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RESUMO

Obijetivo: Avaliar os efeitos do consumo crénico de etanol e da desin-
toxicacéo alcodlica sobre a resisténcia mecanica do 0sso e neofor-
magao 6ssea junto a implantes de hidroxiapatita densa (HAD) reali-
zados em ratos. Métodos: Foram utilizados 15 ratos divididos em trés
grupos, sendo controle (CT), alcoolista cronico (AC) e desintoxicado
(DE). Apos quatro semanas, foi realizada implantagdo de HAD na
tibia e produzida falha no osso parietal, em seguida o grupo AC con-
tinuaram a consumir etanol e o grupo DE iniciaram a desintoxicac&o.
Ao completar 13 semanas os animais sofreram eutanasia, 0s 0Ss0s
foram coletados para o processamento histomorfométrico e os fému-
res encaminhados ao teste mecanico de resisténcia. Resultados: Os
animais do grupo AC apresentaram menores valores de neoformacao
6ssea, de calcemia e resisténcia mecanica, quando comparado aos
grupos CT e DE. Os animais dos grupos DE apresentaram valores
superiores em todas as variaveis avaliadas em relagéo ao grupo AC.
Conclusao: O consumo de etanol interferiu na osteogénese ao redor
de implante de HAD, nos niveis de célcio e na resisténcia mecénica
Ossea. A desintoxicacao alcodlica se mostrou eficaz, pois aumentou
a osteogénese e osseointegracao da HAD, a calcemia e resisténcia
mecénica 6ssea. Nivel de Evidéncia |, estudo terapedutico.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the effects of chronic ethanol consumption
and alcohol detoxication on the mechanical resistance of bone and
bone neoformation around dense hydroxyapatite implants (DHA)
in rats. Methods: Fifteen rats were separated into three groups: (1)
control group (CT); (2) chronic alcoholic (CA), and (3) disintoxicated
(DI). After four weeks, a DHA was implanted in the right tibia of the
animals, and the CA group continued consuming ethanol, while the
DI group started detoxication. The solid and liquid feeding of the
animals was recorded, and a new alcohol dilution was effected every
48 hours. After 13 weeks, the animals were euthanized and their
biological material was collected. Results: Bone tissue was found
around DHA in all the animals. Group CA showed less bone neo-
formation, lower levels of ionic and total calcium when compared to
the animals of the CT and DI groups. The DI animals showed higher
values in all the variables in relation to the CA group. Conclusion:
Ethanol consumption interfered in osteogenesis around the DHA
implants, and in calcium levels and mechanical bone resistance.
Alcohol detoxication was effective, as it increased osteogenesis,
DHA osteointegration, calcemia, and mechanical resistance of the
bone. Level of Evidence: Level |, therapeutic studies
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INTRODUGAO

Os 0ss0s sdo estruturas rigidas fundamentais na sustentagao do
corpo. Porém, estdo sujeitos a perdas ésseas decorrentes de fratu-
ras, malformacdes ou resseccao de tumores. Embora apresentem
capacidade de regeneragao espontanea, grandes perdas 0sseas
necessitam de intervengoes, tais como enxertos 6sseos e implan-
tes de biomateriais.” Na busca de materiais biocompativeis, oste-
ocondutores e que nao promovam reacdes de imunogenicidade

surgiu a Hidroxiapatita (HA)?, trata-se de uma bioceramica similar
ao 0ss0, exibe forte estabilidade quimica, sendo amplamente uti-
lizada pela odontologia e ortopedia.® Pode ser produzida na forma
de p6 ou blocos, densos (HAD) ou porosos (HAP), com diferentes
granulagdes e associada a diversos materiais como o colageno,
matriz éssea desmineralizada e proteinas osteoindutoras.*®

O alcoolismo é uma doenga cronica que afeta 13% da populagéo
mundial,® causando desordens psiquicas, organicas e socioeco-
ndmicas.” O etanol, principal componente das bebidas alcodlicas,
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age como elemento toxico a érgaos vitais, atuando nocivamente
mesmo em tecidos resistentes como os 0ssos.* Friday e Howard?®
mostraram que o etanol reduziu a proliferagao celular, a sintese
protéica e a atividade da fosfatase alcalina em células dsseas
humanas “in vitro”. Além disso, pacientes alcoolistas apresentaram
predisposicao a fraturas, a osteopenia e a alteracdes na regene-
racao ossea.’ Estudos histomorfométricos em ratos jovens sob
ingestao cronica de etanol evidenciaram uma redugéo na veloci-
dade de formagéo dssea a partir do enddsteo e peridsteo, além
do comprometimento das propriedades mecéanicas do 0sso.'®
Diferentes metodologias tém sido utilizadas para avaliar os efeitos
do alcool sobre o tecido dsseo. Camilli et al.' usaram etanol a
20% por quatro semanas até a implantacéo subperiostal de Hi-
droxiapatita porosa (HAP) na tibia e cranio de ratos, mantendo o
tratamento até completar 140 dias de experimentagéo. Concluiram
que a velocidade da osteogénese e o volume neoformado dos
ratos tratados com alcool eram inferiores aos dos n&o tratados.
Soares et al.* ofereceu os ratos dieta liqguida com etanol (10%)
associado a doses diarias de nicotina (0,125 mg/100 do animal)
administrada por via subcutanea por um periodo de 90 dias, con-
tatando que o nivel de célcio sanguineo, a resisténcia mecanica
0ssea e a neoformagéo 6ssea ao redor de implantes de HAD e
HAP apresentou-se reduzida em relagdo ao grupo controle.

O profissional deve estar atento aos habitos do paciente, tais como
o etilismo, tabagismo e o consumo de outras drogas que possam
interferir na osseointegragéo e no reparo 6sseo apods fraturas. Con-
siderando o grande nimero de individuos alcoolistas e a escassez
de estudos referentes aos efeitos da desintoxicagéo alcodlica, o
presente estudo teve como obijetivo avaliar os efeitos do etanol
(15%) e da desintoxicagao alcodlica sobre a neoformagao dssea
e sob a propriedade estrutural do 0sso.

MATERIAL E METODOS

Protocolo Animal

Apds aprovagao pelo Comité de Etica em Pesquisa da Uni-
versidade José do Rosario Vellano (UNIFENAS), Protocolo n®
19A/2007, realizou-se este estudo no Laboratério de Fitofarma-
cos da UNIFENAS, respeitando-se a Legislagdo Brasileira de Ani-
mais de Experimentagéo, regulamentada pela Lei Federal 6.638
(1979). Todo o experimento obedeceu aos principios éticos em
experimentagdo animal, preconizados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagéo 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 pds-graduacéo da UNIFENAS com controle de tem-
peratura e controle de 12 horas no ciclo claro/escuro. Divididos
em trés grupos aleatérios (n=5): Grupo Controle (CT): Os animais
receberam agua ad libitum; Grupo Alcoolizado (AC): Esses animais
seguiram o modelo de alcoolismo crénico determinado de “semi-
-voluntario”, sendo o alcool o Unico alimento liquido disponivel. Os
animais passaram primeiramente por um breve periodo de adap-
tacéo gradativo ao alcool, recebendo, por duas semanas, dieta
liquida a base de é&lcool etilico a 5% e 10% e na terceira semana
alcool etilico a 15%, permanecendo com essa dieta até a décima
terceira semana, seguindo protocolo proposto por Cagnon et al.'?
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 periodo de
desadaptacao gradativa ao alcool, recebendo dieta liquida a base
de é&lcool etilico a 10% e a 5%, por uma semana cada e uma dieta
liquida a base de agua ad libitum até a décima terceira semana,
sendo, considerados como desintoxicados.

Todos os animais receberam a mesma dieta sélida (Nuvilab®) e a
cada 48 horas, ao longo do experimento foram realizadas trocas da
&gua, novas diluicdes do etanol, pesagem dos animais e mensura-
¢ao do consumo solido e liquido para calcular a ingestado média.

Procedimento cirargico

Os animais foram anestesiados com solugao 1:1 de Ketamina
(Francotar®) e Cloridrato de Xilazina (Virbaxyl® 2%) na dose de
0,10 ml/100g IM apds seis semanas de experimentagdo.'" Trico-
tomia e incisdo longitudinal na pele da calota craniana e da per-
na esquerda foram realizadas, o periésteo foi afastado, expondo
a cortical ¢ssea. Foi produzido no osso parietal esquerdo uma
cavidade de 5 mm com auxilio de um Punch trepano, a falha foi
mantida aberta para a verificagdo do osso neoformado. Na epffise
proximal da tibia esquerda foi realizada outra falha de 3mm e im-
plantada a bioceramica hidroxiapatita densa (HAD). O peri6steo no
parietal e tibia foi reposicionado através da sutura de suas bordas
com fio de seda 8.0, e a pele foi suturada com fio de algodao 4.0.
A bioceramica HAD foi produzida pelo Instituto de Quimica da Uni-
camp, apresentando 3 mm de didmetro e 3mm de comprimento.
Todos os animais foram tratados com analgésico (dipirona sédica
500 mg/mL) adicionado a agua (ad /ibitum) na dose de 875 mg/
kg. Durante os 2 primeiros dias do pos-operatério e apds 24 horas
de cirurgia os animais deambulavam sem limitagdes significan-
tes. Ao completar 13 semanas de experimento os animais foram
anestesiados para coleta de sangue através da pungéo cardiaca®,
em seguida os animais sofreram eutanasia através de overdose
anestésica, por via intraperitonial (IP), utilizando-se xilazina/keta-
mina (Francotar®, Virbaxyl® 2%) na concentragdo de 6 - 40 mg/
Kg, respectivamente.

Teste Mecéanico dos Fémures

Para a realizagéo do teste mecénico, os fémures esquerdo dos
animais foram coletados, limpos e acondicionados em gaze em-
bebida em solugéo fisioldgica (0.9%) e armazenados em freezer
(-20°C) até o dia anterior ao ensaio.* Os fémures foram submetidos
a teste mecéanico de resisténcia no Laboratério de Propriedades
Mecanicas da Faculdade de Engenharia Mecéanica (FEM) da Uni-
camp. O ensaio mecanico foi realizado em um maodulo de flexdo
de trés pontos, MTS TestStar I, utilizando um célula de carga de
100 Kgf, a uma velocidade de 1.3 mm/min. A distancia entre as
duas extremidades 6sseas foi de 50 mm, €, para se obter o valor
da resisténcia, uma carga foi aplicada no terco médio do osso
(diafise) por meio de uma ponta, acoplada em uma maquina de
ensaio universal.* A forga maxima necesséria para a ruptura com-
pleta dos fémures foi obtida apds uma célula de carga registrada
pelo Médulo de Flexdo MTS em Newton (N).

Processamento Histomorfométrico

O osso parietal esquerdo e a tibia esquerda, depois de coletados,
foram fixados em formalina tamponada a 10% por 48 horas e
descalcificados em solugéo de acido férmico, formol e citrato de
sodio durante 15 dias. Em seguida, os ossos foram reduzidos e
incluidos em parafina para cortes histolégicos. Foram realizados
cortes transversais semisseriados com 6 micrémetros de espes-
sura, depositados em laminas. Em seguida foram corados com
hematoxilina/eosina (HE) para anélise morfoldgica.*

O volume de osso neoformado foi obtido com o auxilio de um
reticulo quadrilatero de 100 pontos acoplado a ocular do micros-
copio. Apds a contagem dos pontos, foi utilizada a férmula Vv =
Pp/Pt (%), onde V,, = densidade de volume ou volume relativo; Pp
= guantidade de pontos sobre 0 0sso neoformado; Py = nimero
total de pontos do sistema, de acordo com o principio de Delesse
proposto por Mandarim de Lacerda.'
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Concentracao plasmatica do calcio

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

Analise Estatistica

Os dados foram expressos como média+desvio padrao Analise
de Variancia (ANOVA) seguida de teste Tukey foi utilizada para
comparar as médias entre diferentes grupos. Consideramos as
diferencgas significativas quando o valor de p<0,05.

RESULTADOS

O consumo liquido e sdlido foi satisfatério entre os grupos, porém
os animais do grupo AC e DE ingeriram menor quantidade de
dieta liquida quando comparados com os animais dos grupos
CT. (Tabela 1) O consumo de dieta sélida 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 nao houve diferencgas significativas entre 0s grupos expe-
rimentais. (Tabela 1)

Os resultados morfométricos demonstraram que os animais do
grupo AC e DE apresentaram menor volume de 0sso neoformado
ao redor dos implantes de HAD em relagéao ao grupo CT, sendo
os animais do grupo AC os que menos osseointegraram a HAD.
(Figura 1 e Tabela 1) Na falha ¢ssea realizada no osso parietal
também foi observado menor volume de osso neoformado nos
animais do grupo AC. (Figura 2 e Tabela 1)

A forga maxima (N) necessaria para romper os fémures dos ani-
mais do grupo AC foi inferior e estatisticamente diferente da forga
utilizada para romper os fémures dos animais do grupo CT e DE.
(Tabela 1) O deslocamento na forga maxima foi igual entre os trés
grupos experimentais. (Tabela 1)

Os niveis plasmaticos de calcio total dos animais do grupo AC
foram inferiores e estatisticamente diferentes dos achados dos
grupos CT e DE. (Tabela 1) Os niveis de célcio iénico dos animais
do grupo AC e DE apresentaram valores menores e estatistica-
mente diferentes do grupo CT. (Tabela 1)

DISCUSSAO

Nossos resultados mostraram que o etanol a 15% diminuiu a
osteogénese ao redor dos implantes osseointegraveis de HAD,
enquanto que a desintoxicagdo alcodlica auxilia a neoformagao
6ssea e 0 consumo de dieta liquida e sélida dos animais frente ao
consumo crénico de etanol ndo caracterizou desnutricao protéica
ou desidratagdo. Assim, a limitagdo no processo de osteogénese
nos animais dos grupos AC e DE s&o atribuidos apenas aos efeitos
quimicos do etanol.

Diferentes metodologias, com as varidveis, concentragdes alcod-
licas e tempo de exposicao ao etanol sao utilizadas para avaliar
os efeitos do etanol no tecido 0sseo e na sua reparacgao. Estudos
referentes ao alcoolismo experimental utilizaram concentragoes
de etanol que variam de 10 a 30% em perfodos de quatro a doze
semanas.*'" Nestas condigbes foram evidenciadas alteragdes
na reparagao 6ssea no que se refere a migracéo, proliferagéo
e diferenciagao das células osteogénica em osteoblastos.™ O
protocolo animal utilizado no presente estudo foi suficiente para
ocasionar alteragdes 0sseas nos animais, nao caracterizando over-
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Tabela 1. Comparagéo do ganho de peso (8); consumo de dieta liquida
e solida; Volume ésseo neoformado; Forga méxima para ruptura do
fémur; concentracéo de calcio idnico e total nos grupos controle (CT),
alcoolista (AC) e desintoxicado (DE)

CT AC DE

AP (g) 267 20° 264 5,7 263 20°

Liquida (mL) 45 1,5° 36,2 2,0° 38 0,5°
Solida (g) 49,4 2,12 40,5 7,6° 384 1,00
Osf:d:fg;°h"2\a[§"(’tigg)a° 40205 | 32605 364 0,9°

Osso Ne'oformado'(%) na 90 3.4° 53 1.40 7 55

falha 6ssea (parietal)

Forca Méxima (N) 165 36,58 100 14° 140,5 16,5°
Deslocamento (mm) 0,58 0,35% 0,52 0,35° 0,55 0,312
Célcio Total (mEg/L) 17,2 1,4a 12,3 1,3b 17,7 1,2¢
Calcio l6nico (mmol/L) 1,1 0,05 1,2 0,06° 0,7 0,02°

Duas médias, seguidas pela mesma letra pequena ndo sao diferentes entre si (P> 0,05) ao teste
de Tukey. Os resultados sdo apresentados como média =+ desvio padrgo.

(i . ) o =
Figura 1. Fotomicrografia de corte transversal da tibia do grupo CT, AC

e DE. O osso neoformado (*) ao redor do implante de HAD realizado nas
tibias esquerdas dos animais (115x — H.E.).

dose e nem induzindo a morte dos animais. Na literatura cientifica
pouca mencgéo ¢ feita relacionando aos efeitos da desintoxicagdo
alcodlica e o reparo dsseo. No entanto na pratica clinica muitas
vezes é recomendado que o paciente evite 0 consumo de etanol
no periodo poés-operatorio.
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Figura 2. Fotomicrografia frontal do osso parietal exibindo menor neo-
formagdo na falha dssea (<) dos animais do grupo AC e DE em com-
paragdo com os do grupo CT. Observar em DE a formagéo 6ssea inter-
medidria no centro da falha (|) (200x — H.E.).

Os animais do grupo AC consumiram menor quantidade de racao
e 4gua em relagao aos animais CT e DE. Porém, os consumos
diarios foram superiores a 25g de ragéo e de 15 mL de agua por
dia, nao caracterizando desnutricio e desidratagdo.*'® O controle
da ingesta liquida e sélida durante o experimento foi fundamental,
pois uma baixa ingesta soélida pode ocasionar desnutrigdo protéica
e a pequena ingesta liquida uma desidratacao, influenciando de
forma negativa nos resultados. '

O consumo do etanol diminuiu a osteogénese ao redor dos im-
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