos e 6 meses a aproximadamente 30 anos.

No presente estudo, utilizando-se ratas adultas
jovens, ndo foram identificadas alteragdes nos para-
metros avaliados ocasionadas pela administragdo de
dieta alcodlica. Todavia, segundo Turner & Sibonga's
(2001) nessa fase de desenvolvimento € esperado
desequilibrio no processo de remodelamento, pela
ocorréncia de redugdo na formagdo 6ssea gerada
pelo consumo de dlcool, associada a niveis normais
de estrégeno.

Assim, pode-se ponderar que na presente pesquisa,
os parametros morfométricos empregados para men-
suracdio Ossea externa e em seccdo transversal, ndo
foram capazes de identificar a ocorréncia de alteracdes
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Osseas nas tibias ou fémures decorrente do consumo
cronico de dlcool nas concentragdes de 10% v/v
(24,36% de calorias da dieta oriundas do dlcool) e 20%
v/v (40,10% de calorias da dieta oriundas do dlcool)
durante oito semanas em ratas adultas jovens.

Hogan et al.* (2001) avaliaram, em ratas de nove me-
ses, os efeitos da dieta alcodlica, durante 8 e 14 semanas,
em que 35% das calorias didrias da dieta eram oriundas
do élcool. Os autores ndo verificaram diferencas entre os
grupos quanto ao comprimento e peso seco dos fémures.
Contudo, quando outros parametros de avaliacio foram
utilizados (propriedades mecéanicas do tecido dsseo
medidas por meio de teste de flexdo e compressio), o
efeito negativo do 4lcool foi evidenciado.

Resultados similares foram obtidos por Hefferan
et al.’> (2003) apés avaliarem ratos machos com 6
meses de idade, durante 4 semanas, consumindo dieta
alcodlica que correspondia a 35% das calorias didrias
da dieta. Estes autores também nao observaram dife-
rengas entre os grupos quanto ao comprimento, area
de uma seccdo transversal e drea de osso cortical em
tibias. No entanto, quando a cortical 6ssea das tibias
foi avaliada por histomorfometria foi verificado que
0 alcool inibiu a formagdo dssea.

Assim, os recursos de avaliacdo utilizados no pre-
sente estudo e por outros autores parecem apresentar
pouca sensibilidade para evidenciar as alteragdes

Osseas esperadas pelo efeito do consumo cronico de
élcool etilico.

Além disso, o periodo experimental de oito sema-
nas, utilizado na presente pesquisa pode nao ter sido
suficiente para provocar alteracdes na estrutura dssea.
Hogan et al.* (2001) demonstraram que 0 consumo
cronico de dlcool reduz significativamente as proprie-
dades da cortical dos fémures de ratas adultas, sendo
esses efeitos dependentes da duragdo do uso do alcool,
os quais foram evidentes em 14 semanas e com pouca
ou nenhuma evidencia em 8 semanas.

Estudos avaliando os efeitos da dieta alcodlica
com periodos prolongados de administracdo de dieta
alcodlica devem ser desenvolvidos em ratas fémeas
adultas jovens. A utilizacdo de métodos de avaliagcdo
com alta sensibilidade para identificar alteragdes
Osseas decorrentes do consumo de dlcool parecem
ser fundamentais para o entendimento dos efeitos do
alcoolismo sobre os tecidos bioldgicos.

CoNcLusAo

O presente estudo ndo identificou alteragdes na
morfologia dos ossos longos de ratas fémeas em idade
reprodutivas (adultas jovens) submetidas a dieta alco-
6lica por meio das andlises empregadas e no periodo
experimental proposto.

ABSTRACT

The chronic ingestion of alcohol can promote structural alterations in several tissues, besides in the bony tissue. The
objective of this study was to evaluate the effect of the ingestion of ethyl alcohol on the morphometry of femurs and
tibia in female rats. Forty animals (4 months of age) were divided into 5 groups (n=38) according to liquid diet: water
(Control Group - Gc), 10% ethanol solution (GAl), 13.5% sucrose solution (Gl1), 20% ethanol solution (GA2), 27%
sucrose solution (GI2). The groups GI1 and GI2 received controlled diets of same caloric value of the groups GAI and
GA2, respectively. After eight weeks, the animals were sacrificed and the femurs and tibia removed. The humid weight
of the specimens was evaluated in analytic scale. The length and diameters (anteroposterior and medium-lateral) were
measured with digital caliper. After, radiographs were made in the distal half of the specimens to determine the cancellous
bone tissue location. In this area, cross-sections (1 mm) were obtained, in standardized place, in order to evaluate the
percentile medium of the cortical bone area and of the marrow bone area. The statistical analysis (ANOVA) didn’t showed
significant differences (P>0.05) for length, medium-lateral diameter, anteroposterior diameter and value percentile of
cortical bone area and marrow bone area. It is concluded that the consumption of ethyl alcohol at 10% (that corresponded
at 24.36% of the daily calories of the diet) and 20% (that corresponded at 40.10% of the daily calories of the diet) for
eight weeks in young adults female rats didn’t promote morphologic alterations in the long bone.

UNITERMS

Ethanol; adverse effects; toxicity; bone and bones; femur; drug effects.
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