Aneliza de Fatima Moraes da Silva

Estudo do consumo excessivo de aguardente de
cana de acucar na densidade mineral, espessura
e resisténcia as fraturas 6sseas em fémures e

tibias de ratos adultos-jovens

ARACATUBA-SP

2016



Aneliza de Fatima Moraes da Silva

Estudo do consumo excessivo de aguardente de cana de acgucar na
densidade mineral, espessura e resisténcia as fraturas 6sseas em fémures

e tibias de ratos adultos-jovens.

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Odontologia da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”, do Campus
de Aracatuba, como requisito para a obtengao
do Titulo de MESTRE EM ODONTOLOGIA -

Area de Estomatologia.

Orientadora: Profa. Dra. Ana Maria Pires
Soubhia.

ARACATUBA-SP

2016



Catalogag¢do na Publicacdo (CIP)

Diretoria Técnica de Biblioteca e Documentacdo — FOA / UNESP

Silva, Aneliza de Fatima Moraes da.

S586e Efeito do consumo excessivo da aguardente de cana de acucar
na densidade mineral, espessura e resisténcia as fraturas dsseas: estudo em
fémures e tibias de ratos adultos-jovens. / Aneliza de Fatima Moraes da Silva. -
Aracatuba, 2016

64 f. ;1. ; tab.

Disserfacdo (Mestrado) — Universidade Estadual
Paulista, Faculdade de Odontologia de Aracatuba

Orientadora: Profa. Ana Maria Pires Soubhia

1. Alcoolismo 2. Osso e Ossos 3. Densitometria 4,
Remodelacdo Ossea 5. Densidade Ossea 6.Fendmenos Biomecdnicos I. Titulo

Black Dé
CDD 617.63




@2 i

@2@4’6@ esla Mﬁﬂfdﬁd@. ..

A Deus, que permitiu que eu pudesse realizar este trabalho e
concretizd-lo. Pelas oportunidades que coloca em minha vida,
sempre abengoando e iluminando o meu caminho. Por todos os
momentos em que pude confiar.

‘Senhor, tu me sondaste, e me conheces’,

Salmo 139:1

Aos meus pais Elizia e Francisco por todos os ensinamentos e
principios. Por toda a confianca, compreensdo e apoio durante esta
caminhada. Obrigada por acreditarem em mim e sempre apoiarem

minhas escolhas. Meu eterno amor, gratiddo e admiragdo.



%mkemm ‘Coppeciais

Agradeco a minha orientadora profa. Dra. Ana Maria Pires
Soubhia por conceder a oportunidade em iniciar essa trajetdria que
tanto me fez crescer e estimar o que faco. Muito obrigada pelos
conhecimentos compartilhados, por todo apoio, incentivo, afeto e

amizade.

A profa. Dra. Kellen Tfioe que foi minha sequnda orientadora
na Pés-graduacdo. Agradeco por partilhar do seu wvasto
conhecimento intelectual, contribuindo para o meu crescimento
profissional. Por sempre me ajudar, incentivar, e servir de inspiracdo

como profissional e pessoa, além da amizade construida.

Agradeco vocés por impulsionarem a curiosidade da ciéncia e meus

anseios como educadora e pesquisadora.



A Faculdade de Odontologia de Aracatuba FOA-UNES®, pela
oportunidade em iniciar o curso de Mestrado e promover o fascinio pela
pesquisa. Essa instituicdo que atualmente é dirigida pelo prof. Wilson
Roberto Poi, que tive a oportunidade em participar de suas aulas e construir

conceitos cientificos e de humanizagdo, minha eterna admiragdo.

Ao Departamento de patologia e propedéutica clinica FOA-UNESP.
Aos professores da disciplina de Estomatologia e Patologia, Glauco Issamu
Miyahara, Daniel Galera Bernabé, Cristiane Furuse, Eder Ricardo Biasol,
Marcelo Macedo Crivelini, Agnes Assao pela dedicacdo, exemplo e
ensinamentos. A todos os funciondrios, Adriana, Robson e Dona Cidinha

pelo carinho, paciéncia e experiéncias. Meus agradecimentos e admiragdo.

Aos meus familiares, amigos, irmd (Melissa) e avos (Maria e Augusta)

que sempre estiveram presentes mesmo que longe e sempre torcendo por mim.



Ao meu amigo Willian, que sempre esteve comigo desde a graduagdo em
Londrina, por todos trabalhos conjuntos, apoio e amizade quando eu preciset.

A Ménica e “Caru” que também foram grandes amigas em Aragatuba.

A minha amiga Débora, que mesmo longe sempre esteve presente em

vdrios momentos da minha vida durante esta trajetoria.

A “Batiam”, Marlene e Jum que me acolheram em Aracatuba na
primeira semana sem me conhecerem, por intermédio da Ingrid, que foi uma

grande amiga e companheira na Pos-graduagdo.

A minha amiga e companheira de laboratorio, Ketelin, por toda
amizade, experiéncias compartilhadas, ajuda nos experimentos e em outros

trabalhos durante este percurso.

Aos meus amigos e colegas de laboratorio Giseli e Sidnei, que me
ensinaram e auxiliaram em vdrios processos do Mestrado, sempre com muita

paciéncia e dedicagdo.

Ao Marcelinho por toda alegria, carinho, preocupagdo e disposicdo para

os ensinamentos laboratoriais e pessoais.



Ao Saygo, colega e grande amigo que a Pos-graduagdo me concedeu, por
toda alegria compartilhada. Também, aos colegas e amigos da Pos-graduagdo
Guilherme (Z¢ Gui) e Mayra por todo apoio e momentos de descontragdo no

processo das aulas de inglés.

Ao prof. Dr. Leonardo Perez Faverani, que me auxiliou desde a
elaboragdo do projeto de Mestrado até os procedimentos experimentais com
os animais. Agradeco também a profa. Dra. Daniela Ponzoni que sempre foi

muito gentil, nos fornecendo o seu equipamento para os experimentos.

A Profa. Dra. Leda Maria Pescinini Salzedas, que sempre esteve muito
disposta a ensinar e concedendo espago no Laboratério de Radiologia para

que eu realizasse parte de minha pesquisa.

Ao Prof. Dr. Mdrio Jefferson Quirino Louzada, por toda disposicdo e
prontiddo em ensinar e auxiliar em vdrios procedimentos experimentais deste
trabalho, juntamente com sua equipe (‘Seu Pedro” e Rodrigo) da Faculdade

de Medicina Veterindria - UNESP Aracatuba (FMVA).

A Celinha que sempre foi muito gentil e solicita, e me ajudou com parte

da estatistica deste trabalho.



A todos os colegas de Pés-graduagdo pela convivéncia e por partilharem
deste processo de Mestrado. A todos que auxiliaram nos experimentos e
eutandsia dos animais, principalmente a “Jaque” e Fernanda Furuse.
Agradeco também ao seu Arnaldo, que sempre cuidou dos meus animais
quando eu ndo estava presente.

Aos alunos da graduagdo por todo conhecimento compartilhado, pela
oportunidade em ensind-los e aprendizado com cada um.

A todos os pacientes atendidos durante esse processo de Mestrado, por
toda confiabilidade conferida em toda equipe, pois sem eles o conhecimento
seria vago e incompleto. Minha sincera gratiddo.

Ao Departamento de Cirurgia e aos funciondrios Paulo e Marco pela
concessdo do Biotério para que eu pudesse tealizar todos os experimentos
animais. Assim como, aos porteiros que semptre foram muito gentis,
principalmente nas idas ao Biotério aos finais de semana.

A todas as funciondrias da secdo de Pés-graduagdo por toda ajuda e
paciéncia sempre que solicitado.

Agradeco também a todos os professores da Universidade Estadual de
Londrina (UEL) que participaram de minha formagdo, principalmente a

profa. Edna Harue FuruRita Mizuno, prof. Lauro Toyoshi Mizuno, profa.



Cecilia Pereira Stabile e profa. Maria de Lourdes (Nezinha) que sempre me
deram oportunidades no processo da graduagdo e instigaram a escolha pela
carreira académica.

Agradeco ainda a Coordenagdo de Aperfeicoamento Pessoal de Nivel
Superior (CAPES), pela concessdo de bolsa no primeiro ano de Mestrado.

A todos vocés minha infinita gratiddo, pois sem vocés o processo dessa

caminhada ndo seria possivel, Meu eterno e sinceros agradecimentos.



Q%Z////y o tl bt @%/if/i//, Jens /////2(/‘//74/& 7
4//2////%, Lot of o st iesilid enr brerie

2

9/4////5//////////// )

laire



Moraes-da-Silva, AF. Estudo do consumo excessivo de aguardente de cana de aclcar na
densidade mineral, espessura e resisténcia as fraturas 6sseas em fémures e tibias de
ratos adultos-jovens [Dissertacdo]. Aracatuba: Faculdade de Odontologia da Universidade

Estadual Paulista; 2016.

RESUMO

O consumo excessivo de bebidas alcodlicas pode ocasionar problemas econdmicos, sociais e
psicolégicos, além de ser prejudicial a muitos 6rgaos e tecidos, incluindo o tecido 6sseo. O alcool
€ um fator de desequilibrio entre a formacao e a reabsorcdo Ossea, entre osteoblastos e
osteoclastos. Este estudo teve como objetivo analisar os efeitos do consumo excessivo de alcool
no tecido 6sseo de ratos tratados com aguardente de cana de aguUcar (cachaga), através da
analise de fémures e tibias de ratos adultos-jovens. 24 ratos foram utilizados (Rattus norvegicus,
albinus, Wistar), divididos em 4 grupos de 6 animais, separados aleatoriamente, sendo: — Grupo
com 90 dias de tratamento, grupo controle (GC90) e grupo experimental (GE90); e grupo com
105 dias de tratamento, grupo controle (GC105) e grupo experimental (GE105). Apdés tratamento
e eutanasia, os fémures e tibias foram submetidos as analises radiograficas, densitometria 6ssea
e teste biomecanico, respectivamente, avaliados através do Sistema Digital Digora, DEXA (Dual-
Energy X-ray Absorptiometry) e Ensaio mecéanico. Os dados obtidos foram submetidos ao teste
homocedasticidade com significAncia de 5% e realizada analise de variancia — ANOVA- two-way
e poOs-teste Tukey. Os animais dos grupos controles apresentaram maior espessura 0ssea total
e cortical, maior densidade 6éssea e conteldo mineral 6sseo (p<0,05), assim como maior
resisténcia a fraturas comparados com 0s grupos experimentais. Ainda, observou-se que além
do padréo de consumo os efeitos do etilismo sobre o tecido 6sseo séo influenciados pelo tempo
de exposicao ao alcool. Conclui-se, assim, que o0 consumo excessivo de aguardente de cana de
acucar além de ocasionar danos ao tecido 6sseo, exerce efeito dose dependente nos parametros

estudados em ratos adultos-jovens.

Palavras chave: Alcoolismo, 0sso e 0ssos, densitometria, remodelacdo Ossea, densidade

6ssea, fendbmenos biomecanicos.



Moraes-da-Silva, AF. Study of excessive consumption of Sugarcane Brandy on mineral
density, thickness and resistance to bone fractures in femurs and tibias of young adult

rats [Dissertation]. Aracatuba: UNESP - Sdo Paulo State University; 2016.

ABSTRACT

The excessive consumption of alcoholic beverages can cause economic, problems social and
psychological, in addition to being harmful to many organs and tissues, including the bone tissue.
Alcohol is a factor of an imbalance between the formation and bone resorption, between
osteoblasts and osteoclasts. This study aimed to analyze the effects of excessive alcohol
consumption in bone tissue of rats treated with Sugarcane brandy (Sugarcane liquor, agua vitae),
through examinations of femurs and tibias. Twenty-four animals were used (Rattus norvegicus,
albinus, Wistar) were divided in 4 groups of 6 animals, randomly divided into: - Group with 90
days of treatment, control group (GC90) and experimental group (GE90); and group with 105
days of treatment, control group (GC105) and experimental group (GE105). After treatment and
euthanasia, the femurs and tibias radiographic analyzes were submitted, bone densitometry and
biomechanical test, respectively, evaluated by Digora Digital System, DEXA (Dual-Energy X-ray
Absorptiometry) and mechanical testing. The data were submitted to the homoscedasticity test
with 5% significance and performed analysis of variance - ANOVA- two-way and Tukey test.
Control group animals showed higher total and cortical bone thickness, higher bone density and
bone mineral content (p<0,05), as well as greater resistance to fractures comparad to the
experimental groups. Furthermore, it was observed that in addition to the consumption pattern,
the effects of alcohol on bone tissue are influenced by the time of exposure to alcohol. Concluded
that the excessive consumption of Sugarcane brandy besides causing damage to the bone tissue

exerts dose-dependent effect on the parameters studied in young adult rats.

Keywords: Alcoholism, bone and bones, densitometry, bone remodeling, bone density,

biomechanical phenomena.
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1. INTRODUCAO

O alcoolismo é uma doenca caracterizada por dependéncia fisica,
tolerancia e perda de controle, que se desenvolve apds anos de uso da
substancia alcodlica (1,2). A Organizacdo Mundial da Saude define dois tipos
mais comuns de consumos alcodlicos pela populacéo, o0 consumo nocivo e o de
episodios de consumo excessivo (BPE). Consumo nocivo é aquele capaz de
gerar algum problema social e de saude ao individuo ou, indiretamente, a
terceiros. E o BPE, também conhecido como “episddios de beber pesado” (heavy
episodic drinking) € definido como a ingestéo de 60g ou mais de alcool (cerca de
5-6 doses) em uma Unica ocasido nos ultimos 30 dias. Estes padrdes de
consumo de alcool excessivo expdem o individuo a um maior risco de danos

sociais, de saude, académicos, violéncia, entre outros (3,4).

Os efeitos do alcool sobre o esqueleto adulto séo influenciados pela idade,
frequéncia e padrao de consumo (5). A dose alcoolica padrdo € uma unidade de
medida que define a quantidade de etanol puro contido nas bebidas alcodlicas.
A OMS estabelece uma dose padréo entre 10 e 12g de alcool puro, equivalente
a uma lata de cerveja ou chope (330ml), uma taca de vinho (100ml) ou destilado

(30ml) (3,4).

O Brasil apresenta, entre os paises das Américas, o maior indice de mortes
relacionadas ao consumo de alcool por adolescentes com idade entre 15 e 19
anos. Em 2010, cerca de 14 mil mortes de jovens com menos de 19 anos foram
atribuidas ao alcool (3). No geral, o alcool € responsavel por aproximadamente
3,3 milhdes de mortes por ano sendo responsavel por 5,9% de todas as mortes

em todo o mundo (3,4).
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O consumo de alcool € um dos cinco principais fatores de risco para o
desenvolvimento de doencas (4). Seu consumo exacerbado ocasiona diversos
efeitos prejudiciais sistémicos, sendo 0s mais estudados os impactos no figado,
rins, pancreas, coracao e sistema nervoso central. Alteracdes patoldgicas nestes

orgaos podem elevar o indice de mortalidade (4,6,7).

Os efeitos do alcool no tecido 0sseo ainda tém sido muito pouco
explorados. Dos estudos clinicos disponiveis, a maioria tem se concentrado em
pacientes idosos, ainda que tenha sido observado um aumento do indice de
alcoolismo em individuos jovens. De maneira geral, estes estudos tém
demonstrado que o etilismo estd associado com a diminuicdo da densidade
O0ssea mineral e conteddo mineral 6ésseo na regido lombar, femoral, tibia,
extremidade distal do radio, diminuicdo na espessura das corticais, trabéculas
Osseas e paredes Osseas. (8,9,10,11). Estas alteracdes estruturais podem
ocasionar osteopenia, aumentando o0 risco para osteoporose e

consequentemente ocasionar fraturas 6sseas (6,12,13).

Também sdo escassos estudos experimentais em animais buscando
desvendar os mecanismos das alteracfes 6sseas ocasionadas pelo alcoolismo
observadas nos estudos clinicos. Até o presente momento a maioria dos estudos
dedicaram-se a investigar os efeitos do alcoolismo no reparo de defeitos ésseos
realizados (14,15,16), de tecidos submetidos ao esforco fisico (18,19,20,21) ou
marcadores 0sseos e moduladores hormonais que influenciam na resposta ao
tecido Osseo (22,23,24,25,26). No entanto, pouco se sabe sobre as
repercussdes do alcool diretamente na estrutura e funcdo do tecido 0sseo

integro.
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Até o momento tem sido observado que a inducéo alcodlica em ratos em
longo prazo pode promover um desequilibrio no tecido 6sseo sadio, causando
uma reducdo na formacdo Oéssea e um excesso de reabsorcao
(5,27,28,29,30,31,32,33,34). O consumo crbnico pode causar uma diminuicao
do conteudo mineral 6sseo (CMO), da densidade mineral éssea (DMO), assim
como diminuicdo do osso trabecular e cortical, consequentemente aumentando
o fator de risco de fraturas, osteopenia e aumento de risco de osteoporose

(31,33,35,36).

Os estudos com modelos animais tém potencial para promover a
compreensao das acles especificas do alcool sobre a remodelagcédo 6ssea (5).
Apenas 10 estudos avaliam isoladamente o efeito do alcool sobre a densidade
Ossea, espessura e resisténcia 6ssea as fraturas em ratos. Estes estudos
observaram que, o consumo alcodlico pode gerar reducéo da densidade mineral
0ssea, menor volume esponjoso em fémures, tibias e vértebras lombares, assim
como, promover uma reducédo estrutural dos 0ssos longos, diminuicdo da area
Ossea, espessura cortical e trabecular, bem como, interferir na resisténcia
mecanica (27,28,29,30,31,32,33,34,35,36). Tais resultados corroboraram para a

hipétese de que o alcool € um fator de risco para a osteoporose (28,37,38).

Embora estes estudos tenham apresentado resultados interessantes, a
maioria se concentra em animais adultos e todos tiveram inducédo alcodlica com
alcool absoluto diluido em agua, o que nao reflete o real habito de um individuo
alcoolatra, pois ndo é destinado ao consumo humano. O n0OSSO grupo
desenvolveu uma metodologia que busca simular o habito de etilismo por meio

da inducéo alcoodlica com aguardente de cana de acucar que € a bebida destilada
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mais consumida no Brasil e a terceira mais consumida no mundo. O modelo
experimental do alcoolismo crénico usado neste estudo foi fundamentado em
estudos realizados por nosso grupo que mostram um modelo experimental
efetivo de alcoolismo, como realizou Silva (2007). Ainda, diferentemente do
alcool etilico, a aguardente de cana de acglcar passa por um processamento de
extracdo do caldo, embebicéo, controle de acidez, temperatura, de nutrientes

necessarios para controle da fermentacéo alcodlica, entre outros (37).

Do exposto acima, pode-se observar que ha uma escassez evidente de
estudos investigando o impacto do alcoolismo no tecido ésseo de animais
adultos-jovens. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi: avaliar os efeitos do
consumo excessivo da cachaca sobre as propriedades biofisicas 6sseas de

ratos adultos-jovens.
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2. PROPOSICAO

A partir da analise de fémures e tibias de ratos adultos-jovens alcoolistas

propés-se:

I.  Medir a espessura 6ssea cortical e total.

II. Avaliar as propriedades biofisicas (conteddo mineral 0sseo e
densidade mineral 6ssea).

lll.  Verificar a resisténcia 6ssea as fraturas.

IV. Avaliar ainfluéncia do tempo entre 0s grupos que tiveram tratamento

com aguardente de cana de acucar.



Waterial e Wedsds
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3. MATERIAL E METODO

1- Animais e tratamento

O presente projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP, com
o protocolo (FOA - 618/2015 — ANEXO 1).

Para o presente trabalho foram utilizados 24 ratos machos (Rattus
norvegicus, albinus) da linhagem Wistar, com 40 dias de idade, provenientes do
Biotério da Universidade Estadual Paulista de Aracatuba — UNESP, com peso
meédio de 150 gramas, sem quaisquer doencas. Estes animais eram alojados em
3 por gaiola e mantidos sob ambiente controlado (temperatura 22+2°C, ciclo de
luz 12h/12h com inicio as 08:00h). Todos os animais tiveram sua alimentacéo e
bebidas controladas a cada trés dias para que ndo houvesse muita divergéncia
entre os animais.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos (n= 6 por
grupo) sendo dois grupos controle e dois grupos experimentais. A distribuicdo foi

realizada de acordo com a tabela 1 abaixo.

Tabela 1 — DISTRIBUICAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS.

GRUPOS ANIMAIS ALIMENTACAO TEMPO DE
TRATAMENTO
GC90 Controle Racao + agua “ad libitum” 90 dias de tratamento
GE90 Experimental Racéo + aguardente 90 dias de tratamento
GC105 Controle Racao + agua “ad libitum” 105 dias de tratamento
GE105 Experimental Racéo + aguardente 105 dias de tratamento

Todos os animais receberam racdo e agua a vontade. Nos grupos experimentais, a aguardente de cana
também foi administrada a vontade.
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A inducdo alcodlica foi realizada nos grupos experimentais com distribuicéo

gradativa de aguardente de cana de acucar (Pirassununga 51 - 39° GL) diluida

em agua. Conforme indicado na tabela 2 e figura 1 abaixo.

Tabela 2 - ESQUEMA DE INDUCAO ALCOOLICA.

TEMPO DE INDUCAO ALCOOLICA CONCENTRACAO DE
(DIAS) AGUARDENTE DURANTE O DIA

1° ao 10° 30% do volume
11° ao 20° 60% do volume
100% = 16h/dia,
21° ao 60°

Agua pura = 8h/dia

3 DIAS

100% = 24h/dia
60° ao 90° ou 105

100% = 16h/dia,
4 DIAS Agua pura = 8h/dia

As porcentagens de 30% e 60% da aguardente diluida em agua, simulam um periodo de adaptacéo dos animais até ser
administrado as solugdes alcodlicas em sua totalidade de 100%.

H: horas - H/dia: horas por dia

LINHA DO TEMPO: EXPERIMENTAGCAO ANIMAL
INICIO

Grupo alcoolista

Administragdo das

Eutanasia Eutanasia
= GC90 GC105
SolugOcs GE90 GE105
alcodlicas

-40 dias 0 dias

10 dias 20dias 30dias 60 dias

90 dias 105 dias 8
l I I I I I |
L J L J L J
Idade do
animal
30% 60% 100%

Figura 1 — ESQUEMA DE LINHA DO TEMPO SIMULANDO INDUCAO
ALCOOLICA REALIZADA NOS ANIMAIS.
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2- Eutanasia

Os animais foram submetidos a eutanasia nos periodos estabelecidos de
90 dias de tratamento com aguardente de cana de aclcar e o segundo grupo
com 105 dias, com dose excessiva de anestésico por meio da administracao
intraperitoneal, com cloridrato de quetamina (Cetamin 10% — Syntetic do
Brasil Ltda, S&o Paulo, Brasil) associado ao cloridrato de xilazina (Xilazin 2%
— Syntetic do Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil), nas concentracdes de 75 mg/kg
peso corporeo e 10 mg/kg de peso corpdlreo, respectivamente, utilizando 3
vezes esta dosagem para eutanasia. Os fémures e tibias direitas dos animais
foram desarticulados, dissecados e armazenados em tubos criogénicos
contendo solucdo fisiolégica (NaCl 0,9%) e conservados a -20°C até o

momento das analises.

3- Andlise radiografica

Os fémures e tibias do lado direito foram submetidos a tomada radiogréafica
utilizando a placa optica fésforo-ativada do sistema digital Digora (Soredex,
Orion Corporation, Helsinki, Finland) e o aparelho de raios-X GE-100 (General
Eletric, Milwaukee, EUA), operando com 70 Kvp, 10 mA, 12 pulsos. A distancia
foco-filme foi de 30 cm, com incidéncia do foco de radiagdo perpendicular ao
plano do filme-objeto. Sobre cada placa optica, durante a tomada radiografica,
foram colocados os fémures e tibias, o penetrometro de aluminio (liga 6063,
ABNT) de 9 degraus, e o numero de identificacdo. As leituras das placas opticas
sensibilizadas foram efetuadas em scanner a laser do equipamento Digora, e as

imagens foram manipuladas no software Digora for Windows 1.51.
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Na analise foram selecionadas areas de leituras padronizadas no, terco
médio dos fémures e tibias. A area selecionada dos fémures e tibias foi a area
apos o inicio da cortical 6ssea inferior, area com maior padronizacdo de
espessura. Foram realizadas trés repeticbes de medidas para obtencédo da
média da espessura total do fémur e tibia. Em seguida foram medidas as
corticais 0sseas superiores e inferiores de cada fémur e tibia para obtencéo da
meédia da espessura das corticais 6sseas de cada animal. Ainda, foi realizada a
mensuracao da espessura da cabeca do fémur, regido de colo, abaixo da cabeca

do fémuir.

3.1 Espessurade cortical absoluta

Para a analise da espessura cortical 6ssea foi utilizada o terco médio dos
fémures e tibias como base para a obtencdo das medidas de espessura das
corticais 6sseas mesial e distal, e a seguir obtida a média aritmética simples de
espessura. Os valores relativos foram obtidos pela representacéo percentual da

soma das corticais em relacéo a espessura 0ssea total (Figura 2).

Measurement
completed. Choose a
task.

1 + 2 = Espessura
cortical
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€ 1st Distance
" 2nd Distance
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" 5th Angle
¢ Bth Angle
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X=100% - Esp
tot

1. 0.5 mm
2. 0.5mm

oo

Figura 2- ILUSTRACAO DA MENSURACAO DA ESPESSURA TOTAL E

CORTICAL EM UM FEMUR DE RATO.
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4- Analise dos parametros Biofisicos

Aproximadamente doze horas antes do inicio dos processos de
preparacao para realizacdo dos ensaios biofisicos, os fémures e tibias foram
retirados da temperatura de -20°C e mantidos em geladeira e, duas horas antes

do experimento, foram mantidos em temperatura ambiente.

4.1 Densitometria 6ssea

As pecas foram submetidas a analise densitométrica em um densitbmetro
de dupla emissdo de raios-X (DEXA), (BIERING-SORENSEN et. al., 1988;
DEMIREL et. al.,, 1998), modelo DPX-Alpha, Lunar® (Madison — USA). Foi
utilizado o programa computacional com software especial para exames em
pequenos animais, pertencente ao Departamento de Apoio, Producédo e Saude
Animal — Faculdade de Medicina Veterinaria de Aracatuba — UNESP (Anexo 3 —
figurale 2).

As aquisi¢des de imagem foram realizadas com os fémures e tibias em
mesma posicdo, imersas sob profundidade de 2 cm de agua (para simular os
tecidos moles) e selecionadas as opc¢ées: apendicular; osso Tipo 1; modo alta
resolucdo; 76 kVp; 150 pA; colimacdo no ajuste fino; area de tamanhos
padronizados em 40 mm de largura e 20 mm de comprimento. Conforme a
recomendacdo do fabricante, o aparelho é calibrado diariamente com um
fantoma fornecido pelo proprio fabricante (Anexo 3 — figura 3).

Com auxilio do mesmo programa computacional utilizado na aquisi¢éo
das imagens foram realizadas as analises dos exames. Usando a ferramenta de

selecdo, os ossos foram demarcados em sua totalidade, colhendo as
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informacgdes de conteddo mineral 6sseo (CMO) - (g), area (cm?) e densidade

mineral 6sseo areal (DMO) - (g/cm2) (Anexo 3 — figura 4).

5- Ensaio Mecénico

Apos a realizacdo do DEXA, os fémures e tibias foram submetidos a um
ensaio mecanico (flexao a trés pontos e compressao axial), sendo a flexao a trés
pontos realizados no fémur e tibia e a compressdo axial apenas no fémur.
Utilizou-se a maquina universal de ensaio, modelo EMIC® - DL 3000 (S&o José
dos Pinhais — Brasil), pertencente ao Departamento de Materiais Dentarios da

Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP.

5.1 Flexao atrés pontos

Os fémures e tibias foram apoiados em dois suportes (dois pontos), sendo
a distancia de vao de apoio de % do comprimento do osso. A forga foi aplicada
Nno 0SSO em um terceiro ponto, no meio geométrico entre os dois apoios (terco
meédio do 0ss0). O ensaio € destrutivo e registra a forca maxima admitida (Anexo

3 —figura 5 e 6).

5.2 Compressao axial

Para analise da Forca maxima (Fmax) e rigidez na regido de colo femoral,
os fémures foram fixados individualmente em um aparato que mantinha os
mesmos em posicao perpendicular, utilizando a distancia de vao de apoio que
foi de 20 mm e a célula de carga utilizada de 2000 N com carga aplicada a
velocidade de 5 mm/min até o momento de fratura do 0sso, determinando assim

a forca de quebra pelo osso e determinagéo posterior da rigidez 6ssea. Estas
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variaveis expressam a resisténcia 0ssea no colo do fémur e no terco medio do
fémur.

A carga foi aplicada na regido da cabeca do fémur cuja linha de acdo do
vetor forca € paralela ao eixo longo do fémur, causando uma flexdo e um
momento fletor na regido da cabeca e colo femoral (Anexo 3 — figura 7 e 8).

A forca aplicada e o deslocamento do travessdo da maquina foram
monitorados e registrados através de um software proprio do equipamento. A
partir destes dados foram obtidas as curvas for¢ca-deformacédo para os diversos
ensaios e determinados os parametros biofisicos.

Para o calculo da rigidez determina-se a parte da curva de Forca Maxima
(N) x Deformacéo (mm) relativa a fase elastica do corpo (parte reta da curva). A
inclinacdo da curva é dada pela constante, que expressa a rigidez do 0sso

(inclinacéo da curva na fase elastica) (Figura 3).

Forca de Quebra //_\
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O |
. |
O I
e |
|
|
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Elastica | |
|
!
5 .
Deslocamento (mm)
Figura 3 - MODELO DE CURVA FORCA-DESLOCAMENTO

(MODIFICADO DE TURNER E BURR, 1993).
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Onde de acordo com Turner e Burr (1993):

e Forca de Quebra (N): Evidencia a maior forca aplicada durante o ensaio,
seguido da fratura do osso.

¢ Rigidez (N/mm): Determinada através da inclinacdo da reta ajustada aos
pontos da curva for¢a-deformacao na fase elastica.

e Energia de Fratura (MJ): Capacidade de absorcdo de energia até a
fratura.
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6. Analise estatistica
Todos os parametros quantitativos foram submetidos inicialmente ao teste
estatistico de homocedasticidade, para a posterior eleicdo de um teste mais
adequado (paramétrico ou nao paramétrico). Para todos os testes foi
considerado nivel de significancia de 5%, no programa estatistico para pesquisa

bioldgica, Graph Pad Prism (versao 7.0).

Foi realizada andlise de variancia — ANOVA- two-way e teste de Tukey,
para determinar diferenca estatistica entre os 4 grupos de 90 dias e 105 dias de
tratamento. Para valores de p<0,05, a diferenca entre os grupos foi considerada
significante. Os resultados obtidos estdo apresentados como média e erro

padrdo da média.
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RESULTADOS

Para melhor compreenséao do leitor os resultados estdo divididos de

acordo com a técnica realizada e com 0 0sso analisado.

1. Anédlise Radiografica

1.1  Espessura Ossea Cortical e Total

1.1.1 Fémur

Durante o periodo de tratamento com aguardente a espessura 0ssea
cortical do fémur apresentou interacdo extremamente significante (F= 46.36.
DFn=1 DFd=20, p< 0.0001), onde, o grupo controle de 90 dias de tratamento
(GC90), comparado com o grupo controle GC105 e com o grupo alcoolista
GE105 apresentou diferenca estatisticamente significante p=<0,0001. Porém,
comparando GC90 com GE90 nao houve diferenca estatisticamente significante.
Ja o grupo experimental de 90 dias, os animais tratados com aguardente (GE90),
comparado com os grupos de 105 dias de tratamento GC105 e GE105 também
apresentaram diferenca estatisticamente significante na espessura 0ssea
cortical do fémur p=<0,0001. Confrontando os grupos de 105 dias de tratamento,
GC105 e GE105 houve diferenca estatisticamente significante p=<0,0001,
evidenciando que o tratamento (F=46.69. DFn=1 DFd=20, p< 0.0001) e o tempo
de tratamento (F=271.06. DFn=1 DFd=20, p< 0.0001) influenciam na resposta
do tecido 6sseo em relacdo a espessura das corticais (figura 4).

A espessura 0Ossea total ndo apresentou diferenga estatistica entre os

grupos tratado e controle nos diferentes periodos experimentais, 90 e 105 dias,
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porém, a interacao se apresentou estatisticamente significante (F=4.36. DFn=1

DFd=20, p=0.0498) (figura 4).

Figura 4 — ESPESSURA OSSEA TOTAL E CORTICAL DOS FEMURES
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Figura 4. Anélise Radiografica — Espessura Ossea Total e Espessura Ossea Cortical (Fémures). Analises
Estatisticas: Os dados sdo expressos em Média+tEPM. A comparacéo entre os grupos foi realizada pelo teste two-

way ANOVA com correcédo de Tukey, (n= 6 por grupo). Significancia estatistica adotada p<0.05. Simbolos: *=

p<0.05; GC105xGE 105, GE90XGE105 (Espessura cortical). Simbolos: = * * Interagdo estatistica (Espessura total
e cortical).

GC 105 dias - GE 105 dias

1.1.1.1 Tibia

Nos periodos de 90 dias e 105 dias de tratamento com aguardente de cana
de acucar, confrontando todos os dados, a espessura 6ssea cortical e total das
tibias ndo apresentaram alteracbes expressivas, confirmado pelo teste
estatistico que ndo apresentou diferenca estatisticamente significante entre os
grupos. Porém, o fator tratamento da espessura total foi considerado muito

significante (F = 9.96. DFn=1 DFd=20, p= 0.0050), (figura 5).
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Figura 5 — ESPESSURA OSSEA TOTAL E CORTICAL DAS TIBIAS
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Figura 5. Anélise Radiogréfica — Espessura Ossea Total e Espessura Ossea Cortical (Tibias). Analises
Estatisticas: Os dados sdo expressos em Média+tEPM. A comparacéo entre os grupos foi realizada pelo teste two-

way ANOVA com correcdo de Tukey, (n= 6 por grupo). Significancia estatistica adotada p<0.05. Simbolos: *=

Tratamento estatisticamente significativo GC105xGE105.

2. Parametros Biofisicos

2.1 Densidade Mineral Ossea Areal

2.1.1 Fémur

Ao analisarmos os parametros de desenvolvimento corporal no periodo de
tratamento com aguardente de cana de acucar, observamos que a DMO do
fémur apresentou interacdo estatisticamente significante (F=6.98. DFn=1
DFd=20, p=0.0156), assim como, o0 CMO (F=4.45. DFn=1 DFd=20, p=0.0478),
onde, ao analisarmos os dados de DMO e CMO o grupo controle de 90 dias de
tratamento (GC90), quando comparado com 0s grupos experimentais GE9O e
GE105, ndo houve diferenca estatisticamente significante, jA& comparado ao
grupo controle de maior tempo GC105, a DMO (p=0,0001) e CMO (p=0,0010) do
fémur apresentaram diferenca estatisticamente significante. Confrontando o
grupo experimental de 90 dias de tratamento (GE90), com o controle GC105,

houve diferenca estatisticamente significante da DMO (p=<0,0001) e CMO
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(p=0,0002), j& com o experimental de maior tempo GE105 ndo houve diferenca
estatisticamente significativa. Quando comparados 0s animais do mesmo grupo,
GC105 e GE105, a densidade (p=0,0092) e contetudo mineral 6sseo (p=0,0071)
apresentaram diferenca estatisticamente significante (figura 6).

Ao analisarmos as variaveis isoladamente constatamos também que, tanto
o tratamento com alcool quanto o tempo de inducdo do mesmo influenciam na
resposta dos parametros de desenvolvimento corporal do tecido 6sseo. Os
efeitos do etilismo sobre a DMO resultaram em uma interacdo estatisticamente
significante do tratamento (F=5.91. DFn=1DFd=20, p=0.0246) e uma interacao
extremamente significante do tempo (F=28.78. DFn=1 DFd=20, P=< 0.0001),
assim como os efeitos do tratamento sobre o CMO se apresentaram
estatisticamente muito significativo (F=9.78. DFn=1 DFd=20, p=0.0053), e este
padrdo de consumo ao longo do tempo extremamente significativo (F=18.86.
DFn=1 DFd=20, p= 0.0003), (figura 6).

Neste mesmo periodo de tratamento com aguardente, aos 90 e 105 dias, a
area 6ssea do fémur destes animais ndo apresentou alteracdes estatisticamente
significante do efeito do alcoolismo. Assim como, os confrontos dos dados de
ambos 0s grupos nao apresentaram diferenca estatisticamente significante

(Figura 6).
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Figura 6 —- DMO, CMO E AREA TOTAL DOS FEMURES
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Figura 6. Densitometria Ossea — Densidade Mineral Ossea Areal (g/cm?), Contetido Mineral Osseo (g) e Area Total (cm?)
dos fémures. Andlises Estatisticas: Os dados sao expressos em MédiatEPM. A comparagdo entre 0s grupos
foi realizada pelo teste two-way ANOVA com corregao de Tukey, (n= 6 por grupo). Significancia estatistica adotada
p<0.05. Simbolos: *= p<0.05; GC105xGE105 (DMO), GC105xGE105 (CMO); * * = Interag&o estatistica (DMO e CMO).

2.1.1.1 Tibia

Ao avaliarmos as influéncias do etilismo sobre o desenvolvimento corporal,
foi possivel observar que a DMO e CMO das tibias ndo apresenta interacao
estatisticamente significativa (F=2.24. DFn=1 DFd=20, p=0.1497). Entretanto, ao
analisarmos as variaveis isoladamente, tanto o tempo na DMO (F=26.17. DFn=1
DFd=20, p=< 0.0001) e CMO (F=9.31. DFn=1 DFd=20, p=0.0063), quanto o
tratamento na DMO (F=7.02. DFn=1 DFd=20, p=0.0154) e CMO (F=7.20. DFn=1
DFd=20, p= 0.0143) alteram o desenvolvimento corporal. Ao analisarmos 0s
dados de DMO o grupo controle de 90 dias de tratamento (GC90), quando
comparado com os grupos experimentais GE90 e GE105, ndo houve diferenca
estatisticamente significante, ja comparado ao grupo controle de maior tempo
GC105, a DMO das tibias apresentou diferenca estatisticamente significante

p=0,0008. Confrontando o grupo experimental de 90 dias de tratamento (GE90),
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com o controle GC105, houve diferenca estatisticamente significante da DMO
p=0,0001, ja com o experimental de maior tempo GE105 n&do houve diferenca
estatisticamente significativa. Quando comparados 0s animais do mesmo grupo,
GC105 e GE105, a densidade apresentou diferenca estatisticamente significante
p=0,0379, (figura 7).

Neste mesmo periodo de inducao alcodlica, ndo ouve alteracdes estruturais
nas tibias expressas estatisticamente significativas. No entanto, apenas as
comparacdes entre o grupo GE90 e GC105 apresentaram estatisticamente

significativas p=0,0032. (Figura 7).

Figura 7 — DMO, CMO E AREA TOTAL DAS TIBIAS
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Figura 7. Densitometria Ossea — Densidade Mineral Ossea Areal (g/cm?), Contetido Mineral Osseo (g) e Area
Total (cm?) das tibias. Andlises Estatisticas: Os dados sdo expressos em MédiatEPM. A comparagéo entre 0s grupos
foi realizada pelo teste two-way ANOVA com corre¢édo de Tukey, (n= 6 por grupo). Significancia estatistica adotada
p<0.05. Simbolos: *= p<0.05; GC105XGE105 (DMO); GC105XGE105 (CMO).

3.1 Compresséo Axial — Cabeca do Fémur (CF)

Durante o periodo de 90 e 105 dias de tratamento com aguardente, no teste

de compresséo axial da cabec¢a do fémur, ao analisarmos forga maxima, rigidez
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e resiliéncia confrontando todos os dados, observamos que néo houve diferenca
estatisticamente significante. Neste mesmo tempo de tratamento ndo houve
interacdo considera significativa, assim como o tempo e tratamento nao

influenciaram na resposta do desempenho mecéanico dos ossos analisados.

(Figura 8).
Figura 8 - FORCA MAXIMA DA CABECA DO FEMUR (CF)
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Figura 8. Bimecéanica — Cabega do Fémur — Forga méxima, Rigidez e Resiliéncia) dos fémures. Andlises Estatisticas: Os

GC 105 dias - GE 105 dias

dados sdo expressos em MédiatEPM. A comparagdo entre os grupos foi realizada pelo teste two-way ANOVA com corregdo de
Tukey, (n= 6 por grupo). Significancia estatistica adotada p< 0.05.

3.2 Flexdao a Trés Pontos - Fémur

Nos periodos de 90 e 105 dias de tratamento com aguardente, ao
analisarmos os parametros biofisicos do fémur pelo teste flexdo a trés pontos,
avaliando a Forca de quebra, rigidez e resiliéncia observamos que nao ouve
diferenca estatisticamente significante. Durante este mesmo periodo de
tratamento n&o houve interacdo considerada significativa, e o tratamento parece
nao influenciar na resposta do desempenho mecanico do fémur, entretanto, o
tempo de tratamento é considerado estatisticamente muito significativo

(F=10,60. DFn=1 DFd = 20, p=0,0040) na funcdo mecanica 0ssea (Figura 9).
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Figura 9 - FLEXAO A TRES PONTOS DO FEMUR
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Figura 9. Bimecéanica — Flexdo a Trés Pontos — (For¢ca méaxima, Rigidez e Resiliéncia) dos fémures. Andlises Estatisticas:

Os dados sdo expressos em MédiatEPM. A comparagao entre os grupos foi realizada pelo teste two-way ANOVA com corregédo
de Tukey, (n= 6 por grupo). Significancia estatistica adotada p< 0.05. Simbolos: *= p<0.05.

3.3 Flexdo a Trés Pontos — Tibia

Durante o periodo de 90 e 105 dias de tratamento com aguardente, no teste
biomecanico da tibia, ao analisarmos a forca maxima, rigidez e resiliéncia
confrontando todos os dados, observamos que ndo houve diferenca
estatisticamente significante. Neste mesmo periodo de tratamento ndo houve
interacdo considera significativa, assim como o tempo e tratamento nao
influenciaram na resposta do desempenho mecanico dos o0ssos analisados

(Figura 10).
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Figura 10 = FLEXAO A TRES PONTOS DA TIiBIA
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Figura 19. Bimecanica — Flexdo a Trés Pontos — Forgca maxima, Rigidez e Resiliéncia) das tibias. Analises Estatisticas:

GC 105 dias - GE 105 dias

Os dados sédo expressos em Média+tEPM. A comparagédo entre os grupos foi realizada pelo teste two-way ANOVA com
corregao de Tukey, (n= 6 por grupo). Significancia estatistica adotada p< 0.05.
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5. DISCUSSAO

O consumo excessivo cronico de alcool constitui-se em um comportamento
e estilo de vida conhecido pelos efeitos prejudiciais sobre a saude do individuo,
afetando diversos 6rgdos. Embora o seu impacto negativo também tenha sido
constatado no tecido 6sseo, pouco se sabe sobre os reais efeitos do etanol na
fisiologia 6ssea (20,28).

O modelo experimental da indugdo ao alcoolismo crénico utilizado no
presente trabalho foi fundamentado em estudos ja realizados por nossa equipe.
Estas investigacdes demonstraram que o periodo de 60 dias de exposicdo ao
alcool mimetiza, no rato, o comportamento de um humano etilista crénico (38).
Além disso, este modelo transposto por nés também foi efetivo para verificar as
possiveis alteracfes Osseas estruturais sem o0s revezes da senilidade nos
animais nem dos danos por excesso de dosagem e inducéo a morte. Tais fatores
secundarios poderiam dificultar a interpretacdo dos nossos resultados.

Alguns outros modelos experimentais tém sido propostos com o intuito de
investigar os efeitos do alcoolismo sobre o tecido 6sseo (27,28,30,31,35,36,39).
Diferentemente desses modelos experimentais realizados com &lcool etilico
absoluto, realizamos a indugdo alcodlica com aguardente de cana de acUcar,
gue é uma bebida consumivel e submetida aos processamentos de fabricacao.
A administracdo da aguardente foi realizada através da diluicdo da bebida em
agua em doses gradativas até o periodo de adaptacdo dos animais, pois é um
método mais pratico, menos traumatico e isentos dos efeitos do estresse, como
mostrou Coleman (2008) em um modelo experimental distinto, porém,

administrado em 4gua de camundongos.
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O presente estudo empregou um periodo experimental superior a 60 dias
a fim de evidenciar os efeitos mais tardios do alcoolismo cronico no tecido 0sseo
de animais adultos jovens tratados com aguardente de cana de acucar. Foram
avaliadas as propriedades biofisicas e biomecéanicas de fémures e tibias destes
animais.

Na analise radiografica dos fémures e tibias, foi possivel observar que o
consumo crénico de alcool influencia de maneira tempo-dependente a resposta
do tecido 6sseo. Enquanto ndo observamos alteracbes expressivas na
espessura cortical dos fémures no grupo com menor tempo de tratamento (90
dias), no grupo de 105 dias, a espessura da cortical 6ssea foi estatisticamente
significante menor nos animais tratados com aguardente. Embora o 0sso cortical
e trabecular sejam importantes para a composi¢ao corporal 6ssea e resisténcias
as fraturas, o 0sso cortical € responsavel por 80% da massa esquelética e 70%
da perda Ossea apendicular é cortical (41). A formacéo Ossea desequilibrada
aumenta a porosidade Ossea cortical e a fragilidade do osso, fatores estes
importantes que influenciam na resisténcia mecanica (41,42). Estudos recentes
com imagens de alta resolucdo tém mostrado que ha associacdo entre
porosidade cortical e fratura em o0ssos longos (41,43), o que poderia refletir os
nossos resultados observados nos fémures.

Tendo em vista que ocorre um aumento da espessura 0ssea com a idade,
ao observarmos os fémures aos 90 e 105 dias de tratamento com aguardente
nota-se que as espessuras corticais 0sseas sao semelhantes, sugerindo que o
alcool inibe o pico de massa 6ssea, impedindo o ganho 0sseo nos animais
tratados. Ja em tibia, ao analisarmos a espessura do o0sso cortical, ndo foram

observadas diferencas estruturais estatisticamente significantes entre os grupos
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experimentais e controles. Entretanto, a espessura total 6ssea do GE105
apresentou-se menor do que a do GC105. Apesar do osso cortical geralmente
apresentar maior perda 0ssea que 0 0SSO esponjoso, 0 processo fisioldgico de
remodelacdo 6ssea pode ser influenciado por mudancas associadas e
prejudicada por uma variedade de fatores, como idade 6ssea, fatores hormonais
e fisicos. Além do mais, os resultados diferentes observados nos fémures e nas
tibias sugerem que ossos distintos apresentam comportamento fisiolégico e
respostas distintas (41,42,44).

Parametros biofisicos, como densidade Ossea s&o importantes para
avaliacdo da integridade Ossea (45). Nossos resultados demonstraram que as
mudancas biofisicas referentes a massa 0ssea que ocorreram durante o
tratamento se mostraram sensiveis as analises biofisicas de densitometria.
Observamos nos fémures e tibias que a DMO areal foi menor no GE105
comparado com GC105, j4 nos grupos de 90 dias de tratamento, tanto tibia
guanto fémur ndo apresentaram alteracdes significativas. Estes dados sugerem
qgue o padrdo de consumo alcodlico influencia na resposta biol6gica do tecido
0sseo e que estas alteracdbes no desenvolvimento corporal sdo tempo-
dependentes. A andlise da DMO areal do fémur ainda demonstrou que ha
interacao significante entre os grupos, ou seja, um fator € dependente de outro
nesse parametro e 0sso analisado.

As propriedades extrinsecas do tecido 0sseo também foram avaliadas
através do CMO, que exibiu resultados interessantes em fémures e tibias. No
fémur, os grupos controles GC90 e GC105 apresentaram diferenca
estatisticamente significante no CMO. Esta diferenca constatada pode ser devido

a diferenca na idade dos animais ou interferéncia nas fases de formagao 0ssea
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(42). O CMO também foi menor no GC105 comparado ao GE105 (p<0,05),
evidenciando que além do padrao de consumo, as alteracfes 6sseas sao tempo-
dependentes.

Nas tibias, o CMO foi menor no GE90 em relacdo ao GC105 (p<0,05). Este
achado sugere que tempo e tratamento foram extremamente importantes, visto
gue o CMO nos animais alcoolistas jovens foi menor em relacdo aos animais
mais velhos do grupo controle. Corroborando para o fato que em pouco tempo
de tratamento o consumo alcodlico ja é determinante para um efeito nocivo ao
0Sso jovem comparado ao osso mais velho sadio. Observamos ainda que a
resposta em relacdo a area total das tibias também é tempo-dependente,
considerando que os grupos controles GC90 e GC105 apresentaram diferencas
entre si, que sugere ser devido a diferenca na idade dos animais ou interferéncia
no processo de formacao 6ssea (42). Os fémures ndo apresentaram diferencas
expressivas em relagdo a area total, porém, comparando 0S grupos
experimentais com os controles observou-se que ndao houve ganho na érea,
devido ao efeito deletério causado pelo alcool. Sendo assim, constatamos que o
tempo de desenvolvimento do etilismo parece influir na aquisicdo de CMO que
foi corroborado por outros estudos que observaram menor massa 0ssea em
ratos induzidos ao alcoolismo cronico (5,31,34,46)

Em contrapartida, Horvath (2011), ao investigar os efeitos do alcoolismo
sobre o tecido 6sseo de ratos, promoveu um estudo de desintoxicacao alcoolica
nestes animais, realizando a desadaptacéo gradativa do alcool etilico no periodo
de 13 semanas e observou que o0s animais desintoxicados apresentaram
maiores niveis plasmaticos de calcio total e maior resisténcia as fraturas

comparados ao grupo alcoolista.
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Apesar dos testes biomecanicos nao indicarem fragilidade 6ssea, quando
se observa todos os parametros analisados, uma vez que a espessura 0ssea
diminui, tendo ocorrido uma diminuicdo do osso cortical, além do fator de risco
aumentado para osteopenia e osteoporose, esses 0ssos conferem uma
resisténcia oOssea diminuida, o que pode aumentar o risco de fraturas,
principalmente em locais de maior suporte 6sseo, como 0s 0ss0s longos, tibias
e fémures (21,45,47). Sendo assim, o teste de flexdo a 3 pontos e compresséo
axial sdo os mais utilizados para avaliar as propriedades biomecanicas dos
0ssos longos (48).

No comportamento biomecéanico dos fémures e tibias ndo foi possivel
constatar alteracdes estatisticamente significantes nos parametros analisados
para avaliar a resisténcia 6ssea (Fmax, rigidez e resiliéncia) dos GC e GE nos
tempos de 90 e 105 dias de tratamento. Apesar de ndo existir alteracfes
estatisticamente significantes entre os grupos, em todos os testes realizados,
pudemos constatar que os valores da Fmax e resiliéncia dos fémures e tibias
foram maiores nos grupos controles (Figuras 8, 9 e 10). Quando Fmax e
resiliéncia estdo aumentadas indicam resisténcia mecanica (48,49,50). J4 a
rigidez apresentou-se maior em todos 0S grupos experimentais, esta que,
representa a parte inorganica do 0sso, que quanto mais rigido, menos energia
absorve e mais susceptivel se tornas as fraturas Osseas (48). Embora as
analises estatisticas ndo tenham sido determinantes para confirmar o que
constatamos com os valores da média e interpretacdo dos graficos, a Fmax do
fémur mostrou-se ser tempo-dependente estatisticamente significante. Sendo
assim, sugere-se que a variavel tempo ndo foi suficiente para diminuir a

resisténcia 0ssea em fémures, porém influencia na resposta. Uma vez que o0s
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0ssos de ratos jovens sdo pouco mineralizados, absorvem mais energia,
mantendo a ductilidade e resultando em maior resisténcia as fraturas (50,51).

Vale ressaltar que a resposta do excesso de cachaca no tecido 0sseo
ocasiona uma dificuldade em manter o mecanismo de formacéo e reabsorcéo
0ssea e, consequentemente, gera uma aumento no risco de fraturas 0sseas
(31,34,52).

O presente estudo demonstrou, pela primeira vez, o efeito do etilismo no
osso de ratos adultos jovens submetidos a longo periodo de inducédo alcodlica
com um produto processado, a aguardente de cana de acucar. Nossos
resultados demonstraram diminui¢cdo da espessura cortical (fémur) e total (tibia),
menor densidade 6ssea e maior fragilidade 6ssea de ratos alcodlatras; fatos
estes escassamente investigados. Como perspectivas futuras colocamos a
investigacdo dos aspectos microscopicos e moleculares decorrentes destas

alteracodes.
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6. CONCLUSAO

Portanto, dentro das limitagdes do presente estudo, podemos concluir que
0 consumo excessivo de alcool provoca um desequilibrio estrutural do tecido
0sseo, diminuicdo da espessura 0ssea, densidade 6ssea e conteido mineral
0sseo. Os efeitos do etilismo sobre o tecido 6sseo também séo influenciados
pelo padrdo de consumo e pelo fator tempo. Porém, ndo houve alteracées nos
parametros relacionado ao desempenho mecanico e resisténcia as fraturas em

animais etilistas adultos-jovens.
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ANEXO A - Certificado do Comité de Etica na Experimentacdo

Animal (CEEA).
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CEUA - Ethics Commiittee on the Use of Animals !

CERTIFICADO
Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Processo de reparo 6sseo em
ratos induzidos ao alcoolismo cronico. Analise histométrica, imunoistoquimica
e densitometria 6ssea”, Processo FOA n° 2015-00618, sob responsabilidade de
Ana Maria Pires Soubhia apresenta um protocolo experimental de acordo com os
Principios Eticos da Experimentagdo Animal e sua execugédo foi aprovada pela
CEUA (Ad Referendum) em 18 de Novembro de 2015.
VALIDADE DESTE CERTIFICADO: 03 de Margo de 2017.
DATA DA SUBMISSAO DO RELATORIO FINAL: até 03 de Abril de 2017.

CERTIFICATE
We certify that the study entitled “Bone repair process in rats induced by chronic
alcoholism.  Analysis histometric, immunohistochemistry and bone
densitometry”, Protocol FOA n° 2015-00618, under the supervision of Ana Maria
Pires Soubhia presents an experimental protocol in accordance with the Ethical
Principles of Animal Experimentation and its implementation was approved by CEUA
(Ad Referendum) on November 18, 2015.
VALIDITY OF THIS CERTIFICATE: March 03, 2017.
DATE OF SUBMISSION OF THE FINAL REPORT: April 03, 2017.
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Profa. Dra. Maria Cristina Rosifini Alves Rezende

Vice-Coordenadora da CEUA
CEUA Vice-Coordinator
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ANEXO B — Normas darevista selecionada para publicacéo do artigo.

*Este trabalho foi formatado de acordo com as normas do peridodico BONE.
Abaixo, link das normas da Revista.

https://www.elsevier.com/journals/bone/8756-3282/guide-for-authors#25000
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ANEXO C - ILUSTRACAO DAS ANALISES REALIZADAS

1. Densitometria Ossea

Analise Manualx

Calibragéio DEXA
N2 de CMO
Vértices g

3 %) |
29 0.374 1
S 5 20 0.262 1.392
18 656, 6 4 0.000 0.090 0.000

+Dados alterados, excluindo RDI
*Dados para pesquisa

Figura 3 e 4: Aquisicdo da imagem no programa de software.

2. Ensaio Mecanico

Figura 5 e 6: Ensaio mecanico de flexdo a trés pontos.



Figura 7 e 8: Ensaio mecanico de compressao no colo femoral.
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