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RESUMO

Objetivo: Avaliar os efeitos do consumo crônico de etanol e da desin-
toxicação alcoólica sobre a resistência mecânica do osso e neofor-
mação óssea junto a implantes de hidroxiapatita densa (HAD) reali-
zados em ratos. Métodos: Foram utilizados 15 ratos divididos em três 
grupos, sendo controle (CT), alcoolista crônico (AC) e desintoxicado 
(DE). Após quatro semanas, foi realizada implantação de HAD na 
tíbia e produzida falha no osso parietal, em seguida o grupo AC con-
tinuaram a consumir etanol e o grupo DE iniciaram a desintoxicação. 
Ao completar 13 semanas os animais sofreram eutanásia, os ossos 
foram coletados para o processamento histomorfométrico e os fêmu-
res encaminhados ao teste mecânico de resistência. Resultados: Os 
animais do grupo AC apresentaram menores valores de neoformação 
óssea, de calcemia e resistência mecânica, quando comparado aos 
grupos CT e DE. Os animais dos grupos DE apresentaram valores 
superiores em todas as variáveis avaliadas em relação ao grupo AC. 
Conclusão: O consumo de etanol interferiu na osteogênese ao redor 
de implante de HAD, nos níveis de cálcio e na resistência mecânica 
óssea. A desintoxicação alcoólica se mostrou eficaz, pois aumentou 
à osteogênese e osseointegração da HAD, a calcemia e resistência 
mecânica óssea. Nivel de Evidência I, estudo terapeutico.
 
Descritores: Etanol. Alcoolismo. Hidroxiapatita. Biomecânica.

INTRODUÇÃO

Os ossos são estruturas rígidas fundamentais na sustentação do 
corpo. Porém, estão sujeitos a perdas ósseas decorrentes de fratu-
ras, malformações ou ressecção de tumores. Embora apresentem 
capacidade de regeneração espontânea, grandes perdas ósseas 
necessitam de intervenções, tais como enxertos ósseos e implan-
tes de biomateriais.1 Na busca de materiais biocompatíveis, oste-
ocondutores e que não promovam reações de imunogenicidade 
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surgiu a Hidroxiapatita (HA)2, trata-se de uma biocerâmica similar 
ao osso, exibe forte estabilidade química, sendo amplamente uti-
lizada pela odontologia e ortopedia.3 Pode ser produzida na forma 
de pó ou blocos, densos (HAD) ou porosos (HAP), com diferentes 
granulações e associada a diversos materiais como o colágeno, 
matriz óssea desmineralizada e proteínas osteoindutoras.4,5	
O alcoolismo é uma doença crônica que afeta 13% da população 
mundial,6 causando desordens psíquicas, orgânicas e socioeco-
nômicas.7 O etanol, principal componente das bebidas alcoólicas, 
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age como elemento tóxico a órgãos vitais, atuando nocivamente 
mesmo em tecidos resistentes como os ossos.4 Friday e Howard8 
mostraram que o etanol reduziu a proliferação celular, a síntese 
protéica e a atividade da fosfatase alcalina em células ósseas 
humanas “in vitro”. Além disso, pacientes alcoolistas apresentaram 
predisposição a fraturas, a osteopenia e a alterações na regene-
ração óssea.9 Estudos histomorfométricos em ratos jovens sob 
ingestão crônica de etanol evidenciaram uma redução na veloci-
dade de formação óssea a partir do endósteo e periósteo, além 
do comprometimento das propriedades mecânicas do osso.10

Diferentes metodologias têm sido utilizadas para avaliar os efeitos 
do álcool sobre o tecido ósseo. Camilli et al.11 usaram etanol a 
20% por quatro semanas até a implantação subperiostal de Hi-
droxiapatita porosa (HAP) na tíbia e crânio de ratos, mantendo o 
tratamento até completar 140 dias de experimentação. Concluíram 
que a velocidade da osteogênese e o volume neoformado dos 
ratos tratados com álcool eram inferiores aos dos não tratados. 
Soares et al.4 ofereceu os ratos dieta líquida com etanol (10%) 
associado a doses diárias de nicotina (0,125 mg/100 do animal) 
administrada por via subcutânea por um período de 90 dias, con-
tatando que o nível de cálcio sanguíneo, a resistência mecânica 
óssea e a neoformação óssea ao redor de implantes de HAD e 
HAP apresentou-se reduzida em relação ao grupo controle.
O profissional deve estar atento aos hábitos do paciente, tais como 
o etilismo, tabagismo e o consumo de outras drogas que possam 
interferir na osseointegração e no reparo ósseo após fraturas. Con-
siderando o grande número de indivíduos alcoolistas e a escassez 
de estudos referentes aos efeitos da desintoxicação alcoólica, o 
presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do etanol 
(15%) e da desintoxicação alcoólica sobre a neoformação óssea 
e sob a propriedade estrutural do osso.

MATERIAL E MÉTODOS 

Protocolo Animal

Após aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Uni
versidade José do Rosário Vellano (UNIFENAS), Protocolo nº 
19A/2007, realizou-se este estudo no Laboratório de Fitofárma-
cos da UNIFENAS, respeitando-se a Legislação Brasileira de Ani-
mais de Experimentação, regulamentada pela Lei Federal 6.638 
(1979). Todo o experimento obedeceu aos princípios éticos em 
experimentação animal, preconizados pelo Colégio Brasileiro de 
Experimentação Animal (COBEA).
Foram utilizados 15 ratos machos (Rattus norvegicus) da linhagem 
Wistar, com 40 dias de idade, pesando 180±2,5g, mantidos no 
biotério da pós-graduação da UNIFENAS com controle de tem-
peratura e controle de 12 horas no ciclo claro/escuro. Divididos 
em três grupos aleatórios (n=5): Grupo Controle (CT): Os animais 
receberam água ad libitum; Grupo Alcoolizado (AC): Esses animais 
seguiram o modelo de alcoolismo crônico determinado de “semi-
-voluntário”, sendo o álcool o único alimento líquido disponível. Os 
animais passaram primeiramente por um breve período de adap-
tação gradativo ao álcool, recebendo, por duas semanas, dieta 
líquida à base de álcool etílico a 5% e 10% e na terceira semana 
álcool etílico a 15%, permanecendo com essa dieta até a décima 
terceira semana, seguindo protocolo proposto por Cagnon et al.12 
Grupo Desintoxicado (DE): Este grupo foi submetido ao mesmo 
protocolo que o grupo AC, no entanto, ao completar a quarta se-
mana de ingesta de etanol 15% os animais iniciaram o período de 
desadaptação gradativa ao álcool, recebendo dieta líquida à base 
de álcool etílico a 10% e a 5%, por uma semana cada e uma dieta 
líquida à base de água ad libitum até a décima terceira semana, 
sendo, considerados como desintoxicados.

Todos os animais receberam a mesma dieta sólida (Nuvilab®) e a 
cada 48 horas, ao longo do experimento foram realizadas trocas da 
água, novas diluições do etanol, pesagem dos animais e mensura-
ção do consumo sólido e líquido para calcular a ingestão média.  

Procedimento cirúrgico
Os animais foram anestesiados com solução 1:1 de Ketamina 
(Francotar®) e Cloridrato de Xilazina (Virbaxyl® 2%) na dose de 
0,10 ml/100g IM após seis semanas de experimentação.11 Trico-
tomia e incisão longitudinal na pele da calota craniana e da per-
na esquerda foram realizadas, o periósteo foi afastado, expondo 
a cortical óssea. Foi produzido no osso parietal esquerdo uma 
cavidade de 5 mm com auxilio de um Punch trepano, a falha foi 
mantida aberta para a verificação do osso neoformado. Na epífise 
proximal da tíbia esquerda foi realizada outra falha de 3mm e im-
plantada a biocerâmica hidroxiapatita densa (HAD). O periósteo no 
parietal e tíbia foi reposicionado através da sutura de suas bordas 
com fio de seda 8.0, e a pele foi suturada com fio de algodão 4.0. 
A biocerâmica HAD foi produzida pelo Instituto de Química da Uni-
camp, apresentando 3 mm de diâmetro e 3mm de comprimento. 
Todos os animais foram tratados com analgésico (dipirona sódica 
500 mg/mL) adicionado à água (ad libitum) na dose de 875 mg/
kg. Durante os 2 primeiros dias do pós-operatório e após 24 horas 
de cirurgia os animais deambulavam sem limitações significan-
tes. Ao completar 13 semanas de experimento os animais foram 
anestesiados para coleta de sangue através da punção cardíaca4, 
em seguida os animais sofreram eutanásia através de overdose 
anestésica, por via intraperitonial (IP), utilizando-se xilazina/keta-
mina (Francotar®, Virbaxyl® 2%) na concentração de 6 - 40 mg/
Kg, respectivamente. 

Teste Mecânico dos Fêmures
Para a realização do teste mecânico, os fêmures esquerdo dos 
animais foram coletados, limpos e acondicionados em gaze em-
bebida em solução fisiológica (0.9%) e armazenados em freezer 
(-20oC) até o dia anterior ao ensaio.4 Os fêmures foram submetidos 
a teste mecânico de resistência no Laboratório de Propriedades 
Mecânicas da Faculdade de Engenharia Mecânica (FEM) da Uni-
camp. O ensaio mecânico foi realizado em um módulo de flexão 
de três pontos, MTS TestStar  II, utilizando um célula de carga de 
100 Kgf, a uma velocidade de 1.3 mm/min. A distância entre as 
duas extremidades ósseas foi de 50 mm, e, para se obter o valor 
da resistência, uma carga foi aplicada no terço médio do osso 
(diáfise) por meio de uma ponta, acoplada em uma máquina de 
ensaio universal.4 A força máxima necessária para a ruptura com-
pleta dos fêmures foi obtida após uma célula de carga registrada 
pelo Módulo de Flexão MTS em Newton (N). 

Processamento Histomorfométrico 

O osso parietal esquerdo e a tíbia esquerda, depois de coletados, 
foram fixados em formalina tamponada a 10% por 48 horas e 
descalcificados em solução de ácido fórmico, formol e citrato de 
sódio durante 15 dias. Em seguida, os ossos foram reduzidos e 
incluídos em parafina para cortes histológicos. Foram realizados 
cortes transversais semisseriados com 6 micrômetros de espes-
sura, depositados em lâminas. Em seguida foram corados com 
hematoxilina/eosina (HE) para análise morfológica.4

O volume de osso neoformado foi obtido com o auxílio de um 
retículo quadrilátero de 100 pontos acoplado à ocular do micros-
cópio. Após a contagem dos pontos, foi utilizada a fórmula Vv = 
Pp/Pt (%), onde VV = densidade de volume ou volume relativo; PP 

= quantidade de pontos sobre o osso neoformado; PT = número 
total de pontos do sistema, de acordo com o princípio de Delesse 
proposto por Mandarim de Lacerda.13
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Concentração plasmática do cálcio

O sangue dos animais foi coletado e o soro obtido e centrifugado 
a 3.000 rpm e para a determinação o cálcio, seguindo o método 
proposto pela Labtest-Diagnóstica (Brasil), no qual se utiliza um rea-
gente aquoso estabilizado. O método colorimétrico foi usado para 
determinar o cálcio total. Medido em espectrofotômetro (Gehaka 
G3410, Brasil) a 570 nm da cor produzida pelo complexo formado 
entre ortocresoftaleína complexona e o cálcio, em pH alcalino.13 

Análise Estatística

Os dados foram expressos como média±desvio padrão Análise 
de Variância (ANOVA) seguida de teste Tukey foi utilizada para 
comparar as médias entre diferentes grupos. Consideramos as 
diferenças significativas quando o valor de p<0,05. 

RESULTADOS

O consumo líquido e sólido foi satisfatório entre os grupos, porém 
os animais do grupo AC e DE ingeriram menor quantidade de 
dieta líquida quando comparados com os animais dos grupos 
CT. (Tabela 1) O consumo de dieta sólida foi menor nos animais 
do grupo DE quando comparados com os animais dos grupos 
CT e AC. (Tabela 1) Durante o experimento os animais ganharam 
peso, e não houve diferenças significativas entre os grupos expe-
rimentais. (Tabela 1)
Os resultados morfométricos demonstraram que os animais do 
grupo AC e DE apresentaram menor volume de osso neoformado 
ao redor dos implantes de HAD em relação ao grupo CT, sendo 
os animais do grupo AC os que menos osseointegraram a HAD. 
(Figura 1 e Tabela 1)  Na falha óssea realizada no osso parietal 
também foi observado menor volume de osso neoformado nos 
animais do grupo AC. (Figura 2 e Tabela 1)
A força máxima (N) necessária para romper os fêmures dos ani-
mais do grupo AC foi inferior e estatisticamente diferente da força 
utilizada para romper os fêmures dos animais do grupo CT e DE. 
(Tabela 1) O deslocamento na força máxima foi igual entre os três 
grupos experimentais. (Tabela 1)
Os níveis plasmáticos de cálcio total dos animais do grupo AC 
foram inferiores e estatisticamente diferentes dos achados dos 
grupos CT e DE. (Tabela 1) Os níveis de cálcio iônico dos animais 
do grupo AC e DE apresentaram valores menores e estatistica-
mente diferentes do grupo CT. (Tabela 1)

DISCUSSÃO

Nossos resultados mostraram que o etanol a 15% diminuiu a 
osteogênese ao redor dos implantes osseointegráveis de HAD, 
enquanto que a desintoxicação alcoólica auxilia a neoformação 
óssea e o consumo de dieta líquida e sólida dos animais frente ao 
consumo crônico de etanol não caracterizou desnutrição protéica 
ou desidratação. Assim, a limitação no processo de osteogênese 
nos animais dos grupos AC e DE são atribuídos apenas aos efeitos 
químicos do etanol.
Diferentes metodologias, com as variáveis, concentrações alcoó-
licas e tempo de exposição ao etanol são utilizadas para avaliar 
os efeitos do etanol no tecido ósseo e na sua reparação. Estudos 
referentes ao alcoolismo experimental utilizaram concentrações 
de etanol que variam de 10 a 30% em períodos de quatro a doze 
semanas.4,11 Nestas condições foram evidenciadas alterações 
na reparação óssea no que se refere à migração, proliferação 
e diferenciação das células osteogênica em osteoblastos.14 O 
protocolo animal utilizado no presente estudo foi suficiente para 
ocasionar alterações ósseas nos animais, não caracterizando over-

Tabela 1. Comparação do ganho de peso (∆); consumo de dieta líquida 
e sólida; Volume ósseo neoformado; Força máxima para ruptura do 
fêmur; concentração de cálcio iônico e total nos grupos controle (CT), 
alcoolista (AC) e desintoxicado (DE)

CT AC DE

∆P (g) 267±20a 264±5,7a 263±20a

Liquida (mL) 45±1,5a 36,2±2,0b 38±0,5b

Sólida (g) 49,4±2,1a 40,5±7,6a 38,4±1,0b

Osso Neoformado (%) ao 
redor da HAD (tíbia)

40,2±0,5a 32,6±0,5b 36,4±0,9c

Osso Neoformado (%) na 
falha óssea (parietal)

90±3,4a 53±1,4b 71±5,5c

Força Máxima (N) 165±36,5a 100±14b 140,5±16,5c

Deslocamento (mm) 0,58±0,35a 0,52±0,35a 0,55±0,31a

Cálcio Total (mEq/L) 17,2±1,4a 12,3±1,3b 17,7±1,2c

Cálcio Iônico (mmol/L) 1,1±0,05a 1,2±0,06b 0,7±0,02c

Duas médias, seguidas pela mesma letra pequena não são diferentes entre si (P> 0,05) ao teste 
de Tukey. Os resultados são apresentados como média ± desvio padrão.

dose e nem induzindo a morte dos animais. Na literatura científica 
pouca menção é feita relacionando aos efeitos da desintoxicação 
alcoólica e o reparo ósseo. No entanto na pratica clínica muitas 
vezes é recomendado que o paciente evite o consumo de etanol 
no período pós-operatório. 

Figura 1. Fotomicrografia de corte transversal da tíbia do grupo CT, AC 
e DE. O osso neoformado (*) ao redor do implante de HAD realizado nas 
tíbias esquerdas dos animais (115x – H.E.).
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Os animais do grupo AC consumiram menor quantidade de ração 
e água em relação aos animais CT e DE. Porém, os consumos 
diários foram superiores a 25g de ração e de 15 mL de água por 
dia, não caracterizando desnutrição e desidratação.4,15  O controle 
da ingesta líquida e sólida durante o experimento foi fundamental, 
pois uma baixa ingesta sólida pode ocasionar desnutrição protéica 
e a pequena ingesta líquida uma desidratação, influenciando de 
forma negativa nos resultados.16  
O consumo do etanol diminuiu a osteogênese ao redor dos im-

Figura 2. Fotomicrografia frontal do osso parietal exibindo menor neo-
formação na falha óssea (↔) dos animais do grupo AC e DE em com-
paração com os do grupo CT. Observar em DE a formação óssea inter-
mediária no centro da falha (↓) (200x – H.E.).

plantes de HAD nos animais AC e DE. Contudo a osseointegração 
da HAD foi observada em ratos alcoolistas, com menor volume 
ósseo Peri-implantar em relação aos animais não alcoolistas e de-
sintoxicados. Embora o volume de osso neoformado nos animais 
desintoxicados foi inferior aos animais do grupo controle é possível 
notar que a eliminação do consumo de etanol tem efeito positivo 
no reparo ósseo. O etanol interfere no processo de cicatrização 
óssea limitando ou inviabilizando os implantes osseointegráveis, 
inibindo a proliferação celular e acelerando a apoptose osteo-
blástica em humanos,17 diminuindo os níveis de cálcio ionizado 
no sangue e prejudicando o processo de mineralização óssea.18    
O consumo crônico do etanol induz a uma diminuição da cal-
cemia.10 Os níveis de cálcio iônico e cálcio total dos animais do 
grupo AC foram inferiores aos valores observados nos animais do 
grupo CT e DE, já os níveis de calcemia dos animais do grupo 
DE mesmo sendo menores que do grupo CT, são superiores aos 
dos animais do grupo AC, demonstrando que a desintoxicação 
alcoólica permite melhoras nos níveis de cálcio sanguíneo. 
O etanol altera a composição mineral e as propriedades mecâni-
cas dos ossos, tornando-os mais frágeis e propensos a fraturas.4 
Os testes mecânicos dos fêmures realizados evidenciam a fragili-
dade óssea dos fêmures dos animais do grupo AC, uma vez que 
estes foram quebrados com menor força quando comparado aos 
animais do grupo CT e DE. Os animais desintoxicados mesmos 
necessitando de uma força menor para quebrar, que os animais 
CT ainda demonstram maior resistência óssea do que os animais 
alcoolistas crônicos. 

CONCLUSÃO

O consumo de etanol na concentração de 15% interferiu negativa-
mente na osteogênese ao redor de implante de HAD, nos níveis de 
cálcio e na resistência mecânica óssea. A desintoxicação alcoólica 
demonstrou-se eficaz, pois aumentou à osteogênese e osseointe-
gração da HAD, a calcemia e resistência mecânica óssea.
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