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Lodi KB. Repercussdes minerais 0sseas no alcoolismo cronico associado
a deficiéncia hormonal em ratos [tese]. Sado José dos Campos: Faculdade
de Odontologia de Sao José dos Campos, UNESP — Univ Estadual
Paulista; 2010.

RESUMO

O alcoolismo se relaciona com a reducdo da massa 0ssea, aumenta o
risco de fraturas e, ocorrendo a fratura, pode piorar o reparo 6sseo. Acima
de tudo, fraturas e alcoolismo sdo associados a longos periodos de
hospitalizacdo e alta mortalidade. Mais de 50% dos atendimentos
ambulatoriais de alcodlicos mostram evidencias de perda déssea. Além
disso, ja foi evidenciada em humanos e animais uma relacdo negativa
entre consumo de etanol e densidade mineral 6ssea. A origem desses
efeitos deletérios pode ocorrer além da acdo direta no 0sso, sendo
através dos distirbios hormonais e deficiéncias nutricionais que
acompanham os casos de consumo excessivo de etanol. O objetivo deste
estudo foi investigar a resposta biomecéanica sobre o fémur de ratos, bem
como o0s parametros bioquimicos e de composicdo mineral Ossea
decorrente da deficiéncia hormonal e consumo cronico de etanol. Ratos
Wistar machos e fémeas (n=108) foram divididos em machos
orquiectomizados (ORQ), fémeas ovariectomizadas (OVX) ou Sham-
operados, e subdivididos de acordo com a dieta (grupos ad libitum,
isocaldrico e etanol 20%). Ap6s um més da cirurgia, 0os animais foram
alimentados diariamente com a dieta controlada por 8 semanas. Foram
avaliadas as condi¢des nutricionais. Ca e P foram analisados por teste
bioguimico no sangue e por espectrometria de fluorescéncia de raios-x no
fémur. As propriedades biomecéanicas também foram analisadas pelo
teste de flexdo em 3 pontos. Os dados revelam que a deficiéncia
hormonal promove ganho de massa corporal nas fémeas e perda nos
machos. Os resultados também revelam hiperfosfatemia plasmatica nos
grupos etanol-ORQ e etanol-OVX. Reducao da propor¢cdo molar de Ca/P
e de Ca 6sseo em todos os grupos de dieta alcodlica. Do mesmo modo, a
espectrometria revelou perda de P 0sseo nos grupos Sham-ad libitum. As
propriedades biomecéanicas foram afetadas pela deficiéncia hormonal
somente nos machos. A relagdo entre o consumo de etanol e a
deficiéncia hormonal suporta a hipétese que estes fatores sinergicamente
modificam a nutricdo corporal, rompem a homeostasia de Ca e P e podem
comprometer, de forma significativa, a estrutura da hidroxiapatita,
tornando-se um fator de risco importante para a osteoporose.

Palavras-chave: Alcoolismo. Osso. Deficiéncia hormonal. Rato.
Espectroscopia de emissao de raios-x.



1 INTRODUCAO

Muito se tem publicado e discutido a cerca da relagao
entre consumo de A&lcool etilico e seus efeitos na promocdo da
osteoporose. Ambos compartilham das caracteristicas de serem
patologias progressivas e de elevada morbidade.

Assim como a osteoporose, 0 alcoolismo € também um
problema de grande prevaléncia populacional e alto custo social. A
mensagem que o consumo de bebidas alcodlicas pode trazer somente
beneficios para saude cardiovascular se converte em engano quando se
descontextualiza do elevado nimero de patologias e transtornos que este
consumo pode provocar.

O risco de ocorréncia de fraturas por traumatismos
minimos como as quedas ou mesmo em acidentes automobilisticos, muito
comuns em pacientes alcodlicos, tornam-se ainda mais preocupante
quando estes individuos sdo acometidos pela osteoporose; uma patologia
0sseo-metabdlica, que pode progredir sem detecgdo por décadas (Nordin,
2009).

Estima-se que as fraturas osteoporéticas alcancem
propor¢cdes endémicas nos proximos anos, pois 0 crescente da
expectativa de vida da populagédo tem contribuido para a maior incidéncia
desta doenca crénico-degenerativa (World Health Organization, 2007).

As anormalidades na homeostasia dos componentes que
constituem 0s 0ssos, como € o caso do calcio e do fésforo, podem ser
desencadeadas por alteracbes tanto metabdlicas, nutricionais e
hormonais (Moe, 2008).
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Sabe-se que ha uma relacao direta entre o metabolismo
enddécrino e 0sseo, e ha também evidéncias em relacdo a acao do etanol
sobre os mesmos (Novoa et al., 1998; Chakkalakal, 2005).

Em situacbes patoldgicas como a osteoporose, varios
estudos tém se preocupado com o desenvolvimento de novas tecnologias
nas areas da bioengenharia e a ampliagcdo dos conhecimentos voltados
para novos métodos investigativos e diagnosticos. Para definir a
qualidade e a composicao 6ssea, é possivel avaliar as estruturas 0sseas
através de parametros que quantifiquem o0s minerais presentes, bem
como a microestrutura 6ssea e as cargas suportadas pelo osso (Licata,
2009).

Considerando que o alcoolismo é um fator agravante para
a osteoporose, e quando associadas, estas duas patologias elevam o
risco para queda e fraturas graves, justifica-se assim, a continua busca do
conhecimento da fisiopatologia e de novos métodos diagndsticos destas
doencas. Para tanto este trabalho propde avaliar em ratos com deficiéncia

hormonal, as alterac6es decorrentes do consumo crénico de etanol.



2 REVISAO DE LITERATURA

O alcoolismo é uma toxicomania decorrente da ingestao
excessiva e continua de &lcool etilico. E uma patologia crénico-
progressiva e multifatorial, envolvida em fatores biol6gicos (Marques,
2001; Ayesta, 2002), genéticos (Edenberg, 2007) psicologicos e sociais
(Ramos; Woltowitz, 2004; Fernandes, 2007).

A definicdo e os critérios que determinam a dependéncia
ao alcool etilico tem-se modificado desde a sua primeira descricdo pelo
médico sueco Magnus Huss em 1849, no artigo “Alcoholismus Chronicus”
(Gigliotti; Bessa, 2004).

Atualmente, o diagndstico mais aceito para este
transtorno € baseado na classificagédo internacional de doencas (CID-10 -
1997) da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), e no manual de
diagndstico e estatistico dos disturbios mentais da American Psychiatric
Association (DSM-1V - 1994).

O consumo de bebidas alcodlicas acompanha a histéria
da humanidade, concomitantemente, vem sendo observado por
pesquisadores, 0 aumento progressivo na concentracdo alcodlica destas
bebidas a partir da idade média. Além disso, estudos epidemiolégicos tém
detectado indices de consumo cada vez maiores tanto no Brasil, como em
outras regibes do mundo, tornado-se patolégico e endémico
principalmente apés a Revolucao Industrial (Marques, 2001; Moraes et al.,
2006; Laranjeira et al., 2007).

Ainda que a grande maioria da populacdo tenha
conhecimento sobre os efeitos nocivos da ingestdo excessiva de etanol

(Borges et al., 2009), estima-se que cerca de 90% da populacdo adulta
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mundial consome esporadicamente algum tipo de bebida alcodlica, sendo
que destes, quase um terco ingere mais que moderadamente (Ramos;
Woitowitz, 2004; WHO, 2007).

O consumo de bebidas alcodlicas no Brasil é legalmente
permitido para maiores de 18 anos de idade. Apesar da legislacdo, ndo ha
efetividade no cumprimento desta lei e por isso, muitos individuos desde a
adolescéncia abusam do consumo de etanol, tornando-se um forte fator
desencadeante de alcoolismo na idade adulta (Laranjeira et al., 2007).

A prevaléncia do uso de alcool etilico representa uma
parcela substancial dos pacientes atendidos ambulatorialmente em todo o
mundo. Segundo dados publicados pela OMS, o consumo de etanol é
responsavel por 3,2% de todas as mortes prematuras no mundo,
chegando a 1,8 milhGes de o6bitos por ano. De acordo com 0 mesmo
relatério, estima-se que entre 10 a 18% dos casos de pacientes atendidos
em emergéncias hospitalares estejam relacionados ao consumo
excessivo desta substancia (WHO, 2007).

Rigo et al. (2005) relataram que nos Estados Unidos da
Ameérica (EUA), 71,8% dos casos de trauma ocorrem em pacientes
alcoolizados. No Brasil, os dados sobre acidentes sdo semelhantes, e a
incidéncia de consumo é comparavel a paises mais desenvolvidos, uma
vez gque os relatos apontam que mais da metade da populacéo brasileira
ingere algum tipo de bebida alcodlica, e destes, somente 25% consomem
moderadamente (Laranjeira et al., 2004; Segatto et al., 2008).

Os limites que norteiam o consumo de bebidas alcodlicas
e seus efeitos no organismo sdo definidos pela “dose”. Apesar desta
denominacédo, ndo ha um consenso mundial sobre a quantidade de grama
de etanol que esta dose corresponde. No Brasil, segundo a Associagao
Brasileira de Medicina de Trafego (2008), uma dose corresponde a 12
grama de etanol e equivale aproximadamente a uma lata de cerveja, uma

taca de vinho ou meio copo de uisque.
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Para obter as unidades-equivalentes a uma dose em
grama de uma determinada bebida alcodlica, é preciso multiplicar a
guantidade da mesma por sua alcoolatura, chegando a quantidade
absoluta de alcool etilico da bebida. Nos EUA, por outro lado, adotou-se
como parametro de dose, a medida da bebida alcodlica em volume, que
corresponde a 355 mL de cerveja, 148 mL de vinho ou 44,4 mL de
bebidas destiladas em geral (Ferner; Chambers, 2001; Keer et al., 2005).

De acordo com a nova regulamentacdo do Codigo de
Transito Brasileiro, o limite maximo de consumo de etanol para um
individuo ser considerado néo alcoolizado € de 0,2 g/L, uma vez que a
capacidade de desempenhar fungdes cruciais para a conducédo de
veiculos, encontra reduzida com alcoolemia acima de 0,5 g/L.
(Associacao Brasileira de Medicina de Trafego, 2008; Brasil, 2008).

O etanol, sinbnimo de alcool etilico (C,HsOH), é o
principal componente das bebidas alcodlicas destiladas ou fermentadas, é
guimicamente uma molécula de baixo peso molecular, de altissima
solubilidade hidrica e lipidica (Gemma et al., 2006).

Quando ingerido, sua absor¢cdo ocorre nas mucosas do
trato gastrintestinal, especialmente no estdmago (20%) e no duodeno
(80%). ApOs a absorcao é distribuido entre 30 a 90 minutos por todos os
liquidos corpdéreos intra e extracelulares (Paton, 2005; Gemma et al.,
2006).

O etanol é biotransformado em cerca de 90% por trés
distintos mecanismos, utilizando primordialmente o principio de oxi-
reducdo. Os 10% restantes sdo eliminados de forma inalterada pelos
pulmdes, rins, suor e saliva (Paton, 2005; Gifford et al., 2008).

O primeiro sistema de biotransformacdo ocorre via
desidrogenase alcodlica no citosol de células gastricas e nos hepatdcitos.
A enzima A&lcool desidrogenase (ADH) catalisa o0 passo inicial da
biotransformacéo do alcool etilico transformando-o em acetaldeido, um

metabolito ativo altamente toxico ao sistema nervoso central (SNC), com



24

atividade mutagénica e carcinogénica (Zakhari, 2006; Seitz; Becker,
2007).

Nesta primeira etapa de oxidacdo, um préton de
hidrogénio do etanol é transferido para uma molécula de NAD", que por
sua vez é reduzida a NADH, gerando acetaldeido. Subsequentemente, o
acetaldeido formado, € convertido em acetato por uma segunda enzima
mitocondrial, a aldeido desidrogenase (ALDH), que também utiliza como
catalizador da reacdo, a transferéncia de um proton de hidrogénio do
NAD" para o NADH. O acetato &, entdo, rapidamente convertido em agua
e diéxido de carbono (Mezey, 1980; Lieber, 2001; Paton, 2005; Gemma et
al., 2006).

O segundo mecanismo de biotransformacdo segue a via
do sistema microssomal de oxidacdo do alcool (MEOS) no reticulo
endoplasmatico dos hepatdcitos, através do complexo enziméatico
citocromo P450 isoforma 2E1 (CYP450 2E1). Este mecanismo é acionado
guando h& um consumo exacerbado de bebida alcodlica, metabolizando
cerca de 10% do etanol que se encontra no figado. O citocromo P450
também converte o alcool etilico em acetaldeido, oxidando NADPH, em
NADP™. A terceira e menor fracdo de biotransformacdo do etanol ocorre
Nnos peroxissomos sob agéo da enzima catalase (Paton, 2005; Gemma et
al., 2006; Zakhari, 2006; Lu; Cederbaum, 2008). E nesta grande
movimentacéo de elétrons da oxidac&o do etanol que ao reduzir o NADP”
para a forma NADPH e o NAD" para o NADH, gera elétrons livres que s&o
usados nas mitocondrias como fonte de energia. (Mezey, 1980; Lieber,
2003; Lu; Cederbaum, 2008).

O etanol é oxidado seguindo a cinética de ordem zero,
pois a velocidade de biotransformacao é constante e independente da sua
concentracdo sanguinea. Em ratos, a saturacéo desta biotransformacéao €
de aproximadamente 700 mg/kg/h. O tempo de meia-vida farmacoldgica
apos a ministracdo intravenosa de 250 mg/kg nestes animais é de 30
minutos (Gifford et al., 2008).
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Em média, um individuo adulto oxida cerca de 10 mL de
alcool etilico por hora, o que corresponde a 7,9 grama por hora.
Exemplificado com um individuo sadio de 70 kg, sem ter ingerido
alimentos, que consumir 33 grama de etanol, o equivalente a 2 latas de
cerveja, terd uma alcoolemia de 0,7 g/L e sera eliminada ap6s 6 ou 7
horas (Silva; Fuchs, 2004)

A Dbiotransformacdo do 4&lcool etilico € um dos
determinantes do desenvolvimento da dependéncia alcoodlica. Estima-se
gque entre 50% e 60% do alcoolismo seja determinado geneticamente por
influéncia do polimorfismo nos sistemas de oxidagdo. Estudos recentes
sugerem que existe uma relacdo entre as variaveis genéticas de
receptores gabaérgicos, principalmente o acido gama-aminobutirico A
(GABA-A), e a incidéncia de alcoolismo. Tanto a enzima aldeido
desidrogenase quanto a alcool desidrogenase também possuem
isoformas que diferem entre si na velocidade e na eficiéncia de oxidagéo
do acetaldeido e do alcool etilico (Edenberg, 2007; Sloan et al., 2008;
Strat et al., 2008).

De acordo com a velocidade de biotransformacdo e o
tempo em que os metabolitos toxicos ficam circulantes, € que s&o
determinados os principais danos celulares. Quanto maior a deficiéncia
nessas enzimas, maior o risco do alcool etilico e do acetaldeido ficarem
circulantes e agirem de maneira toxica nos 6rgdos. Contudo, individuos
com este polimorfismo tendem a ingerir menos bebidas alcodlicas, ja que
0 aumento do acetaldeido promove varias reagfes desagradaveis que
inclui rubor facial, vasodilatacdo periférica, confusdo mental, nausea,
cefaléia pulsante e taquicardia (Edenberg, 2007).

O polimorfismo genético para biotransformacédo do etanol
pela ADH, ALDH e CP450 2E1 é observado de maneira acentuada em
alguns grupos étnicos tanto para deficiéncia metabdlica, reduzindo o risco
de dependéncia como nos asiaticos (Strat et al., 2008), quanto na maior

eficiéncia nos afro-americanos (Scott; Taylor, 2007) e indios brasileiros
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(Fernandes, 2007), que assim sendo, tém maiores indices de
dependéncia ao etanol (Gemma et al., 2006; Sloan et al., 2008).

Quando comparacdes entre sexo sao realizadas, verifica-
se que as mulheres sdo mais sensiveis aos efeitos do etanol, ou por
menor concentracdo da enzima alcool desidrogenase gastrica ou pela
diferenca na composi¢éo bioquimica do organismo. Bagnardi et al. (2001)
observaram através de uma meta-analise de 229 estudos, que 0 consumo
de quatro doses de bebida alcodlica por dia, o equivalente neste estudo a
50 grama de etanol, eleva significativamente o risco de cancer de mama e
de infertilidade, induzido pela tendéncia genética feminina associada as
alteracdes hormonais provocadas pelo consumo crbénico de etanol
(Sampson, 1997; Sjogren et al., 2006; Augustynska et al., 2007; Seitz;
Becker, 2007; Moe, 2008).

O mesmo dimorfismo sexual ocorre em ratos, com
repercussdes piores no género feminino, demonstrando maior leséo
hepética (Cunningham; Van Horn, 2003), suscetibilidade a dependéncia
(Escribano; Parra, 2007) reducdo da gliconeogénese (Sumida et al.,
2007), maior incidéncia de cardiomiopatias (Fernandez-Sola; Nicolas-
Arfelis, 2002) e comprometimento da resposta imune (Kovacs;
Messingham, 2002).

Como agente farmacoldgico, o etanol é um depressor do
SNC. Ao contrario de outras drogas que se ligam a receptores
especificos, esta substancia exerce seus efeitos penetrando na
membrana celular, e de certa forma, fluidificando seu arranjo primario e
influenciando a liberagcdo dos principais neurotransmissores do SNC
(Zaleski et al., 2004).

O etanol também atua excitando sistemas inibitérios como
0s receptores especificos do GABA-A. Nos sistemas excitatorios
glutamaérgicos, ele age como inibidor dos receptores N-metil-D-aspartato
(NMDA) (Ayesta, 2002), além de alterar diretamente os canais de calcio

voltagem dependente (Brodie et al., 2007), e indiretamente os sistemas
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serotoninérgicos e adrenérgicos (Zaleski et al., 2004). O alcool etilico
também estimula indiretamente a atividade opidide enddgena através da
liberacdo de encefalinas e endorfinas (Olive et al., 2001).

A resposta clinica do organismo ao alcool etilico é
bastante variavel. De maneira geral, quando consumido em baixa
quantidade e frequéncia, estas bebidas ndo originam patologias fisicas ou
psiquicas em curto prazo. Amparando esta consideracdo, existem alguns
estudos que relatam o efeito benéfico do etanol na forma de vinho tinto
para o sistema cardiovascular, muitos deles, até sugerindo o consumo
inferior a uma dose por dia, durante uma refeicéo (Berg et al., 2008).

Micaleff et al. (2007) demonstraram que 0 consumo de
400 mL por dia de vinho tinto, durante duas semanas, aumentou
significativamente a concentracdo sérica de antioxidantes em individuos
voluntarios. O resveratrol € um dos componentes antioxidantes mais
promissores da pesquisa com 0 consumo de vinho e seu uso em
processos oxidativos patoldgicos relacionados ao malfuncionamento
mitocondrial (Shin et al. 2009; Yang et al., 2009).

No entanto, estes achados devem ser seguidos com
muita cautela. Sabe-se que a ingestdo de etanol em longo prazo e altas
doses repercute, sem exce¢bes e de forma direta, nos sistemas
organicos, promovendo alteracfes fisiologicas (Lopes; Francisconi, 1992;
Bagnardi et al., 2001), comportamentais (Laranjeira et al., 2004),
neurolégicas (Cunha; Novaes, 2004) e nutricionais severas (Lieber, 2003).

Apoiando estes indicios, grande parte da literatura tem
sugerido uma forte associacdo entre etanol e deficiéncia nutricional
primaria e secundaria. A desnutricio primaria ao consumo de etanol
ocorre tanto pelos habitos alimentares irregulares como pela perda na
qualidade da dieta, agravada pela alta concentracdo energética presente
no etanol e nas bebidas alcodlicas ndo acompanhadas de vitaminas e
sais minerais. Estas calorias sao consideradas “vazias”, pois apesar de

fornecer aporte calorico de 7,1 kcal por cada grama de etanol ingerido
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(superior aos 4 kcal por grama do carboidrato), ndo apresentam a mesma
contribuicdo em nutrientes (Lieber, 2003; Otero; Cortés, 2008; Tujague;
Keer, 2009).

A deficiéncia de micronutrientes acompanhada da
desnutricdo secundaria sobrevém com frequéncia em pacientes
alcodlicos, mesmo sem evidéncias de doenca hepética, como resultado
das complicagbes gastrintestinais como reducdo da absorcéo,
insuficiéncia hepatica, deficiéncia enzimatica e quebra da barreira
intestinal, aumentando o0 numero de bactérias no intestino e
enfraguecendo a defesa imunoldgica (Otero; Cortés, 2008).

A restricdo na ingestao protéica também reduz os niveis
hepéticos de ADH, o que leva a reducéo na biotransformacéo do etanol e,
por consequéncia, sua maior permanéncia na circulacéo. A deficiéncia de
zinco e magnésio no alcoolismo altera as func¢des hipotalamicas, com
estimulo serotoninérgico e elevacao de citocinas, como o fator de necrose
tumoral e interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6) (Maio et al., 2000; Simsek et al.,
2005; Otero; Cortes, 2008).

A reducdo na absorgéo de vitaminas e minerais reflete
diretamente na manutencdo da saude geral de um individuo. A baixa
biodisponibilidade destes nutrientes € capaz de alterar, em cadeia, todo o
estado nutricional de um individuo. O calcio, mineral essencial ao
organismo € obtido somente através da dieta. Este micronutriente € o
quinto elemento  mineral mais encontrado no  organismo,
aproximadamente 1.000 a 1.500 grama, mantendo seu equilibrio na faixa
de 8,5 a 10,5 mg/dL de sangue, o que representa menos de 0,1% do
calcio extracelular (llich; Kerstetter, 2000; Heaney, 2006; Talmage;
Talmage, 2006; Moe, 2008).

Em condi¢cdes normais, somente 1% do calcio encontra-
se no fluido extracelular e nos tecidos moles, atuando na formacédo de
fosfolipidios das membranas celulares, na manutencdo do potencial de

acao, na divisao celular e em varias outras atividades enzimaticas, sendo
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que o restante (99%) é distribuido no esqueleto e dentes, na forma de
hidroxiapatita (llich; Kerstetter, 2000; Nelson; Cox, 2004).

O célcio é absorvido, de forma equilibrada, via transporte
passivo e ativo no intestino, necessitando do seu bom funcionamento
para que haja uma absorcdo satisfatoria. A distribuicdo do célcio no
sangue esta fisiologicamente contrabalanceada entre a forma i6nica livre
(45%), ligado a albumina (40%) e os 15% restantes, ligado a ions
diversos como bicarbonato, citrato, fosfato e lactato (Heaney, 2006; Moe,
2008; Stransky; Rysava, 2009).

Os hormoénios da paratiredide (PTH) e o hormdnio
calciferol, formado a partir da vitamina D, regulam a absorcédo ativa de
calcio. O prejuizo na funcéo renal como a idade, o alcoolismo e a falta de
estrogenos na pos-menopausa alteram a producdo de calciferol renal e,
por consequéncia, a absorcdo de calcio. O célcio plasmatico também
pode ser modificado de acordo com a concentracdo de albumina,
anomalias protéicas e disturbios do equilibrio 4cido-basico (Heaney, 2006;
Iwaniec et al., 2008; Moe, 2008).

Assim como em patologias 6sseas, também é observada
uma reducdo plasmatica de calcio no alcoolismo crénico. Estudos em
ratas demonstraram uma reducdo dose-dependente e duradoura dos
niveis de célcio no sangue associados ao consumo de etanol, sugerindo
gue a resposta hormonal de regulacédo deste mineral é afetada pelo etanol
e que, possivelmente, reflita na formacdo déssea (Kayath et al., 1999;
Keiver et al., 2005).

Money et al. (1989) e mais tarde, Pepersack et al. (1992),
observaram que o consumo crénico de etanol induziu a inibicdo aguda do
efluxo de calcio do osso para o plasma, o aumento da depuracédo renal da
hidroxiprolina e a reducdo da osteocalcina, sugerindo que estas
alteracfes sdo indicios das anormalidades provocadas no tecido 0sseo.

O fosforo é outro mineral de relevancia na manutencao da

qualidade 6ssea. Do mesmo modo, atua no metabolismo mitocondrial, nha
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membrana fosfolipidica, na sinalizacdo celular, e na agregacao
plaquetaria. A absor¢céo do fésforo ocorre especialmente no jejuno (60%)
via processo passivo ou por processo ativo estimulado pelo calciferol. No
[imen intestinal a absor¢cdo é modulada pela propria concentracdo deste
mineral, que é independente de satura¢do, uma vez que quanto maior a
concentracado intestinal de fésforo, maior sera sua absorcéo (Nelson; Cox,
2004; Shaikh et al., 2008)

Em homeostasia, os niveis de fosfato inorgéanico livre
(HPO,?), que é a forma circulante estavel de fésforo, mantém
concentragbes plasmaticas entre 2,5 a 4,5 mg/dL. Aproximadamente
85%, dos 700 g de fosforo presentes no organismo constituem a
hidroxiapatita dos ossos e dentes, e somente 0,15% esta na forma livre
no plasma, ou como componente dos eritrocitos (Koshihara et al., 2005;
Moe, 2008).

O mecanismo de retroalimentacdo do PTH controla a
liberacdo hormonal e a reabsorcdo de fosfato e célcio, para evitar perdas
Osseas, alteracbes renais, calcificacdo cardiovascular ou dos tecidos
moles. Em resposta a hipocalcemia, a paratiredide secreta PTH que age
no tabulo distal renal restringindo a eliminagdo de calcio e inibindo, nos
tubulos proximais, a reabsorcao de fosfato (Quarles, 2008).

Uma quantidade equivalente a 60% do fosfato absorvido é
eliminada pelo rim dependendo primordialmente da atividade fisica, de
outros constituintes da dieta, da acdo hormonal e do consumo de etanol.
A baixa ingestdo de alimentos, a sindrome de ma absor¢do, bem como o
desequilibrio da depuracdo renal de calcio e fosforo observado no
alcoolismo, prejudicam o equilibrio sistémico deste mineral (Kanis et al.,
2005; Moe, 2008).

Estudos tém demonstrado, da mesma maneira, a
associacao entre a ingestédo de etanol e a reducdo da deposi¢cdo 6ssea de
calcio mediada pelo hipoparatireoidismo transitério, desencadeada pela

atividade paracrina do PTH nos ossos (Callaci et al., 2006), que por sua
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vez é regulado pelo fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-I) e
que também esta reduzido no alcoolismo crénico (lwaniec et al., 2008).

Dentre varios sintomas do hipoparatireoidismo, como
fragueza, espasmos e cdaibras musculares, a hipotensdo ortostatica
transitoria, apesar de incomum, torna-se um achado clinico relevante em
pacientes alcoolicos e idosos, onde a incidéncia de quedas relacionadas a
este sintoma chega a 34% dos casos (Callaci et al., 2006; Low, 2008).

Além disso, o etanol também provoca outras alteracdes
neurologicas relacionadas ao risco de quedas, como o0 enfraquecimento
vestibular e somatossensorial, que regulam o equilibrio postural e de
marcha do individuo. Estudos em psicotoxicologia indicam que alcoolemia
acima de 0,8 g/kg é responsavel pela reducao cognitiva e psicomotora de
forma expressiva, além de reduzir drasticamente o reflexo e a capacidade
de processar informagdes (Ahmad et al., 2002; Cunha; Novaes, 2004).

Associando as alteragbes do funcionamento cognitivo e
de reflexos geradas pelo consumo abusivo de 4&lcool etilico a
suscetibilidade a fraturas em pacientes com deficiéncia hormonal, pode-
se pensar em uma comorbidade que acarreta um grande impacto socio-
econdbmico e de enorme comprometimento para saude publica.
Acrescentando a este, outro fator negativo como a idade avancada e a
osteoporose, as fraturas tendem a ter um tempo maior de reparo e as
manifestacdes clinicas o pior prognostico (Christodoulou; 2003; Close et
al., 2003; Baum; Peters, 2008).

Dos tipos de lesdo dOssea provocadas por quedas ou
acidentes, a fratura de quadril € o mais severo, com elevadas taxas de
morbidade e mortalidade entre pacientes idosos (Pinto Neto et al., 2002;
Rigo et al.; 2005). O estudo PROFET “Prevention of falls in the elderly
trial” conduzido na Inglaterra por Close et al. (2003), revelou que o
consumo de &lcool etilico estd entre os seis maiores responsaveis por

guedas em idosos.
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No Mundo, sdo mais de 200 milhdes de individuos idosos
com osteoporose. No Brasil ela atinge 10 milhGes de pessoas, ou seja,
um em cada 17 habitantes (Pastore, 2000). Em uma projecao realizada
pela OMS para 2025 inclui o Brasil entre os dez paises do mundo com
maior contingente de idosos, e considerando-os como 0 maior grupo de
risco para doencgas crbnicas nao-transmissiveis, como é o caso da
osteoporose (Rodrigues et al., 2008).

Estimou-se, em outro estudo epidemiolégico sobre
osteoporose, que a populacdo da América Latina no ano 2000 fosse de
524 milhdes de habitantes, dentre esses, quase 6% acima dos 65 anos de
idade, e que até o final deste ano de 2010, o total da populacéo Latina ir&
aumentar 16%, muito abaixo da taxa de idosos que crescera 28%. De
acordo com as analises e seguindo este crescimento populacional, os
autores afirmam que de 1990 a 2050 o numero de fraturas é6sseas de
individuos com idade de 50 a 64 anos crescera 400% (Riera-Espinoza,
2009).

Poucas patologias foram tdo estudadas e continuam téao
enigmaticas quanto a osteoporose. Por definicdo adotada em 2000 pelo
National Institutes of Health “osteoporose é uma desordem esquelética
caracterizada pelo comprometimento da for¢ca 6ssea predispondo a um
aumento do risco de fratura” (Osteoporosis Prevention, Diagnosis, and
Therapy, 2000).

As mais recentes diretrizes sobre osteoporose elaboradas
pelo American College of Physicians, sdo fundamentadas em evidéncias
de revisdes sisteméaticas desde 1990 até Julho de 2007. Com base nesta
metanalise, os fatores de risco para fratura relacionada a baixa densidade
Ossea foram a idade acima de 70 anos, indice de massa corporal menor
que 25 kg/mz?, perda de peso maior que 10%, estilo de vida sedentario,
fraturas prévias por osteoporose, uso prolongado farmacos como
corticoides e dieta pobre em calcio. Neste estudo, os autores ainda

concluiram que a privagdo de androgénios, além de aumentar o risco de
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lesdo, esta associada a instalacdo da osteoporose em homens (Baum;
Peters, 2008; Qaseem et al., 2008).

A osteoporose tem sido classificada em dois tipos
principais, a forma primaria e a secundaria. A primaria, mais frequente, é
subdividida em tipo | e tipo Il. Na osteoporose primaria tipo | ou poés-
menopausa, ocorre alta reabsor¢cdo 6ssea em estagio precoce, com acao
acentuada dos osteoclastos que afeta de forma irreversivel o 0sso
trabecular de mulheres acima dos 50 anos com hipoestrogenismo. Ja a
tipo I, osteoporose senil, acomete homens e mulheres acima dos 70
anos. Neste caso, a perda 6ssea ocorre de forma mais gradual, sugerindo
uma atividade reduzida dos osteoblastos, aumento do PTH, deficiéncia
cronica de minerais como calcio, entre outros fatores. Como
consequéncia da diminuicdo da funcdo osteoblastica e aumento da
reabsorcdo osteoclastica, o didmetro periosteal aumenta, resultando em
afinamento da cortical (Ramalho; Lazaretti-Castro, 1999; Gali, 2001,
Lerner, 2006).

Dentre os fatores de risco para o desenvolvimento da
osteoporose secundaria, decorrente principalmente de processos
inflamatorios e alteragbes enddcrinas, destacam-se o hipogonadismo,
desordens na tirebide, menopausa precoce, idade avancada, terapia com
corticosteroides por mais de trés meses, tabagismo e o alcoolismo (Gali,
2001; Sampson, 2002; Lane, 2006; Liu et al., 2008; Metcalfe, 2008;
Moayyeri et al., 2009; Pinheiro et al., 2009).

Acredita-se que o consumo cronico de etanol conduz a
perda Ossea sistematica por reducéo na ingestdo de nutrientes, pela acao
antiproliferativa nos osteoblastos e inducédo da atividade dos osteoclastos
(Turner; Sibonga, 2001; Callaci et al., 2004). Suportando esta hipotese, foi
demonstrado em camundongos submetidos a dieta hidroalcodlica a 26%
durante 4 meses, que apesar destes animais ndo apresentarem alteracao
hepéatica e hormonal, tiveram uma reducdo significativa na densidade

mineral 6ssea (DMO) e na quantidade e espessura de trabéculas 6sseas,
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além da osteoclastogénese aumentada (Dai et al., 2000; Chakkalakal et
al., 2005).

O osso, apesar de ser um material rigido, estd em
constante remodelacdo e, justamente por isso, torna-se sensivel as
mudancas nas suas atividades celulares. E também considerado um
tecido viscoelastico, anisotropico e de estrutura ndo homogénea.
Representando 18% dos constituintes totais do corpo adulto comparado a
43% de musculos, 25% de pele e gordura, 11% de visceras e 3% de
tecido nervoso. Esta associado primariamente a protecdo de o6rgaos,
sustentacdo e alavanca para execucdo dos movimentos (Witson, 2001;
Jungueira; Carneiro, 2009).

Macroscopicamente e do ponto de vista estrutural, sao
distinguidos dois tipos de tecido 6sseo, o cortical e o trabecular. Ambos
formados pelos mesmos tipos de células e componentes intercelulares,
diferenciando quanto a disposi¢cdo espacial e a delimitacdo do espaco
medular. A medula 6ssea preenche o espaco medular contido na diéfise
de ossos longos, assim como os espacos inter-trabeculares. E constituida
por estroma, tecido mieldide, adipocitos, vasos sanguineos e tecido
linfatico. (Loveridge, 1999; Alexander, 2001).

O osso trabecular € uma estrutura altamente porosa, mais
presente nos corpos vertebrais e nas extremidades de 0ssos longos.
Neste tipo de arranjo 0sseo, 0s espacos medulares sdo mais amplos e
dispostos irregularmente. Além disso, é formado por trabéculas
entrecruzadas de diversas formas e espessuras e dispostas de acordo
com as solicitacbes biomecanicas, que delimitam o espaco preenchido
por medula 6ssea. Quando ha perda trabecular, ocorre igualmente a
perda da qualidade 6ssea, comprometendo a resisténcia 6ssea e
aumentando o risco de fraturas. Ja o0 0sso cortical € uma massa 0ssea
continua e mais densa que quando comparado ao trabecular. A cortical

O0ssea, mais localizada na diafise e metéafise de ossos longos. Pode ser
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considerado como uma estrutura mais compacta e de canais mais
estreitos (Loveridge, 1999; Carbonare et al., 2005; Turner, 2007).

Microscopicamente, o tecido 0sseo € composto por
células, dgua e a matriz extracelular dispostas tridimensionalmente.
Dentre os componentes celulares estdo os ostedcitos, que participam da
manutengdo da matriz, os osteoblastos, os osteoclastos, além de
adipécitos, nos individuos adultos (Loveridge, 1999; Junqueira; Carneiro,
2009).

No processo de remodelacdo normal dos o0ssos, 0s
osteoblastos e o0s osteoclastos trabalham de forma conjunta, com o
objetivo de substituir o tecido 6sseo senil, reorganizar o arranjo celular e
manter a homeostasia mineral e adaptar a microarquitetura déssea a
solicitagcdo biomecéanica. Os osteoclastos secretam acidos, colagenases,
pirofosfatases e outras enzimas que descalcificam e hidrolisam a matriz
organica. Os osteoblastos através da sua atividade anabdlica sintetizam
colageno e proteinas que sao depositadas na superficie para formar a
matriz 6ssea. (Hazenberg et al., 2007; Henriksen et al., 2007).

A matriz extracelular do osso € formada por duas fases,
uma organica composta por colageno, glicosaminoglicanos e uma
inorganica de cristais de fosfato de célcio. A porcdo inorganica constitui
67% do volume 6sseo, e € composta por cristais de calcio e fosfato na
forma de hidroxiapatita [Caio(PO)4]s(OH), e fosfato de calcio néo
cristalino. Nesta matriz, ha também outros ions como citratos,
bicarbonato, fluoreto, magnésio, potassio e sédio em menor quantidade
(Witson, 2001; Wahl; Czernuszka, 2006; Clarke, 2008).

Os cristais de hidroxiapatita situam-se ao lado de cada
fibra colagena presentes nos ostedides, firmemente fixados, formando um
padrédo ordenado ao longo do osso. Os cristais sdo envolvidos por um
meio homogéneo designado substancia fundamental amorfa, composta
de liguido extracelular e proteoglicanos, sulfato de condroitina e acido

hialurérico (Feng, 2009; Junqueira; Carneiro, 2009).
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Em nivel molecular, a por¢cdo orgéanica é constituida em
90% do seu volume por colageno tipo | e 10% por proteinas nao
colagenas. O colageno tipo | além de ser a proteina extracelular mais
abundante, é essencial para a forca esquelética. Cada fibra colagena se
estende em torno das linhas de for¢a tensionais, proporcionando ao 0sso
certa elasticidade (Rupel et al., 2008).

O colageno, que compreende a por¢do organica na matriz
extracelular possui 35% de glicina, 11% de alanina e 21% de prolina e
hidroxiprolina. Nos animais existe cerca de 20 tipos distintos de colageno,
cada um com sua caracteristica e funcdes especificas. O conjunto de
eventos extra e intracelulares, como por exemplo, a resposta ao estimulo
hormonal, determina o controle da biossintese do colageno 6sseo. De
outra forma, o aumento da sintese de colageno pode ser determinado
pela resposta dos fibroblastos e das fibras colagenas a acdo do
acetaldeido gerado na biossintese do etanol (Lieber et al., 1965; Lieber
2004; Kolacna et al., 2007; Lodi et al., 2009).

Assim como os micronutrientes e o tecido 0sseo séo
influenciados pelo consumo de alcool etilico, este também pode interferir
diretamente na funcdo reprodutiva feminina ou masculina via sistema
hormonal e, indiretamente, pelas alteragbes na aromatizacdo hepética
precursora de estrogenos (Turner et al., 1999; Augustynska et al., 2007;
Epstein et al., 2007; Manolagas et al., 2009).

Como funcdo metabdlica, o0s o0ssos também
desempenham um papel importante no controle bioquimico de alguns
ions como calcio e fosfato. Na fisiologia normal, ha um intercambio
continuo entre o calcio plasmatico e aquele armazenado no esqueleto,
sendo primordial para a condugcdo nervosa, contracdo muscular,
coagulacdo sanguinea e basicamente toda a atividade celular de ossos e
dentes. A homeostasia O0ssea é refletida no sangue e na urina com

alteracdo dos niveis de enzimas, minerais e outras substancias
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envolvidas na remodelacdo 6ssea (Pinto Neto et al., 2002; Heaney, 2006;
Moe, 2008).

Acredita-se que além do hormbnio paratireoidiano,
calcitonina e hormoénio de crescimento, 0s esterdides sexuais exercam
sua funcdo metabdlica nos ossos atuando no processo de remodelacgao.
Do mesmo modo, a etapa final da sintese de estrégeno é catalisada pelo
CYP450 no figado, e tanto animais machos quanto fémeas, com delecéo
do gene que participa desta biossintese, tém a producdo de estrégeno
impedida (Faloni; Cerri, 2007; Ignacio et al., 2009).

O hipoestrogenismo exerce um efeito direto sobre a
atividade osteoclastica, aumentando as interleucinas IL-1 e IL-6 e as
citocinas pro-inflamatorias, que estimulam a liberacdo do RANK ligante
(receptor do ativador do fator nuclear Kappa B), proteina pertencente a
familia do fator de necrose tumoral, que é um dos principais agentes
promotores da osteoclastogénese. Esta outra via de atuacdo dos
estrogenos no processo de remodelagédo 6ssea, constitui um dos fatores
de inibicAo da apoptose de osteoclastos e da diferenciacdo e ativacéo
destas células. J4 a osteoprotegerina € outra proteina soluvel que age
como um receptor competitivo ao RANK ligante. Desta forma, na
deficiéncia estrogénica ha aumento da expressdo de RANK ligante e
reducdo da osteoprotegerina (Ramalho et al., 2000; Lerner, 2006; Faloni;
Cerri, 2007).

Com a menopausa e a andropausa, as concentracoes de
estrogenos declinam drasticamente, possibilitando a hiperatividade
osteoclastica, como consequéncia, ha o desequilibrio na remodelacéo
O0ssea com tendéncia a desmineralizacdo. Por outro lado, através da
terapia de reposicdo estrogénica, € possivel impedir a degradacdo da
matriz 6ssea (Turner; Sibonga, 2001; Faloni; Cerri, 2007).

Os ovarios sao a principal fonte fisiolégica de estrogeno
circulante, sendo secretado na forma de estradiol. O hormonio

estrogénico influencia a diferenciacdo de células progenitoras
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hematopoiéticas em osteoclastos, participa da regulacdo e remodelacéo
Ossea, além de atuar no metabolismo do célcio no osso cortical e
trabecular (Gennari et al., 2002; Harada; Rodan, 2003).

De acordo com dados da literatura, fica claro que a
concentracdo de horménios esterdides sexuais reduz com o passar da
idade em ambos os géneros, privando o individuo do efeito protetor contra
a reabsorcdo Ossea. Estima-se que 50% da perda Ossea relacionada a
caréncia de estrégeno, ocorra nos dez anos seguintes a instalacdo da
menopausa (llich; Kerstetter, 2000; Ramalho et al., 2000; Gennari et al.,
2003).

Do mesmo modo ja foi demonstrado que a suscetibilidade
as fraturas osteoporoticas em mulheres idosas aumenta com a idade, e
ao atingir a menopausa, ha uma aceleracdo ainda mais significativa, com
elevacéo da perda 6ssea e alteracdo da microarquitetura e conectividade
trabecular (Jiang et al., 2007; Seeman, 2008).

O estrogeno também regula a expressdo dos genes que
codificam o colageno tipo | nos osteoblastos, a fosfatase alcalina 6ssea, e
a osteocalcina. Ele inibe a sintese de agentes reabsortivos como as
interleucinas, o fator de necrose tumoral alfa, a prostaglandina E; e o fator
estimulador de colonia de macréfagos, alterando, do mesmo modo, a
osteoclastogénese (Bland, 2000; Okazaki et al., 2002). Dentre as
interleucinas inibidas pelo estrogeno, destacam-se a IL-1 e IL-6
produzidas nos osteoblastos, que aumentam a reabsor¢cdo 6ssea quando
ha deficiéncia hormonal (Sunyer et al., 1999, Ribeiro et al., 2003; Lorenzo
et al., 2008).

Simsek et al. (2003) demonstraram através de inibicdo
hormonal por ovariectomia e orquiectomia em ratos, 0 aumento transitorio
na osteoclastogénese em apenas uma semana apos a cirurgia.

A importancia da acdo hormonal nos diferentes géneros e
de acordo com o estimulo do desenvolvimento cortical ou trabecular,

também foi observada em animais experimentais. Receptores androgenos
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ativados isoladamente estimulam o desenvolvimento trabecular e a
remodelagdo cortical normal em camundongos machos. Todavia, a
expansao do peridésteo nestes animais, € observada somente quando ha
ativacdo simultdanea dos receptores de androgeno e estrogeno
(Vanderschueren et al., 2004; Epstein, 2007).

No género masculino, além do efeito estrogénico, o0s
0ss0s sdo igualmente afetados pelos horménios andrégenos como a
testosterona e seus derivados 5 alfa-reduzido e a dihidrotestosterona,
produzidos nas gbnadas, que secretam mais de 95% do total de
testosterona nos homens (Veloso et al., 2008). Estes hormdnios, além de
manterem o tdbnus muscular masculino, regulam o metabolismo 6sseo via
receptor especifico para andrégenos e via receptor de estrégenos apos a
aromatizacdo nos hepatocitos. Deste modo, a osteoporose em homens
acima dos 55 anos estd relacionada com o equilibrio do sistema
hipotdlamo-pituitaira-gonadal, que por sua vez, atua na regulacdo do
estrogeno e da testosterona (Gennari et al., 2003; Lee et al., 2006; Madeo
et al., 2007; Ohlsson; Vandenput; 2009).

Estima-se que 30% dos homens acima dos 60 anos
tenham redugcdo na concentracdo de testosterona. Habitualmente, os
niveis declinam com a idade em uma taxa média de 1,5% ao ano,
chegando a niveis 20% menores aos 50 anos e decrescendo até 50% aos
80 anos. As implicacbes desta reducdo hormonal refletem também nas
doencas pré-existentes do individuo, elevando o indice de mortalidade em
6 meses gquando sdo comparados homens com as mesmas patologias e
idade (Shores et al., 2006; Laughlin et al., 2008).

Laughlin et al. (2008) conduziram uma grande pesquisa
populacional, onde foram avaliados 1060 homens, segundo a idade,
patologias prévias, parametros antropométricos e 19 variaveis
bioguimicas. Neste estudo os pesquisadores constataram que ao atingir

niveis de testosterona abaixo do normal, a mortalidade nos pacientes
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para os 20 anos seguintes a reducdo hormonal aumentava em 40%,
independente da causa do 6bito.

Baixas concentracdes de testosterona provocam reducao
da massa muscular, aumento de gordura corporal, obesidade centripeta,
resisténcia insulinica, irritabilidade e reducéo da libido. A privacdo deste
horménio precocemente, também reduz o crescimento periosteal e
crescimento radial, resultando em tronco e membros menores nos
machos e com tendéncia a maior fragilidade quando submetidos a cargas
mecanicas. Contudo, néo é possivel relacionar a andropausa com a perda
0ssea acelerada, como é observada nas mulheres pds-menopausa. Neste
caso, a reducdo da DMO é mais lenta, cerca de 20 a 25% de osso cortical
e trabecular (Ribeiro et al. 2003; Shores et al., 2006; Epstein, 2007).

Vanderschueren et al. (2000) conduziu um estudo com
ratos Wistar orquiectomizados durante 15 semanas, e observou que a
reposicdo hormonal de baixas doses de testosterona preveniu a reducao
da densidade mineral e da massa 0ssea. Os autores ainda verificaram
gue o efeito da testosterona ocorre mais na reducéao da reabsorcao 6ssea
do que no estimulo de neoformacéo éssea.

A testosterona, por sua vez, pode ser convertida pela
aromatase em estrogeno, e desta forma estimular a formacgéo 0ssea tanto
em machos quanto em fémeas. A enzima aromatase é dependente do
citocromo P450 do figado, e por esta razdo, uma alteracédo hepatica como
ocorre no alcoolismo, pode refletir na inibicdo da sintese estrogénica e
elevacdo da suscetibilidade a fraturas (Harada; Rodan, 2003; Ohlsson;
Vandenput; 2009).

Mecanicamente, o tecido 6sseo comporta-se Como outros
materiais nao-bioldgicos, pois pode sofrer micro-traumas e fraturas.
Quando estes micro-traumas excedem a capacidade reparativa do 0sso
ocorre a falha (Nalla et al., 2004). A alta concentracdo de colageno da
fase organica em 0ss0s jovens e normais permite ao 0SSO resistir a

tensdes de flexdo. Ja a fase inorganica, compostas por cristais de
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hidroxiapatita, da ao o0sso excelente resisténcia as tensfes de
compressao (Eihorn, 1992; Alexander, 2001).

A reducdo da espessura, as irregularidades do 0sso
trabecular ou cortical e as microfraturas, reduzem a capacidade do 0sso
em absorver energia apdés um impacto, resultando em fratura mesmo sob
condi¢cdes normais de carga. A resisténcia 0ssea reflete a integracédo das
duas caracteristicas principais do 0sso que sdo a densidade Ossea e
gualidade 6ssea (Downey; Siegel, 2006; Hernandez, 2008).

Dentre as fungcbes mecanicas, 0s ostedcitos atuam como
células sensoriomecéanicas, transformando os estimulos mecénicos
recebidos sobre o0 esqueleto, em sinais bioquimicos de ativacdo da
remodelacéo 6ssea e deposi¢cdo mineral (Ocarino et al., 2006; Lane; Yao,
2009). O envelhecimento € um dos fatores de reducao na quantidade e
atividade dos ostedcitos. Os osteoclastos, também atraidos por células
em apoptose aumentam, ainda mais, a reabsor¢cdo 6ssea em idosos. Da
mesma forma, a porcdo colagena sofre grandes perdas no decorrer da
idade, acentuando-se ap0s a menopausa (Bronckers et al., 2000; Bay-
Jensen et al., 2009).

Em seus estudos Hogan e colaboradores (2001),
verificaram em roedores que o consumo de etanol também promove
reducdo dramatica das propriedades biomecanicas do fémur quando
comparados a ratos ndo submetidos ao consumo crénico de alcool etilico.

Desde que Julius Wolff formulou a “Lei da Remodelagao
Ossea” em 1892, estudar o comportamento do tecido 0sseo frente a
patologias como desnutricdo, alcoolismo e menopausa tem sido um
grande desafio da comunidade cientifica (Burger; Klein-Nulend, 1999;
Cole et al., 2009).

Por meio de ensaios destrutivos especificos tem sido
possivel determinar algumas propriedades biomecéanicas de um material

biol6égico como o 0sso, tanto na forma de corpo de prova quanto na sua
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estrutura integra, sendo estas, denominadas propriedades biomecanicas
intrinsecas e extrinsecas (Turner; Burr, 1993; Ammann; Rizzoli, 2003).

As propriedades extrinsecas referem-se ao 0Sso como um
todo, refletindo em seus valores os efeitos combinados do tamanho,
forma e caracteristicas teciduais. O uso do o0sso intacto é de grande
importancia no entendimento da fisiopatologia, pois os resultados obtidos
refletem melhor a capacidade plastica e de resistir ao esforco de
movimento do sistema musculo-esquelético. Ja& as propriedades
intrinsecas referem-se ao comportamento do material somente a nivel
tecidual (Burger; Klein-Nulend, 1999; Silva, 2007).

Parametros obtidos através de ensaios classicos de
propriedades biomecanicas, como carga maxima (carga maxima aplicada
no momento da fratura 0ssea), deformacéo (distancia movida pela carga
até o momento da fratura), rigidez (curva relacionando carga e
deformidade) e capacidade de absorcéo de energia (area sobre a curva),
sdo importantes para especificar as propriedades elasticas e rigidas do
osso (Hernandez; Keaveny, 2006; Comelekoglu et al., 2007; Silva, 2007;
Ruppel et al., 2008).

Os ensaios biomecanicos que determinam estes
parametros sao classificados de acordo com a forma e a direcdo das
cargas aplicadas. As cargas aplicadas, por unidade de area de 0sso,
podem ser classificadas de acordo com forma de aplicacdo das tensdes
sendo a tracdo, a compressao, o cisalhamento, a flexdo e a torcao as
técnicas mais comuns (Eihorn, 1992; Turner; Burr, 1993; Hernandez;
Keaveny, 2006; Ruppel et al., 2008).

Os avancos das técnicas analiticas sem duavida
favoreceram o desenvolvimento das andlises 6sseas. Contudo, para a
qualidade dos resultados em estudos cientificos, € imperioso o uso de
métodos distintos e parametros diferenciados de analise. Quanto mais
correlagcbes s&do encontradas, mais suporte € dado as evidencias

descritas. Da mesma forma, maior sera a contribuicdo da pesquisa na
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determinacdo das possibilidades diagnésticas e futuras abordagens
terapéuticas (Ammann; Rizzoli, 2003; Comelekoglu et al., 2007; Cole et
al., 2009).

Atualmente é preconizado pela OMS e seguido por
protocolos clinicos do mundo todo a utilizacdo da absorciometria de dupla
emissdo de raios-x (dual energy x-ray absorptiometry - DEXA) como
técnica padrdo-ouro para medida da massa 0ssea e no diagnéstico de
osteoporose. Esta técnica determina quantitativamente o valor da DMO
do individuo através de analise na coluna vertebral dorso-lombar, no terco
proximal do fémur, no terco distal do radio e no terco proximal do Umero,
locais correspondentes ao maior indice de fraturas por fragilidade 6ssea e
por consequéncia, 0S mais importantes para serem investigados
(Junqueira et al., 2001; Pinto Neto et al., 2002; Qaseem et al., 2008).

Apesar disso, estudos populacionais demonstram que a
quantificacdo da massa 0ssea nao permite explicar todos os fenbmenos
associados a osteoporose (Wilkin; Devendra, 2001). Entre eles, o fato de
50% dos casos de fraturas 0sseas ocorrerem em casos nao qualificados
na classificacdo de osteoporose da OMS (Schuit et al., 2004). Do mesmo
modo, estudo experimental de Sarkar et al. (2002) e metandlise realizada
por Delmas et al. (2004) demonstraram que a terapéutica com farmacos
anti-reabsortivos como o raloxifeno promove, em média, a reducao de 50
a 60% e pelas analises com DEXA, ocorre o aumento de apenas 7 a 8%
na medida de DMO.

Estes resultados levam a acreditar que os métodos
tradicionalmente empregados para determinar a qualidade do o0sso
fornecem somente uma visdo semi-quantitativa destes processos, nao
sendo possivel qualificar as alteragfes ultra-estruturais e moleculares das
amostras ou mesmo prever novas fraturas. Assim sendo, o0
desenvolvimento de novos métodos de avaliacdo 6ssea podem permitir a
identificacdo e a quantificacdo destas alteracbes de forma mais global
(Nagareddy et al., 2005; Hernandez; Keaveny, 2006; Briggs et al., 2007).
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Associado ao DEXA acredita-se que alguns marcadores
bioquimicos auxiliam tanto no diagndstico diferencial quanto na
determinacdo do grau de comprometimento ésseo. Niveis plasméaticos de
calcio e fosfato inorgénico sao alguns destes indicativos, uma vez que
estes minerais compdem a estrutura da hidroxiapatita e suas alteracdes
refletem na qualidade da microarquitetura éssea (Pinto Neto et al., 2002;
Saraiva; Lazzareti-Castro, 2002; Keiver, 2004; Vieira, 2007; Vasikaran,
2008).

Para mensuracdo destes minerais também é possivel
utilizar métodos de alta sensibilidade analitica como espectroscopia por
fluorescéncia de raios-x, tomografia computadorizada quantitativa,
microscopia eletrbnica de varredura, entre outros (Baranowska et al.,
2004; Nagareddy; Lakshmara, 2005).

Dentre estas técnicas analiticas de elevada exatidao, a
microfluorescéncia de raios-x (LEDXRF; micro energy dispersive x-ray
fluorescence) é uma variante microanalitica da fluorescéncia de raios-x
por dispersao em energia (EDXRF; energy dispersive x-ray fluorescence),
que utiliza um micro-feixe para incidir os raios-x na amostra, possibilitando
0 mapeamento e a analise elementar de uma area especifica menor da
amostra. A microfluorescéncia de raios-x permite a determinagao
simultanea ou sequencial da concentracdo elementar da ordem de parte
por milhdo (ppm), sem a necessidade de pré-tratamento quimico ou
destruicdo da amostra (Nagata et al., 2001; Baranowska et al., 2004;
Oliveira et al., 2008).

Esta técnica baseia-se na excitagdo da amostra por um
feixe primario proveniente de um tubo de raios-x, excitando os elétrons e
gerando uma perturbacdo nos orbitais eletrdnicos dos atomos. Esta
perturbacdo atdbmica provoca uma fotoejecdo de elétrons, formando as
lacunas e gerando uma instabilidade. Na sequéncia, os elétrons das
camadas posteriores realizam um salto quantico e ocupam estas lacunas

geradas. Essa transicao eletrénica promove a perda de energia e tende a
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estabilizar os orbitais e atingir o estado fundamental. O resultado desta
movimentacgdo de elétrons é a emissdo, na forma de féton de raios-x, de
energia caracteristica e bem definida para cada elemento constituinte da
amostra. Este efeito é esquematizado no diagrama da figura 1 (Zamburlini
et al., 2007; Carvalho et al., 2009).

Para medir a energia emitida pela amostra, o
espectrometro identifica o niumero de fotons (intensidade) da radiacéo
fluorescente (secundéaria) em funcdo da sua energia. A intensidade da
radiacdo secundaria € diretamente proporcional a concentracdo de cada
elemento quimico da amostra (Todd; Chettle, 1994; Matsumoto, 2001,
Nagata et al., 2001; Soares et al., 2009).

elétron é ejetado
T,

Cj

<+

elétron ocupa N
vacdncia o
formada Q

Figura 1 - Diagrama de obtencdo do espectro de fluorescéncia de raios-x.

Através da verificacdo em diferentes escalas, é possivel
obter uma visdo geral e molecular de grande relevancia no entendimento
das estruturas Osseas, partindo da avaliacdo macroscopica para o nivel
molecular e correlacionando com outras andlises, como é o caso dos
testes biomecanicos (Lane; Yao, 2009).

Diante da complexidade de interacdo entre as patologias,

e do elevado risco de um individuo alcoolizado sofrer uma queda, torna o
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problema da osteoporose associada ao alcoolismo um objeto de extrema
relevancia, uma vez que as fraturas interferem na qualidade e na
expectativa de vida. Sendo assim, este trabalho se propde a estudar as
alteracGes biomecanicas 6sseas, bem como o calcio e fosforo no sangue
e no fémur de ratos com deficiéncia hormonal submetidos ao consumo

cronico de etanol.



3 PROPOSICAO

A proposta desta pesquisa foi avaliar a resposta

biomecanica decorrente da defici€éncia hormonal e do consumo elevado e

cronico de etanol sobre o fémur de ratos, bem como os parametros

biogquimicos no sangue e técnicas microanaliticas da mineralizacéo

Ossea.

3.1 Objetivos especificos

a) Avaliar a condicdo nutricional dos ratos frente as
variaveis estudadas,

b) Analisar o comportamento biomecéanico estrutural
dos fémures de ratos, quando submetidos ao
ensaio de flexdo-compressao em 3 pontos,

c) Quantificar e analisar, por meio de testes
bioguimicos o calcio e o fosfato inorganico,

d) Quantificar e analisar, por meio de espectrometria
de microfluorescéncia de raios-x o calcio e o
fosforo dos fémures,

e) Correlacionar os achados de acordo com o

género, tipo de dieta e tipo de cirurgia.



4 MATERIAL E METODO

4.1 Animais

Este estudo seguiu 0s preceitos éticos de experimentacao
animal, conforme o Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA). O protocolo experimental desenvolvido neste trabalho foi
submetido e aprovado pela Comissdo De Etica em Experimentacio
Animal sob protocolo nimero 037/2007-PA/CEP.

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizados 108
ratos adultos, sendo 54 machos (Rattus norvegicus, variacdo albinus,
Wistar) e 54 fémeas (Rattus norvegicus, variacdo albinus, Wistar), com
aproximadamente cento e vinte dias de idade (4 meses) e massa
corporea média de 267 grama para fémeas e 446 grama para machos,
provenientes do Biotério da Faculdade de Odontologia de Sao José dos
Campos - UNESP. Os animais foram mantidos em trios em gaiolas a

temperatura ambiente e higienizadas diariamente.

4.2 Protocolo experimental

Os animais foram divididos em 12 grupos (cada grupo
contendo 9 ratos), de acordo com o género, tipo de cirurgia e dieta

ministrada, conforme esquema descrito nas tabelas 1 e 2.



Tabela 1 - Grupos experimentais de ratas fémeas
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Grupos n=9 Cirurgia Dieta
Gl Ovariectomia Etanol
G2 Ovariectomia Isocalorico
G3 Ovariectomia Ad libitum
G4 Sham Etanol
G5 Sham Isocaldrico
G6 Sham Ad libitum

Tabela 2 - Grupos experimentais de ratos machos

Grupos n=9 Cirurgia Dieta
G7 Orquiectomia Etanol
G8 Orqguiectomia Isocalorico
G9 Orqguiectomia Ad libitum
G10 Sham Etanol
G11 Sham Isocaldrico
G12 Sham Ad libitum

4.3 Delineamento experimental

O delineamento

experimental

estd esquematizado

conforme a figura 2, mostrando o tempo inicial e final do tratamento em

semanas.
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Controle da Dieta

¢ Ovariectomia « Etanol i
* Orquiectomia « Isocalorico EUTANASIA
e Sham o Ad libitum

5 semanas 8 semanas

Figura 2 — Delineamento experimental

4.4 Dieta

O modelo de alcoolismo utilizado foi o modelo semi-
voluntario de Lieber-DeCarli, onde a solugcdo hidroalcodlica era o unico
liquido oferecido para os grupos G1, G4, G7 e G10, e agua fornecida para
0s grupos ad libitum G3, G6, G9 e G12. Além disso, foi fornecida solucéo
de sacarose e agua a vontade para os grupos isocaloricos G2, G5, G8 e
G11 (Cunningham et al., 2000; Chakkalakal et al., 2002; Souza et al.,
2009).

A alcoolemia de 20% e o tempo de dieta alcodlica de 8
semanas, foram baseados em observacdes de estudos com resultados
positivos para inducdo da perda 6ssea (Hogan et al., 2001; Rocha, 2005;
Deco, 2009).

A quantidade de dieta liquida e soélida consumida foi
controlada diariamente em todos 0s grupos experimentais, sendo obtidas
as calorias totais da dieta e sua proporcédo em relacdo as dietas soélida e
liquida (Rocha, 2005; Alonso, 2009; Souza et al., 2009).
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4.4.1 Liquida

Os animais do grupo Etanol receberam como dieta liquida
uma solucado hidroalcoolica contendo 5% de alcool etilico (Gay Lussac 5°
= 5% v/v) com aumento gradativo semanal de 5% para ambientacédo, até
atingir a concentracao final de 20%, mantida por oito semanas até o final
do experimento (Cunningham et al., 2000; Alonso, 2009; Deco, 2009).

Os animais dos grupos Etanol ingeriam agua apenas na
forma de solucéo hidroalcodlica que era fornecida ad libitum durante as
24 horas para evitar o consumo agudo e a desidratacdo (Deco, 2009;
Dolganiuc; Szabo, 2009).

O grupo lIsocaldrico teve a finalidade de distinguir se o
efeito prejudicial era decorrente da agdo do etanol ou da desnutricdo
provocada pelo seu consumo cronico (Lieber, 2003; Alonso, 2009).

A fim de estabelecer o consumo pareado de calorias dos
grupos Etanol e Isocal6rico, o fornecimento da dieta nos grupos Etanol
teve inicio um dia antes dos demais para que, no dia seguinte, as calorias
ingeridas na forma de etanol fossem oferecidas aos grupos Isocaldrico na
forma de solucédo de sacarose (Deco, 2009; Souza et al., 2009).

O consumo diario de etanol foi convertido de grama para
kcal e a quantidade correspondente foi transformada em solugdo de
sacarose a 26,6% (Vetec Quimica Fina, Rio de Janeiro - Brasil) e
fornecida aos animais Isocaloricos. Para estes calculos foi estabelecido
que 1 grama de etanol € equivalente a 7,1kcal/g, e que 1 mL de alcool
etilico absoluto PA (ACS-99,5° Ecibra® Santo Amaro - Brasil) contém
0,798 grama de etanol.

Os grupos ad libitum receberam dieta liquida livre
constituida de agua potavel, sendo as quantidades ingeridas registradas

por dia e por animal.
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4.4.2 Solida

Todos o0s grupos receberam dieta soélida controlada,
constituida pela racéo Labina® (Purina, S&o0 Paulo - Brasil), com 23% de
proteinas, conforme disposto no quadro 1.

Para os grupos Etanol foi fornecida diariamente uma
quantidade livre, porém conhecida de racdo. Para estabelecer o consumo
pareado de calorias provenientes da racéo ingerida pelos grupos Etanol, o
fornecimento da dieta nestes grupos também teve inicio um dia antes dos
demais para que, no dia seguinte, a mesma quantidade de racao fosse
oferecida aos grupos lIsocalérico (Deco, 2009; Souza et al., 2009). Os
grupos ad libitum também receberam dieta soélida livres, sendo registrada

a ingestao diaria por animal.

Quadro 1 - Composicédo da dieta padréo utilizada na alimentacdo dos

animais.
Vitamina A 20000 Ul Umidade (max.) 13%
Vitamina D3 6000 Ul Proteina (min.) 23%
Vitamina E 30 Ul Lipideo (méd.)* 4,2%
Vitamina K 6 mg Carbohidrato (méd.)* 56,8%
Zinco 35 mg Caloria (kcal/100g)* 358,5%
Cobre 26 mg Extrato Etéreo (min.) 2,5%
Antioxidante 100 mg Matéria Fibrosa (max.) 9,0%
Vitamina B12 10 ug Matéria Mineral (méx.) 8,0%
Vitamina B2 8 mg Célcio (méx.) 1,3%
Pantotenato de Calcio 24 mg Fdsforo (min.) 0,85%
Niacina 95 mg
Tiamina 4 mg
Colina 2000 mg
Piridoxina 6 mg
Biotina 0,1 mg
Acido Folico 0.5 mg
Manganés 50 mg
lodo 2mg
Ferro 65 mg

Composigdo basica segundo Purina do Brasil: milho, farelo de trigo, farelo de soja,
farinha de carne, farelo de arroz cru, carbonato de célcio, fosfato bicélcico, sal, Pré-mix®.
* Adaptado do rétulo do produto e de: Maia, LMSS. L-arginina facilita a depresséo
alastrante cortical, de forma dependente da dose, em ratos nutridos e precocemente
desnutridos. 2008. Tese (Doutorado em Nutrigdo) - Universidade Federal de
Pernambuco.
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4.5 Procedimentos cirurgicos

Todos os procedimentos cirurgicos foram realizados com
material cirdrgico esterilizado, em sala cuidadosamente limpa, no Biotério

da Faculdade de Odontologia de S&o José dos Campos - UNESP.

4.5.1 Anestesia e analgesia

Antes de todos o0s procedimentos cirdrgicos como
ovariectomia, orquiectomia e falsa-cirurgia (Sham), os animais foram
imobilizados e anestesiados por via intramuscular na dose de 0,1mL/100g
de uma solucéo contendo 13 mg/kg de cloridrato de xilazina Anasedan®
(Vetbrands, Paulinia — Brasil) (farmaco sedativo, relaxante muscular e
analgésico), associado & 33 mg/kg de cloridrato de quetamina Dopalen®
(Vetbrands, Paulinia - Brasil) (farmaco anestésico geral).

Apés o procedimento cirdrgico, todos o0s animais
receberam uma dose Unica via intramuscular de solugdo antimicrobiana
de uso veterinario na dose de 1,35 mL/kg, contendo benzilpenicilina
benzatina,  benzilpenicilina  procaina, benzilpenicilina  potassica,
diidroestreptomicina base sulfato e estreptomicina base sulfato em
ampola de 6.000.000 Ul Pentabidtico Veterinario® (Fort Dogde, Porto
Alegre - Brasil).

Todos os animais também receberam antiinflamatério néo
esteroidal no muasculo contralateral na dose de 1 mg/kg de diclofenaco
sédico 75 mg Voltaren® (Novartis, Rio de Janeiro - Brasil).
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4.5.2 Ovariectomia e falsa ovariectomia (Sham)

A ovariectomia foi utilizada como forma de inducdo de
perda O6ssea nas ratas fémeas. Esta técnica é um método
experimentalmente consagrado e bem documentado por Jee e Yao
(2001), Turner (2001), Netto et al. (2006) e Deco (2009), sendo
igualmente recomendado pelo Food and Drug Administration (FDA),
orgao do governo americano que regulamenta alimentos e medicamentos
(Bonjour et al., 1999).

Aos cinco meses de idade, as ratas pertencentes ao
grupo ovariectomizado foram anestesiadas, tricotomizadas na regiao
abdominal lateral e submetidas a anti-sepsia com alcool iodado a 2%.

Para a ovariectomia, 0s animais sofreram incisao
longitudinal com extensdo aproximada de 1 centimetro na pele e
musculatura da regiéo lateral do corpo, na linha média, proxima ao nivel
dos rins e abaixo da Gltima costela.

O ovario foi identificado e exposto, sendo em seguida
realizada a hemostasia local por meio da ligadura da parte superior da
trompa com fio de seda nimero 4 Ethicon® (Johnson & Johnson, S&o
José dos Campos - Brasil).

Em seguida, os ovarios e tecidos moles adjacentes foram
removidos. As trompas foram entdo reposicionadas na cavidade
abdominal, as camadas musculares e a pele foram suturadas, em seguida
foi realizada nova anti-sepsia com alcool iodado a 2% (Synth®, Diadema -
Brasil). Este procedimento foi realizado bilateralmente (Figura 3).

Para que ndo houvesse interferéncia da resposta organica
ao trauma, todos os animais do grupo falso-ovariectomizados (Sham)
foram submetidos aos mesmos protocolos que 0s animais
ovariectomizados, porém os ovarios ndo foram removidos (Netto et al.,
2006).
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Figura 3 - Cirurgia de Ovariectomia: a) incisdo da pele e da camada muscular; b)
exposicdo do ovario e tecido mole circundante; c) ovario e tecido mole
removido.

4.5.3 Orquiectomia e falsa orquiectomia (Sham)

Para inducdo de perda éssea nos ratos machos foi
utilizada a orquiectomia, um método experimentalmente com resultados
positivos para redugdo estrogénica em machos (Calero et al., 2000;
Vanderschueren et al., 2000; Herbst; Bhasin, 2004; Piano et al., 2005;
Veloso et al., 2008).

Os ratos pertencentes ao grupo orquiectomizado, apos
anestesia, foram dispostos em decubito dorsal e o escroto recebeu anti-
sepsia com alcool iodado a 2%.

Em seguida, a pele foi incisada longitudinalmente na linha
mediana anterior da bolsa escrotal e realizada a exteriorizacdo dos
testiculos. Os ductos deferentes e o pediculo vascular foram isolados,
ligados com fio de seda numero 4 para hemostasia, permitindo a remoc¢ao

dos testiculos e epididimos (Veloso et al., 2008).
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Apo6s a remocdo bilateral dos testiculos, foi realizada a
sutura muscular e na pele da bolsa escrotal e realizada nova anti-sepsia
com alcool iodado a 2% (Figura 4).

Os animais falso-orquiectomizados (Sham) foram
submetidos ao mesmo procedimento farmacoldgicos e ato operatdrio para
que nao houvesse interferéncia da resposta organica ao trauma cirargico.
Entretanto, houve apenas 0 manuseio cirurgico do testiculo, sem remoc¢ao

do o6rgéo.

Figura 4 - Cirurgia de Orquiectomia: a) desinfeccdo do escroto e incisdo na pele e
musculo; b) ligadura do pediculo vascular; c) remocao do testiculo

4.5.4. Coleta de sangue

Apbés as oito semanas de dieta, os animais foram
novamente anestesiados e levados a sala cirargica para coleta de sangue
e eutanasia. Para realizar as dosagens bioquimicas foram coletados
aproximadamente 5 mL de sangue da artéria abdominal de cada animal.

A coleta foi realizada com auxilio de seringa de 5 mL com
agulha 30x7 (Solomed® B.D., Juiz de Fora - Brasil) na artéria abdominal,
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que foi localizada apés abertura sagital do abdome e afastamento das
estruturas sobrepostas a artéria (Figura 5).

As amostras foram depositadas de forma lenta em tubos
de coleta previamente heparinizados. Em seguidas, as amostras foram
encaminhadas para andlise bioquimica de calcio e fosfato no Laboratério
de Analises Clinicas Oswaldo Cruz® de S&o José dos Campos/Séo Paulo.

Figura 5- Coleta do sangue pela artéria abdominal.

4.5.5 Eutanasia

Imediatamente ap0ds a coleta de sangue todos os animais,
foram decapitados em guilhotina, para em seguira realizar a remog¢éo dos
fémures. Neste procedimento foi verificada a auséncia de tecido ovariano
e testicular, além da atrofia das vesiculas seminais e prostata ventral para
confirmacdo da orquiectomia, e auséncia dos ovarios e atrofia uterina
para confirmagao da ovariectomia.

Os fémures esquerdos depois de removidos e dissecados

foram armazenados individualmente em solucéo fisiolégica de cloreto de
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sédio 0,9% (Laboratério Tayuyna®, Nova Odessa - Brasil) a temperatura
constante de - 20 °C.

Os fémures direitos, depois de removidos, dissecados e
secos com auxilio de gaze estéril foram armazenados individualmente em
tubos criogénicos (Nalgene Labware®, Rochester - EUA) devidamente
identificados e numerados, para serem transportados até o Laboratério de
Espectroscopia Vibracional Biomédica (LEVB), do Instituto de Pesquisa e
Desenvolvimento (IP&D) da Universidade do Vale do Paraiba - UNIVAP
em Sao José dos Campos/Sao Paulo, onde foi realizada a analise por

microfluorescéncia de raios-x.

4.6 Variaveis estudadas

Os parametros avaliados podem ser divididos em analises
biométricas e nutricionais (evolugdo ponderal, quociente de eficiéncia
alimentar e morfometria femoral), analise das propriedades biomecanicas
(teste de flexdo-compressdo em 3 pontos e analise intrinseca da cortical),
quantificacdo mineral 6ssea (microfluorescéncia de raios-x) e analise
bioquimica (calcio e fosfato inorganico plasmatico), sendo os fémures
separados de acordo com andlises destrutivas (fémur esquerdo) e nao

destrutivas (fémur direito) conforme Figura 6.
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FEMUR

Macroscopica Morfometria

HEDX Quantificacdo mineral 6ssea

Carga maxima

Extrisenco
Rigidez

Médulo de elasticidade
Intrinseco
Resisténcia maxima

Figura 6 — Distribui¢do dos fémures por andlise.

4.6.1 Anéalises biométricas e nutricionais

4.6.1.1 Evolucao ponderal

A massa corporea dos animais foi aferida no dia da

cirurgia (172 semana), no inicio da dieta (222 semana) e no final do

experimento (302 semana).

A partir desses dados foi calculada a evolugdo ponderal

por animal. Este calculo foi obtido subtraindo-se do peso final (g) de cada

animal o peso inicial (g) e dividindo este valor pelo peso inicial (Q)

multiplicado por 100, para obter o valor em percentual (Rocha, 2005).
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4.6.1.2 Quociente de Eficiéncia Alimentar (QEA)

Diariamente foram registrados os valores meédios das
dietas sélidas e liquidas consumida por cada animal. A partir desses
dados foi calculada a média de consumo para todos 0s grupos
experimentais, considerando ragéo ingerida (g e kcal), solucéo liquida (mL
e kcal), dieta total (kcal) e percentual correspondente as dietas liquida e
solida.

Com a finalidade de analisar a capacidade do animal
converter em peso corporal a energia alimentar consumida, foi realizado o
calculo do quociente de eficiéncia alimentar dividindo-se o ganho médio
de massa corporal (g) de cada animal, pelo consumo total da dieta (kcal),
multiplicado por 100 (Botelho et al., 2005; Henriques et al., 2008).

Neste estudo, os calculos nutricionais foram baseados
nos valores de energia metabolizavel da racdo oferecida aos animais
controle. No grupo controle a racao foi responséavel por 100% do contetudo
calorico, enquanto nos grupos Etanol ela foi responsavel por apenas
(64,20%) em média, sendo o restante das calorias provenientes da
solucao hidroalcodlica.

Para os animais do grupo isocalérico, os mesmos 64,20%
das calorias da dieta foram fornecidos através da racéo, e o restante pela

solucéo de sacarose.

4.6.1.3 Morfometria do fémur

No fémur direito com auxilio de paquimetro digital com
precisdo de 0,05 milimetros (modelo 727 Starret®, Athol - EUA), foi

realizada a mensuracao do comprimento e diametro.
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Para o comprimento do fémur foi tomando como
referéncia a regidao distal dos condilos femorais (regido articular com a
tibia) e saliéncia 6ssea mais proximal do trocanter maior. O diametro
femoral foi mensurado através da espessura médio-lateral da regido

mediana da diafise (Figura 7).

Figura 7 - Medicao do fémur com paquimetro digital.

4.6.2 Andlises das propriedades biomecanicas

Para avaliar a biomecéanica femoral os fémures esquerdos
foram submetidos a testes de propriedades biomecanicas pelo ensaio de
resisténcia a flexdo-compressdo em 3 pontos e em seguida pela analise
da cortical 6ssea.

Através do ensaio de flexdo-compressdo em 3 pontos
foram analisadas as propriedades extrinsecas que se referem ao 0sso
intacto, refletindo em seus valores os efeitos combinados da morfometria,
mineralizacdo e caracteristicas teciduais. Para avaliar a propriedade

intrinseca através de medi¢c6es de um corpo de prova gerado apos o teste
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anterior, que reflete o comportamento da cortical éssea no ponto de
ruptura da carga maxima (Ramadoss et al., 2006).

4.6.2.1 Propriedades biomecénicas extrinsecas

As propriedades biomecanicas extrinsecas dos
fémures foram determinadas por meio do teste de resisténcia a flexao-
compressdo em trés pontos. O ensaio foi conduzido em uma Maquina
Universal de Ensaio Emic® (modelo DL 2000 Equipamentos e Sistemas
de Ensaio Ltda, Sao José dos Pinhais - Brasil) (Figura 8A).

Para permanecer em equilibrio térmico com o meio
ambiente e evitar microfraturas, os fémures foram descongelados
gradualmente, sob refrigeragcéo, 24 horas antes dos ensaios, e mantidos
em solucao fisiolégica de cloreto de sodio 0,9% até o momento anterior
ao teste. Todo o procedimento foi realizado em temperatura ambiente e
as amostras levemente hidratadas.

Cada espécime foi centralizada ao longo de seu
comprimento sobre um suporte contendo dois apoios de 3 mm, distantes
15 mm um do outro, com sua face anterior voltada para baixo e apoiados
na regiao metafisiaria, conforme demonstrado na figura 8B.

Uma pré-carga foi aplicada para acomodacédo do sistema
maquina-acessorio-fémur. Para tanto, foi utilizada a célula de carga de
100 kgf de capacidade maxima ajustada para escala de 50 kgf ou 490 N.

A carga constante de até 50 kgf foi aplicada
perpendicularmente ao eixo longitudinal do osso, no sentido pdstero-
anterior, no meio da distancia entre os dois apoios, numa velocidade

constante de 5 mm/min até a falha do espécime (Senra, 2009).
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Figura 8 — A: maquina universal de ensaio. B: teste de flexdo-compressao em 3 pontos
no fémur.

Com um computador acoplado a maquina universal de
ensaio associado ao programa de computador de automacao de ensaios
Tesc® (versdo 1.1 Standard EMIC, S&o José dos Pinhais - Brasil) foi
possivel controlar o0s parametros dos ensaios e calcular,
automaticamente, os valores correspondentes a carga maxima (N) e a
rigidez (x10° N/m) para cada animal.

A obtencdo dos pontos de analise, que em seguida é
convertido nos valores de carga e rigidez, foi realizada em intervalos n&o
padronizados de tempo definidos pelo programa, que emite um arquivo
para cada ensaio com os valores de tempo em segundos (S),
deslocamento em milimetros (mm) e carga em Newton (N).

Em seguida, os dados foram transcritos para o programa
Office Excel® (versdo 14.0 Microsoft Corporation, Redmond - EUA), onde
os valores foram compilados e as propriedades biomecanicas extrinsecas

dos fémures foram calculadas (Senra, 2009).
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4.6.2.2 Propriedades biomecénicas intrinsecas

Apés o ensaio de flexdo-compressdo, cada segmento
distal 6sseo foi separado para analise intrinseca do osso cortical. Com
auxilio de um micromotor com peca reta Kavo® (KaVo do Brasil, Joinvile -
Brasil) sob alta rotacédo e irrigacdo com solugéo fisiolégica de cloreto de
sbdio a 0,9%, foram realizadas secc¢des transversais de aproximadamente
1 milimetro de espessura na regido adjacente ao local da ruptura dos
fémures apo6s o teste de flexdo-compressao em 3 pontos (Ramadoss et
al., 2006).

As amostras foram entdo coradas por 3 minutos com
azul de metileno a 1% (Synth®, Diadema - Brasil) para otimizar a
visualizagéo, e dispostas sobre uma lamina de vidro e analisadas em
um estereomicroscépio Stemi® (modelo 2000-C Carl Zeiss, Bernried -
Alemanha) com aumento de 20 vezes.

A imagem de cada espécime foi obtida por camera
digital Sony® (modelo Cybershot DSC-W5, Tokyo - Jap&o), acoplada ao
estereomicroscoépio auxiliado por régua milimetrada.

Em seguida, as imagens foram processadas pelo
programa UTHSCSA Image Tool® (versdo 3.0 University of Texas
Health Science Center, San Antonio - EUA) para determinar o “cross
sectional moment of inertia” (CSMI) pela formula de Jarvinen et al.
(1998) (1). Onde: “T” é a espessura externa e “t” a espessura interna,
no sentido antero-posterior. “W” é a largura externa e “w” é a largura

interna, no sentido médio-lateral:
CSMI= pi /64 x [(T*W)- (t ® w)] (1)

A partir deste resultado, utilizando a metodologia descrita

por Compagnucci et al. (2007) foram determinadas as propriedades
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intrinsecas da cortical éssea. O mdodulo de elasticidade (MPa) (2), onde
“K” é a rigidez, “L” € o comprimento do osso, e “CSMI” é o momento de
inércia. E também a resisténcia maxima (MPa) (3), onde “d” é o diametro

externo da cortical. Calculados pelas férmulas:

Médulo de Elasticidade = (K x L x 3)/(48 x CSMI) (2)

Resisténcia Maxima = (carga maxima x L x d)/(8 x CSMI) (3)

Os dados foram entéo transcritos para o programa Office
Excel®, onde os valores foram compilados e realizados os célculos das

propriedades biomecanicas intrinsecas do fémur.

4.6.3 Quantificacdo mineral 6ssea

Os fémures direito dos ratos foram avaliados através de
espectrometria para determinar a concentracdo em peso proporcional dos
elementos célcio e fosforo e também a relagdo molar entre eles (Ca/P).

As andlises foram efetuadas em um equipamento de
microfluorescéncia de raios-x (modelo 1300 Shimadzu®, Kyoto - Jap&o)
(Figura 9A), equipado com tubo de raios-x de rédio (Rh). A contagem da
radiacdo foi feita por um detector semicondutor de silicio-litio (Si(Li))
refrigerado por nitrogénio liquido, conectado a um computador para
realizagédo do processamento de dados.

A varredura foi realizada longitudinalmente em toda a
extensdo plana do osso, excluindo as epifises que, para facilitar o
posicionamento da amostra, foram seccionados em uma cortadora de

disco diamantado Isomet® (modelo 1000 Buehler International, Lake Bluff
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— EUA) com 0,3 mm de espessura sob alta rotacdo e irrigacdo com
solucao fisiologia a 0,9%.

No momento do teste, os fémures foram fixados com
auxilio de plasticina (Acrilex®, S&o Bernardo do Campo - Brasil) em uma
placa de vidro. A placa de vidro contendo os o0ssos foi posicionada
convenientemente no porta-amostra do equipamento para uma boa
visualizagdo da superficie a ser analisada.

A calibracdo do equipamento foi realizada utilizando-se
como referéncia a hidroxiapatita estequiométrica sintética com grau de
pureza minima de 99.999% Ca;o(PO4)s(OH), (Sigma-Aldrich®, St. Louis -
EUA). Apos calibracdo da energia por padrdes internos do equipamento,
as medidas foram coletadas utilizando-se os parametros fundamentais de
emissdo de raios-x caracteristicos dos principais elementos quimicos
presentes na hidroxiapatita do fémur, que s@o o calcio (Ca) e o fésforo
(P). O elemento oxigénio (O) foi utilizado como balango quimico de massa
total e o elemento hidrogénio (H) néo foi considerado, uma vez que sua
massa € equivalente a 0,1% do peso total da hidroxiapatita (Carvalho et
al., 2009; Senra, 2009).

A tenséo e a corrente do tubo foram de 15 kv (auto), com
ajuste automatico da corrente e feixe com didametro de 50 micrémetros
(um). A varredura foi realizada em linha horizontal a cada 50 um tomando
como partida a porcdo medial do fémur, totalizando 200 pontos por
amostra, com tempo de leitura de 10 segundos por ponto (tempo real),
somando um total de 260 minutos para cada leitura da amostra (Figura
9B).
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Figura 9 — A: espectrémetro de microfluorescéncia de raios-x. B: laserpoint indicando o
ponto inicial da leitura.

Apoés o término da leitura em varredura, foi gerado um
grafico com o posicionamento e as médias da concentracdo de Ca e P
no fémur. A propor¢do entre os elementos quimicos da amostra foi
calculada pela razdo do peso relativo determinado nas leituras do
equipamento, que converte a intensidade relativa da energia de
transicdo do raios-x caracteristico do elementos para os respectivos

teores em porcentagem de peso (Figura 10).
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Figura 10 - Exemplo da obtengédo da concentragdo em forma de grafico dos minerais fésforo
(A) e célcio (B) nos fémures de ratos.

Apés a coleta dos dados, os espectros obtidos foram

tratados por um processo de filtragem (smoothing) com cinco pontos no
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programa de computador PCMEDX® (versdo 1.04 Shimadzu, Kyoto -
Japéo) e em seguida foram tabulados em uma planilha do programa

Office Excel® para realizacéo dos célculos estatisticos.

4.6.4 Parametros bioquimicos

As concentracdes plasmaticas de calcio e fosfato
inorganico  foram  quantificadas por técnicas analiticas em
espectrofotdmetro automatizado Cobas Integra® (modelo 400 Plus Roche
Diagnostic, Basel - Suica) e com reagentes padronizados para este
equipamento. Todas as amostras foram coletadas no mesmo horério, pela
manha, para que os resultados nao sofressem interferéncia do ciclo

circadiano ou da ingestao alimentar.

4.6.4.1 Anélise da concentracao de célcio (Ca*?)

A concentragdo de calcio nas amostras de plasma foi
determinada pelo método colorimétrico utilizando reagentes para sangue
da Cobas Integra Calcium® (Roche Diagnostic, Basel - Suica) onde o
calcio reage com o substrato formando um complexo colorido cuja
intensidade de cor é diretamente proporcional a concentracédo de calcio.

A absorbancia da amostra foi medida em 552/629
nandmetros. Para o calculo das concentracdes de célcio foram utilizados
0,04 mL de plasma de cada animal seguindo a metodologia estabelecida

pelo fabricante.
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4.6.4.2 Andlise da atividade enzimatica de fosfato inorganico sérico (P)

A atividade enzimatica do fosfato inorganico sérico no
plasma dos animais foi determinada pelo método colorimétrico de
identificacdo da absorbancia utilizando reagentes para sangue da Cobas
Integra Phosphate Inorganic® (Roche Diagnostic, Basel - Suica).

A intensidade da cor formada em cada amostra é
diretamente proporcional a atividade enzimatica, e foi registrada em
espectro de um comprimento de onda de 340/659 nandmetros. Para
tanto, foram utilizados 0,05 mL de plasma de cada animal seguindo

método padronizado pelo fabricante.

4.7 Andlises Estatisticas

Apds a coleta dos dados, os valores obtidos foram
comparados entre si através de analise estatistica paramétrica e nao-
paramétrica de acordo com tipo de cirurgia e tipo de dieta e, em seguida,
comparados conforme o género. Em todos os casos, foi considerado
significativo valor p < 0,05 (p = 5%).

Andlises da condicdo nutricional e da eficiéncia alimentar
foram avaliadas somente de forma descritiva. Para verificar a
homogeneidade entre os grupos, utilizou-se a analise de variancia (one-
way ANOVA), seguida do pés-teste de comparacdo multipla de Tukey
para os dados obtidos na andlise de evolucdo ponderal, comprimento e
diametro femoral, carga maxima, rigidez, resisténcia maxima, médulo de

elasticidade, célcio e fosfato inorganico plasmatico.
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Na andlise estatistica dos dados obtidos da propor¢cao
Ca/P, fosforo e célcio 6sseo, foi utilizado o teste ndo-paramétrico de
Dunn-Bonferroni, seguido do pos-teste de Kruskal-Wallis.

Para as analises estatisticas foram utilizados os
programas Minitab® (vers&do 15.1.1.0 Minitab Inc., State College - EUA) e
GraphPad® (versdo 3.12009 GraphPad Software, San Diego - EUA) e os
graficos confeccionados através do programa Statistix® for Windows
(versdo 8.02003 Analytical Software, Tallahassee — EUA).



5 RESULTADOS

Durante a execucdo do experimento, dois animais do
grupo G6 morreram espontaneamente. Os demais apresentaram estado
de saude geral satisfatério.

N&o ocorreram alteracbes quanto ao aspecto de urina,
fezes e pelos ao longo do experimento. Nos animais submetidos a dieta
hidroalcodlica foi observado um estado letargico por consequéncia da alta
concentracédo alcodlica.

Com a finalidade de confirmar a instalacdo da deficiéncia
hormonal e consequente inducdo da perda Ossea, foi observado
visualmente a atrofia do Utero e das vesiculas seminais nos grupos
ovariectomizados e orquiectomizados.

A andlise da diferenca estatistica entre os géneros esta

descrita nos resultados, mas néo esta representada nos graficos.

5.1 Andlises biométricas e nutricionais

5.1.1 Evolucao ponderal

A estatistica descritiva dos dados de evolucdo ponderal
dos animais esta representada para todos 0s grupos experimentais na

forma grafica na figura 11.



72

Com relacdo as ratas fémeas houve ganho de massa
corporal (g) progressiva em todas as variaveis experimentais. Os grupos
G1, G2, G4 e G5 diferiram estatisticamente do grupo G3.

Conforme observado na figura 11, a evolucdo ponderal
dos animais machos durante todo o periodo diferiu entre os grupos.
Valores negativos de evolucdo ponderal foram observados nos grupos
G7, G8 e G11. Os outros grupos experimentais apresentaram valores
médios de massa corporal final maiores que os valores iniciais,
representando ganho de peso ao longo do experimento.

A andlise estatistica revelou diferenca significativa quanto
as variaveis dieta e deficiéncia hormonal, sendo que o grupo G12
demonstrou diferenca em relacdo aos grupos G7, G8 e G11. Também
houve diferenca entre o grupo G9 comparado a G7, G8 e G11.

Os géneros, quando comparados, revelaram diferenca
significativa entre a maioria dos grupos experimentais, sendo diferentes
0s grupos G7, G8 e G11 de todos os grupos de fémeas. Também foi
observada diferenca entre os grupos G10 e os grupos G6 e G3. Do

mesmo modo, houve diferenca entre o grupo G3 e G12.
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Figura 11 — Média e desvio-padrao dos valores de evolugdo ponderal (grama) obtidos de
todos os grupos experimentais (em verde as fémeas e azul os machos)
(ABCDEFGHI - p<0 05)
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5.1.2 Quociente de Eficiéncia Alimentar (QEA)

No calculo da eficiéncia alimentar, os valores médios do
consumo de racao, etanol e sacarose foram convertidos em kilocaloria
(kcal) e estdo expressos por animal. Os dados de consumo caldrico,
hidrico e o quociente de eficiéncia alimentar de todos 0s grupos
experimentais estdo descritos na tabela 3.

A média de consumo caldrico (kcal) das ratas fémeas,
representada na tabela 3, revelou que os grupos submetidos a dieta
alcodlica (G1 e G4), apesar do alto consumo energético, apresentaram
baixa eficiéncia alimentar. Nestes grupos de animais, também foram
observados os menores valores de consumo hidrico.

A porcentagem de eficiéncia alimentar mais elevada foi
observada nos animais controle ovariectomizado (G3) e Sham (G6),
coincidindo apenas no grupo G3 com o maior consumo calérico. O menor
QEA foi do grupo G5, também coincidindo com o menor consumo calorico
(Tabela 3).

Quanto ao quociente de eficiéncia alimentar dos ratos
machos, foi observado que, ao longo das 13 semanas de experimento, 0s
0 grupo isocalorico orquiectomizados (G8), seguido do grupo etanol
orquiectomizados (G7) foram aqueles que apresentaram 0S menores
indices. A maior QEA e consumo calérico foram obtidos pelo grupo de
animais controle (G12).

A eficécia alimentar coincidiu com o consumo caldrico em
todos o0s grupos experimentais de machos, sendo o maior consumo
caldrico proporcional com a maior QEA. Semelhante as fémeas, a menor
hidratagéo ocorreu nos animais submetidos ao consumo de etanol (G7 e
G10).
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Tabela 3 — Média diaria por animal do quociente de eficiéncia alimentar
(%), ingestéo caldrica (kcal) e hidratagdo (mL).

etacr:l?)llo(rllial) o ?l:glt)mal Agua(mL)  QEA(%)
Gl 18,40 64,31 12,99 21,61
G2 - 58,31 27,13 29,65
G3 - 66,19 25,0 46,61
G4 19,41 65,70 13,71 24,25
G5 - 57,76 28,24 19,22
G6 - 60,37 32,0 33,03
G7 20,71 70,11 16,57 -3,85
G8 - 69,32 36,19 -4,73
G9 - 90,34 39,70 10,23
G10 19,63 80,93 15,70 8,11
G1l1 - 72,17 33,90 -3,33
G12 - 105,83 43,04 17,08

5.1.3 Morfometria femoral

A estatistica descritiva dos dados de morfometria do
fémur direito esta representada para todos 0s grupos experimentais na
forma grafica na figura 12.

Quanto ao comprimento femoral (mm) de ratas fémeas,
nao foi verificada interacdo significativa entre os fatores dieta e deficiéncia
hormonal (Figura 12).

Na analise comparativa entre o comprimento do fémur de
ratos machos, verificou-se que o0s animais do grupo controle (G12)
obtiveram os maiores valores de comprimento femoral, sendo diferente

estatisticamente dos grupos G7, G8 e G9. Também foi observada
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diferenca entre G11 e os grupos G7 e G8 e entre o grupo G8 quando
comparado ao G9 e G10 (Figura 12).

De acordo com o teste Tukey, os valores de comprimento
femoral sofreram influéncia da orquiectomia, uma vez que 0S Qgrupos
Sham (G10, G1l1 e G12) apresentaram as maiores medidas de
comprimento (Figura 12).

A comparacdo entre géneros revelou que 0 menor
comprimento femoral foi obtido pelas ratas fémeas, diferenciando-se
estatisticamente todos os grupos experimentais de machos, independente
das variaveis estudadas.
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Figura 12 - Média e desvio-padrdo dos valores de comprimento femoral (mm) obtidos em
todos o0s grupos experimentais (em verde as fémeas e azul os machos)
(ABCDEFGHI - p<0 05)

Observando-se os dados do diametro femoral (mm) das
fémeas representados na figura 13, foi possivel verificar diferenca entre o
grupo G1 comparado a G2 e G5 e também do grupo G3 comparado a G2
e G5. Além disso, o grupo G2 também diferiu dos grupos G4 e G6.

Na comparacdo entre o diametro femoral dos ratos
machos, nao foi verificada diferenca na interacao entre as variaveis dieta
e deficiéncia hormonal, conforme representacéo na figura 13.

Considerando os géneros, a analise estatistica revelou

diferenca dos grupos de fémeas G2 e G5 quando comparados a todos os
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grupos de ratos machos. Do mesmo modo, foi verificada diferenca entre
os valores obtidos no grupo G4 ao serem comparados ao grupo G10. Os
menores valores absolutos de diametro femoral foram obtidos pelos
grupos submetidos a dieta isocaldrica, tanto nos machos quanto nas

fémeas (Figura 13).
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Figura 13 - Média e desvio-padrdo dos valores de diametro femoral (mm) obtidos em
todos os grupos experimentais (em verde as fémeas e azul os machos)
(ABCDEFGHIJ — p<0 05)

5.2 Andlises das propriedades biomecéanicas

5.2.1 Propriedades biomecanicas extrinsecas

Para o teste de flexdo-compressdo em trés pontos do
fémur esquerdo, uma curva carga-deslocamento tipica foi obtida para
cada espécime e convertido para valores em forma de gréafico de coluna.

Os dados estatisticos referentes as propriedades

biomecanicas extrinsecas de carga maxima e rigidez para todos os
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grupos experimentais estdo representados nas figuras 14 e 15,
respectivamente.

De acordo com a andlise de variancia ANOVA, os valores
médios de carga maxima (N) obtidos dos grupos de ratas fémeas nao
revelaram diferenca estatistica entre si (Figura 14).

No grafico representativo de carga maxima da figura 14,
os valores obtidos pelos ratos machos revelaram diferenca significativa
entre os grupos G10 e G12 gquando comparados aos grupos
orquiectomizados (G7, G8 e G9). Também foi observada diferente entre o
grupo G7 e G11.

Considerando o género, conforme representacdo na
figura 14, os grupos de ratos machos nao orquiectomizados (G10, G11 e
G12) diferiram de todos os grupos de ratas fémeas. Da mesma maneira,
houve diferenca significativa entre a carga maxima do grupo de machos

G8 ao ser comparado aos grupos de fémeas G3 e G4.
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Figura 14 - Média e desvio-padrdo dos valores de carga maxima (N) obtidos em todos os
fémures dos grupos experimentais (em verde as fémeas e azul os machos)

(ABCDEFGHI — p<0,05)
A analise dos valores de rigidez obtidos para os fémures
das ratas fémeas (x10° N/m) revelou valores elevados de desvio-padrdo
intragrupo, aumentando o valor do coeficiente de variagdo em cada

condicdo estudada, destacando-se os grupos de dieta isocal6rica G2
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(coeficiente 0,25) e G4 (coeficiente 0,35). Essa grande variacdo de
desvio-padrao ndo permitiu que 0s grupos experimentais tivessem valores
estatisticamente significativos entre si, mesmo quando as médias
encontradas apresentaram variacfes expressivas (Figura 15).

Os valores de rigidez do fémur de ratos machos
representados na figura 15, também revelaram elevado desvio-padréo
intragrupo, com coeficiente de variagdo aumentado nos grupos
orquiectomizados G7 (coeficiente 0,32), G8 (coeficiente 0,43) e G9
(coeficiente 0,52).

Para os animais machos submetidos a falsa-orquiectomia
(Sham), somente o grupo G12 apresentou elevado coeficiente de
variacdo (0,32), revelando também, que a maior rigidez entre todos os
grupos experimentais foi obtida nos animais ndo submetidos a alteracéo
da dieta ou deficiéncia hormonal.

Com excecdo dos grupos G7 e G12, que diferiram de
forma significativa entre si, estas variagdes de desvio-padrao também néo
permitiram que 0S grupos experimentais tivessem valores estatisticamente
significativos nos ratos machos.

Na comparagdo entre a rigidez femoral de machos e
fémeas, a analise de Tukey revelou que o grupo G12 diferiu de todos os

grupos experimentais de fémeas.
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Figura 15 - Média e desvio-padrao dos valores de rigidez (xlO3 N/m) obtidos em todos os
fémures dos grupos experimentais (em verde as fémeas e azul os machos)
(ABCDEFGHIJ - p<0 05)
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5.2.2 Propriedades biomecénicas intrinsecas

Os dados estatisticos referentes as propriedades
biomecanicas intrinsecas do fémur esquerdo (modulo de elasticidade e
resisténcia maxima), para todos 0S Qrupos experimentais estdo
representados nas figuras 16 e 17.

De acordo com a analise de variancia ANOVA, néo houve
diferenca estatistica nos valores médios do modulo de elasticidade (mPa)
na comparagao entre os grupos experimentais de fémeas ou de machos
(Figura 16).

Na comparacao entre géneros para os valores de médulo
de elasticidade, a analise de Tukey revelou que somente o grupo de

fémeas G5 diferiu do grupo de machos G7.
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Figura 16 - Média e desvio-padrao dos valores do mddulo de elasticidade (mPa) obtidos
em todos os fémures dos grupos experimentais (em verde as fémeas e azul
os machos) ( “#PEFHY = p<0,05).

Conforme representacdo na figura 17, foi possivel
observar que os valores de resisténcia maxima femoral (mPa) nao
diferiram estatisticamente em nenhuma das comparacdes entre 0s grupos

experimentais de machos ou de fémeas.
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Na comparacao entre géneros, somente o grupo de ratas
fémeas G5 diferiu dos grupos de machos G9, G10, G11 e G12 (Figura
17).
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Figura 17 - Média e desvio-padrdo dos valores da resisténcia maxima (mPa) obtidos em
todos os fémures dos grupos experimentais (em verde as fémeas e azul os
machos) (ABCDEFGHIJ = p<0,05).

5.3 Quantificagcdo mineral 6ssea

Os valores da média e desvio-padrédo referentes a
porcentagem de calcio, porcentagem de fésforo e a porcentagem molar
da relacéo Ca/P, obtidos através da andlise do fémur direito pela técnica
de microfluorescéncia de raios-x, encontram-se representados na forma
grafica nas figuras 18, 19 e 20, respectivamente.

Na analise do calcio 6sseo (%) dos grupos de ratas
fémeas, foi possivel observar diferenca fortemente significativa entre a
maioria dos grupos experimentais. Nao foi verificada diferenca apenas na
comparacgao entre os grupos G2 e G6 e entre os grupos G4 e G5 (Figura
18).
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A comparacdo entre a porcentagem de calcio 6sseo
obtido do fémur de ratos machos permitiu observar a presencga de forte
diferenca estatistica entre 0os grupos experimentais, com excec¢ao do
grupo G9 e G12 e ainda do grupo G10 comparado aos grupos G7 e G8,
que nao diferiram entre si. Os menores valores absolutos de calcio ésseo
nos machos foram obtidos pelos grupos Isocaléricos (Figura 18).

Diferenca significativa também foi encontrada na maioria
das comparacdes entre 0s grupos experimentais de machos e fémeas. No
entanto, o grupo G4 néo diferiu dos grupos G7 e G10, bem como o grupo
G5 néao diferiu dos grupos G7 e também o grupo G6 ndo diferiu dos
grupos G9 e G12. Os maiores valores absolutos de calcio 6sseo foram

obtidos pelos grupos controle, tanto nos machos quanto nas fémeas.
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Figura 18 - Média e desvio-padréo dos valores de célcio (%) obtidos do fémur de todos

0s grupos experimentais (em verde as fémeas e azul os machos) ( *®°°F =

p<0,05).

Através da analise estatistica de Dunn-Bonferroni pode-se
observar que os valores de fosforo 6sseo (%) obtidos do fémur das ratas
fémeas diferiram em quase todos 0s grupos experimentais, exceto no
grupo G1 comparado a G5, no grupo G2 comparado a G3 e G4, e ainda,
no grupo G3 comparado ao grupo G4 (Figura 19).

Observando os valores de fosforo 6sseo de ratos machos

representados na figura 19, foi possivel verificar forte diferenca
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significativa entre a maioria dos grupos experimentais, exceto o grupo
G10 comparado a G12 e o grupo G9 comparado a G10 e G12.

De acordo com as analises estatisticas, ocorreu diferenca
significativa na maioria das comparacdes dos valores de fosforo 6sseo de
ratos machos e fémeas. Somente n&do foram verificadas diferencas entre
0 grupo G7 comparo a G2, G3 e G4 e também entre G6 comparado a G8,
G9 e G10.

Na comparacdo do fosforo 6sseo também houve outra
diferenca nos resultados entre géneros, as fémeas submetidas a dieta
alcodlica e deficiéncia hormonal (G1) revelaram pequena reducdo de
fésforo em relagdo a maioria dos outros grupos de fémeas (com excecao
de G6), por outro lado, os ratos machos submetidos ao mesmo protocolo

experimental (G7), demonstraram grande elevacao nos valores de fésforo

dsseo.
Fésforo Osseo
15-
B
» 1 ¢
T
104
S
o
5_
O L] L] L] L]
N 9 0 ™ 5 © A > ) Q N 9
(©) O © © © (€ O ) €] O’\r O’\r O’\r

Figura 19 - Média e desvio-padrao dos valores de fésforo (%) obtidos do fémur de todos
0s grupos experimentais (em verde as fémeas e azul os machos) (*®*°°F =

p<0,05).

Pela analise da representacao gréfica da proporcédo de
Ca/P (mol) de ratas fémeas na figura 20, verificou-se forte diferenca entre

0S grupos experimentais, exceto G3 que nao diferiu de G6.
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Quanto aos machos, a propor¢cao molar de Ca/P também
revelou forte diferenca estatistica entre os grupos, com excec¢éo do grupo
G12 que nao diferiu dos grupos G9 e G11 (Figura 20).

Na comparacdo entre géneros, ndao houve diferenca
estatistica entre o grupo G2 comparado a G10. Também néo foi verificada
diferencga signficativa entre G4 e G7 e entre os grupos G5 e G8.
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Figura 20 — Média e desvio-padrédo dos valores da proporg¢éo calcio/fésforo (mol) obtidos
do fémur de todos os grupos experimentais (em verde as fémeas e azul os
machos) (*®¢ = p<0,05).

5.4 Parametros bioquimicos

A representacao grafica dos valores da média e desvio-
padrdo referente & andlise espectrofotométrica de célcio (Ca*?) e fosfato
inorganico (HPO,?) obtidos do sangue dos animais experimentais
encontra-se nas figuras 21 e 22.

A analise estatistica através do teste de Tukey calcio
plasméatico (mg/dL) de ratas fémeas revelou que a deficiéncia hormonal e
a dieta alcodlica néo influenciaram na concentracdo de calcio nas ratas

fémeas (Figura 21).
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A comparacdo das médias da concentragcdo plasmatica de
calcio dos ratos machos, mostrou-se estatisticamente diferente nos
grupos G11 quando comparado ao grupos G9, G10 e G12. Houve
também diferenca entre os valores de G8 e de G10. Nos ratos machos, 0s
menores valores absolutos de célcio foram obtidos nos grupos
Isocaldricos (Figura 21).

Na comparacdo entre géneros, o0 célcio sérico
somente diferiu entre os grupos G9 e G10 quando comparados aos grupo

G2 e grupo G3. Do mesmo modo, o grupo G1 diferiu do grupo G11.
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Figura 21 - Média e desvio-padréo dos valores de célcio plasmético (mg/dL) obtidos do
sangue de todos 0s grupos experimentais (em verde as fémeas e azul os
machos) ( “B°PEFCH! = p<0,05).

Quanto aos valores de fosfato inorganico plasmatico
(mg/dL) das ratas fémeas, foi caracterizada diferenca significativa
somente na comparacdo entre o grupo G1 e G2. Nas ratas fémeas, o
maior valor absoluto de fosfato foi obtido no grupo submetido a dieta
alcodlica e deficiéncia hormonal (Figura 22).

Conforme representacdo grafica da figura 22, a analise
estatistica do fosfato inorganico plasmatico de ratos machos revelou que
0 grupo de ratos orquiectomizados (G9) néo diferiu somente do grupo
submetido a orquiectomia e dieta isocalorica (G8).
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Na analise comparativa do fosfato dos grupos de ratos

machos e fémeas, somente os valores médios do grupo G9 diferiram de
G1 e G5 (Figura 22).
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Figura 22 - Média e desvio-padrao dos valores de fosfato plasmatico (mg/dL) obtidos do

sangue de todos os grupos experimentais (em verde as fémeas e azul os
machos) ( “#°P¥FC = p<0,05).



6 DISCUSSAO

Neste estudo foram utilizadas metodologias de
experimentacdo animal que simulam o efeito do alcoolismo crénico em
individuos com osteoporose.

Em ratos, estas técnicas correspondem a inducédo de
perda Ossea pelo procedimento de ovariectomia e orquiectomia e a
ingestao crénica de etanol em alta concentracdo. Quando associadas,
estas metodologias cientificas constituem um modelo pouco estudado,
mas de grande conveniéncia e confiabilidade, principalmente por
apresentarem mecanismos de sinergismo bioldgico semelhante aqueles
ocorridos em humanos (Cunningham et al., 2000; Rocha, 2005; Deco,
2009).

A utilizacdo de ratos Wistar adulto-jovens oferecem as
vantagens do ciclo estral destes animais ser bem definido (média de 4 a 5
dias), de atingirem rapidamente o amadurecimento sexual (média de 50 a
60 dias de vida), do facil manuseio e da possibilidade de induzir
rapidamente a deficiéncia hormonal (Turner, 2001). Além disso, estes
animais apresentam afinidade para o consumo voluntario de solucéo
alcoolica (Callaci et al., 2004; Chakkalakal et al., 2005; Rocha, 2005).

O procedimento cirargico de inducdo da deficiéncia
hormonal foi precedido, com sucesso, por diversos trabalhos (Turner,
2001; Callaci et al., 2006; Blouin et al., 2007; Senra, 2009), bem como o
modelo com dieta alcodlica por consumo voluntario também foi
desenvolvido com sucesso em estudos anteriores (Chakkalakal, 2005;
Chakkalakal et al., 2005; Rocha, 2005; Alonso, 2009; Deco, 2009).
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O periodo de cinco semanas de castracdo antes do inicio
da dieta alcodlica foi selecionado a partir das observacfes de Calero et
al., (2000), Rocha (2005), Blouin (2007) e Lazzareti et al. (2008), que
declararam em seus estudos que, apdés 30 dias de ovariectomia ou
orquiectomia foi possivel instalar o quadro de osteopenia. Além disso, 0s
autores sugerem que este tempo é suficiente para que o animal se
recupere completamente do procedimento operatdrio, sem comprometer
0s parametros de analises 0sseas.

A técnica de ovariectomia também é considerada pelo
FDA como o melhor modelo de teste pré-clinico de novos farmacos para
tratamento de osteoporose, uma vez que esta metodologia promove a
rapida inducdo da osteopenia em animais experimentais (Bonjour et al.,
1999).

De acordo com Lévesque e Di Paolo (1990) os niveis
plasmaticos de 17 beta-estradiol e de progesterona reduzem
drasticamente em dois dias apds a ovariectomia de ratas.

Lazzareti et al. (2008), através do monitoramento do ciclo
estral de 10 ratas por observacao do tipo de célula presente no esfregaco
vaginal, verificaram que o0s animais submetidos a ovariectomia
permaneceram na fase diestro, que representa o final do primeiro pico de
progesterona e presenca de niveis muito reduzidos de estrogénio.

O hipoandrogenismo em homens € considerado fator de
risco para osteoporose e reducao de massa muscular (Calero et al., 2000;
Herbst; Bhasin, 2004; Veloso et al., 2008). Desta forma, a deplecao
androgénica através da orquiectomia em ratos machos € uma técnica
bastante conhecida para inducdo de osteopenia, sendo capaz de alterar
0s parametros de densitometria 6ssea um més apdés o procedimento
cirurgico (Blouin, 2007).

Considerando que a testosterona é produzida nas células
de Leydig testiculares (95%) e em menor proporcao pela zona fasciculada

e reticulada das supra-renais, pode-se supor gque ap0s a orquiectomia, as



88

glandulas adrenais compensariam a deficiéncia hormonal. Contudo,
trabalhos indicam que os niveis de testosterona mantém-se muito abaixo
do fisiolégico apds a castracdo, e que as adrenais nao sofrem alteracdes
morfologicas que indiguem aumento compensatério da atividade (Veloso
et al., 2008).

A prostata € uma glandula andrégeno-dependente e
assim, reflete diretamente os efeitos da deficiéncia de testosterona
provocada pela castracao, evidenciando que a orquiectomia € um método
adequado para induzir a deficiéncia hormonal. Por consequencia, ocorre
também a reducdo de estr6geno, uma vez que a aromatizacao hepatica
da testosterona é a Unica fonte fisioldgica de estr6geno no organismo
masculino (Garcia-Florez et al., 2005).

O consumo excessivo de etanol também €& capaz de
suprimir o nivel de testosterona plasmatico em homens e em animais
experimentais, além de alterar subprodutos da homeostasia hormonal
(Brolukil et al., 2009). Do mesmo modo, Wallock-Montelius et al. (2007),
constataram que o consumo crénico de etanol (40%) por micro-porcos da
linhagem Yucatan, foi capaz de promover atrofia testicular e reduzir o
nivel de espermatozoide.

Em estudo menos recente, Martinez et al. (1993),
avaliaram o efeito do alcoolismo crénico sobre a préstata de ratos,
verificando modificacbes expressivas na atividade secretora e
degeneracdo celular no epitélio glandular. Estes mesmos achados sao
observados ap0s a orquiectomia, que promove a deplecédo de andrégenos
e conseguentemente atrofia da prostata em mais de 94% quando
comparada aos animais controle (Antonioli et al., 2007).

Estes resultados poderiam explicar a auséncia de
diferenca estatistica observada na maioria dos parédmetros analisados
(evolucdo ponderal, comprimento e diametro femoral, rigidez, médulo de
elasticidade, resisténcia maxima, calcio Osseo, fosfato e calcio

plasmatico), quando sdo comparados os grupos de ratos submetidos a
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dieta alcoolica, com deficiéncia hormonal (G7) ou Sham (G10), uma vez
que o etanol isoladamente, é capaz de alterar os padrdes hormonais
androgénicos e assim, gerar as mesmas alteracbes que o0
hipoandrogenismo causa isoladamente.

Embora o etanol tenha alto valor cal6rico, seu consumo
excessivo promove grande perda na qualidade nutricional pelos habitos
alimentares irregulares além de reducdo desproporcional do aporte
caldrico associado as proteinas, lipideos e vitaminas (Santolaria et al.,
2000; Tujague; Keer, 2009).

A quantidade de calorias provenientes do etanol
empregada neste estudo foi baseada na dieta Lieber-DeCarli, que utiliza
em etanol 36% das calorias totais da dieta. Esta é a metodologia mais
utiizada para estudos com animais experimentais (Ponnappa; Rubin,
2000; Piano et al., 2005; Callaci et al., 2009).

Com as devidas proporgdes, o parametro de consumo
excessivo de bebida alcodlica para humano pode ser utilizado para o rato,
uma vez que ambos dispdem dos mesmos mecanismos microssomais de
biotransformacédo do etanol (Lieber, 2001; Paton, 2005; Gemma et al.,
2006). Desta forma, para o rato, uma alta concentracdo equivale ao
consumo 1,56 grama de etanol por animal, que convertido para um
homem de aproximadamente 65 quilos corresponderia a 12 latas de
cerveja (Broulik et al., 2009).

Nos animais deste experimento, a média de consumo
diario das ratas (grupos G1 e G4) foi de 2,66 grama de etanol e dos
machos (grupos G7 e G10) foi de 3,22 grama, atingindo, desta maneira,
alcoolemia sistémica elevada. Convertendo os valores obtidos pelo
consumo alcodlico dos ratos para um homem (65 kg), corresponderia ao
consumo diario de 473 grama de etanol, ou seja, 14 latas de cerveja, ou
duas garrafas de cachaca.

Apesar da concentracdo alcodlica no sangue ser um

parametro de avaliacdo de consumo de etanol, ndo foi realizado teste
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bioquimico de alcoolemia. O volume de solug&o alcodlico ingerido pelos
animais era avaliado diariamente, 0 que permitiu mensurar a ingestao por
animal por dia. Sendo o etanol uma substancia altamente hidro e
lipossolavel, de rapida distribuicdo nos fluidos corporais, e que
instantaneamente atinge 6rgaos vascularizados, torna-se desnecessaria a
andlise da alcoolemia para uma dosagem tdo elevada como foi utilizada.

Gifford et al. (2008), utilizando marcadores radioativos,
verificaram que apos 15 minutos da injecdo de 1,6 mg etanol em ratos,
0,35 %/g da biodistribuicdo total situava-se na medula 0ssea. A maior
concentracdo foi observada nas glandulas lacrimais, seminal e no cortex
renal.

Com base em parametro volumétrico de ingestdo diaria
de liquidos pelos ratos, foi estabelecida a concentracdo de 20% de etanol
em solucdo aquosa como dieta liquida (Rocha, 2005; Alonso 2009; Deco,
2009; Souza et al., 2009). Esta concentracdo ja demonstrou fornecer o
aporte hidrico necessario para o animal e ser elevada o suficiente para
promover alteracdes fisiolégicas sem provocar a morte antes do término
do experimento (Garcia-Moreno et al., 2004; Rocha, 2005; Paulson et al.,
2010).

Os modelos de dieta alcodlica incluem solucdes
hidroalcodlicas via ingestdo ou via intragastrica ou ainda, injecéo
intraperitoneal (Sampson, 1997; Ponnappa; Rubin, 2000; Callaci et al.,
2004; Sumida et al., 2007). Dentre estes, o0 método via ingestao é o mais
utiizado e, além disso, considerado menos agressivo para o trato
gastrointestinal do que a via intragastrica, que utiliza de uma so vez, alta
concentracdo alcodlica (Zakhari, 2006; Otero; Cortés, 2008).

Durante todo o experimento também houve controle
nutricional dos animais, bem como avaliacdo da massa corpérea a fim de
estabelecer uma comparacao da eficacia alimentar e do impacto na
qualidade 6ssea. Para garantir que os resultados do experimento fossem

derivados da acdo do etanol e ndo da desnutricdo, foi estabelecido o
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grupo pareado (isocal6rico) com as mesmas calorias ingeridas pelo grupo
gue consumiu etanol.

Os dados obtidos neste experimento revelaram diferenca
entre os grupos submetidos a dieta alcodlica comparado aos de dieta
isocal6rica em varios parametros analiticos (evolugcdo ponderal, diametro
femoral, proporcdo molar Ca/P, célcio e fésforo 6sseo e plasmatico),
demonstrando que o consumo de alcool etilico € pior do que a baixa
ingestdo nutricional isoladamente, além disso, foi demonstrado que as
diferencas ocorrem principalmente no género masculino e nos animais
sem deficiéncia hormonal.

Com relacao aos ratos machos, é possivel que o aumento
do nivel de catabolismo desencadeado pela desnutricdo tenha interferido
de forma negativa na evolucdo ponderal, principalmente nos animais
orquiectomizados submetidos a dieta alcodlica. Este fato pode ser
explicado pela sindrome da mé& absorcdo provocada pelo consumo
cronico de etanol, que alteram o epitélio intestinal, ou ainda, uma acéo
direta da deficiéncia hormonal sobre a mucosa intestinal, prejudicando o
processo de absor¢cdo de nutrientes como aminoacidos e a sintese de
proteinas (Draper et al., 1983; Lieber, 2000; 2003).

De acordo com Wallen et al. (2002) e Armada et al.
(2006), machos orquiectomizados apresentam menor ganho ponderal do
gue animais submetidos a falsa-orquiectomia (Sham), mantendo este
catabolismo até oito meses apds a castracdo (Veloso et al., 2008).

Os mesmos achados foram verificados neste estudo,
onde a menor evolucdo ponderal foi obtida pelo grupo de machos
castrados G7 e G8. Do mesmo modo foi observado catabolismo no grupo
G11, de animais com dieta isocalt6rica e ndo castrados. Todavia, estes
foram submetidos & baixa ingestdo alimentar e maior gasto energético
guando comparado aos grupos submetidos a dieta alcodlica (G7 e G10),

onde foi observada letargia, com repouso excessivo, reducdo da



92

capacidade sensorial e, segundo Jéquier (1999), aumento de até 15% da
termogénese.

Por consequéncia, é possivel que a baixa ingestao
alimentar tenha provocado catabolismo nos animais, e que o grupo G10
nao tenha sofrido esta reducédo ponderal pois a letargia sofrida por estes
animais pode ter preservado seu gasto energético.

O efeito da deficiéncia androgénica nos parametros
antropomeétricos ainda € um assunto controverso. Diferente dos
resultados obtidos neste trabalho, determinados autores constataram que
o hipogonadismo reduz a massa muscular sem alterar significativamente
0 peso corpoéreo tanto em humanos (Snyder et al., 1999) como em
animais (Vanderschueren et al., 2000).

Por outro lado, Nyquist et al. (2002), em um estudo com
ratos machos submetidos ao consumo de solucdo alcodlica (15%) por 6
semanas, ndo observaram diferenca na ingestdo diaria calorica entre os
grupos de dieta alcodlica e dieta isocaldrica. Dentre os resultados
significativos, houve apenas uma reducdo na ingestdo de agua para o
grupo com dieta alcodlica, corroborando com os resultados de baixa
ingestdo hidrica obtidos nos grupos G1, G4, G7 e G10, embora a
concentracdo alcodlica para estes animais tenha sido de 20% e o tempo
experimental de oito semanas.

Ainda no estudo de Nyquist et al. (2002), os autores nao
observaram diferenca no comprimento femoral e tampouco observaram
diferenca significativa nos teste de propriedades biomecanicas realizadas
na cabeca do fémur dos ratos machos.

Nas ratas fémeas desta pesquisa, 0 consumo de ragao
bem como o ganho de massa corpGrea mostrou-se superior nos animais
com deficiéncia hormonal (G3), sendo similar ao que ocorre nas mulheres
com menopausa, onde a reducdo hormonal promove hiperfagia e maior
ganho ponderal, revelando maior eficiéncia nutricional (Barrios et al.,

2010). Na mesma analise, foi possivel constatar uma retragdo no ganho
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ponderal quando estes animais sdo submetidos a dieta alcodlica ou
isocalorica, como ocorreu nos grupos G1, G2, G4 e G5.

Esses resultados também foram observados por Callaci et
al., (2006), Jiang et al. (2007), Deco (2009) e Senra (2009), que
descreveram em seus experimentos com ratas ovariectomizadas, o
aumento progressivo de peso corpéreo até o final do experimento.

Segundo Barrios et al. (2010) e Gavaler e Rosenblum
(2003), este ganho ponderal € decorrente da supressdo dos horménios
ovarianos, que provoca a reducdo do consumo de energia basal e
aumento ponderal geral, com ganho de massa magra e maior depdsito
adiposo visceral.

O género feminino é, na grande maioria das vezes, mais
afetado pela osteoporose por resultar do efeito agudo da deficiéncia
estrogénica e do efeito a longo prazo relacionado a idade. Neste contexto,
a deficiéncia de estrogénio aumenta o recrutamento de osteoclastos, que
por sua vez prolonga a fase de reabsorcdo O&ssea, alterando os
espacamentos medulares, contribuindo assim para um aumento da
fragilidade 6ssea (Comelekoglu et al., 2007; Downey; Siegel, 2006).

Sabe-se que a fratura 6ssea pode ser causada por
trauma, degeneracao, fadiga ou doenca. Muitos autores postulam que o
gue difere clinicamente a osteoporose da osteopenia é o elevado risco de
fratura, que em humanos, ocorre primordialmente no fémur, vértebras e
pulso (Lacativa; Farias, 2006; Lewiecki; Borges, 2006). Estes locais estéao
relacionados por muitos autores, com a deficiéncia hormonal em
mulheres, hipogonadismo masculino e consumo excessivo de etanol
(Pinto Neto et al., 2002).

Alguns trabalhos alegam que diferentes regides ésseas
reagem a deficiéncia hormonal de formas distintas, sendo que locais com
predominancia cortical respondem com menor magnitude a deplecdo de
estrogeno (Mosekilde et al., 1998; Liebschner, 2004).
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Uma vez que a densitometria 6ssea é atualmente o
padrao de diagndstico individual mais usado para osteoporose, e que este
se correlaciona fracamente com a osteopenia no 0sso cortical, postula-se
que a fragilidade do osso cortical deva ser mensurada por mais de uma
metodologia, como por exemplo, pelo conjunto fragilidade, quantidade e
qualidade da hidroxiapatita (Junqueira, 2001; Lacativa; Farias, 2006).

A fragilidade O&ssea pode ser estimada por testes
biomecanicos como o de flexdo-compressdo tanto na cabeca do fémur,
que é o local de maior fratura em humanos, quanto na regido metafisaria
do osso (Turner; Burr, 1993; Broulik et al., 2009). Nesta pesquisa optou-
se pelo ensaio na regido de diafise apesar de ser predominantemente
cortical, pois um dos propdositos foi avaliar a propriedade biomecénica e a
constituicdo idnica na mesma regiao do fémur.

Em relacdo a este teste biomecénico, ha na literatura
grande variacdo de metodologias e resultados que dependem do 0sso
utilizado, como fémur (Senra, 2009), tibia (Ammann; Rizzoli, 2003),
veértebra (Callaci et al., 2006), além da regido 6ssea (epifise, metafise e
diafise) e das condic¢des do teste (Liebschner, 2004).

O proposito do teste de flexdo-compressdo em trés
pontos foi determinar a relativa fragilidade do osso quando cargas de
flexdo e compressao eram aplicadas sobre o fémur deformando-o até o
ponto de ruptura. O 0sso, sob estas condi¢des, tende a fraturar primeiro
em tensdo e propagar-se através da compressdo, rompendo
completamente de uma forma semelhante a asa de borboleta (Martynetz
et al., 2010).

Outra consideracdo a ser feita sobre o teste de flexéo-
compressdo em trés pontos € em relacdo aos parametros analiticos
utilizados como carga, velocidade, e da grande variabilidade biol6gica
intragrupo, o que dificulta a comparacdo com a literatura cientifica
existente (Schriefer et al., 2005; Silva, 2007; Senra, 2009). Com o intuito

de minimizar os erros, tomaram-se por base alguns requisitos da norma
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S459 publicada pela ASAE (American Society of Agricultural Engineers,
2007).

Para avaliar a fragilidade 6ssea, foram verificadas a carga
maxima e a rigidez, e para avaliar a eficiéncia arquitetbnica, foram
analisados o modulo de elasticidade e a resisténcia maxima. Também foi
mensurado o comprimento e o diametro femoral dos animais para
considerar a homogeneidade da morfometria, uma vez que na resisténcia
O0ssea do fémur de ratos, o didmetro € inversamente proporcional a
espessura cortical (Ammann; Rizzoli, 2003; Felsenberg; Boonen, 2005).

De acordo com as medidas obtidas nas ratas fémeas,
houve variagbes nos parametros anatdémicos de diametro femoral, sendo
estes influenciados pela deficiéncia hormonal, revelando os diametros
mais elevados nos grupos com deficiéncia hormonal G1 e G3. Para os
outros parametros como carga maxima, rigidez, resisténcia maxima ou
moddulo de elasticidade, ndo foi observada relacdo, uma vez que o0s
valores destes grupos experimentais nao diferiram.

Ratas com baixa atividade de receptor beta de estrogénio
demonstram aumento da mineralizac&o 6ssea decorrentes do aumento da
porcdo cortical, mais especificamente da porcao radial associada ao
aumento do diametro periosteal (Vanderschueren et al., 2004).

Duan et al. (1999), revelaram que na osteoporose ocorre
um aumento do diametro 6sseo, sobretudo na regido cortical, tornando o
0sso relativamente mais resistente. Chen et al. (2003) também
observaram em 35 pacientes na pos-menopausa e com alteragbes na
tiredide, um aumento na formacao de 0sso na superficie periosteal.

Neste sentido, acredita-se que seja um efeito secundario
a deficiéncia hormonal, provocado pelo aumento de massa corporal, uma
vez que foi observado menor didmetro femoral no grupo G2, que também
foi ovariectomizado, porém submetido a baixa ingestdo alimentar e
consumo caldrico basal normal, o que de certa forma, também ocorreu no

grupo G5.
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Wardlaw (1996) e Zhao et al. (2007), acreditam que o
aumento de massa corporal que, segundo os autores promove efeito
piezelétrico no osso, produzindo maior carga mecéanica sobre a matriz
ostedide, estimulando a remodelacdo 6ssea e o fortalecimento femoral.
Em contraste com tantas consequéncias deletérias da obesidade, alguns
autores créem que o ganho ponderal pode ser fator protetor contra a
osteoporose, tendo em vista que estes individuos apresentam maior DMO
guando comparados aos pacientes eutréficos (Wang et al., 2005).

A repercussao na fisiologia 6ssea decorrente da acao
pizoelétrico pode ser observada pelo aumento do didmetro nos grupos
com deficiéncia hormonal G3 e G1. Presumivelmente, este efeito foi
capaz de interferir de forma expressiva na manutencdo da biomecénica
O0ssea, ndo permitindo que as variaveis dieta alcodlica e deficiéncia
hormonal agissem de forma negativa na qualidade 6ssea.

Em um estudo de coorte de sete anos com 93.405
americanas idosas, divididas entre diabéticas e ndo-diabéticas, com dieta
de calcio e reposicdo hormonal controlada, foi observado que as
pacientes diabéticas tinham DMO significativamente mais elevada (Bonds
et al., 2006).

Associado a isso, € possivel que haja uma pequena
producdo de estrégenos pelos adipdcitos aumentados nas fémeas com
maior ganho ponderal, promovendo anabolismo 6sseo e mantendo a
resisténcia Ossea perante o0 aumento das solicitacdes mecéanicas
fisiol6gicas (Bandeira, 2007).

Nos ratos machos, a deficiéncia androgénica promoveu
reducao significativa do comprimento femoral e na capacidade de resistir
a carga nos grupos G7, G8 e G9. Atualmente, sabe-se que a geometria
0ssea masculina é afetada pela redu¢do hormonal, e que o estrogeno,
muito mais do que o andrégeno acarreta a baixa estatura e até mesmo
aumento da fragilidade O6ssea (Center et al.,, 1999; Ohlsson; Vandenput,
2009).
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A andlise de rigidez femoral ndo apresentou
comportamento uniforme intragrupo em nenhum dos géneros, oferecendo
informacfes inconsistentes para analisar as variaveis. A rigidez esta
relacionada com a capacidade de deformacdo imposta pela carga antes
da ruptura do espécime, e as variagcbes anatdbmicas e a anisotropia
podem produzir grandes diferencas de resultados. Esta anisotropia, que é
inerente a fisiologia 6ssea, esta vinculada as fibras colagenas, que do
mesmo modo promovem alteracdes nas propriedades biomecanicas
(Holanda et al., 1999).

Concordando com achados de Hengsberger et al. (2005)
e Senra (2009), a rigidez apresentou elevados coeficientes de variagcédo
intragrupo independente do género. Os autores acreditam que estas
variacbes sejam mais decorrentes da anatomia do que derivadas da
biomecénica 6ssea. No entanto, mesmo com elevado coeficiente de
variacdo, foi possivel observar reducdo nos valores do grupo G7,
demonstrando que as variaveis deficiéncia hormonal e dieta alcodlica
ocasionaram efeito deletério, reduzindo sinergicamente a resisténcia do
fémur.

Holanda et al. (1999), correlacionado as propriedades
obtidas nos ensaios de flexdo-compressdao em trés pontos com a
composicdo e orientacdo das fibras colagenas do fémur de coelhos
notaram que a orientacdo das fibras teve forte correlacdo com a
resisténcia biomecénica e com o modulo de elasticidade.

Analises em andamento com estes mesmos animais,
utiizando a técnica de espectroscopia FT-Raman, demonstram baixa
intensidade vibracional na banda caracteristica de hidroxiapatita para os
grupos G7 e G10 e também alteracdes na intensidade do pico de amida-|,
caracteristico de colageno para o grupo G7 (Lodi et al., 2009).

O fémur é um exemplo de material transversalmente
isotrépico, pois possui 0 mesmo modulo de elasticidade em todas as

direcdes transversais, contudo os maiores valores de modulo de
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elasticidade s&o obtidos longitudinalmente no osso (Liebschner, 2004).
Desta maneira, 0 0sso € mais resistente na direcao longitudinal do que na
tangencial. Isso ocorre especialmente pelo fato dos &steons serem
orientados ao longo do eixo longitudinal do osso (Holanda et al., 1999).

O modulo de elasticidade da porcao cortical do fémur
humano reduz cerca de 2% por década apés os 35 anos. Ja a resisténcia
decai até 5% por década e a tenacidade reduz em aproximadamente 10%
(Silva, 2007). Apesar do procedimento cirdrgico induzir deficiéncia
hormonal nos ratos, compativel com a menopausa e a andropausa, nao
foi possivel observar decréscimo dos valores de modulo de elasticidade e
rigidez maxima entre 0s grupos experimentais.

Diferentemente do que ocorre em humanas idosas (Lane,
2006), nas ratas fémeas com deficiéncia hormonal (grupos G1, G2 e G3),
apesar da modificacdo acentuada na estequiometria da hidroxiapatita
femoral, ndo foi observado aumento da fragilidade 6ssea em nenhum dos
parametros de andlises de propriedades biomecéanicas extrinsecas ou
intrinsecas do fémur.

Zhang et al. (2007), também afirmaram que a
ovariectomia ndo produziu alteracdes na carga maxima, deformacéo e
rigidez da diédfise femoral de ratas apdés 4 meses de ovariectomia,
contudo, na metéfise proximal da tibia, onde ha presenca de trabeculado
0sseo, foi observada reducdo da porcédo trabecular em 34% apés 4
semanas e 28.1% apdés 18 semanas de deficiéncia hormonal.

A propriedade biomecanica dos ossos dos machos sé
difere das fémeas pelo tamanho, pois sua estrutura quimica e celular é
muito semelhante (Silva, 2007). Considerando que, no geral, os ossos do
género masculino sdo maiores que o feminino, é provavel que o
comprimento e o diametro femoral contribuam para a maior resisténcia e o
menor risco de fraturas observadas nos machos quando comparados com

as fémeas no geral (Gennari et al., 2002). No entanto, os animais machos
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(G7 a G11) foram aqueles que sofreram maior influéncia das variaveis
estudas, tendo perda da qualidade éssea frente aos testes biomecanicos.

Com relacdo as propriedades biomecéanicas, o grau de
mineralizacdo e a composicdo dos cristais de hidroxiapatita parecem ser
igualmente importantes para a resisténcia 6ssea (Metcalfe, 2008). Neste
estudo, apesar da pouca resposta biomecanica frente a deficiéncia
hormonal e ao consumo crénico de etanol, testes mais sensiveis de
qualidade 6ssea, como é o caso da quantificacdo mineral 6ssea por
microfluorescéncia de raios-x, revelam na mesma posicdo do fémur,
diferencas expressivas na distribuicao de célcio e fésforo no osso.

Em relagdo & composicdo mineral 0ssea, pode-se dizer
gue em ambos o0s géneros, o consumo de etanol foi a variavel mais
importante nas modificacdes da mineralizacdo da hidroxiapatita do fémur,
uma vez que as concentracdes de calcio e Ca/P sempre estiveram abaixo
do controle nos grupos submetidos a dieta alcodlica.

De uma maneira semelhante, o fésforo foi alterado pelo
consumo de etanol, aumentando sua concentracdo 0ssea nos animais
com dieta alcodlica, principalmente quando associado a deficiéncia
hormonal, revelando um grande depoésito de fésforo e perda de calcio
0sseo nos ratos machos quando comparados ao grupo controle (G12).

A hidroxiapatita estequiométrica apresenta uma razao
molar de Ca/P de 1,67. No entanto, esta propor¢do pode estar alterada
em algumas situacdes, pois as apatitas bioldgicas possuem variaveis que
podem conter fons (COs, HPO,? F, Cl, Mg, Na, K) ou sofrerem a
substituicdo de célcio por cations como magnésio e sodio. Apesar da
similaridade da composicao, estas modificacdes sdo capazes de provocar
grandes alteragcbes na qualidade Ossea, tanto pelo aumento da
friabilidade quanto da dureza da estrutura oOssea (LeGeros, 2002;
Tzaphlidou et al., 2006; Oliveira et al., 2008).

Por causa da variabilidade da razdo molar verificada por

diversos autores, ainda é incognita na literatura a distribuicdo mineral
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fisiologica de célcio e fésforo ao longo do fémur de ratos, e também é
desconhecida se héa diferenca na propor¢cdo molar de Ca/P nas distintas
regides o6sseas. O que se sabe, é que a proporcdo Ca/P é um indicativo
da mineralizacdo 6ssea e quanto menor o valor desta propor¢do, menor é
a mineralizacao desta estrutura (Tzaphlidou et al., 2006; Li et al., 2009).

Arnold et al. (2001), observaram nas estruturas dentarias
de humanos valores 1,3 para a dentina intratubular e 2,3 para o esmalte.
Valores intermediarios de propor¢do molar de Ca/P (1,67) foram
encontrados por Li et al. (2009) na cortical de fémur bovino. Do mesmo
modo, proporcdo de Ca/P (2,12) semelhantes também foram observados
por Tzaphlidou et al. (2006) no fémur de ratas de 1 ano e 6 meses.

Neste estudo, utilizando uma leitura longitudinal no fémur
foi verificada reducéo da proporcdo Ca/P em todos os grupos submetidos
a dieta alcodlica, com valores de controle préximos a 1,76 para as fémeas
do grupo G6 e 1,94 para os machos do grupo G12. Valores muito
inferiores foram observados nos grupos com dieta alcodlica e deficiéncia
hormonal tanto de machos e fémeas (G1, G4, G7 e G10), conotando
acentuada alteracdo na estrutura da hidroxiapatita do fémur.

A semelhanca dos resultados obtidos neste trabalho,
porém utilizando espectrometria associada a microscopia eletrdnica de
varredura Nagareddy e Lakshmana (2005), também observaram que
ratas com deficiéncia hormonal apresentaram uma razdo molar de Ca/P
menor do que as ratas controle. Corroborando com estes dados, Senra
(2009), em um estudo utilizando parametros de andlise semelhante,
verificou no calo 6sseo de fémures de ratas, valores médios de Ca/P de
2,12.

Vérios compostos estdo envolvidos na regulacao do calcio
e, em muitos casos, afetam também os niveis de fosfato. Através de
mecanismos distintos, o alcoolismo € capaz de alterar os trés principais

reguladores da homeostasia mineral 6ssea (Keiver, 2004; Moe, 2008).
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A exposicao cronica a altas concentragfes de etanol pode
acarretar atraso no crescimento e desenvolvimento ésseo (Keiver et al.,
2005; Lauing et al.,, 2008), reducdo da remodelacdo e da resisténcia
ossea (Turner, 2000; Chakkalakal et al., 2005), e piora na qualidade do
reparo 0sseo (Chakkalakal, 2005; Deco, 2009). Por causa desta relacao
entre etanol e 0sso, a ruptura do equilibrio mineral 6sseo pode refletir nos
parametros bioguimicos de célcio e fosfato 6sseo e elevar o risco de
osteoporose (Keiver et al., 2005).

Para avaliacdo bioquimica, foi utilizada a analise do calcio
ibnico plasmaético, pois seus valores ndo sao influenciados quando ha
alteracdo na concentragdo de albumina sérica. Para o fosforo, foi utilizado
o fosfato inorganico, uma vez que o fésforo € um anion primario pouco
estavel em fluido extracelular e que a pequena quantidade de fosforo
organico extracelular encontra-se sob a forma de fosfolipidos e assim,
nao reflete sua concentracao real (Fiske; Subbarow; 1925).

Alguns autores postulam que a hipocalcemia plasmatica
provocada pelo consumo elevado de etanol é transitoria (Diez et al., 1997)
e dependente da acdo do PTH (Keiver et al., 2005). Sabe-se que o PTH é
secretado numa taxa inversamente proporcional a concentracéo do calcio,
e gue sob alcoolemia elevada, o sistema que regula esta homeostasia é
rompido. Na realidade, este desequilibrio € tdo expressivo, que ha na
literatura relatos tanto de hiper quanto de hipoparatireoidismo secundario
e transitorio estabelecidos pelo alto consumo de etanol. Contudo, os
autores concordam gque, a partir deste desequilibrio, 0 0sso néao responde
mais adequadamente ao estimulo do PTH e em decorréncia disso, possa
surgir a triade hipocalcemia, deficiéncia de calciferol (vitamina D) e
hiperfosfatemia (Diez et al., 1997; Kayath et al., 1999; Iwasaki et al.,
2006).

Neste caso, os valores de célcio plasmatico das ratas
fémeas ndo foram alterados pelo consumo de etanol, apesar dos dados

relativos a hidroxiapatita do fémur demonstrar que nos grupos submetidos
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a dieta alcodlica (G1 e G4) houve modificacdo da concentracdo do calcio
e fosforo ésseo e rompimento da homeostasia mineral.

Ainda nesta analise, foi observado que o grupo de
machos Sham submetido a dieta isocaldrica (G11) obteve os menores
valores de calcio plasmatico decorrente, possivelmente, da baixa ingestéao
alimentar que refletiu também na acentuada perda de massa corporal.

Através de outro mecanismo, a vitamina D também pode
alterar a composicdo mineral 6ssea, pois ela atua na absorcéo
gastrointestinal de calcio e fosfato, e seu equilibrio esta ligado a sindrome
de m& absorcdo em pacientes alcodlicos. Também no intestino, a
elevacdo do fosfato plasmatico favorece a precipitacdo de sais de fosfato
de calcio, e a inibicdo do calciferol ocasionando a hipocalcemia. Além
disso, o sitio primario da hidroxilacdo da vitamina D € o sistema
microssomal hepatico, e este mesmo sistema é utilizado até a exaustéo
pela oxidagdo alcodlica, justificando a menor producdo de calcidiol
(Moreira et al.,, 2004). Uma vez que a concentragcdo plasmética destes
minerais nao refletiu o desequilibrio 6sseo, é possivel que a eliminacao
renal de célcio e fosfato possa ter alterado.

Enquanto o paratormonio, a calcitonina e a vitamina D sao
os principais reguladores da homeostasia mineral de célcio e fosfato
(lwaniec et al., 2008; Moe, 2008), o estrégeno, os andrdgenos, a tiredide e
a paratiredide influenciam o metabolismo, controlando a remodelacéo
celular 6ssea (Bland, 2000).

Serakides et al. (2005), em um estudo com 108 ratas com
deficiéncia hormonal mantidas em hipertireoidismo por periodos de 30, 60
e 90 dias, observou que a ovariectomia isoladamente elevou os niveis
plasmaticos de fosfato e tiroxina livre.

Por outro lado, Simsek et al. (2003) investigou em 30
ratas o efeito da osteoporose e do hipertireoidismo em varios parametros
biogquimicos, dentre eles célcio e fosfato. Apdos 10 semanas da

ovariectomia o estradiol era indetectavel, confirmando o sucesso da
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instalacdo da osteoporose via ovariectomia, e os valores sericos de célcio
e fosfato ndo foram alterados pelo procedimento de ovariectomia.

Ainda é desconhecido se a hipocalcemia decorre da
hiperfosfatemia progressiva ou que o inverso ocorre. As repercussdes da
deficiéncia hormonal incidem em 6rgdos e sistemas que podem ser
dependentes entre si, dificultando a distincdo entre os fatores causais e
0s intervenientes. Fujisawa et al. (2009) verificaram in vitro, que a
hiperfosfatemia promove apoptose de osteoblastos cultivados da polpa
dentaria de incisivo de ratos, sendo este efeito dose-dependente e
deletério para a qualidade éssea.

Por outro lado, 0 aumento da concentracdo plasmatica de
fésforo também interfere na qualidade déssea (Moe, 2008). Em uma
revisao de literatura Lauar et al. (2006), relataram ser comum o0s casos de
hipofosfatemia em  pacientes alcoolizados, por consequéncia
principalmente da fosfaturia, desnutricdo e miopatias.

Ao contrario do que foi relatado pelos pesquisadores
acima citados, neste estudo, foi observado hiperfosfatemia nos machos
do grupo G7, e somente os animais do grupo G9 apresentaram
acentuada reducao da concentragcéo plasmatica de fosfato, revelando que
a deficiéncia hormonal, isoladamente, reduziu o fosfato no plasma dos
animais sem, contudo, compensar com a elevacao do calcio.

Pesquisas com animais experimentais e consumo de
etanol sdo desenvolvidas desde 1940, e mesmo depois de tantas
décadas, ainda é desconhecido o completo mecanismo deletério desta
substancia nos sistemas organicos. Contudo, é de consenso entre 0s
pesquisadores que o etanol consumido em altas concentracbes e de
forma cronica é capaz de modificar gravemente as estruturas moleculares
e a homeostasia celular (Spanagel, 2000).

Mesmo entre individuos da mesma espécie ocorrem
grandes variacdes fenotipicas que torna inviavel a extrapolacdo completa

de dados. Como neste caso foi utilizado o rato, um animal quadripede e
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com caracteristicas de ordem evolutiva diferente dos humanos, o ideal é
que os resultados desta pesquisa experimental sejam um estimulo para
novas investigacdes. Novas pesquisas devem prosseguir para preencher
lacunas quanto aos efeitos da deficiéncia hormonal principalmente no
género masculino, onde foram obtidos os dados mais significativos.

A partir dos resultados obtidos, sugere-se para pesquisas
futuras a avaliacdo do colageno, das aromatases 0ssea e hepatica, além
da micro-arquitetura trabecular e cortical por técnicas de microscopia de

alta sensibilidade analitica.



7 CONCLUSAO

Sob as condi¢des experimentais realizadas, a andlise dos

resultados tornou possivel concluir que:

- A deficiéncia hormonal causou condi¢do nutricional positiva

nas ratas fémeas e negativa nos machos;

- A deficiéncia hormonal e a dieta alcodlica ndo alteraram as
propriedades biomecéanicas de ratas fémeas, no entanto

aumentaram a fragilidade éssea nos ratos machos;

- A concentracao plasmatica de calcio de machos e fémeas
ndo foi modificada pela deficiéncia hormonal ou dieta

alcodlica;

- A dieta alcodlica associada a deficiéencia hormonal
promoveu hiperfosfatemia plasmatica em machos e fémeas,
e a deficiéncia hormonal isoladamente  causou

hipofosfatemia nos ratos machos;

- A deficiéncia hormonal e a dieta alcodlica aumentaram a
concentracdo de fésforo e reduziram o calcio 6sseo em

machos e fémeas;

- A composi¢do da hidroxiapatita éssea foi alterada pela
deficiéncia hormonal associada a dieta alcodlica nos machos

e fémeas.
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ABSTRACT

Ethanol abuse is correlated with decreased bone mass, increase of
fracture risks and, should a fracture occur, may impair bone healing.
Overall, fractures in alcoholics are associated with longer hospitalization
and increased mortality. Up to 50% of ambulatory chronic alcoholics
demonstrate evidence of bone loss. Additionally, a negative correlation
between ethanol intake and bone mineral density in humans and animal
models has been demonstrated. The basis for these consequent
deleterious effects may occur beyond the direct actions on bone, due to
hormonal disturbance and nutritional deficiencies that follow excessive
ethanol intake. The aim of this study was to investigate the biomechanical
effect on rat femur as well the biochemical parameters and bone mineral
contents caused by hormonal deficiency and ethanol abuse. Male and
female Wistar rats (n=108) were divided in male orchiectomy (ORQ),
female ovariectomy (OVX) or Sham-operated and subdivided by diet (ad
libitum, pair-fed, ethanol 20% groups). After 1 month from surgery, they
were daily fed with controlled diet for 8 weeks. Ca and P were analyzed by
biochemical test in the blood and by X-ray fluorescence spectrometry of
femur area. Biomechanical properties were also analyzed b3y 3-point
bending test. These findings demonstrate that hormonal depletion
promoted an increase in female body weight and loss on male. The data
also revealed serum hyperphosphataemia in ethanol-ORQ and ethanol-
OVX groups. Reduce on bone Ca/P molar ratio and bone Ca content in all
ethanol groups. In similarity, spectrometry indicated decreased in bone P
content in Sham-ad libitum groups. Biomechanical properties were
affected by hormonal depletion only in male. The relationships among
ethanol consume and hormonal deficit support the hypothesis that they
affects sinergically the body nutrition, disturb Ca and P homeostasis and
may mediate important modifying in bone hydroxyapatite structure
becoming an important risk factor for osteoporosis.

Keyword: Alcoholism. Bone. Hormonal depletion. Rat. X-ray spectroscopy.
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