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RESUMO

Considerando que o alcool tem sido identificado, na literatura, como um fator de
risco evidente para o desenvolvimento de osteoporose, induzindo a perda de
massa 0ssea, propusemo-nos neste trabalhe a avaliar o efeito do aicool no
fémur de ratos machos e fémeas. Para tanto, foram utilizados 35 ratos machos e
35 fémeas divididos em sete grupos de cinco animais por género. Os grupos
foram: grupo controle, que receberam agua e ragdo a voniade; grupo alcool nas
concentragdes de 10, 20 e 30% e o grupo isocaldrico correspondente as
concentragdes de alcool. Apds 8 semanas os animais foram sacrificados e
avaliados quantc ao peso corpbreo e condi¢do nutricional. Os fémures
unilaterais removidos e analisados, quanto ac comprimento, largura, espessura
da cortical, porcentagem de trabéculas e densidade optica, Os dados oblidos
foram analisados pela ANOVA (Tukey; p<0,05). Quanto a0 peso, houve perda de
peso dos animais dos grupos alcool 20% nas fémeas e nos machos 30%.
Quanto a condigdo nutricional as fémeas com as doses de 10, 20 e 30% de
alcool ingeriram em media 25, 39 e 53% de Kcai/dia € os machos 22, 36 e 45
Kcal/dia provenientes do aicool. O alcoo! diminuiu o comprimento do fémur
somente no grupo MGB. A largura mésio-distal foi maior no grupo FG6, no
entanto a largura antero-posterior ndo se modificou. A espessura da cortical
tanto nos machos como nas fémeas néo foi alterado; no entanto a porcentagem
do osso trabeculado diminui tanto nas fémeas &lcool 30% como nas t{rés
concentragBes aicodlicas nos machos. A densidade Optica apresentou-se
reduzida nas concentragdes de 30% tanto nos machos como nas fémeas. Dentre
as condigdes experimentais concluiu-se que o efeito do alcool foi evidente nos
machos e no osso trabecular, € que a concentragao alcodlica de 30% foi a mais
deletéria para o tecido ésseo provavelmente, levando a diminuigdo da massa
ossea € a osteopenia

PALAVRAS-CHAVE: Alcoolismo; alcool, osteoporose; fémur, osteogénese;
osteoblastos; trabéculas dsseas.



1 INTRODUCAO

As bebidas alcoolicas sdo aquelas que contém alcool na
sua composigao e, embora, sejam consideradas uma droga, apresentam
grande aceitagao social. A permissividade ao alcool leva a falsa crenga de
inocéncia do seu uso, mas O consume excessivo tem sido um dos
grandes problemas de salde das sociedades modernas.

Independentemente do motivo de sua ingestio, seus
efeilos se fazem presentes, trazendo conseqiiéncias por vezes bastante
severas, em émbos 0s sexos, embora as mulheres respondam de
maneira diferente dos homens.

0O uso abusivo, além de estar relacionado a varias
patologias afeta também os o0ssos, levando & osteoporose, doenga de
grande incidéncia mundial, com repercussfes desastrosas néo so6 para o
proprio individuo que a consome, como para 0s que estio a sua volta.

A osteoporose, nas mulheres, tem como principal causa a
deficiéncia estrogénica e nos homens uma das causas € o consumo de
alcool; embora esta substancia também apresente efeito benéfico
dependendo da idade em que € ingerida

Nos paises desenvolvidos observa-se redugdao no

consumo de alcool e nos paises em desenvolvimento, este consumo tem



crescido muito. Sua ingestdo € responsavel pela alta porcentagem das
mortes violentas, além de representar 95% das substancias tdxicas que
levam as pessoas a ingressarem nos hospitais brasileiros.

Por estas razdes € que este trabalho tem o objetivo de
verificar e comparar ¢ efeito do consumo crénico do alcool no fémur de

ratos machos e fémeas.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Alcool

0O consumo de alcool, na forma de alcool etilico, vem
se destacando entre as bebidas alcodlicas, ha 8000 anos. Antigamente,
essa bebida diluida era preferida & agua, pois fornecia calorias e
nutrientes, sendc importante fonte de dieta liquida. No entantoe, com o
passar dos anos, e com a purificagdo da agua, tornou-se menos
consumida (KATZUNG*, 2003).

As bebidas alcodlicas, consumidas por boa parte da
populagédo, sdo agueias gue, em concentragbes variadas e dependendo
do processo de fabricagédo, contém aicool etilico ou etanol em sua
composicdo. Por meio do processo da fermentacdo de aglcares sao
obtidos a cerveja e o vinho, com cerca de 4 a 12% de etanol
respectivamente, e, pelo processo de destilagdo séc produzidas bebidas
concentradas como uisque, vodca, rum, conhaque, pinga e outras, com
contedido de etanof ao redor de 40 a 50% (FLEMING et al. %, 2003).

Hoje em dia, em relagdo a outras substancias
sedativo-hipnéticas, € a bebida mais amplamente consumida. Quando
ingerida em quantidade baixa a moderada produz sensacéo de bem-estar

e alivio da ansiedade ou até mesmo euforia. No entanto, apresenta-se
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perigosa quando consumida de forma abusiva, tornando-se responsavel
por enormes custos médicos e sociais. Boa parte das pessoas sic
capazes de desfrutar os efeitos praierosos do alcool sem permitir que o
consumo se transforme num risco para a satde (KATZUNG*, 2003).

O alcoolismo, segundo a Organizagao Mundial da Saude
{OMS) € uma doencga severa, cronica e degenerativa, sendo de dificil
tratamento, associada a violentas causas de morte. Atinge tanto homens
como mulheres, apesar de mais freqiiente nos homens (MENDOZA-
SASSI & BERIA®, 2003). Pode ser entendido como toda dependéncia
guimica ao alcool com aspectos biologicos e psicossociais, constituindo o
abuso e a dependéncia grave problema de satide piblica, superado
scmente pelas doengas cardiovasculares e pelo cancer (PEREIRA et
al. %, 2002; KATZUNG®, 2003; WHO?, 1999).

O alcoolismo & atualmente o segundo transtorno
psiguiatrico mais comum nos Estados Unidos, com prevaléncia que oscila
entre 11 e 16%. No Brasil &€ a terceira causa de aposentadorias por
invalidez e ocupa o segundo ugar entre os transtornos mentais. Como
atinge principaimente individuos na faixa etaria dos 25 aos 55 anos
implica em baixa produtividade, acidentes de trabalho e elevado
absenteismo (PEREIRA et al. %, 2002).

No Brasil o consumo de &lcool € considerado aito,
estando relacionado com quase 2% do total de mortes na cidade de Sao

Paulo, principalmente mortes violentas, que obtiveram teste positivo para
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alta concentragao de alcool ne sangue em 35 a 55% dos casos. Além
disso, o alcool se destacou como substancia toxica utilizada em 95% dos
casos que levaram os individuos a ingressar nos hospitais brasileiros
(WHO, 1999).

Segundo Nelson & Kolls®® (2002), mais de trés quartos
das milhares de mortes ocorridas em 1990, em varios paises, foram
atribuidas ao aicool. De acordo com o autor, o consumo de mais de {rés
drinques por dia esta associado com o aumento da mortalidade, sendo
que este indice aumenta com o aumento do consumo.

De acorde com Lima* (1998) o alcoolismo & a
condi¢&o na qual 0 consumo por qualquer tempo e guantidade acarreta
conseqiléncias adversas para quem bebe, para sua familia e para a
comunidade, O alcoolista & o individuo cujo consumo crénico esta lhe
trazendo mais repercussdes negativas que positivas, sejam organicas,
psicoldgicas ou sociais, independentes da quantidade ingerida. No
entanto, cerca de 80 gramas de alcool/dia, ou quatro drinques-padrao/dia,
por um periodo de seis meses seguidos gera um alcoolista.

O teste de identificacdo de desordens provocadas
pelo abuso do alcool (AUDIT — Teste de identificagdo de desordens
devido ac uso de élcool) € um instrumento que vem se popularizando em
todo mundo (ALVES et al.?, 2003). Este teste consta de dez questdes com
o objetivo de identificar dependentes do alcool. As questdes do formulario

referem-se aos Ultimos 12 meses, sendo que as trés primeiras medem a




quantidade e freqliéncia do uso regular ou ocasional de alcool; as {rés
sequintes investigam os sintomas de dependéncia € as quatro finais sédc a
respeito dos problemas recentes na vida relacionados ag consumo
crénico do alcool. Uma pontuagao acima de oito indica a necessidade de
um diagnostico mais especifico. O resultado pode ser avaliado por meio
de gquatro niveis de escores classificados em consumo de baixo risce ou
abstémios; consumo de risco; consumo de altc risco ou usoc nocive e
provavel dependéncia (BABOR et al.*, 2001).

Mendoza-Sassi & Béria® (2003) utilizaram este teste
para identificar a prevaléncia de potenciais problemas decorrentes do
alcool em 1260 individuos com idade acima de 15 anos, no municipio do
Rio Grande (RS). Os autores verificaram que a prevaléncia de consumo
fol de 43%, envolvendo 31% de mulheres e 56% de homens. Observaram
ainda que a incidéncia de potenciais disturbios associados ao alcool foi de
7,9% envolvendo 14,5% de homens e 2,4% de mulheres.

Os limites de uso do alcool sao definidos pela “dose
padrao”, que difere entre os paises, variandc de 8gramas de etanol
absoluto no Reino Unido a 19,75 gramas no Japao. No Brasil, 15 gramas
de etanol correspondem a uma dose padréo e deve ser relacionada com
as bebidas alcodlicas de consumo comum. Como exemplo, temos que
uma dose para a cerveja {5%) é de 350 mil, para ¢ vinho (11 a 13%) é em
torno de 140 ml, para o vinho do porto (25%) ou licor é de 70 ml € para os

destilados como pinga, vodka, rum, uisque e conhaque (40%) em torno
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de 40 ml (LIMA™, 1998; ALVES et al.?, 2003). Segundo Dufour’3(2001) e
Lieber®®(2003) um drinque foi definido como 12 oz (onces) de cerveja, 5
oz de vinho ou 1,5 0z de bebida destilada, correspondendo a 12 a 14
gramas de etanol.

O limite maximo de consumo de baixo risco para
homens € de 20 gramas de alcoo! por dia (duas doses) em no maximo
cinco dias da semana; na muiher e idosos estes se reduzem a metade.
Geralimente as mulheres, por possuirem menor quantidade de agua
corporal que os homens, atingem maior alcoolemia com a mesma
quantidade ingerida, sendo que o consumo nao deve ultrapassar uma
dose alcool por dia (ALVES et al.2, 2003).

De acorde com o sexo, bebedores moderados do
sexe feminino com idade inferior a 65 anos podem tomar menos que um
drinque por dia e os homens dois drinques por dia e para 0s bebedores
moderados com mais de 65 anos, tanto para homens como para as

mulheres a dose & de um drinque por dia {BRIENZA & STEIN™, 2002).

Devido a alta disponibilidade das bebidas aicodlicas,
do habito de beber ser extremamente comum, socialmente aceito e
estimulado, torna-se dificil discriminar bebedores normais de bebedores
problema (LIMA®®, 1998). Segundo Bobo'' (2002), os indicadores da
aquisicdo de dependéncia s&o compulsao por beber; controle prejudicado
(inabilidade de parar de beber uma vez gue se inicia); alivio quando se

bebe (como torma de evitar a sindrome de abstinéncia); aumento da
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tolerancia (necessitande ingerir maijor quantidade para alcangar o efeito
desejado) e a sindrome de abstinéncia.

O etanol, molécula hidrossoltivel, apds sua ingest&o,
inicia a absorgao pela mucosa bucal e pelos aivéolos pulmonares em
quantidades insignificantes. Em seguida, 20% é absorvido no estémago e
o restante, pelo processo de difusdo simples, no epitélio intestinal. No
intestino delgado, principaimente no duodeno e jejunoc, ocorre o momento
mais importante da absorgao, sendo que a presenga de alimento retarda
a absorgdo e diminui a velocidade de esvaziamento gastrico.
Posteriormente, a distribuigdo é rapida e os niveis teciduais aproximam-se
da concentragdoc sanguinea. Verifica-se que, apos a ingestdo de alcool
em jejum, as concentragdes sangllineas sao alcangadas em 30 minutos
(LIMA®, 1008: PEREIRA et al® 2002; FLEMING et al.®’, 2003;
KATZUNG™, 2003).

Depois de passar pelo trato gastrintestinal, alcanga a
circulagao sistémica e pela sua solubilidade distribui-se pela massa magra
do corpo {cérebro, musculos, figado), marcando a diferenga que existe
entre os efeitos do alcool quanto ao sexo, ja que o volume de distribuigéo
& menor nas mulheres que nos homens. E fato também que as mutheres
possuem mais gordura e menor massa corporea magra gque os homens,
levando a concentracbes sangllineas mais elevadas que nos homens
para a mesma quantidade ingerida (LIMA*, 1998; BRIENZA & STEIN™,

2002; PEREIRA et al. %, 2002).



De acordo com a literatura, a concentragdo alcoodlica
que chega ao sangue depende da quantidade consumida em
determinado tempo, da massa corporal, do metabolismo e da
guantidade de alimento no estdbmago. Apds a absorgao, mais de 90%
€ metabolizado no figado e pequena porgao eliminada in natura pelos
pulmbées e rins, sendo, no entanto, essa pequena quantidade
consistente e utilizada nos testes com bafémetros. O metabolismo do
aicool a acetaldeido envolve a via da enzima alcool desidrogenase
(LIEBER", 2000) e o sistema microssomal de oxidase de funcao mista
(KATZUNG*, 2003; FLEMING et al.”’, 2003; LIEBER", 2003; RANG

etal.”’, 2004).

A via da enzima alcool desidrogenase (ADH), que |
catalisa o &lcool em acetaldeido, ocorre principalmente no figado,
cérebro e estbmago. Por esta via, a molécula de etanol é convertida
em acetaldeido pela agéo da enzima ADH, em reagdo que utiliza o
nicotinamida-adenina-dinucleotideo  (NAD) como receptor de
hidrogénio, produzindo assim o nicotinamida-dinucleotideo reduzido
(NADH). O acetaldeido € entao convertido no figado em acetato pela
acado da aldeido-desidrogenase. O acetaldeido, produto téxico do
etanol, € o responsavel pelo rubor e perda de calor devido a
vasodilatacdo dos capilares cutaneos (PEREIRA et al. %, 2002
FLEMING et al.¥, 2003; KATZUNG™, 2003) contribuindo também para

a hepatotoxicidade (RANG et al® 2004), nhiperlipidemia,
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hipoglicemia, esteatose, gastrite (LIEBER*"*® 2000 e 2003) e cancer

(McKILLOP & SCHRUM?®?, 2005).

Pela via do sistema microssomal de oxidase de funcéo
mista (SMOE), reagdo gue envolve o citocromo P450, quantidade
insignificante é metabolizada. A inducdo deste sistema ocorre em
alcoolistas quando € consumida grande quantidade de etanol e o
sistema da ADH esta saturado. Este tipo de metabolismo ocorre nos
microssomos, ricos em enzimas respohsaveis pelo metabolismo
oxidativo das substancias (KATZUNG* 2003), levando ac aumento
da degradacéc das vitaminas e diminuicdo da oxidagdo de &cidos

graxos (LIEBER*"*® 2000 e 2003).

A oxidacéo do etanol ocorre em velocidade constante
e independente das suas concentragfes séricas. Em média, um
individuo adultc oxida cerca de 10 ml de alcool por hora, o que
corresponde a 7,9 gramas, sendo a maior parte oxidada e apenas 2 a

10% eliminado na forma inalterada (FLEMING et al.?, 2003).

O organismo converte 1,0 grama de alcool em 7,1
Kcal/lg e nada mais é aproveitado. A importancia deste fornecimento
caldrico esta no fato de que a ingestdo de alcool pode significar em
termos nutricionais. Em alcoolistas, € comum que 40 a 60% das
calorias diarias derivem do alcool; no entanto, essas calorias sao
vazias, isto €, ndo estao relacionadas a proteinas, sais minerais ou

vitaminas, levando & deficiéncias nutricionais sérias pela baixa
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ingestdo de nutrientes (LIEBER*, 2000), com alteragbes na
farmacocinética levando a toxicidade do etanol (SILVA®Y', 2000). Essa
deficiéncia ocorre, embora as bebidas alcodlicas contenham em sua
composi¢do, além do alcool propriamente dito, agua e variavel
guantidade de aclcares como carboidratos e outros nutrientes como
proteinas, vitaminas ou minerais. No entanto esses nutrientes néo
apresentam nenhum valor biologico, por terem dificuldade do processo

de absorgéo (LIEBER?, 2003).

O metabolismo de 70 gramas ou mais de alcool
(correspondente a seis copos de cerveja) impde grande sobrecarga ao
figado resultando em diminuigdo da gliconeogénese causando
Hipogiicemia, cetoacidose, devido ac aumento da relagdo NADH/NAD

em decorréncia da oxidagdo do etanol (KATZUNG*®, 2003).

Os leigos, geralmente, consideram as bebidas
alcodlicas como estimulantes, porem o alcool € um depressor do
sistema nervoso central. A ingestao de quantidades moderadas produz
agBes ansioliticas e desinibicdo comportamental. Os sinais de
intoxicagdo variam de manifestacbes expansivas do afeto até
alteragbes descontroladas do humor e crises emocionais, podendo
apresentar até reacdes de violéncia, anestesia geral e efeitos letais

(FLEMING et al.%, 2003).

Apesar do alcool ser consumido especialmente por sua

acao estimulante, esta & aparente e ocorre apenas com doses
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moderadas. Este efeito & resultante da depressdo dos mecanismos
controladores inibitérios principalmente sobre o cortex, levando a
pensamentos desorganizados e confusos, bem como interrupgéo da

operagéoc adequada do controle motor (PEREIRA et al.%, 2002).

Os efeitos agudos do alcool sobre o sistema nervoso
central sdo proporcionais a aicoolemia. Concentrages proximas de 50
mg/di apresentam efeito ansiolitico e levemente euforizante. Com 50
mg/dl aparecem sinais de embriaguez moderada e a partir de 250
mg/dl observa-se embriaguez importante como ataxia e incoordenacao
motora, voz pastosa, humor {&bil e emotividade incontrolavel. Podem
ocorrer também alteragdes mnémicas, comportamento inadequado e
aparecimento de nauseas e vomitos devido a irritagao gastrica. Acima
de 350 mg/dl leva ao coma, sendo a dose de 500 mg/di letal

(PEREIRA et al. %, 2002; KATZUNG®, 2003).

No sistema nervosc central, o alcool tem agéo
preponderante em canais iénicos, ligando-se ao receptor do acido
gama amincbutirico (GABA), abrindo os canais de cloro, promovendo
potencial  pés-sindptico  inibitéric  (BITTENCOURT?,  2000),
ocasionando relaxamento e sedacao (CARDOSO et al.V’, 2005). No
receptor do glutamato,fundamental na meméria e cognicdo, o NMDA
(n-metil-d-aspartato), voltagem dependente, associado a canais de

jons permedveis ao calcio, sodio e potassio, eleva a concentracéo de
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calcio induzindo degeneragdo dos neurbnios e morte neuronai

(FLEMING et al.Z, 2003).

O alcool interage também com o receptor da
dopamina, importante neurotransmissor relacionado a coordenagéo
dos movimentos, aumentando assim a atividade mofora

(BITTENCOURT?, 2000).

Em doses agudas, o alcool provoca depressao
significativa da contratilidade cardiaca. No entanto, o consumo macico
estd associado a miocardiopatia dilatada com hipertrofia e fibrose
ventricular, provavelmente por ruptura da membrana celular da fibra
miocardica, redugdo da fungdo das mitocéndrias e do reticulo
endoplasmatico, acimulo de fosfolipideos e acidos graxos
(KATZUNG®, 2003) podendo elevar a pressao arterial (FLEMING et

al.?’, 2003).

No  sistema  gastrintestinal produz  refiuxo
gastroesofagico, ruptura do esbéfago, cncer e outras alteracdes. No
estbmago, o uso intenso pode induzir gastrite aguda e crdnica, por
estimulacdes das secregdes gasiricas, promovendo a liberacao de
gastrina e histamina, além do efeito direto na mucosa gastrica

(LIEBERY, 2000; FLEMING et al. ¥, 2003).

Diarréia cronica pode ser observada em alcodlatras

devido a sindrome de ma absorgdo no intestino delgado, com
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episddios de fezes amolecidas, fissuras retais e prurido anal.
Pancreatite aguda e crénica &€ uma das alteragdes mais comuns em
individuos que fazem uso intenso do aicool provavelmente pelo efeito
toxico direto nos acinos (FLEMING et al. ¥, 2003) além de provocar

anorexia (SANTOLARIA et al.”, 2000).

O alcoal, no figado, induz altera¢des como infiltragao
gordurosa, hepatite e cirrose (FLEMING et al.?’, 2003). A esteatose
hepatica, actmuic de gordura, € acompanhado pela ativagdo das
células de Kupffer, que quando ativados, liberam mediadores como
citocinas, e fator de necrose tumoral alfa (TNF-¢), levando a produgéo
de radicais livres, que por sua vez, provocam mais danos hepaticos
(WHEELER®, 2003). Histologicamente uma caracteristica bastante
comum dessas lesdes hepaticas & a presenga de corplsculos de
Mallory, inclusdes hialinas, que variam de acordo com a gravidade da

doenca (DENK et al. 2!, 2000),

individuos gue consomem grandes quantidades de
bebidas alcodlicas apresentam deficiéncias nutricionais, quer por
diminui¢do da ingestéo ou da absorgéo, quer por comprometimento da
utilizagdo de nutrientes. Especificamente a deficiéncia protéica e da
vitamina C podem induzir alteragées na sinlese de colageno
prejudicando o processo de cicatrizagéo tecidual (LIEBER*' %, 2000 e

2003).
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O consumo crénico de alcool podera alterar as funcées
fisiologicas como o mecanismo de defesa levando a conseqiiéncias
graves,..dentre elas o aumenio na incidéncia de certas formas de
cancer (LONGNECKER & TSENG™, 1998), principalmente o
carcinoma hepatocelular (McKILLOP & SCHRUMSZ, 2005). Apbs a
metabolizacdo do etanol, com o aclimuio de acetal.deido e sobrecarga
de radicais livres, ocorre lesdo do DNA celular. O us.o abusivo do
alcoo! induz também a enzima citocromo P450 a produzir mais radicais
livres, prejudicando ainda mais as fungdes celulares (McKILLOP &
SCHRUM?®, 2005). Ocorre diminuigao da quimiotaxia dos granulécitos,
decréscimo da resposta dos linfocitos a mitdgenos, diminuigcdo no
numero de células T e na atividade das células natural killer
(KATZUNG™, 2003) levando a supressdo da resposta imune

(MESSINGHAM et al.3* 2002; NELSON & KOLLS®®, 2002).

O alcool, embora aparentemente meihore o ato sexual,
apresenta efeito oposto. Inicialmente exerce efeito excitatorio levando
ao aumento da libido. Entretanto, ¢ consumo excessivo leva a
diminuigdo da excitagdo sexual, aumento da laténcia ejaculatdria,
redugio do prazer, provocando impoténcia em até 50% dos pacientes

(FLEMING et al.?’, 2003).

Em gestantes, o abuso crénico leva a sindrome
alcodlica fetal (BOBQ'', 2000), com efeitos teratogénicos importantes

como retardo mental, anomalias craniofaciais, microcefalias, fissuras
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palpebrais, fenda palatina, hipoplasia de maxilares e estrabismo,
podendo ocorrer também distdrbios da fungdo motora, anormalidades
cardiacas e genitais entre outras malformacdes congénitas (SILVAY!,

2000; LAWSON*, 2002).

Colantoni et al.*® (2000) investigaram a influéncia dos
horménios sexuais na indugac de iesdes no figado de ratos machos e
fémeas consumidaores de alcool a 35% por oito semanas. Os auiores
evidenciaram maior quantidade de injirias severas nas fémeas e
atribuiram como responsavel por essas diferencas, a presenga do
estréogeno, pois ele reduz significativamente a taxa de metabolismo e
eliminagdo do etanol e a atividade da enzima &icool desidrogenase

(ADHY.

Gonzalez-Calvin et al®' (1893) estudaram pacientes
sem cirrose, agrupados em eflilistas pesados, moderados e néo
etilistas e concluiram que a ingestdc crénica de alcool induz &
osteopenia mesmo na auséncia de doenca hepdtica, e que existe
correlagdo entre a quantidade e a duragdo da ingestdo e o grau de
pefda dssea. O baixo nivel de proteina éssea, em bebedores, séo
reversiveis com a retirada do etanol, sugerindo que a reducédo da
atividade osteobldstica & provavelmente a principal responsavel pela

doenga Ossea associada ac alcool.

Os efeitos precisos do alcool no esqueleto ainda n&ao

estédo bem estabelecidos pela dificuldade em se distinguir o efeito do
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etanol no metabolismo associado a outros fatores (TURNER?, 2000).
Entretanto, diversos trabalhos tém utilizado animais de laboratério para
verificar os efeitos do alcool sobre o tecido 6sseo (SAMF’SON &
SHIPLEY’®, 1997; HOGAN et al.** ¥ 1997 e 2001; SAMPSON'™, 1998;
DYER et al.®®, 1998, PENG et al%', 1988; SAMPSON & SPEARS”,
1999; TURNER®, 2000; WEZEMAN & GONG®, 2001; NYQUIST et
al.”® 2002; REED et ai.?®, 2002; ELMALI et al.®, 2002; WEZEMAN et

al®, 2003: HEFFERAN et al.*®, 2003; CALLACI et al.'®, 2004).

2.2 Remodelagao 6ssea e osteoporose

O tecido dssec & um tecido conjuntive, complexo e
dinamico, que tem como fungdes suporte, protecdo, participagéc nos
movimentos, homeostasia mineral, producao de células sangliineas e
armazenamento de triglicerideos (TORTORA & GRABOWSKI®,
2002).

E um tecido mineralizado, cujo peso consiste em 33%
de matriz organica, sendo 28% de colageno tipo | e 5% de proteinas
ndo colagenosas como osteonectina, osteocalcina, proteina
morfogenética 6ssea, proteoglicanas ésseas e sialoproteinas osseas.

A matriz organica & permeada por cristais de hidroxiapatita
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(CaofPO4)s(OH)2) que perfazem os 67% remanescentes do 0sso

(TEN CATE®, 2001).

Os o0ssos apresentam uma densa camada externa de
osso cortical compacto € uma cavidade medular central, que &
preenchida por medula dssea vermelha ou amarela. A cavidade
medular & interrompida particularmente nas extremidades dos ossos
longos, por uma matha trabecular 6ssea, o 0sso esponjoso (TEN

CATE®, 2001).

O tecido dsseo é formado por células e material
extracelular caicificado, a matriz dssea. As células sao os osteocitos,
que situam-se em cavidades ou lacunas no interior da matriz; os
osteoblastos, produtores de parte organica da matfiz e os
osteoclastios, células gigantes, moveis e multinucleadas, que
reabsorvem o tecido oOsseo, participando dos processos de
remodefacdo. Os 0ss0s sdo revestidos em suas superficies externa e
interna por membranas conjuntivas que contém céluias osteogénicas,
o peridsteo e o enddsteo, que apresentam como fungéo principal a
nutricdo e fornecimento de novos osteoblastos para o crescimento € a

renovagao do osso (JUNQUEIRA & CARNEIRO®, 2004).

O esqueleto é constituido de 80% de osso cortical €
20% de trabecular. O cortical consiste na parte externa, densa e
compacta predominando nas diéfises dos ossos longos. O trabecular,

em forma de rede, & encontrado nas vértebras, nas epifises dos 0ssos
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longos e na crista iliaca, sendo metabolicamente mais ativo e afetado

por vérios fatores (RANG et al.%", 2004).

'O processo de remodelégéo dssea ocorre
continuamente por toda a vida do individuo, 0 que é essencial para a
manutengdo da estrutura oOssea saudavel (TURNER®, 2000). A
remodelacdo envolve tanto a formacgdc quanioc a reabsorgdo,
interferindo no grau de mineralizacdo do tecido 0sseo (GUEDES

JUNIOR et al.*, 2003; LANGER®, 2004; RANG et al. ¥ 2004).

As céluias responsaveis por este fendmenoc séc os
osteoblastos, que depositam matriz Ossea, e os osteoclastos, que a
degradam, formando a unidade multicelular basica. O osteoblasto é
considerado o agente promotor, contfrolando também a diferenciagéo
dos osteoclastos durante o contato intercelular (MUNDY®, 1999;
BOYLE et al. ', 2003; HARADA & RODAN*, 2003; JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2004; RANG et al.%’, 2004).

Os osteoclastos exercem sua atividade aderindo-se a
matriz éssea mineralizada, a ser reabsorvida, formando uma zona
chamada de compartimento de reabsor¢éo dssea, .na qual ocorre
adesdo bem organizada, envolvendo a interagao entre molécuias da
membrana celular e proteinas da matriz 6ssea, delimitada por um anel
de membrana plasmatica (BOYLE et al."?, 2003; GUEDES JUNIOR et
al.¥ 2003; LANGER* 2004). Nesse compartimento, enzimas

proteoliticas produzidas pelos osteoclastos séo secretadas e digerem
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a matriz. Ocorre assim a diminuigao do pH pelo bombeamento ativo de
protons e formacac da borda em escova, modificando a membrana
plasmatica na porgao da célula em contato direto com a area de
reabsorcdo com a finalidade de aumentar a area ativa da celular de
contato. Além de secretar hidrogénio para o meio, o osteoclasto
produz acido latico e hialurénico, reduzindo o pH local e aumentando o
poder de dissolugdo das fibras colagenas (MUNDY®®, 1999;
LANGER®, 2004). Apés a reabsor¢ao do tecido 6sseo, o osteoclasto
se solta, move-se ao longo da superficie d6ssea até enconirar nove
sitio de ades&do e formar assim nova regido de reabsorgac (GUEDES

JUNIOR et al. %2, 2003).

Para que todo este processo ocorra, .hé liberacao de
fatores de crescimento insulinico e fator de crescimento transformante
beta (RANG et al.%”, 2004). Estes fatores ativam os osteoblastos que
migram para esta regido em namero de cem a cento e cinglenta
constituindo assim a frente de formacéo e mineralizacao dssea. Nesse
local ocorre um equilibrio de ions, permitindo que os ostecoblastos
iniciem a sintese e deposicdo de matriz (LANGER®, 2004).
Inicialmente €& depositado um tecido dssec primdrio que
posteriormente torna-se maduro. A quantidade de formagao 6ssea é
proporcional ao nimero de osteoblastos presentes na area, e quanio
maior o tempo de vida destas células maior a formacéo 6ssea local

(DUCY et al.%, 2000).
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O controle da remodelagao 6ssea em diferentes locais
& explicado pela existéncia de mecanismos autécrinos e/ou paracrinos,
além de cont.role sistémico pelo sistema endécrino, no entanto, ao
longo da vida, nos ciclos de remodelagdo o6ssea ocorrem falhas

fevando & perda 6ssea (DUCY et at.?%, 2000).

Diversos  estimulos como  dieta  deficiente,
hiperparatireoidismo, hipervitaminose, altas doses de corticosteroides,
deficiéncia estrogénica e consumo de etanol podem aumentar a
reabsorgao pelos osteoclastos (BAE & STEIN®, 2004; RANG et al.”,

2004).

A velocidade de remodelacéo 6ssea varia dependendo
do tipo de osso. Trinta por cento do trabecular renova-se anualmente
em relagao a trés por cento do cortical no mesmo periodo. Este fato é
importante, pois mosfra a maior suscetibilidade do osso trabecular aos

fatores que interferem na remodelacao 6ssea (RANG et al.¥”, 2004).

A osteoporose é uma doenga Ossea sistémica,
progressiva, caracterizada pela baixa massa ossea e deteriorizacéo da
microarquitetura do tecido 0sseo, com conseqliente aumento da
fragilidade e suscetibilidade a fratura, especialmente no quadril, fémur,
corpos vertebrais e antebraco, embora possa acometer qualquer 0sso
(BLAKE & FOGELMAN™, 2002; CALERO et al.”®, 2000; NATIONAL

OSTEOPOROSIS FOUNDATION®, 2004; WATTS®!, 2004).
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Esta alteragdo patoldgica € considerada um grave
problema de salde publica, afetando as mulheres, principaimente no
periodo pds-menopausa, e maié recentemente reconhecida como de
grande impacto nos homens (GUEDES JUNIOR et al®, 2003;
NATIONAL OSTEOPOROSIS FOUNDATION®,2004; WATTSY, 2004;
VONDRACEK & HANSEN®, 2004; GILBERT & McKIERNAN®, 2005).

De acordo com a Organizagao Mundial de Satde
(1994), a osteoporose & definida pela densidade mineral 6ssea (DMO)
expressa em escores. Quando a perda da DMO apresenta-se igual ou
menor que 2,5 desvios padrédo abaixo da média de um aduito jovem
considera-se como osteoporose. Ja nos individuos osteopénicos,
forma menos severa de perda éssea, o desvic padrdo encontra-se
entre 1 e 2,5 desvios padrio abaixo da média (LEDFORD et al. %,
1998; BLAKE & FOGELMAN'®, 2002; FUKS?, 2004; WATTS", 2004;
GILBERT & McKIERNAN, 2005; WHO® | 1994).

A osteoporose € uma doenga silenciosa, pois ocorre
de maneira assintomatica, ja que individuos acometidos geralmente sé
tém diagnostico confirmade apds algum tipo de fratura. Uma em cada
duas mulheres e um entre guatro homens com idade superior a 50
anos apresentardo uma fratura no decorrer da vida relacionado 3
osteoporose. Ac ano ocorrem mais de setecentas mil fraturas
vertebrais, sendo frezentas mil no quadri!, duzentos e cinquenta mil no

pulso e trezentas mil em outras localidades (GUEDES JUNIOR®,
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2003; NATIONAL OSTEOPOROSIS FOUNDATIONY  2004:
WATTSY, 2004).

Segundo os dados da OMS estima-se que existam
mais de dez milhdes de pessoas com osteoporose nos EUA e mais
dezoito milhdes com baixa massa dssea. Pode-se prever, através de
estimativas, que no ano de 2015, esses valores aumentem para
quinze e vinte e sete milhdes de individuos atingidos, respectivamente
(SZEJNFELD®, 2000), sendo para 2050 a perspectiva do nimero de

fraturas de quadril de trés a quatro maior (FUJIWARAZ, 2005).

A OMS reconhece que a osteoporose € o segundo
maior problema de satde pulblica depois das doengas do coracao
limitando a qualidade de vida da mulher. No Brasii, foi demonstrado
que 13,3% das muiheres brasileiras (cerca de dois miihdes) com idade
de 45 anos apresentam fragilidade Ossea, podendo evoluir para
fraturas. Foi realizado alerta quanioc a medidas preventivas e
terapéuticas, informando e esclarecendo os individuos a respeito dos
fatores de risco e das armas para combater tal doengca (MARQUES

NETO®, 2005, WHO%,1994).

A osteoporose pode ser classificada em primaria ou
secundaria. A primaria esta relacionada ao envelhecimento e ao
periodo apos a menopausa (BANDEIRA et al.”, 2000; VONDRACEK &

HANSEN®, 2004). As formas secundarias caracterizam-se por ser a
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manifestagdo de um processo patoldgico claramente identificado

(ORLIC & RAIZ®, 1998).

A primaria é subdividida em tipo | e tipo Il. A do tipo |
inclui a osteoporose pos-menopausa e acarreta rapida perda éssea na
muiher, atingindo predominantemente o osso trabecular, estando
associada a fratura das vértebras e do radio. A tipo I! ou senil esta
relacionada ac envelhecimento correndo por deficiéncia cronica de

calcio e diminuicdo da formagao dssea (BANDEIRA et al.”, 2000;
SZEJNFELD®, 2000).

Uma das causas da osteoporose nas mulheres esta
relacionada a deficiéncia estrogénica, como a que ocorre pos-
menopausa, sendo esta, portanto, grande faior de risco para seu
desenvolvimento (MODESTO FILHO et al®, 1996; BRANDAO &
HAUACHE™, 2005).

O estrogeno & um horménio que tem influéneia no
crescimento, diferenciacao e fungao de muitos tecidos, principalmente
do sistema reprodutor, tanto feminino quante masculino, além de
apresentar importante papel sobre o tecido 6sseo (RUGGIERC &
LIKIS™', 2002). E produzido principalmente no ovario e perifericamente
pela conversdo do colesterol em androstenediona, que pela agéo da
enzima aromatase € convertida em 17B-estradiol (estradiol),
encontrada em maior quantidade, estrona e estriol. O estrégenc ¢

altamente lipossolivel e difunde-se rapidamente pelas membranas,
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liga-se ao receptor citoplasmatico e ao chegar ao nicleo liga-se ao
DNA da célula iniciando a sintese de proteinas, tendo seu efeito nos

érgéos alvo (RANG et al.%, 2004).

Existem dois tipos de receptores para o estrégeno, o
ERa e o ERp, com distribuigbes diferentes nos tecidos. O ERa esta
presente no Utero, figado, glandulas mamarias, rim, testiculo. Ja o ERB
€ encontrado no cérebro, pulmao, trato urinario, sisterna vascular, osso
e no sistema reprodutor. O ovario, Gtero, mama, sistema
cardiovascular e cérebro apresentam o0s dois tipos de receptores
(RUGGIERO & LIKIS™!, 2002; TIVISTEN et al®, 2004). O ERa &
predominante no osso cortical € o ERp no osso trabecular (RIGGS et
al.%®, 2002). Segundo Leder et al.*® (2003) nos osteoblastos além de
expressos receptores para estrogeno, também sdo expressos

receptores para andrbégenos.

A deficiéncia de estrégeno parece estar também
relacionada a produgédo aumentada de citocinas, come a lL-1 e IL-6,
que provocam aumento do nimero de osteoclastos (MODESTO
FILHO et al.%%, 1996) e da reabsorcéo 6ssea (TURNER & SIBONGAY,
2001), além de regular a atividade da aromatase nos osteoblastos

(RIGGS et al.%%, 2002).

A osteoporose secundaria € decorrente de diversas

condicOes sistémicas como alteragbes endécrinas (aumentc da
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atividade do paratormdnio, hipertirecidismo e desordens adrenais),
mieloma mditiplo, falta de atividade fisica, processos inflamatérios
comnoe artrite, uso de substancias como heparina, alcool, vitamina A e
corticosterdides (EASTELL et al.®®, 1998: ORLIC & RAISZ®, 1998:
LEDFORD et al.®®, 1998; RIGGS et al.%®, 2002; LANGER®, 2004;
VONDRACEK & HANSEN®, 2004; WATTS®', 2004) além do consumo

de tabaco (SAMPSON'®, 2002; WILLIAMS et al.*®, 2005).

Estudos epidemioldgicos em humanos indicam que o
uso moderado de alcool (WILLIAMS et al.®®, 2005) pode estar
associado com a diminuigédo do risco de fraturas nas mulheres na poés-
menopausa. (SAMPSON’®, 1998). As mulheres com 65 anos de idade
ou mais que consomem alcool por mais de cinco dias na semana tem
reduzido risco de apresentar deformidade vertebral comparada com as
que consomem menos de uma dose por semana (SAMPSON’®, 2002),
Segundo Longnecker & Tseng™ (1998), doses de 42 a 45 gramas de
aicool, 0 equivalente a trés drinques e meio a quatro drinques padréao,
causam aumento temporario nos niveis de estradiol em mulheres pos-

menopausa que fazem terapia de reposi¢ao hormonal.

O consumo cronico de alcool, particularmente duranie
a adolescéncia e no adulto jovem, reduz o pico de massa 0ssea,

ficando o osso mais fragil e mais suscetivel a fratura (SAMPSON",

1998; SAMPSON’®, 2002).
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A osteoporose masculina pode ser classificada como
primaria, (relacionada com a idade ou idiopética) ou secundaria. A
priméaria tende a ocorrer em homens com mais de setenta anos e pode
ter relagdo com a diminuigdo da absor¢do de célcio, redugdc da
atividade da vitamina D, declinio da fungdo dos osteoblastos e
diminuicéo da concentragdo dos hormdnios sexuais (VONDRACEK &

HANSEN®, 2004; KAMEL®, 2005).

Na secundaria, as causas mais freqiientes sdo o
hipogonadismo, doengas crdnicas, tratamento com medicamentos,
abuso do 4lcoo! e estilo de vida (COMPSTON'®, 2001; PYE et al.%,
2003; VONDRACEK & HANSEN®, 2004; BLAIN’, 2004; KAMEL®,
2005). | |

A incidéncia da osteoporose secundaria € maior na
populagdc mascuiina, correspondendo a 64% dos casos de
osteopenia em homens, engquanto atinge apenas 30% nas mulheres,
sendo a causa mais freqlente em ambos 0s casos o uso de
glicocorticéides (BRANDAO & HAUACHE™, 2005). Na osteoporose
masculina, as fraturas de quadrii e coluna, sdo comuns e bastante

debilitantes e por vezes fatais (SEEMAN®, 1995).

Como ja descrito, a deficiéncia estrogénica & uma das
causas responsaveis pela osteoporose nas mulheres; no entanto, os
androégenos, como a testosterona também regula diretamente as

celuias osteoblasticas incluindo sua proliferagao, diferenciacéo e
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capacidade de mineralizagdo (PREVELIC*, 2001; RIGGS et al.®,
2002). De acordo com Tivesten et al. {2004), o tratamento de
animais com estrégeno e testosterona apresenta papel protetor no
0sso trabecular em animais ovariectomizados. Segundo Ammann et
al.® (1999), substancias seletivas para recepiores de estrégeno
administradas a ratas ovariectomizadas aumentam a densidade

mineral 6ssea.

A testosterona, principal andrégeno natural, €
sintetizado pelas células do testiculo e em menocres quantidades pelo
ovario e peia cortex da supra renal. Sua sintese ocorre a partir do
colesterol em androstenediona que por sua vez é convertida em
teétosterona. Esta atrévés da 5oredutase é convertida em
diidrotestesterona e pela aromatase em estradiol. A androstenediona
através da enzima aromatase € convertida em estrona. A testosterona
aumenta a vida dos osteoblastos e osteoclastos sem afetar a apoptose

e assim contribui para a formagéo 6ssea (RANG et al.%’, 2004).

Trabalhos mostram que homens submetidos a
tratamentos que induzem a diminuicdo dos hormoénios masculinos
desenvoivem osteoporose {(BAE & STEIN®, 2004; NATIONAL
OSTEOPOROSIS FOUNDATION®, 2004) e tem sido demonstrado
gue homens com nivel baixo de testosterona tém indicacdao de

reposicao com a finalidade de tratar esta doenga (LANGER®, 2004).
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A terapéutica de reposi¢cdo com festosterona em
homens com hipogonadismo, apresenta resposta variavel na
densidade mineral 6ssea (PREVELIC*, 2001; RIGGS et al.®®, 2002).
Outras substancias, como bifosfonatos (BLAIN®, 2004) e teriparatida
também apresentam efeiios benéficos no tratamento da osteoporose

(KAMEL™, 2005).

A massa déssea aumenta gradativamente a partir do
nascimento, durante a infancia e adolescéncia, atingindo seu pico ao
redor dos vinte e cinco anos na muiher e trinta a trinta e cinco anos no
homem. O pico da massa ossea pode ser influenciado por fatores
genéticos, raciais, nutricicnais como célcio e proteinas; endécrinos;
forgas mecéanicas como atividade fisica e peso corporal e exposicao

aos fatores de risco (RIZZOLI & BONJOUR™, 1999).

Apéds esse periodo ocorre a parada do crescimento
0sseo, porém ¢ processo de remodelagéo € constante. Com o avangar
da idade a formagac torna-se menor que a reabsor¢do (GUEDES
JUNIOR et al.*?, 2003; FUKS?®, 2004; LANGER*, 2004), levando com
o tempo ao desenvolvimenio da osteopenia senil (TURNER &

SIBONGAY 2001).

O decréscimo da massa 6ssea tem inicio por volta dos
trinta a quarenta anos, ocorrendo de forma continua, lenta e linear,
sendo mais proeminente no o0sso cortical que no trabecular

(COMPSTON®, 2001; RADOMINSKI et al.® 2002). No inicio, os
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0ss0s trabeculares, corpos vertebrais dorsais e lombares e regido
distal do radio séao as regides mais afetadas. O osso cortical, como
coio do fémur e a cunha das vértebras, sdo os que ievam rﬁais tempo
para serem afetados (CALERO et al.®, 2000; GUEDES JUNIOR, et

al.>?, 2003, FUKS?®, 2004) e com o passar do tempo aumenta o risco

de fraturas (BLAKE & FOGELMAN", 2002).

A perda da massa 0ssea ocorre da mesma maneira
para homens € mulheres até o pericdo da menopausa, quando estas
apresentam uma perda severa, atingindo valores ao redor de 2% ao
ano, com duragdo de cinco a dez anos, em funcao do remodelamento
osseo, provavelmente devido a deficiéncia estrogénica (GUEDES

JUNIOR et al.®?, 2003; VONDRACEK & HANSEN®, 2004).

O estrégeno age de maneira importante na
manutencdo da massa ossea em mulheres aduitas por diminuir a
remodelagéo 6ssea. (TURNER & SIBONGAY, 2001). Segundo Rang

et al.%’

{2004), os estrogenos tém papel fundamental na manutengéo
da integridade éssea; inibem citocinas, que recrutam os osteoclastos,

opondo-se & ag¢éo de reabsorcdc dssea.

Segundoc Compston20 (2001), o estrégeno & essencial
na fase do platé do crescimento ésseo em ambos os sexos, embora a
resisténcia ao estrégeno e a deficiéncia da enzima aromatase no

homem estejam associadas com atraso na idade.




42

Varias sdo as formas para diagnosticar e avaliar a
massa Ossea em casos de osteopenia, osteoporose ou oufras
doengas Osseas, por méio de exames de urina e sangue, pelos
marcadores de formacdo e reabsorcdo éssea (BANDEIRA’, 2000;
SZEJNFELD®® 2000; HANNON & EASTELL®, 2000). No sangue e
urina podem ser avaliados hormdnios, caicio, fosfato, fosfatase
alcalina para quantificar a remodelacédo 0ssea, no entanto, os valores
obtidos nao refletem as perdas recentes (VONDRACEK & HANSEN®,
2004; WATTS?, 2004). Podemos quantificar a atividade osteoblastica
no sangue por meio da fosfatase alcalina, osteocalcina e pele
telopeptidec C-terminal do colageno i. Na urina, como marcador da
atividade osteoclastica, temos a hidroxiprolina e o telopeptideo N-
terminal do colageno tipo | (BANDEIRA’, 2000; SZEJNFELD®, 2000;

FUKS?, 2004).

Exames de imagens também sao empregados para
quantificar a densidade dssea trabecular e cortical em todo esqueleto,
como as radiografias, densitometria dssea, ultra-som e tomografias
(BLAKE & FOGELMAN'", 2002; CALERO et al.™®, 2000, GUEDES

JUNIOR et al. ¥, 2003; BAE & STEIN®, 2004; FUKS?®, 2004).

A radiografia convencional é de facil execugéo, porém
ndo € considerada a mais adequada, pois sé teremos imagens
compativeis com rarefagdo 6ssea quando a perda mineral estiver ao

redor de 30 a 50% (CALERO et al."3, 2000; GUEDES JUNIOR et al.*,
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2003; BRANDAQ & HAUACHE®, 2005); no entanto, & bastante

eficiente para quantificar osso corticai (BAE & STEIN®, 2004).

O ulira-som pode ser realizado para avaliar a
densidade mineral 6ssea € o paciente nao é submetido a radiacéo.
Esta técnica nao é tao precisa quanto a densitomefria, sendo indicada
apenas como exame complementar (CALERGC et al.’s 2000; GUEDES

JUNIOR et al.*2 2003; BAE & STEIN®, 2004).

A densitometria dssea & atualmente a técnica mais
adequada para quantificar a massa Ossea, sendo o paciente
submetido a baixa radiacdo. Por meio da absorciometria dupla de
emisséo de raios X (DEXA), mede-se a quantidade dssea total, tanto
do osso trabecuiar quanto do cortical (FUKS®®, 2004; LANGER®,
2004, VONDRACEK & HANSEN®, 2004; BAE & STEIN®, 2004;
BRANDAO & HAUACHE'", 2005). Esta técnica utiliza dois raios X, que
sdo atenuados diferentemente pelo osso e tecido mole. O DEXA da
coluna lombar e dos fémures proximais € considerado como método
padrdo ouro para o diagndstico da osteoporose, para a avaliagédo do
risco de fraturas e para o acompanhamento desta doenga (BAE &

STEIN®, 2004; BRANDAO & HAUACHE", 2005).

A tomografia computadorizada avalia a densidade
Ossea isolando 0 o0sso trabecular do cortical. Como o trabecular tem

maior remodelagéo que o cortical este exame é considerado mais
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sensivel que o DEXA, no entanto, o paciente ¢ submetido a maior

radiag@o (BAE & STEIN®, 2004).

2.3 Efeitos do alcool no tecido dsseo

Q alcool atua no metabolismo 6sseo por agéo direta e
indireta. A agao direta & devido ao efeito antiproliferativo que gera nos
osteoblastos (GONZALEZ-CALVIN et al.®’, 1993; KLEIN*?, 1997;
DYER et al.® 1998; BALZAN et al® 2001) e a indireta,
principalmente, pela modulagdo de hormdnios envolvidos no
metabolismo dsseo (SAMPSON2 1997; TURNER®, 2000; BALZAN et

al®, 2001), desenvolvimento de doengas hepaticas e desnutricac

(LIEBER*, 2000}

O 4lcool tem sido identificado como fator de risco no
desenvolvimento da osteoporose, pois seu uso cronico diminui a
massa 6ssea e aumenta a incidéncia de fraturas. Segundo Kimble®'
(1997}, o alcool tem potencial para alterar o metabolismo odsseo
indiretamente por meio dos horménios gonadais e pela secrecéao de
citocinas, que sao fatores criticos na osteoporose pds-menopausa.
Dados sugerem que a deficiéncia de estrogeno eleva as taxas de IL-1

e TNF-o gque tem papel direto na perda dssea. Além disso, estudos
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mostram que essas citocinas sdo tambem produzidas pelo figado

danificado pela a¢ao do alcool.

A duragao do uso do alcool estd associada
positivamente com a severidade da osteopenia/osteoporose,
sugerindo que a perda dssea é um processo gradual (HOGAN et al.¥,

2001).

Estudos, em humanos etilistas, demonstram através
de marcadores de formacado e reabsorgdo, que o alcool tem papel
direto nos osteoblastos, diminuindo a formagéo Ossea e aumentando a
reabsorgao. (Pepersack et al.®?, 1992). Outros trabalhos mostram que
o consumo de quantidades excessivas de élcool durante a fase da
adolescéncia e no individuo. adulto jovem, compromete a salde dssea
e aumenta o risco para o desenvolvimento de osteoporose anos
depois. No entanto, o consumo moderado de alcool por adultos, acima
de 65 anos, apresenta efeito protetor sobre o osso (SAMPSON'®,

2002).

Efeitos semelhantes aos que ocorrem nos humanos
si0 observados em animais de laboratério, como os ratos, 0s quais
possuem equivaléncia em relacdo a idade (SAMPSON™, 2002).
Assim, trabaihos para avaliacio da agio do alcool sobre o tecido
dsseo s&o realizados em ratos, com grande aceitagdo no meio
cientifico (SZEJNFELD®, 2000; HOGAN et al.¥, 2001; SAMPSON™,

2002).
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Numerosos estudos (PENG et al.®!, 1988: HOGAN et
al.*, 1997; 2001; SAMPSON & SHIPLEY™, 1997; SAMPSON®, 1997;
SAMPSON™, 1998, DYER et al.”®, 1998, SAMPSON & SPEARS”,
1999; WEZEMAN & GONG®, 2001; TURNER et al.*®®, 2001; TURNER
et al.%, 2001; NYQUIST et al.*®, 2002; REED et al.%®, 2002; ELMAL! et
al.?®, 2002; HEFFERAN et al.™, 2003, WEZEMAN et al.*, 2003;
CALLACI et al.'®, 2004) possibilitaram a demonstragéo da agéo do
alcool sobre o tecido ésseo. Foram analisados parametros como
comprimento do osso, espessura da cortical, didmetro da cortical,
volume de o0sso trabecular e corticai, resisténcia do 0sso e dureza,
densidade Optica, através de avaliagdo histomorfométrica e
propriedades mecanicas. Também foram estudados marcadores de
formacéo e reabsorgéo Ossea através de andlises bioquimicas. Um

resumo destes dados pode ser verificado no Quadro 1.

Essa breve revisdo da literatura deixa claro que o
consumo crénico de &lcooi tras deletérias conseqiiéncias para o
organismo, muitas delas de grande gravidade podendo levar inclusive
a morte; além de que, o alcoolismo pelos efeitos sistémicos, diretos ou.
indiretos, criar uma condigdo dramatica afetando o individuo e a

comunidade.




Quadro 1 — Estudos que avaliam a influéncia do alcool em animais sobre o tecido dsseo (continua)

Autores e anc da | Sexo e [ 14lconl Estrutura Resultados Conclusdes
publicacdc idade Tempo e tipc de apalise
administragdo
Femur - 0850 trabecular invadiu didfise fémur - dlcoel produz mudangas estruturais
PENG etal®, MeF 8% - microscopia - espessura cartical mais fina (4 e 6 semana) fémur com alteragio ppdd. mecénicas e
1988 4 & B semanas eletrbnica - resisténicia dssea menar com glcool particularmente a forga
- teste forga - forga grupo fémeas era menor
1 4rea osso cortical
HOGAN et al. %, F 35%(Lieber) | - histomorfometiia | { formagac dssea - dlcool leva a uma pobre qualidade de
1997 4 meses 2,468 - propriedades 4 aposigio mineral tecido dsseo
semanas. mecanicas  dureza, forga
- OVX - T peso
SAMPSON & F OVX 0,38¢g/kg - fémur ! densidade - dlcool néo tem efeito benéfico na
SHIPLEY, 1997 (2 doses - morfometria 4 volume administraco. diaria
vinho/diay — | - densidade { drea
6 semanas 1 nimero trabéculas
- separacdc enire trabéculas
{ volume osso
SAMPSON et al, ™°, F 35% (Lieber) | Tibia 1 ntmero trabéculas - slcoot tem efeito negativo no
1997 3 meses 2460uU8 - histomorfometria | - taxa formagfio emineralizag&o n&o alterou desenvelvimento do 0sso, talvez devido
semanas 4 restriclo caldrica
. { volume osso - &lcool reduz a atividade dos
SAMPSON, ™ F 35% (Lieber) | Tibia 1 niimero trabéculas osteoblastos
1998 4 meses 36.12,18 - histomorfometria | - ndo mudou espessura
meses

@



Quadro 1 — Estudos que avaliam a influéncia do alcool em animais sobre o tecide 6sseo (continua)

Autores e ano da Sexo e [ ]&lcool Estrutura Resultados Conclusdes
publicacdo idade Tempo e tipo de analise
administracéic
R + volume trabecular - 63% 1 volume, frabéculas e espessura implica
DYER et al. %, F 35% (Lieber) | - tibia ¥ nimero trabéculas, sem significncia inibigaa da proliferagéic dos osteoblastos
1998 3 meses 6 semanas | histomorfometria 4 espessura trabéculas- 50% { espessura trabéculas- mede a atividade
nivel osteocalcina - | osteocalcina — os osteoblastos
T osteocalcing -~ diminuig8io atividade
- nimero e atividade osteoblastos osteoblastos
famur: | comprimento el didmetro - perda Gssea néo & recuperada
SAMPSON & F 35% Fémur e tibia 4 volume e 4 densidade - aparente melhora devido ao continuo
SPEARS”, 1995 4 meses 2 e 4 semanas | morfometria Restrigdo calorica - 4 volume desenvolvimento osso jovem
Tibia - | volume - agdo direta células 6sseas
- peso mener grupe  alcool sem significancia - consumo alcoot leva a diminuigdo ppdds
HOGAN et al.¥, F 35% (Lieber} | Fémur - restrigdo calérica osso trabecular confirmada pela 4 nimers
2001 9 meses Beld morfometria 1 diametro & espessura das trabécuias, e gue o
semanas Ppdd mecanica 4 volume fémur — 14 sem, efeite depende da duragéo do tratamento

4 ndmero trabéculas e espessura

! massa 6ssea

- ppdd mecénica 81% menor com 14 sem.
- peso, densidade e forca néo alterou

Fémur J pesc corporal de M e F
WEZEMAN & MeF 36% (Liebet) | morformetria - nivel triglicetidec TM e F Aumento triglicerideos , leptina leva a
GONG®, 1 més 64 dias Analise triglicerideo { insulina 4 F reserva de androgenos ¢ estrogeno com
2001 insulina, IGF-1, IGF-1-JFed M papel importante na esteogénese
Testosterona, Testosterona- n&o alterou; Estradiot - T M
estradio, Progesterona - 4 F; Leptina - T M
progesterona { espessura cortical M e F: T Diametro meduiar

8



Quadro 1 - Estudos que avaliam a influéneia do dlcool em ratos machos e f8meas sobre o tecido 0sseo (continua)

Autores @ ano da Animal, e [ 1&lcool Esirutura Resultados Conclusdes
publicaggo Sexo & Tempo e tipo de anilise
idade administragio
- tibia ~ maior concentracio dicool - 4 consumo comida - efeito inibitdrio dlcoo) formagso
TURNER et al.”, F 3,6, 13,35% | - morfometria asso - consumo &leool - ¥ peso utering 6ssea foi dose dependente
2701 8 meses {Lieber) trabecuiar - ¥ perimetro mineral e formagao dssea - alcoo! inibe proliferagic
16 semanas | - numero osteoclastos | _ | dose dependente area total osso trabecular, da osteablaste
espessura e n(mero trabéculas, taxa formagao | - Alcool induz perda ¢ssea por
- todas doses dlcool - L perimetro osteoclastos reduzir espessura trabecula,
por distlrbic da remodelagio
dssea
- tibia - néop alterou peso animal e dtero - efeito inibitdrio etanol na
TURNER et al,®, F 35% - morfometria - com 1 semana: tendéncia a diminuicdo formacac dssea pode ser
2001 & meses (Lieber} - dosagem colageno, - com 2 semanas; alcool diminui: revertido pelo PTH
PTH osteocalcina e - | formagao é6ssea, taxa formagao, - dlcoot induz perda dssea
ostenectina - &lcool nde maodificou efeito PTH que aumentou as devido a reduglio da formacio
taxas - PTH pode ser 0til no tratamento
- espessura trabéculas da osteoporose induzida pEIO
- 1 semana - { colégeno, osteonectina e osteocaicina | &lcool
o , efeito exercicio - nfio mudou peso ’ - abuso alcool potencializa risco
REED st al. ™, M 35% Tibia -1 formag&o ossq periosteal e taxa aposigao com da remodelagso Gssea e
2002 6 meses {Lieber) Comprimento alcoo! reducio da massa Gssea
16 semanas | histomorfometria - 4 &rea cortical grupo &lcoal

- exercicio — ndo mudou medida osso cortical
- 4 volume osso com dlcool
- { taxa formacgdo trabecuiado com alcoo!

oF



Quadro 1 — Estudos que avaliam a influéncia do alcool em animais sobre o tecido dsseo (conclusio)

Autores e ano da Sexo e [ ]4lcoal Estrutura Resultados Conclusbes
publicacio idade Tempo e tipo de analise
administragio
Tibia - fratura - nédo alterou peso - dicool interfere no processo de reparo
ELMAL! et al.%®, M 7.2% Densitometria - ¥ densidade mineral de fratura, assocado com 4 densidade
2002 8semanas | (DEXA) - { contelido mineral e contelido mineral
Fémur - J pesa animal - alcool tem impacto negativo no B
NYQUIST et ai.™, M 15% - densidade ~ compr. Nao mudou conteddo mineral, efeito direto no
2002 2 meses g 6 semanas {DEXA) - 1 densidade mineral e | contetde mineral 0ssC aumento risco fraturas
10 dias - pese - & célcio
-compr - ppdes mecénicas nio alterou
Vértebra lombar - peso animais M e F diminui - dlcool durante desenvolvimenta
WEZEMAN et al.®, MeF 36% (Lieber) | Densidade mineral | - peso vértebra menor grupo com alcool reduz osteog@nese levando &
2003 1 més 4 sem. 0s50 trabecular e | densidade mineral osso trabecular e cortical para osteopenia
cortical MeF
- densidade mineral do cortical »trabeguiar
Fémur - p&so animais n&o variou - ag3o estimulante sobre a reabsorgio
CALLAC! ot al.™, M Alcool ip Densidade mineral | | densidade mineral osso trabecular (34%%) - f2mur levando & perda dssea
2004 1 més 20% Anélise trabecular | | volume e 4rea, T separacio trabéculas
1,2e3 sem * Deoxipiridinolina { 3 semana)- marcador

reabsorcio

[ ] - concentragdo; F- (sexo feminino), M (sexo masculino); OVX- animais ovariectomizados; PTH - paratormanio, | {diminuigac); 1 (aumenta); ppdds (propriedades)

0¢



3 PROPOSIGCAO

Este trabalho se propde a avaliar e comparar o efeito do
consumoe croénico de varias concentracdes de alcool etilico no fémur de

ratos machos e fémeas, como possivei causa secundaria de osteoporose.



MATERIAL E METODO

4.1 Animais

Para este trabalho foram utilizados setenta ratos, sendo
35 machos e 35 fémeas (Raltus norvegicus, variagao albinus, Wistar) com
quatro meses de idade. As fémeas pesavam em terno de 250 gramas e
os machos de 450 gramas. Os animais foram fornecidos pelo Biotério da
Faculdade de Odontologia de S&o José dos Campos - UNESP e mantidos
em gaiolas em temperatura ambiente, alimentados com dieta sdlida e
liquida controladas, dependendo do grupo experimental.

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia de S80 José dos Campos/UNESP
sob protocolo de n?018/2004 - PA/CEP (ANEXO A) e esta de acordo com
os Principios Eticos na Experimentacdo Animal, adotado pelo Colégio

Brasileiro de Experimentagéo Animal (COBEA).

4.2 Grupos experimentais

Os animais foram divididos em trés grupos conforme o
tipo de dieta administrada. Os grupos alcool e isocalorico foram

divididos em seis subgrupos, sendo trés ¢z fémeas e trés de machos.
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O grupo controle foi dividido em dois subgrupos conforme o género

dos animais. O nimero de animais por subgrupo foi de cinco.

4.2.1 Esquema e denominagao dos grupos experimentais (Figura 1):

- Grupo alcool: dista liquida contendo 10, 20 ou 30% de alcool,

- Grupo controle nutricional isocalérico — dieta liquida contendo
sacarose e ragao com as mesmas calorias médias ingeridas na
véspera pelo grupo alcool,

- Grupo controle normal — dieta liquida contendo agua & ragéo a

vontade.

Grupo Alcool Grupo isocaldrico Grupo controle

M F M F M F

vy

Y Y VYY VY VYVY VY VY VY ¥V

10 20 30 10 20 30 10 20 30 10 20 30 O 0

MG2 MG4 MG6 FG2 FG4 FG6 MG3 MG5 MG7 FG3 FG5 FG7 MG1 FG1

FIGURA 1 — Esquema demonstrativo dos grupos experimentais



54

4.2.2 Sisteméatica de realizacao do experimento

A dieta solida empregada para todos os grupos foi a
racac Nutrilabor (Guabi, Campinas-SP). Para o grupo alcool foi fornecido
50 gramas dé racdo diariamente por animal. No dia seguinte as porgbes
restantes foram pesadas, e obtida a quantidade média de ragao ingerida,
que foram fornecidas para os animais do grupo isocalérico. O grupo
controle recebeu dieta sélida livre, sendo registradas as quantidades
médias consumidas.

Os animais do grupo aicool receberam aicoo! etilico
ABS.ACS-99,5° (Ecibra, Santo Amaro, Sao Paulo). Inicialmente,
passaram por periddo de adaptagao, que variou conforme a concentragdo |
de alcool, sendo de sete dias a 5% para os grupos FG2 e MGZ; 12 dias
(quatro dias a 5%, quatro dias a 10% e quatro dias a 15%) nos grupos
FG4 e MG4; e 20 dias (quatro dias a 5%, quatro dias a 10%, quatro dias
a 15%, quatro dias a20% e quatro dias a 25%) nos grupos FG6 e MG6.
Posteriormente, foram administradas, por oito semanas, solugbes
preparadas diariamente nas cont:entragées alcodlicos de 10, 20 e 30%
conforme grupo experimental.

O grupo alcool iniciou um dia antes do grupo isocalérico,
quande foi fornecido 50 mi de solugdo alcodlica por animal. No dia
seguinte a solucdo restante foi medida, sendo registrada a média

ingerida. Enrtdo, solugdo de sacarose P.A. (Vetec Quimica Fina LTDA,
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Rio de Janeiro) com as mesmas calorias da solugédo alcodlica foram
preparadas diariamente e fornecidas aos grupos isocaioricos

correspondentes.

4.3 Sacrificio dos animais ,

Transcorridas oito semanas do inicio da administragao
das dietas, todos os animais foram anestesiados com mistura de 13
mg/kg de cloridrato de xilasina (Rompun- Bayer — Sao Paulo, SP, Brasil),
substénica sedativa, analgésica e relaxante muscular; com 33 mg/kg de
ketamina base (Dopalen — Agribrands - Jacarei, SP, Brasil), anestésico
geral, por via intramuscular.

Apods anestesia os animais foram sacrificados, os fémures
direito e esquerdo removidos, dissecados e fixados em formo! a 10% ou

em glutaraldeido 0,5%, conforme as avaliagdes a serem realizadas.

4.4 Alteracdes de peso corpéreo e condigdo nutricional

4.4.1 Peso corpéreo

No inicio do experimento e imediatamente antes do

sacrificio todos os animais foram pesados em balanga semi-analitica
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{Micronal B600) com a finalidade de verificar se o tratamento interferiu no

desenvolvimento dos mesmos.

4.4.2 Condigao nutricional

Diariamente foram registrados os valores médios da
racdo e dieta liquida consumida por gaiola. A partir desses dados
foram calculadas médias de consumo por animal para 0S grupos
experimentais, considerando rac¢éo ingerida (g e Kcal), solugéo liquida
(m! e Kcal), dieta total (Kcal) e percentual correspondente as dietas

liguida e solida.

4.5 Alteragoes morfoldgicas do fémur

4.5.1 Medidas do comprimento e largura

Nos fémures direitos dissecados foram realizadas
mensuragdes com relagdo ao comprimento, de uma extremidade a outra,
e largura mésio-distal e antero-posterior a uma distancia padrao de ambas
as extremidades. As mensuragdes foram obtidas com auxilio de

paquimetro digital (Starrett 727- 6/150, Brasil) (Figura 2).
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FIGURA 2 - Medidas do comprimento e largura do fémur com auxilio do
paquimetro.

4.5.2 Analise da espessura radiografica da cortical 6ssea

Os fémures direitos foram radiografados pelo Sistema de
Imagem Digital Visualix® (Gendex, Dentsply, Internacional, USA), que
emprega Dispositivos de Carga Acoplada (sensor-CCD) para captura
direta da imagem. As tomadas radiograficas foram realizadas utilizando
aparelho de raios X digital Gendex 765DC® (65 kv € 7 mA) com tempo de
exposicao de 0,2 s. O sensor CCD foi fixado em uma mesa, o cilindro
posicionado com distancia focal de 40cm, e as pecgas posicionadas sobre
o centro do sensor, com uma visdo coronal incluindo epifise inferior.
As imagens radiograficas foram medidas trés vezes,

pelo mesmo examinador, por meio do programa Image Tool v. 3.0



(UTHSCSA). Para tanto, a medida intra-cortical & subtraida da extra-

cortical, obtendo-se a espessura da cortical (Figura 3).

FIGURA 3 - Medida da espessura radiografica da cortical do fémur.

4.5.3 Analise percentual de osso trabecular

Para esta analise o fémur esquerdo, totalmente livre de
tecidos moles, foi fixado em solugdo de glutaraldeido a 0,5%.
Transcorridas 48 horas, os ossos foram cortados por meio de cortadeira
(LAB CUT 1010 — EXTEC ERIOS, International Ltda) com disco
diamantado em local padronizado, correspondente a regido metafisaria.
Em seguida os ossos foram secos em estufa a 37°C por 12 horas, e
metalizados com pé de ouro no aparelho Denton Vaccum Desk Il, e
encaminhados para observacdo em aparelho de microscopia eletrénica

de varredura (JSM- 5600 LV-JEOL).
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As imagens obtidas foram submetidas a analise
histométrica por meio do programa Leica Qwin (Quantitative Imaging
Solution, Leica Microsystems), a fim de quantificar a porcentagem de
trabéculas ésseas. Para tanto, selecionou-se um retangulo com area de
323x73mm?, sempre posicionado com sua base imediatamente acima do
osso cortical (Figura 4). As medidas referentes ao percentual de area
trabecular presente no retangulo foram realizadas por um examinador em

dois momentos distintos, considerando-se a média dos valores obtidos.

‘FIGURA 4 - Imagem do corte do fémur com o quadrilatero correspondente a area
de medida para analise do osso trabecular.
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4.5.4 Andlise da densidade optica

As radiografias dos fémures foram feitas com chassi
metalico marca Kodak Lanex equipado com tela intensificadora
‘regular screens” e filme marca Kodak MXG/Plus de 18x24cm, em
aparelho de raio X de marca Ray tec, modelo RT 500/125, com

ampola Toshiba Rotanode Tm Fiuray unit model E 7239 X.

As tomadas radiograficas foram obtidas com:
quilovoltagem de 40Ky, miliamperagem de 100mA, tempo de

exposicao de 0,016s e a distancia entre o foco e o filme de 1 metro.

Para andlise das imagens radiograficas obtidas foi
desenvolvida uma escala de referéncia densitoméirica em aluminio,
com 20 degraus crescentes de 0,5 cm em 0,5 ¢cm, iniciando com 0,5
mm de altura e finalizando com 1cm. A area de cada degrau é de 1,8

X 0,5cm.

Em primeiro lugar foi feita a radiografia da escala de
aluminio, que foi denominada de escala padrdo, e depois de
escaneada foi armazenada em computador, como referéncia para
comparag¢ao posterior com a imagem da mesma escala de aluminio,
radiografada simultaneamente aos fémures, cuja densidade seria

medida.
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Os fémures de dois grupos foram radiografados
simultaneamente com a escala de aluminio, que foi posiciohada nc
meio dos grupos perpendicularmente ao longo eixo dos ossos (Figura

5).

Apos terem sido reveladas em processadora
automatica (RP — X OMAT, Kodak Eastman Company), as radiografias

foram escaneadas no modo BMP (bitmap) e armazenadas em CD.

Nas imagens radiograficas foram realizadas irés
leituras peloc mesmo examinador, ha regido diafisaria, das densidades
opticas (DO) referentes a densidade minerai 6ssea (DMO) em
milimetros de aluminic (mmAl} por meio do programa Imagelab

(Softium Sistema de Informatica Ltda-SP).

O tamanho da area a ser selecionada foi determinada
por um quadrilatero com os dois lados paralelos correspondendo a
largura do fémur e com a aitura correspondendo & metade do

comprimento de largura estabelecido (Figura 6).
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FIGURA 5 - Aparelho radiogréafico (esquerda) e filme radiografico com escala de
aluminio e os fémures dispostos (direita).

FIGURA 6 - Representacdo da regido diafisaria para medida da densidade
optica.



63

4.6 Analise estatistica

O peso dos animais foi analisado intragrupo (inicial e final)
por meio do teste t pareado («=0.05). A condigdo nutricional foi analisada
descritivamente, considerando os dados referentes & quantidade ingerida
de racao, solucgao liquida, dieta total e percentual correspondente a dieta
liquida e sdélida.

A resposta do alcool ou do correspondente isocalérico
sobre o tecido 6ssec nas varias medidas foi analisada intergrupo
mediante a aplicagdo do teste de Dunnet e ANOVA (Tukey), ambos com

nivel de significancia de 5%.




5 RESULTADOS

5.1 Peso corporal

Os dados para peso corpérec obtidos para as ratas

fémeas indicaram diferengas significantes entre as médias de peso inicial

e final nos grupos FG3, FG4 e FG5. Entretanto, enquanto no grupo FG3

houve ganho de peso (6,40%), no grupo FG4 e FGS5 houve perda (-3,25%

e -3,88%, respectivamente). Nos grupos FG1, FG2, FG6 e FG7 nao

houveram diferengas nos pesos entre os periodos (p>0,05) (Tabela 1).

Tabela 1 - Médias e desvio-padrdo dos pesos das ratas fémeas (gramas).

% alteracao

GRUPOQO peso inicial (Pl} peso final (PF) p*

peso
FG1 279.00 £ 21.62 283.00 £ 21.10 0.2942 1,49
FG2  269.40+14.72 282.00 + 20.80 0.0942 4,67
FG3 253.00 £ 16.43 269.00 £ 18.17 0.0400* 6,40
FG4  279.00+12.45 270.00 £ 15.81 0.0533* -3,25
FG5 278.00 £ 17.89 287.00 £ 15.65 0.0513* -3,88
FG6 268.16 + 16.67 265.35 % 20.12 0.9162 -1,07
FG7  288.44111.26 290.88 £ 09.67 0.3634 0,88

* teste { pareado, significdncia estatistica para p< ou = 0,05
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Os dados para peso corpéreoc obtidos para os ratos

machos indicaram diferencgas significantes entre as médias de peso inicial

e final nos grupos MG1, MG5, MG8 e MG7. Entretanto, enquanto nos

grupos MG1 e MG5 houve ganho de peso (945% e 11,12%

respectivamente), no grupo MG8 e MG7 houve perda (-15,75% e -13,10%

respectivamente). Nos grupos MG2, MG3, e MG4 nao houve diferenca

estatistica nos pesos corpdreos entre os periodos (p>0,05) (Tabela 2).

Tabela 2- Médias e desvio-padrdo dos pesos (gramas) dos ratos machos

%

GRUPO peso inicial (PI) peso final (PF) p* aiteragéo
peso
MG1 473,92 + 35,64 518.19 :t 34.15 0.0018 9,45
MG2 455,59 + 10,38 483,47 £ 31,01 0.0823 6,10
MG3 479,14 £+ 30,53 488,83 £ 30,20 0.1604 2,05
MG4 477,35 +42.99 488.15 + 28.84 0.1904 2,51
MGS 438.37 £ 44.09 485.98 + 36.03 0.0010 11,12
MG8 472,61 £41.59 306.88 + 24.65 0.0048 -18,75
MG7 480,82 + 50.35 414,39 + 13.80 0.0379 - 13,10

* teste t pareado; significdncia esfatistica para p<ou = 0,05.
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5.2 Condigao nutricionai

No que se refere a questdao nutricional, analisados os
dados obtidos diariamente nas fémeas, verificou-se gue a solugac
alcodlica ingerida pelos grupos FG2 e FG4 foram similares (20,05 e 17,53
ml respectivamente), apresentando-se bastante aumentada em FG6
(34,02 ml) (Tabela 3). Em relagdo a quantidade de calorias ingeridas por
cada rata foi observado que em FG1 o consumo médio foi de 45,47kcal/d,
todas provenientes da dieta sélida representada pela racdo. Em FG2 e de
seu grupo isocaldrico FG3 o consumo meédic por animal foi de 45,03
kcal/d, sendo 11,23 kcal/d, ou seja, 25%, provenientes da diefa liguida
(solugdo alcodlicalsolugdo de sacarose). As ratas de FG4 e de seu grupo
isocalérico FG5 consumiram um total médio de 50,68 kcal/d; sendo 19,63
kcal/d oriundas da dieta liquida o que corresponde a 39,3% da energia
total recebida. E, em contraste, as ratas de FG6 e FG7 consumiram em
média 107,09 kcal/d; sendo 57,15 kcal/d provenientes da dieta liquida o
que corresponde a 53,52% da energia ingerida diariamente (Tabela 3 e

Figura 7).
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Tabela 3 - Médias e desvio-padrao dos dados nutricionais do grupo das

fémeas
Solugaa alcool ragio ragéo
GRUPO l::gg:? daa ingerido ingerida ingerida dﬁt}i}ﬂ;‘ !
(m/d) (kcal/d) (g/d) (kcal/d}
FG1 28.01 0.00 16.84 45.47 45.47
+ 5.81 ' +3.73 + 10,07) + 10.07
FG2 20.05 11.23 12.52 33.80 45.03
t 3.81 1+2.14 +2.07 15.58) +7.29
FG4 17.53 19.63 11.50 31,05 50.68
+2.69 +3.01 12.66 +7.19) +8.73
FGE 34.02 57.15 18.48 49.94 107.09
+4.23 7,11 +3.15 + 8.50) +11.61
FGB e FGT
FG4 ¢ FGS5
FG26FG3 |

0% 10% 20% 30% 40% 50% 0% 70% 50% 90% 106%

| D1 dieta liquida M dieta sdiida |

FIGURA 7- Percentual (%) médio de calorias da dieta liquida e sdélida

consumida pelos ratos fémeas.
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Analisando os dados provenientes da quantidade de
solugdo liquida ingerida diariamente pelos ratos machos, pode-se
observar que em MG1 e MG2 os valores foram similares (48,22 e 49,10
mi, respectivamente), apresentando-se levemente reduzidos em MG4
(43,26 mi} e profundamente reduzidos em MG6 (26,27 mi) (Tabela 4). Em
relacdo a quantidade de calorias ingeridas pelos grupos de ratos foi
cbservado que as ratas de MG1 consumiram 110,49 calorias diarias
(kcal/d), todas provenientes da dieta sdlida. Os animais MG2 e de seu
grupo isocaldrico MG3 consumiram em média 126,01 kcal/d, sendo 27,50
kcal/d, ou seja, 22% provenientes da dieta liquida (solugéo
alcodlical/solucdo de sacarose)._dé as ratas de MG4 e de seu grupo
isocalorico IVIGS consumiram em média 133,54 kcal/d; sendo 48,45 kcal/d
oriundas da dieta liquida o que corresponde a 36,6% das calorias fotais
da dieta. E as ratas de MG6 e MG7 consumiram em média 95,06 kcal/d,
sendo 43,50 kcal/d provenientes da dieta liquida o que corresponde a

45,8% das calorias totais da dieta (Tabela 4 e Figura 8).
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Tabela 4 - Médias e desvio-padrao dos dados nutricionais dos ratos

machos
Sl:'jltjﬁiéao alcool ragao ragao dieta total
GRUPO ingeri da ingerido ingerida ingerida (keal/d)
(mlid) (kcal/d) (g/d) (kcal/d)
MG1 48.22 0.00 40.92 110.49 110.49
+1.33 ' + 9.96 +26.90 1 26.90
MG2 49.10 27.50 36.72 98.51 126.01
+1.85 +1.09) +3.94 +10.65 +11.09
MG4 43.26 48.45 31.52 85.09 133.54
+4.06 +4.55) 547 +14.78 +17.34
MG6 26.27 43.50 19.09 51.55 95.06
+ 3.63 +5.99) +2.47 +6.67 +9.56

MGS e MG

MG4 e MG5

MG2 e MG3

MG T

— —

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 0% 100%

Oldieta liquida B dieta sdlida |

FIGURA 8 - Percentual médic (%) da dieta liquida e sdlida consumida pelos

ratos machos
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5.3 Alteragoes morfolégicas do fémur

5.3.1 Comprimento do fémur

Nas fémeas o comprimento do fémur nado mostrou
diferenca significativa (teste de DUNNET) entre os grupos com diferente
concentracao de alcool (FG2: 36,35+0,63; FG4: 36,721+0,75; FG6:
35,98+0,41) em relagdo ao grupo controle (FG1: 36,4+ 0,49), como

observado no Figura 9.
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concentragao

FIGURA 9 - Distribuicao dos valores de comprimento do fémur das fémeas

tratadas com diferentes concentragbes de alcool em relagdo ao

grupo controle.
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Aplicado o teste ANOVA para avaliar as variaveis

tratamento, sexo e concentracdo, foi verificado que s6 n&o houve

diferenga significativa quando foi avaliada a relagdo sexo x tratamento

(Tabela 5).

Tabela 5 - Dados de comprimento do fémur relacionando sexo,

tratamento e concentragao.

Efeito gl 8Q QM F p
Sexo 1 257,332 257,332 430,46 0,001*
Tratamento 1 8,320 8.320 13,91 0,001
Concentragao 2 12,682 6,431 10,60 0,001*
Sexo vs Tratamento 1 0,889 0,899 1,50 0,226
Sexo vs Concentragéo 2 17072 8536 1427  0,001*
Tratamento vs Concentragéo 2 15802 7,901 13,21 0,001*
Sexo vs Tratamento

2 3,023 1,961 3,28 0,046*
vs Concentragéo
Residuo 48 28715 0,598
Totai 59 344,743

*p<0,05
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No teste ANOVA seguido do teste de Comparagao Multipla
de Tukey (5%) pode ser observado que fodos os ratos fémeas, tanto do
grupo que recebeu alcool, como grupo que recebeu sacarose,
apresentaram menor comprimento do fémur em relagao aos machos.
Pode ser verificado que o MG6 apresentou comprimento estatisticamente
inferior de fémur em relagdo aos demais machos. Entretanto, nas fémeas

nao houve diferencga significativa entre os grupos (Tabela 6).

Tabela 6 - Média do comprimento do fémur em relagéo as variaveis sexo,
tratamento e concentragao.

GRUPO Concentragdo  Média Grupos homogéneos
MG3 10% 41.708 A
MG2 10% 42,098 A
MGS 20% 40.936 A
MG4 20% 40.712 A
MG7 30% 41.070 A
MGG 30% 37.936 B
FG7 30% 37.214 B C
FG5S 20% 36.900 B C
FG4 20% 36.720 B Cc
FG3 10% 36.440 B C
FG2 10% 36.350 B C
FG6 30% 35.984 C




73

5.3.2 Largura mésio-distal

Aplicado o teste ANOVA, para avaliar os dados da
largura mésio-distal do fémur segundo as variaveis tratamento, sexo e
concentracao, foi verificado que houve diferenga significativa em

relagao ao sexo, concentragdo e sexo versus concentragéo (Tabela 7).

Tabela 7- Dados da largura mesio-distal do férur (mm) relacionando
sexo, tfratamento e concentragéo.

Efeito gLi 8Q QM F p
Sexo 1 883201 8,83201 223,37 0,0001*
Tratamento 1 000353 000353 0,09 0,7665
Concentragio 2 0,3397 0,16885 4,30 0,0192*
Sexo vs Tratamento 1 0,01473 0,01473 0,37 0,5445
Sexo vs Concentragéo 2 0,5005 025025 6,33 0,0336"
Tratamento vs 2 0,2217 0,11083 2,80 00,0706
Concentracéo

Sexo vs Tratamento vs 2 0,1399 0,06893 1,77 00,1815
Concentragéo

Residuo 48 1,8979  0,03954

Total 59

*n<0,05
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A analise ANOVA seguida do teste de Comparagao
_Maltipla de Tukey (5%) indicou que a largura média dos fémures dos
machos foi maior gue a das fémeas. Nos machos, os grupos que
receberam dieta alcodlica (MG2, MG4 e MG6) nao diferiram quanto a
largura mésio-distal. Nas fémeas, o grupo FG6 foi estatisticamente maior

do grupo FG2 e FG4 (Tabela 8).

Tabela 8 - Valores médios (mm) de largura mésio-distal de acordo com as

variaveis: sexo e concentragio.

GRUPO Concentragdo Media Grupos homogéneos

MG2 10% 47860 A

MG6 . 30% 4.7310 A

MG4 20% 47210 A

FG6 30% 4.2060 B

FG4 20% 3.9100 C
FG2 10% 3.8200 c

5.3.3 Largura antero-posterior

Aplicado o teste ANOVA, para avaliar os dados da largura
antero-posterior do fémur segundo as variaveis tratamento, sexo e
concentracao, foi verificado que houve diferenga significativa em relagdo

ac sexo € em relagéo a concentracao (Tabela 9).




73

Tabela 9 - Dados da largura antero-posterior do fémur (valores em mm)

relacionando sexo, tratamento e concentracao.

Efeito gl SQ QM F p

Sexo 7,217 7,21760 167,35 0,0001*
0,0687 006868 1,69 0,2131
0,4201 0,210058 4,87 0,0119"
0,0313 0,03128 0,73 0,3986

1
Tratamento 1
2
1
Sexo vs Concentracao 2 0,0745 0,03725 0,86 0,4281
2
2

Concentragao
Sexo vs Tratamento
Tratamento vs Concentracao 0,0225 0,01125 0,26 0,7715

Sexo vs Tratamentoc vs 0,0073 0,04865 1,13 0,3321

Concentragao

Residuo 4 20702 0,04313
8

Total 5 10,0021
9

*n<0,05

As médias das larguras antero-posteriores do fémur
tantc nas fémeas guanto nos machos ndc apresentaram diferenca
significativa entre os grupos experimentais considerando-se o género

dos animais, o que pode ser observado na Tabela 10.
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Tabela 10 - Média da largura antero-posterior dos fémures em relagao as

variaveis sexo, tratamento e concentragéo.

GRUPO Concentragédo Meédia Grupos homogéneos

MG3 10% 3.6480 A B

MG2 10% 3.6580 A B

MG5 20% 3.8040 A

MG4 20% 3.7580 A

MG7 30% 3.7780 A

MG6 30% 3.6560 A B

FG3 10% 2.8800 C
FG2 10% 2.8400 C
FG5 20% 3.2600 B C
FG4 20% 3.0000 C
FG7 30% 3.1000 C
FG6 30% 3.0600 C

5.3.4 Espessura radiografica da cortical 0ssea

Pode ser observadc que nas fémeas a espessura da
cortical nao diferiu estatisticamente (ANOVA, Tukey) nem para as
diferentes concentragdes de aicool nem entre o grupo &lcool e seu

isocalorico associado (Tabela 11).
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TABELA 11 - Médias da espessura da cortical dos fémures das fémeas

em relag:éo ao sexo, tfratamento e concentracéo.

GRUPQO Concentragdo Média Grupos homogéneos
FG3 10% 12520 A B C
FG2 10% 1.0720 C D
FGb 20% 0,9320 D
FG4 20% 1.1180 B C D
FG7 30% 1.3160 A B
FGB 30% 1.2140 B C

No grupo dos machos nac houve diferenca estatistica na

espessura da cortical dos fémures em nenhum dos tratamentos com

alcool (Tabela 12), assim como entre os grupos isocaldricos (Figura 10)

em relagdo ao grupo controle. Ou seja, ndc existiu diferenga estatistica

para o parametros espessura da cortical em relacéo aos ratos machos.

Tabela 12 - Médias da espessura da cortical (mm) dos fémures dos

machos que receberam alcool em relagdo ao grupo controle.

Diferenga médias Erro t*
GRUPO Médias Vs controle padréo da P
(média = 1,280) diferenga
MG2 1,5320 0,2520 2,277 0,091
MG4 1,4940 0,2140 0,107 1,934 0,1682
MG6 1,5500 0,2700 2,439 0,0671
*p<0,05

*t 5(9”0)(?'1 -1~ 2,593
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FIGURA 10 - Valores médios da espessura da cortical dos grupos isocaléricos
para os ratos machos em relagéao ao grupo controle.

5.3.5 Analise percentual do trabeculado 6sseo

Considerando o percentual do trabeculado ésseo do fémur
das fémeas que receberam dietas isocaléricas ndo foi observada
diferenca em relagéo ao grupo controle (Tabela 13).

Em relacdao as fémeas nota-se (ANOVA, Tukey) que
somente as do alcool 30% apresentaram diminui¢gdo do percentual de
trabeculado 6sseo em relagao as outras concentragdes alcodlicas e aos

grupos isocaléricos (Tabela 14).
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Tabela 13 - Valores médios do percentual dsseo trabecular das fémeas

isocaiéricas em relagéo controle.

Diferenca médias  Erro .
GRUPO Médias vs controle padrao da P
(média = 63,616) diferenga
FG272 73,862 10,246 2,387 0,0742
FG45 70,736 7,120 4293 1659 0,2643
FGB”y 70,800 7,184 1,673 00,2581

*t 5(%) g1 = 16 = 2,593

Tabela 14 - Valores médios do percentual 6sseo trabecular das fémeas

considerando sexo, tratamento e concentracgao.

GRUPO Concentracdo  Média Grupos homogéneos
FG3 10% 73.862 A
FG2 10% 76.5980 A
FGS 20% 70.736 A
FG4 20% 75.508 A
FG7 30% 70.800 A
FG6 30% 54,890 B

Considerando as alieragdes no percentual de trabecular
bsseo, verificou-se para o grupo dos machos redugao significativa de
todas as concentragdes alcodlicas em relagdo ao grupo controle (Tabela

15 e Figura 11).
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Tabela 15 - Valores médios do percentual 6sseo trabecular nos grupos que

receberam alcool em relagéo ao grupo controle nos machos.

Diferenga médias  Erro padréo

s
GRUPO  Médias vs controle da t P
(média = 86,100) diferenca
MG2 61,244 24 856 4637 0,0008*
MG4 60,478 25622 5,360 4,780 0,0008*
MG6 46,168 39,932 7.450 0,0001*
*p<0,05

* 5(%){g| =16) = 2,593
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FIGURA 11 - Distribuigcdo dos valores médios do percentual de trabecular ésseo
sob tratamento alcodlico para os ratos machos em relagcdo ao

grupo controle.
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Aplicando o teste ANOVA intergrupo, seguido do teste de
comparacdc muitipla de Tukey (5%) para avaliar as variagbes no
percentual de osso trabecular, verificou-se no grupo dos machos que
receberam alcool o MGE foi estatisticamente inferior em relagéo aoc MG2 e
MG4, que por sua vez foram semelhantes enire si (Tabela 18).

Em relagdo ao grupo do alcool e seus isocaléricos,
verifica-se que para o grupo alcool MG4 nao diferiu do seu isocaidrico. No
entanto, tanto o MG2 quanto o0 MG6 apresentaram menor percentual de

trabéculas que seus isocaldricos associados.

Tabela 16 - Valores médios do trabeculado 0sseo dos fémures em relagao

ao sexo, tratamento e concentragéo para os machos.

GRUPO Concentragdc Média  Grupos homogéneos
MG3 10% 86.716 A
MG2 10% 61.244 B
MG5 20% 64.480 B
MG4 20% 60.478 B
MG7 30% 70.512 A B

MGB 30% 46.168 C
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5.3.86 Analise da densidade optica

Os dados foram expressos em média e desvio padréc por
grupo e o teste ANOVA seguido do teste de comparagdo mulltipla de
Tukey (5%) foi aplicado, separadamente para as fémeas e para os
machos, para ver se existia diferen¢a entre os grupos e quais diferiam
entre si, considerando o género dos animais.

Verificou-se nas fémeas, que os grupos FG1, FG2, FG3 e
FG5 nao diferiram entre si. O grupo FG4 apresentou valor de densidade
superior a todos 0s demais grupos, FG6 e FG7 tiveram seus valores de
densidade iguais entre si e inferiores aos demais. Dessa forma, pode-se
observar gue nao heouve alteracgédo estatistica para a concentrago
alcodlica de 10%, enquanto a concentragdo de 20% teve sua densidade
aumentada e a concentragéc de 30% sua densidade reduzida. Somente o
grupo isocalérico FG7 diferiu do grupo controle e dos demais isocaloricos,
apresentando-se com menor densidade, assim como seu grupo alcool

associado {Tabela 17).
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Tabela 17- Valores médios e desvio padriao da densidade optica (mmaAl)

de acordo com o tratamento e concentragéo para as fémeas.

GRUPO  Concentragéo Média {dp) Grupos homogéneos

GF1 - 1.304 £ 0.052 A

GF2 10% 1.310 £ 0.075 A

GF3 10% 1.285 £ (0.139 A

GF4 20% 1.596 + 0.067 B

GF5 20% 1.214 £ 0.144 A

GF6 30% 0.875+0.109 C
GF7 30% 1.060 + 0.085 C

Avaliando a densidade opti

ca dos machos, verificou-se por

S
- P N

meio da ANOVA que houve diferenca entre os grupos experimentais

(p=0,01696), sendo MG5 e MGS distintos dos demais. Considerando as

concentragbes aicoodlicas a densidade para o grupo alcool 30% foi

significativamente menor que as demais. Quanto aos grupos isocaléricos,

MG3 e 0o MG7 nao diferiram do grupo controle, porém MG5 apresentou

densidade maior que todos os demais grupos (Tabela 18).
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Tabela 18 - Valores médios e desvio padrio da densidade Optica (mmAl)

de acordo com o tratamento e concentragio para os

machos.
GRUPO  Concentragao Média (dp)} Grupos homogéneos

GM1 - 1.393 £ 0.037 A

GM2 10% 1.398 + 0.103 A

GM3 10% 1.415 £ 0.057 A

GM4 20% 1.410 = 0.069 A

GM5 20% 1.508 £ 0.075 B

GM6 30% 1.260 + 0.042 C
GM7 30% 1.422 £ 0.021 A




6 DISCUSSAO

O alcool &€ uma substancia que apresenta efeitos
farmacoldgicos no sistema nervoso central por interagir com receptores
especificos (BITTENCOURT?, 2000; FLEMING et al.*’, 2003; CARDOSO
et al."’, 2005) com efeitos em varios sistemas devido ao metabolismo
hepatico (LIEBER*"*%, 2000 e 2003) e também atua sobre o tecido 6sseo,
principalmente nos osteoblastos (KLEIN*?, 1997). Tem sido identificado
como um dos fatores de risco para a osteoporose induzindo a perda de
massa 6ssea (EASTELL et al.25, 1998; ORLIC & RAIZ®, 1998; RIGGS et -
al.®®, 2002; LANGER™, 2004; VONDRACEK & HANSEN®, 2004).

O consumo moderado de alcool aumenta os niveis de
estradiol na muilher pds-menopausa € em homens apresentando um
efeito protetor, sendo este mais evidente nas mulheres. O consumec de
alcool, em ratos machos, diminui os niveis circulantes de testosterona,
enquanto aumenta a producao de estradiol através da aromatizagéo da
testosterona, isto €, ¢ alcool faz com que a testosterona se converta em
estradiol, apresentandc efeito protetor também no sexo masculino
(KIMBLE"', 1997; TURNER & SIBONGAY, 2001; COMPSTON, 2001).

Sendc assim, ¢ objetivo do nosso trabatho foi avaliar e

comparar o efeito do consumo crénico do é&lcool no fémur de ratos
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machos e fémeas, em trés concentragbes diferentes, diariamente, durante
oito semanas.

Estudos em humanos sio dificeis de interpretar devido ao
pequeno numero de pacientes e pela grande variabilidade dos mesmos
quanto & idade, duragdc do consumo, padrdo de abusc do élcool e
interferéncia dos fatores de risco (TURNER®, 2000). £ muito dificil
também o controle da questdo nutricional, visto que os etilistas em geral
apresentam grandes partes das calorias ingeridas derivadas do etanol
(LIEBER?Y, 2000), que sao frequentemente associadas a redugéo de peso
corporal (LIEBER*®, 2003).

Devido a esses fatores, no presente estudo foi empregado
como modelo animal ratos, com a ﬁnalidaae de superar as limitacdes dos
estudos em humanos, permitindo cuidadoso controle do pesc dos
mesmos e da questdo nutricional. Pode-se verificar na literatura que
muitos estudos utilizam o rato, como modelo ja consagrado, para avaliar
os efeitos do consumo de alcool sobre o tecido dssec (SZEJNFELD¥,
2000; PENG et al.%', 1988; TURNER et al.%8, 2001; HOGAN et al.*, 1997;
SAMPSON', 1998; DYER et al.?®, 1998, HOGAN et al.¥’, 2001; ELMALI
et al. %, 2002; REED et al.®®, 2002; CALLACI et al."®, 2004).

O periodo experimental empregado neste trabalho foi
baseado em estudos prévios que demonstraram o efeito deletério do
consumo de alcool no tecido Osseo administrado por oito semanas

(HOGAN et al.*®, 1997; HOGAN et al.¥’, 2001) cu em menor tempo
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experimental (DYER et al.?®, 1998; HOGAN et al.*®, 1997; SAMPSON &
SPEARS™, 1999; HEFFERAN et al.®®, 2003; WEZEMAN et al.*!, 2003;
CALLACH et al."®, 2004) associada 2 dieta liquida com 35% de calorias
provenientes do etanof.

Devido a impossibilidade de acesso a referida dieta
previamente preparadas como na maioria dos trabathos da literatura, no
nosso experimento foram empregadas concentragdes diferentes de
alcool, que foram fornecidas aos animais, gue as consumiram livremente
associadas a ragdo convencional. Ac final do experimento, calculou-se o
valor energético da dieta e ¢ correspondente calérico derivado do aicool,
obtendo-se para a concentragéo de 10%: 25% para o grupo das fémeas e
22% para o grupo dos machos de calorias oriundas do alcool;, para a
concentragao de 20%: 39% para as fémeas e 36% para os machos de
calorias provenientes do alcoo! e para a concentragéo de 30%: 53% para
as fémeas e 46% para os machos.,

Pelos dados nutricionais do nossc experimento a
concentracdo de 20% corresponde a maioria dos trabaihos da literatura,
com resultados deletérios em relagic ao tecido 6sseo (HOGAN et al.®,
1997; SAMPSON et al.”®, 1997; SAMPSON™, 1998; DYER et al.”>, 1998;
SAMPSON & SPEARS™, 1999; HOGAN et al.*’, 2001; WEZEMAN &
GONG®, 2001; TURNER et al.®, 2001; TURNER et al.*®, 2001; REED et
al.%® 2002, WEZEMAN et al.™, 2003); embora trabalhos que utilizam

concentragbes menores também atingiu o tecido dsseo (PENG et al.%,
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1988; SAMPSON & SHIPLEY.™, 1997; TURNER et al.®®, 2001; ELMALI et
al.?, 2002; NYQUIST et al.*, 2002; CALLACI et al."®, 2004).

A instituigAdo dos grupos isocaldricos em nosso
experimento teve a finalidade de diferenciar o efeito direto e indireto do
atcool sobre o tecido dsseo, visto que a partir de 30% de calorias
provenientes das bebidas alcodlicas leva a uma diminuigao de proteinas e
vitaminas levando a um quadro de desnutrigdo (LIEBERY, 2000;
LIEBER*, 2003). Nc presente estudo, assim como em outros que avaliam
o tecido 6sseo (COLANTON] et al."®, 2000; HOGAN et al.¥’, 2001; REED
et al.®®, 2002; HEFFERAN et al.*, 2003), os grupos isocaléricos serviram
como controle nutricional simulando a deficiéncia associada a dieta

alcodlica.

E importante ressaitar que o experimento foi realizado em
duas etapas distintas, que corresponderam a diferentes estagbes
climaticas do ano. Por este motivo, houve discrepancia no aumento do
consumo observado nas fémeas 30%, as quais foram realizadas no veréo

conjuntamente com as trés concentragdes dos machos.

Quanto a idade, os nossos animais no inicio do
experimento tinham quatro meses de idade e no final seis meses, sendo
considerado pela literatura um adulto de trinta anos (SAMPSON™, 2002).
Esta questio da idade & importante, uma vez que a resposta do alcool
sobre o tecido 6sseo em desenvolvimento é diferente em relagéo a ossos

maduros. Dados da literatura mostram que o alcool administrado
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moderadamente & mulheres com mais de 65 anos apresenta efeito
protetor no entanto, em jovens, ocorre o risco de desenvolver diminuigdo
da massa dssea (SAMPSON™® | 1998 e 2002).

A idade dos animais em nosso trabalho pode ter
influenciado os resultados, pelo fato do nosso animal ser considerado no
inicio do experimento um adulto jovem, embora trabalhos com animais de
idade inferior aos nossos que receberam alcool tenham demonstrado
efeito sobre o osso (SAMPSON & SPEARS”, 1999, WEZEMAN &
GONG®, 2001, ELMALI et al®, 2002; NYQUIST et al*®, 2002
WEZEMAN et al.% 2003; CALLACI et al."®, 2004).

O fémur foi o osso escolhido por nc')s,_ por ser o mais
utilizado.e estudado por diversos autores em experimentagao animal
(PENG et al®' 1988, SAMPSON & SHIPLEY™®, 1997; SAMPSON &
SPEARS”’, 1999; HOGAN et al®® ¥ 1997 e 2001, WEZEMAN &
GONG®, 2001; NYQUIST et al.*®, 2002; CALLACI et al.’, 2004), além de
ser o mais importante na avaliagdo da osteoporose pela técnica da
densitometria em humanos (SZEJNFELD®, 2000; BAE & STEIN®, 2004;
FUKS?, 2004, LANGER®, 2004, VONDRACEK & HANSEN®, 2004.
BRANDAO & HAUACHE, 2005).

Um dos parametros avaliados no nosso trabalho foi o peso
do animal ac decorrer do experimento, uma vez que o alcool tem aito
nivel de calorias, € como refatado na literatura o individuo que bebe, n&o

se alimenta, pois fornece ac seu organismo altas calorias oriundas do
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préprio alcool, embora estas sejam consideradas de calorias “vazias’,
sem nenhum valor nutritivo e associadas & perda de peso e ndo
manutencéo da massa 6ssea (LIEBER*, 2003).

Nos nossos resultados, no grupo das fémeas e nos
machos nas concenirages de 20 e 30% respectivamente, houve perda
de peso, dados estes que se equiparam com os trabalhos de Nyquist, et
al.”®, 2002, Hogan et al.¥, 2001, Wezeman & Gong®, 2001; WEZEMAN
et al.®* 2003, embora em alguns trabalhos o alcool tenha sido
administrado por periodos diferentes e os animais também com sexo e
idade diferentes. Ainda quantc ao peso dos animais, as fémeas que
receberam dieta alcodlica nas concentragdes de 10 e 30%, além dos
machos nas conCentrag:ées de 10 e 20% n&o alteraram seu peso durante
0 experimento, o gue concordou com alguns trabalhos onde néo se
verificou alteragdo no peso dos animais (TURNER et al.%, 2001; REED et
al.%, 2002; ELMALI et al.?%, 2002; CALLACI et al."®, 2004).

Os resultados verificados quanto as alteragtes externas no
fémur nao mostraram diferenga de comprimento e largura anterc-posterior
para as fémeas nas trés concentragdes, no entanto, houve uma maior
distancia mésio-distal no fémur das fémeas do grupo alcool 30%. Nos
machos houve redugao do comprimento na concentragao de 30%, sendo
que a largura antero-posterior € mésio-distal ndo diferiram entre os grupos
experimentais. Pode-se, provaveimente, atribuir estas alteragbes

observadas como caracteristica anattmica dos animais gue constituiram
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esse grupo e ndo devido a reais alteragdes ocasionadas pelo consumo de
alcool. Outro fator importante a ser relacionado seria que os animais deste
trabalho, desde o comego do experimento, ja apresentavam tamanhos
bastante diferentes, sendo os machos muitoc maiores que as fémeas.
Considerando os recursos de avaliagao das medidas
dsseas externas, verifica-se que Hogan et al.®’ (2001) avaliando o
comprimento ndo identificaram alteragdes significativas entre os grupos
de tratamento em fémeas de nove meses com administragdo de alcool
(35% de calorias da dieta oriundas do éaicool) por oito e guatorze
semanas; no entanto com o emprego de outros critérios para verificar as
propriedades fisicas, extrinsecas e intrinsecas o efeito negativo do alcool
foi evidenciado. Além deste autor, Nyquist et al.*®, 2002 também néo
observou alteracdo no comprimento do fémur. No entanto, trabalhos de
Sampson & Spears’’, 1999 e Hogan et al.*’, 2001, empregando dieta com
35% das calorias provenientes do alcool demonstraram diminuigdo do
diametro do fémur. Sendo assim, pode-se sugerir que esse recurso de
avaliagdo para medidas externas utilizadas no presente trabalho

apresentaram pouca sensibilidade para detectar alteragdes dsseas.

Devido ao fate de existir maior suscetibilidade de ocorrer
interferéncia no osso trabecular do que no osso cortical durante o
processo de remodelagdo dssea (RANG et al.%, 2004; CALERO et al.”,
2000; GUEDES JUNIOR et al2 2003; FUKS? 2004) espera-se

respostas distintus nas avaliacbes de espessura da cortical e do
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percentual trabecuiar do fémur. Dessa forma, o presente estudc
encontrou comportamentos diferentes entre esses dois tipos de 0ss0s no

mesmo género do animal.

Para os machos nao foi observada nenhuma variacao da
espessura da cortical dssea, porém houve reducdo do osso trabecular.
Verificou-se redugado no percentual de osso trabecular nas ftrés
concentragbes alcodlicas, sendo a redugdo mais acentuada na
concentracdo de 30% em relagao as demais, atribuidas ao efeito direto do
etanol. Além disso, houve redugio no percentual de osso trabecular no
grupc isocalgrico associado ao alcool 20%, indicando efeito indireto,
provavelmente atribuido a desnutrigdo ocorrida nesse grupo. No entanto,
no isocalérico associado ac alcool 30% nao foi observada reducéo do
percentual trabecular em relacdo ao seu isocaldrico. Este fato era
esperado, pois segundo Lieber®® (2003) pode ocorrer comprometimento
nutricional quando o fornecimento caldrico de origem alcodlica uitrapassar

trinta por cento das calorias totais da dieta.

Existem indicios da ocorréncia de desequilibrio no
remodelamento 6sseo, levando ac predominio da reabsorgéo dssea em
adultos jovens que abusam do alcool em ambos os géneros (TURNER &
SIBONGAY, 2001). No entanto, existem poucas evidéncias gue estimam
o efeito do alcool no tecido 6sseo das mulheres, parecendo esse ser

influenciado pela etapa de desenvolvimento do animal {HOGAN et al.*®,
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1997), tempo de consumo (HOGAN et al.’’, 2001) e nivel de consumo

(TURNER et al.®8, 2001).

Para as fémeas nao foi observada nenhuma variaggo da
espessura da cortical ossea, porém houve ailteragao no osso trabecular
com redugdo do percentual de frabéculas apenas na concentracéo
alcodlica de 30%, sendo provavelmente decorrente unicamente do efeito
direto do alcool e ndec havendo prejuizo na condigdo nutricional, visto que
nac houve aiteracdo no seu correspondente isocalorico. Esses resultados
podem ser explicados, pois a presenga do élcool pode influenciar a forma
como o estrégeno interage com o tecido dsseo, aumentando seu efeito
protetor, pois o alcool reduz sua velocidade de metabolizagéo,
possibilifando maiores niveis circulatérioé do hormbdnio, além de inibir o

processo de remodelacéo (TURNER & SIBONG¥ |, 2001).

A diminuigdo do osso trabecular como conseqiiéncia do
consumo demonstrada por nds, também é observada em vérios trabalhos
(PENG et al®’, 1988, DYER et al.® 1998, HOGAN et al.¥, 2001,
SAMPSON & SHIPLEY™, 1997; SAMPSON et al.”®, 1997; SAMPSON™,
1998: TURNER et al.*%, 2001; REED et al.%, 2002), os quais/atriein que
essa diminuigdo provavelmente esta associada a interferéncia do alcool
sobre a proliferagéo dos osteoblastos (SAMPSON™, 1998; DYER et al.?,

1998; TURNER et al.®, 2001).

Ao analisarmos o comportamento da densidade &ptica

medida na regido da diafise de imagens radiograficas digitais foi verificado
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respostas distintas nos ratos machos em relagao as fémeas. Nas fémeas,
a densidade foi maior na concentragao alcodlica de 20%, provavelmente
devido ao efeito protetor do alcool mais evidente nas fémeas (TURNER &
SIBONGAY, 2001). Além disso, a densidade apresentou-se reduzida
tanto na concentragdo alcodlica de 30% como nc seu isocalbrico,
sugerindo ocorréncia de efeito direto do dlcool no tecido dsseo (KLEIN®,
1997} e indireto devido ao comprometimento nutricional que afeta o tecido
0sseo para essa concentragao nas fémeas. Ja para os machos, observou-
se reducéo da densidade dptica apenas para a concentracao alcodlica de
30%, n&o sendo essa redugdo verificada no seu isocaldrico
correspondente, indicando apenas efeito direto do aicool no tecido 6sseo
na maior. conceniracdo empregada. Estes dados de diminuigdoc da
densidade optica s&o concordantes com o¢s trabalhos de Sampson &
Spears’” (1999), Elmali et al.?® (2002), Nyquist et al.>® (2002), Wezeman

et al. % (2003) e Callaci et al.”® (2004).

Os resultados do presente estudo permite sugerir que o
tempo experimental de oito semanas, utilizado por nés, pode nao ter sido
suficiente para aiterar a estrutura dssea cortical tanto nos machos quénto
nas fémeas. No entanito, a estrutura trabecular foi alterada com
concenfracbes menores de alcool nos machos do que nas fémeas. A
densidade optica apresentou-se reduzida apenas na maior concentracéo

utilizada tanto nos machos guanto nas fémeas; porém, distintamente aos
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demais resultados a densidade foi aumentada em concentracbes

intermediarias nas fémeas.

Nossos resultados indicam que os machos demostraram
piores efeitos do alcool sobre o tecido 6sseo gque as fémeas, discordando
da literatura que afirma serem as mulheres mais sensiveis ao efeito do
alcool que os homens. Essa diferenga € devido ao fato das mutheres
apresentarem na sua constituicdo maior quantidade de gordura, menor
quantidade de agua, menor massa corpérea, levando a concentragbes
alcodlicas mais elevadas no sangue associada a mesma quantidade de
alcool ingerida peio homem (LIMA*®, 1998, PEREIRA et al.%®, 2002
ALVES et a1.2_ , 2003). No entanto, os ratos apresentam diferente forma de
metabclizagédo para o alcool em relagéo ao's humanos. Segundo Almeida
et al.' (1998) as fémeas mantém a preferéncia pelo etanol por maior
tempo e sdo mais habeis em metaboliza-lo com maior efetividade gue os
machos.

Trabalhos futuros que demonstrem o pape! protetor do
estrogeno sobre o tecido 6sseo associado ao consumo de alcool seriam
interessantes em animais ovariectomizados e orquiectomizados, pois
demostraria melhor qual a real influéncia da questdaoc hormonal nas

alteractes geradas pelo alcool nos 0ssos.



7 CONCLUSAO

Sob as condi¢bes experimentais realizadas, a analise dos

resultados tornou possivel concluir que:

a) o efeito do alcool foi mais evidente nos machos;

b) o efeito do alcool foi mais evidente no osso trabecular do
gue no cortical;

c) os efeitos para os pardmetros avaliados dentro do
mesmo génefo nao apresentaram uma reSpoéta dose-
dependente;

d) a maior concentragéo alcodfica (30%) foi a mais deletéria

para o tecido 6sseo.
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ABSTRACT

Considering that alcohol has been identified, in the literature, as an evident risk
factor for osteoporosis development, inducing loss of bone mass, the aim of this
study was to evaluate the effect of the alcohol on the femur of male and female
rats. For this purpose, 35 male and 35 female rats, divided into seven groups of
five animals per genera were included. The groups were; control group that
received food and water as much as they wished; alcohol group in the
concentrations of 10, 20 and 30% and the isocaloric groups corresponding to the
concentration of alcohol. After 8 weeks, the animals were sacrificed and
evaluated regarding to the body weight and nutritional conditions. Unilateral
femurs were removed and anaiyzed in relation to the length, width, and thickness
of the bone cortical, trabeculae percentage and optical density. Data obtained
were analyzed by ANOVA (Tukey; p<0.05). Regarding to the weight, loss of
weight was observed in the animals of the group alcohol 20% among females
and 30% among the males. in relation to the nutritional conditions, the females
with the dosages of 10, 20 and 30% of alcohol swaliowed a mean of 25, 38 and
53% of Kcall/ and the males 22, 36 and 45 Kcal/day coming from the alcohol.
Alcohol reduced the length of the femur only in the group MG6. Mesio-distal width
was higher in the group FG6 although the antero-posterior width was not
modified. The cortical thickness among males and females was not altered
however the percentage of trabeculae bone was reduced among females alcohol
30% and among males with the three alcoholic concentrations. Optical density
was reduced in the concentration of 30% among the males and females. Under
the experimental conditions, it could be conciuded that the effect of alcohol was
more evident among the males and in the trabeculae bone, and that the aicoholic
concentration of 30% was the most harmful for the bone tissue, probably ieading
to bone mass reduction and osteopenia.

KEY WORDS: Alcoholism; alcohol, osteoporosis, femur, bone formation,
osteoblasts, bone trabeculae
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