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Carvalho I.C.S. Efeito do alcool em osteoblastos de recém-nascidos de
ratas submetidas ao consumo crénico de etanol [dissertacdo]. Sdo José
dos Campos: Faculdade de Odontologia de S&o José dos Campos,
UNESP - Univ Estadual Paulista; 2011.

RESUMO

O élcool atua no organismo podendo trazer varias doencas, entretanto
sua acdo no tecido 0sseo ainda apresenta resultados controversos. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do consumo cronico de alcool a
20% em osteoblastos obtidos da calvaria de ratos recém-nascidos. Foram
utilizadas 18 ratas prenhas, tratadas durante a gestacao e divididas em
grupos conforme a dieta: alcool a 20%, grupo isocalérico, e controle. Aos
trés dias de vida, os recém-nascidos foram eutanasiados para remoc¢ao
da calvéaria e isolamento das células por meio de digestdo enzimatica
sequencial, sendo estas cultivadas por periodos de até 14 dias. Foram
realizados testes para avaliar o efeito do alcool na adeséo, proliferacao e
viabilidade celular, no conteddo de proteina total, na atividade da
fosfatase alcalina e nas formagdes nodulares de matriz mineralizada. Os
resultados mostraram que em geral, a adesao celular néo foi influenciada
pelo consumo crénico de alcool, jA que nao foi demonstrada diferenca
estatistica entre os grupos. Contudo, o grupo alcool apresentou aumento
significativo na proliferacdo, exceto no periodo de 1 dia, e nas formacodes
nodulares. Com relacéo a viabilidade celular, apenas no periodo de 3 dias
houve aumento significativo de células no grupo alcool. Os valores
representativos de proteina total variaram dependendo do periodo
estudado, sendo maior no grupo controle com 7 dias, porém aos 14 dias
houve maior média nos grupos isocaldrico e alcool. Quanto a fosfatase
alcalina observamos aumento de sua atividade nos grupos alcool e
isocalorico em todos os periodos. Concluimos que nesta metodologia, o
alcool ndo apresentou efeito deletério para os osteoblastos, talvez pelo
curto tempo de administracao.

Palavras-chave: Alcool etilico. Gestacdo. Técnicas de cultura celular.
Osteoblastos. Adesdo celular. Proliferacdo celular. Fosfatase alcalina.
Mineralizacao.



Carvalho I.C.S. The effect of alcohol on rat newborns osteoblasts
submitted to ethanol chronic consumption [dissertation]. Sdo José dos
Campos: School of Dentistry of Sdo José dos Campos, UNESP - Univ
Estadual Paulista; 2011.

ABSTRACT

The alcohol affects the organism and may cause various diseases, even
though its effects on bone metabolism are still controversial. The purpose
of this paper was to evaluate the effects of alcohol 20% chronic
consumption in osteoblasts obtained from the calvaria of newborn mice.
The alcohol was administrated to pregnant mice throughout the entire
pregnancy. For that purpose, 18 mice were used, divided in groups
according to the diet: 6 receiving alcohol 20%, 6 belonging to the
isocaloric group and 6 receiving water and ration at will. At three days of
life, the newborns were euthanized so as to remove the calvaria and start
the cell culture procedures. The osteoblastic lineage cells were isolated by
sequential enzymatic digestion and the osteoblasts were cultivated for
periods of 14 days or less. Tests were performed on the culture slides to
evaluate the effect of alcohol based on adhesion, proliferation and cellular
viability on total protein content, alkaline phosphatase activity and nodule
formation of mineralized matrix. The results have shown that the alcohol
group presented significant increase in proliferation, except for the period
of one day, and in nodule formation. A significant increase in the alcohol
group concerning cellular viability was only observed in the period of 3
days and there was no statistic difference in adhesion. The total protein
content was higher in the control group in 7 days, and the average higher
in the isocaloric and alcohol groups in 14 days, according to the periods of
time studied. An increase in the activity of the alkaline phosphatase was
observed in the isocaloric and alcohol groups in all periods of evaluation.
By this methodology, we have concluded that the alcohol has not
presented any deleterious effect on osteoblasts, possibly due to the short
period of administration.

Keywords: Ethyl alcohol. Gestation. Cell culture techniques. Osteoblasts.
Cell adhesion. Cell proliferation. Alkaline phosphatase. Mineralization.



1 INTRODUCAO

A grande aceitacdo social do alcool leva a falsa crenca de
inocéncia do seu uso, mas 0 consumo excessivo tem sido um dos
grandes problemas de saude das sociedades modernas.

O uso abusivo, aléem de estar relacionado a varias
patologias afeta também o0s o0ssos, podendo levar a fraturas Osseas,
osteopenia e osteoporose. Além disso, temos como consequéncia do
consumo de &lcool os problemas sociais, pois 0 seu uso esta associado a
acidentes graves e fatais de transito, homicidios, suicidios e outros
comportamentos violentos.

O consumo durante a gestacdo pode causar problemas
ao feto, uma vez que o alcool também possui efeito teratogénico. Um dos
efeitos que o consumo crénico de etanol pode causar ao feto é prejudicar
seu desenvolvimento 0sseo.

O Alcool atua no metabolismo 6sseo por agéo indireta
através da modulagédo de hormdénios envolvidos no metabolismo ésseo,
desenvolvimento de doencas hepaticas e desnutricdo e por acao direta
causando um efeito antiproliferativo nos osteoblastos. Os osteoblastos e
osteoclastos sdo as células responsaveis pelo mecanismo de
remodelacdo 0ssea, portanto torna-se essencial um equilibrio entre essas
células para que ndo ocorra perda de massa 0ssea.

Considerando o elevado consumo de &lcool, os efeitos
deletérios no tecido ésseo, o problema do consumo durante a gestacao, a
acao antiproliferativa sobre os osteoblastos e a auséncia de trabalhos na
literatura consultada que avaliem os efeitos do consumo do alcool durante
a gestacdo nos osteoblastos dos recém-nascidos, justifica-se assim, a
realizacéo deste trabalho.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Consumo do alcool

O alcoolismo, segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), € uma doenca severa, crbnica e degenerativa, sendo de dificil
tratamento e associada a violentas causas de mortes (WHO, 1999).

O artigo “Alcoholismus Chronicus” do médico sueco
Magnus Huss em 1849 foi a primeira descricdo sobre a definicdo e os
critérios que determinam a dependéncia ao consumo de alcool. Desde
entdo esses critérios vem sendo modificados (Gigliotti, Bessa, 2004) e
atualmente o diagnéstico mais aceito € baseado na classificacao
internacional de doencas (CID-10 — 1997) da OMS e no manual de
diagndstico e estatistico dos distarbios mentais da American Psychiatric
Association (DSM-IV — 1994).

Segundo o primeiro levantamento nacional sobre os
padrées de consumo de alcool etilico na populacdo do Brasil, 52% dos
brasileiros podem ser considerados bebedores, sendo que 27% faz uso
ocasional ou raro e 25% faz uso com frequéncia ho minimo semanal. I1sso
nos mostra como as bebidas alcodlicas, embora consideradas uma droga,
apresentam grande aceitacdo social. Seu consumo é um comportamento
adaptado a maioria das culturas e atinge tanto homens como mulheres,
apesar de ser mais frequente nos homens (Laranjeira et al.,2007).

O consumo de alcool estd associado a acidentes graves e
fatais de transito, a homicidios, a suicidios e uma ampla gama de
comportamentos violentos. Dados especulativos estimam que o Brasil

gaste, anualmente, 7,3% do Produto Interno Bruto (PIB) com
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consequéncias de problemas relacionados ao alcool — desde o tratamento
das condic6es médicas até a perda da produtividade decorrentes do seu
uso (Gallassi et al.,2008; Ponce et al., 2008). Logo se verifica que o
alcool, certamente, contribui para etiologia e manutencdo de varios
problemas sociais, econdbmicos e de saude enfrentados no Brasil
(Galduréz, Caetano, 2004) e seu uso exagerado pode originar um grave
transtorno de saude publica mundial (Gigliotti, Bessa, 2004).

De acordo com o relatério publicado pela OMS, cerca de
1,8 milh6es de mortes por ano sédo causadas pelo consumo de alcool e
estima-se que de 10% a 18% dos casos atendidos em emergéncias
hospitalares estejam relacionados ao consumo excessivo da substancia
(WHO, 2007).

Os limites de uso do etanol séo definidos pela dose, que €
determinada por cada pais, variando de 8 g de etanol absoluto no Reino
Unido a 19,75 g no Japao (Alves et al.,, 2003). No Brasil, segundo a
Associacdo Brasileira de Medicina de Trafego (2008), 12 g de etanol
correspondem a uma dose e deve ser relacionada com as bebidas
alcoolicas de consumo comum.

Legalmente, o consumo de bebidas alcodlicas no Brasil €
permitido para maiores de 18 anos de idade, mas nao ha efetividade no
cumprimento desta lei. Portanto, muitos individuos desde a adolescéncia
abusam do consumo de &lcool e esse abuso se torna um forte fator
desencadeante de alcoolismo na idade adulta (Laranjeira et al., 2007).

A nova regulamentacdo do codigo de transito brasileiro
dita que a capacidade de desempenhar funcdes cruciais para a condugcao
de veiculos encontra-se reduzida com alcoolemia acima de 0,5 g/L,
portanto o limite maximo de alcoolemia no sangue para uma pessoa ser
considerada ndo alcoolizada é de 0,2 g/L (Associacdo Brasileira de
Medicina de Trafego, 2008; Brasil, 2008).
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2.2 Metabolismo do alcool

Imediatamente, apds sua ingestdo, inicia-se a absorcao
do etanol pela mucosa bucal e alvéolos pulmonares em pequena
guantidade. Em seguida, cerca de 20% € absorvido no estdmago e o
restante no intestino delgado pelo processo de difusdo simples. Depois de
passar pelo trato gastrointestinal alcanca a circulacéo sistémica e por ser
uma molécula hidrossoluvel solubiliza-se no plasma e distribui-se pela
massa magra do corpo, cérebro, musculos e figado (Brienza, Stein, 2002;
Paton, 2005; Gemma et al., 2006; Fleming et al., 2010).

Essa farmacocinética marca a diferenca entre os efeitos
do alcool entre homens e mulheres, uma vez que o volume de distribuicéo
€ menor nas mulheres que nos homens. Além disso, as mulheres
possuem mais gordura e menor massa corpérea magra que os homens,
levando a concentracdes sanguineas mais elevadas que nos homens
para a mesma quantidade de alcool ingerida. No entanto a concentragcao
alcodlica que chega ao sangue é influenciada por fatores ambientais
como: a quantidade de etanol consumida em determinado tempo, a
guantidade de alimento no estbmago, o tipo de bebida alcodlica
consumida, e de fatores genéticos como: a variacdo nas principais
enzimas responsaveis pela metabolizacdo do etanol, a alcool
desidrogenase e a aldeido desidrogenase, além de outros fatores como a
massa corporal (Brienza, Stein, 2002; Paton, 2005; Gemma et al., 2006;
Zakhari, 2006; Fleming et al., 2010).

Ap6s a absorcdo do etanol cerca de 90% dessas
moléculas sdo metabolizadas no figado e uma pequena porcdo é
eliminada de forma inalterada pelos pulmdes, rins, suor e saliva (Paton,
2005; Gifford et al., 2008). O metabolismo dessa molécula envolve trés

vias, a via da enzima alcool desidrogenase, a via do sistema microssomal
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de oxidase de fungcdo mista e a via da catalase (Lieber, 2003; Lieber,
2004; Lieber, 2005; Fleming et al., 2010).

A principal e mais usual via de biotransformacao ocorre no
citosol de células gastricas e nos hepatdcitos, onde a molécula de etanol
€ convertida em acetaldeido pela acdo da enzima éalcool desidrogenase
(ADH). Essa reacdo utiliza o nicotinamida-adenina-dinucleotideo (NAD")
como receptor de hidrogénio e produz o nicotinamida-dinucleotideo
reduzido (NADH). O acetaldeido formado € convertido em acetato por
uma segunda enzima mitocondrial, a aldeido-desidrogenase (ALDH), que
também utiliza como coenzima o NAD" que é reduzido em NADH, o
acetato é rapidamente convertido em agua e dioxido de carbono (Mezey,
1980; Lieber, 2001; Paton, 2005; Gemma et al., 2006; Zakhari, 2006).

O acetaldeido € um produto téxico do etanol e altamente
prejudicial ao sistema nervoso central, tem atividade mutagénica e
carcinogénica (Zakhari, 2006; Seitz, Becker, 2007) e causa também
vasodilatacdo dos capilares cutaneos levando o individuo ao rubor e a
perda de calor (Fleming et al., 2010). Além disso, pode contribuir para a
hepatotoxicidade, hiperlipidemia, hipoglicemia, esteatose e gastrite
(Lieber, 2003; Lieber, 2005).

O segundo mecanismo de biotransformacdo do &lcool
segue a via do sistema microssomal de oxidacdo do alcool (MEOS) e
ocorre no reticulo endoplasmatico dos hepatécitos através do complexo
enzimatico citocromo P450. Esse mecanismo € acionado geralmente em
alcoolistas quando é consumida grande quantidade de etanol e o sistema
da ADH esta saturado, dessa forma cerca de 10% de moléculas de etanol
gue estdo no figado sdo metabolizadas por essa via. Nesse mecanismo o
alcool também €& convertido em acetaldeido, oxidando NADPH em
NADP*. Existe ainda uma terceira via de metabolizag¢do do etanol, na qual
uma pequena quantidade de moléculas € metabolizada no interior dos
peroxissomas sob acédo da enzima catalase (Lieber, 2003; Paton, 2005;
Gemma et al., 2006; Zakhari, 2006; Lu, Cederbaum, 2008).
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Segundo Fleming et al. (2010) a metabolizacédo do etanol
ocorre em velocidade constante e independe das suas concentracdes
séricas. Em média, um individuo oxida cerca de 10 mL/h, que
corresponde a 7,9 g, sendo que a maior parte € oxidada e que 2% a 10%
sdo eliminados na forma inalterada. Em ratos a saturacdo desta
biotransformacéo € de aproximadamente 700 mg/kg/h e o tempo de meia-
vida apos a administracao intravenosa de 250 mg/Kg nestes animais € de
30 minutos (Gifford et al., 2008).

A Dbiotransformacdo do alcool etilico € um dos
determinantes do desenvolvimento da dependéncia alcodlica. Estima-se
gue entre 50% a 60% do alcoolismo seja determinado geneticamente por
influéncia do polimorfismo nos sistemas de oxidacéo, pois tanto a enzima
aldeido desidrogenase quanto a alcool desidrogenase possuem isoformas
diferentes entre si na velocidade e eficiéncia de oxidacédo do acetaldeido e
do alcool etilico, respectivamente. Estudos recentes também sugerem
gue existe relacdo entre variaveis genéticas de receptores gabaérgicos,
principalmente o acido gama-aminobutirico A (GABA-A), com a incidéncia
de alcoolismo (Edenberg, 2007; Sloan et al., 2008; Strat et al., 2008).

A velocidade de biotransformacédo e o tempo em que 0s
metabdlitos toxicos ficam circulantes é que determinam o0s principais
danos celulares, pois quanto maior a deficiéncia nas enzimas
catalisadoras, maior o risco do alcool e do acetaldeido ficarem circulantes
e agirem de maneira toxica sobre os 6rgaos. Todavia, individuos que
possuem esse polimorfismo tendem a ingerir menos bebidas alcodlicas,
porque o aumento do acetaldeido promove varias reacdes desagradaveis
como rubor facial, vasodilatacdo periférica, confusdo mental, nausea,
cefaléia pulsante e taquicardia (Edenberg, 2007).

O polimorfismo genético para biotransformacgéo de etanol
pode ser observado em alguns grupos étnicos para deficiéncia
metabdlica, que reduz o risco de dependéncia como nos asiaticos (Strat
et al., 2008) e para maior eficiéncia nos afro-americanos (Scott, Taylor,



18

2007), que tém maiores indices de dependéncia ao etanol (Gemma et al.,
2006; Sloan et al., 2008). Em comparacgdes entre sexo, as mulheres sao
mais sensiveis aos efeitos do etanol pela menor concentracao da enzima
alcool desidrogenase ou pela diferenca na composicao bioquimica do
organismo (Sampson, 1997; Seitz, Becker, 2007).

2.3 Efeitos do alcool na dieta

O alcool, chamado quimicamente de etanol ou alcool
etilico, € uma fonte de energia diferente, pois ndo pode ser estocado ja
gue € uma substancia toxica. Logo, sua eliminacdo tem que ser imediata
e por isso tem prioridade no metabolismo, alterando outras vias
metabdlicas, incluindo a oxidacéao lipidica, o que favorece o estoque de
gorduras que se depositam preferencialmente na éarea abdominal
(Kachani et al., 2008).

O etanol fornece 7,1 Kcal/g, o que o faz ser considerado
um nutriente consideravel, comparando-se aos carboidratos (4 Kcal/g),
proteinas (4 Kcal/g) e lipidios (9 kcal/g) (Lieber, 2003; Otero; Cortés,
2008; Tujague; Kerr, 2009). Sabe-se que o alcool supre o alimento na
dieta de alcoolistas, no entanto, essas calorias sao ditas vazias, ou seja,
ndo estdo relacionadas com ingestdo de proteinas, sais minerais ou
vitaminas, levando esses individuos a desnutricdo (Lieber, 2003; Kachani
et al., 2008).

A desnutricdo priméaria ocorre quando o alcool substitui
outros nutrientes na dieta através dos habitos alimentares irregulares e
pela perda na qualidade da dieta, agravada pela alta concentracdo
energética presente nas bebidas alcodlicas ndo acompanhadas de
vitaminas e sais minerais (Lieber, 2003; Otero, Cortés, 2008; Tujague,
Kerr, 2009). A desnutricdo secundaria ocorre quando os alcoolistas



19

consomem nutrientes adequados, mas o etanol interfere na absorgcéo dos
nutrientes através das complicacdes gastrointestinais como a reducédo da
absorcédo, insuficiéncia hepatica, deficiéncia enzimatica e quebra da
barreira intestinal, aumentando o numero de bactérias no intestino e
enfraquecendo a defesa imunoldgica (Lieber, 2003; Otero, Cortés, 2008).

A baixa ingestdo de proteina reduz os niveis hepaticos de
ADH e leva & reducdo na biotransformacdo do etanol e,
consequentemente, sua maior permanéncia na circulacdo. Ja a
deficiéncia de zinco e magnésio no alcoolismo altera as funcdes
hipotalamicas com estimulo serotoninérgico e elevacdo de citocinas,
como fator de necrose tumoral e interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6) (Maio et
al., 2000; Simsek et al., 2005; Otero, Cortés, 2008).

A reducdo na absorcdo de vitaminas e minerais causa
uma baixa biodisponibilidade destes nutrientes, e isso altera todo estado
nutricional de um individuo, podendo também levar a desordens dsseas.
O calcio é obtido somente através da dieta e é o quinto elemento mineral
mais encontrado no organismo, em condi¢cdes normais, somente 1% do
calcio encontra-se no meio extracelular e nos tecidos moles e os 99%
restante estdo presentes no esqueleto e dentes, na forma de
hidroxiapatita (llich, Kerstetter, 2000; Nelson, Cox, 2004; Heaney, 2006;
Talmage, Talmage, 2006; Moe, 2008).

Em 2008, Berg et al. publicaram uma revisédo sistematica
da literatura e observaram que individuos que consumiam até uma dose
de bebida por dia apresentaram menor risco de fratura da bacia,
comparados com individuos que ndo consumiam bebidas alcodlicas.
Porém, individuos que consumiam mais de duas doses ao dia tinham
esse risco de fratura aumentado, iSso sugere que 0 consumo cronico
moderado de etanol seria benéfico ao tecido ésseo, enquanto que o
consumo exagerado € responsavel pelos maleficios. Entretanto, os
autores advertem que essa literatura é insuficiente para definir uma média

de consumo de alcool segura e capaz de minimizar o risco de fratura.
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Micaleff et al. (2007) estudaram quarenta voluntarios de
adultos jovens e idosos que consumiram 400 mL de vinho tinto por dia
durante duas semanas e verificaram que houve aumento significativo da
concentracdo sérica de antioxidantes nos individuos voluntarios, o que
sugere uma potente propriedade antioxidante fornecida pelo consumo de
vinho tinto e uma potencial protecdo no desenvolvimento de doencas
cardiovasculares.

Um dos antioxidantes mais promissores em pesquisa com
0 consumo de vinho é o resveratrol e este também tem sido utilizado em
pesquisas de processos oxidativos patologicos relacionados ao mau
funcionamento mitocondrial (Shin et al., 2009). Contudo, sabe-se que a
ingestdo de alcool em longo prazo e altas doses promove alteracbes
fisiologicas (Bagnardi et al., 2001), comportamentais (Laranjeira, Romano,
2004), neuroldgicas (Cunha, Novaes, 2004) e nutricionais severas (Lieber,
2003).

2.4 Tecido 6sseo e efeitos do alcool

O tecido 6sseo € o principal constituinte do esqueleto, que
tem trés funcdes basicas, sao elas, funcdo mecanica, sustenta o corpo e
€ o local onde se inserem os musculos, funcdo protetora, protege os
orgaos vitais como visceras e medula 6ssea e a funcdo metabdlica, pois €
0 maior reservatorio de ions calcio, fosfato e magnésio, que séao
necessarios para manutencdo da homeostasia mineral. O esqueleto em
desenvolvimento tem sua atividade voltada para o crescimento e a
modelacao 0ssea, processos que sao responsaveis pela forma e tamanho
do 0sso e no esqueleto adulto o crescimento e a modelacdo sé&o

reservados para reparar fraturas e microfraturas, logo a atividade
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metabdlica normal do esqueleto adulto € predominantemente a
remodelacéo éssea (Szejnfeld, 2000; Junqueira, Carneiro, 2009).

Estruturalmente o tecido 6sseo € dividido em dois tipos, o
cortical e o trabecular, eles sao formados pelos mesmos tipos celulares e
componentes intercelulares. Entretanto, 0 0sso cortical representa cerca
de 80% de toda massa Ossea esquelética, € formado por camadas
densas calcificadas e constitui as corticais dos 0ssos longos e é
encontrado, também, na camada externa de todos os 0ssos (Szejnfeld,
2000).

O osso trabecular tem uma porosidade caracteristica, logo
a disposicao espacial de seus componentes é diferente do osso cortical.
Nesse tipo de arranjo 0sseo 0s espacos medulares sdo maiores e
dispostos de forma irregular. Além disso, o 0sso trabecular € preenchido
por medula éssea, que também esta presente na diafise dos ossos longos
(Szejnfeld, 2000; Junqueira, Carneiro, 2009).

Aléem dessa matriz 6ssea calcificada o tecido 0sseo
também é formado por células. As células presentes sdo 0s ostedcitos,
localizados em cavidades ou lacunas no interior da matriz; o0s
osteoblastos, que produzem a parte organica da matriz e os osteoclastos,
células gigantes, méveis e multinucleadas, que participam do processo de
remodelacdo reabsorvendo o tecido 6sseo. As superficies 6sseas sao
revestidas por membranas conjuntivas que contém células osteogénicas,
a membrana externa € chamada peridsteo e a interna endosteo. A funcao
das células presentes nessas membranas é nutrir o tecido 0sseo e
fornecer novos osteoblastos para o crescimento e a renovagdo do 0Sso
(Szejnfeld, 2000; Junqueira, Carneiro, 2009).

O o0sso apesar de ser um tecido rigido esta em constante
remodelacdo e justamente por isso torna-se sensivel &s mudancgas nas
suas atividades celulares. No processo de remodelagédo os osteoblastos e
osteoclastos trabalham acoplados com o objetivo de substituir o tecido

senil, reorganizar o arranjo celular, manter a homeostasia mineral e
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adaptar a microarquitetura 6Ossea as forcas biomecénicas, logo um
desequilibrio entre a formacdo e a reabsorcdo Ossea pode levar ao
aparecimento de doencas (Szejnfeld, 2000; Hazenberg et al., 2007;
Henriksen et al., 2007).

A osteoporose, uma desordem esquelética caracterizada
pelo comprometimento da resisténcia 0ssea predispondo a um aumento
do risco de fratura, pode ser classificada em dois tipos principais, a forma
primaria ou idiopética e a secundaria. A forma primaria é classificada em
tipo | e I, no tipo | existe rapida perda éssea, ocorre na mulher
menopausada e atinge predominantemente o osso trabecular e a tipo I
esta relacionada ao envelhecimento e aparece por deficiéncia crénica de
célcio, aumento da atividade do paratorménio e diminuicdo da formacao
O0ssea (Sampson, 2002; Gali, 2001). Dentre os fatores de risco para o
desenvolvimento da osteoporose secundaria destaca-se o alcoolismo
(Osteoporosis Prevention, Diagnosis, and Therapy, 2000; Lane, 2006;
Metcalfe, 2008).

O consumo crénico excessivo de alcool pode resultar em
osteopenia e aumentar o risco de osteoporose. Esse habito ndo apenas
aumenta a incidéncia de fraturas provenientes de quedas, como atrasa a
cura da fratura. A osteopenia induzida por alcool resulta principalmente da
diminuicdo da formacédo 0ssea, ao contrario do que ocorre na osteoporose
induzida por deficiéncia estrogénica, em que se tem principalmente um
aumento da reabsorcdo é6ssea. O consumo crénico de alcool parece
afetar a atividade osteoblastica, suprimindo sua diferenciacdo na medula
0ssea e promovendo adipogénese. Na cura da fratura, o efeito do alcool é
suprimir a sintese de matriz 0ssea, possivelmente devido a inibicdo da
proliferacdo e diferenciacdo das células mesenquimais no reparo 0sseo.
O reparo 0Osseo deficiente resulta em pouca resisténcia, dureza e
contetdo mineral (Chakkalakal, 2005).

Os efeitos diretos do alcool sobre as células responsaveis

pela remodelacdo éssea, e consequente osteopenia, implicam em um
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déficit da deposicdo 6ssea dependente de osteoblasto e/ou por um
excesso de reabsorcdo Ossea dependente de osteoclasto. Isso foi
evidenciado por Dai et al. (2000) quando compararam a diferenca das
células de medula de camundongos normais e de camundongos
deficientes em IL-6, indutora de osteoclastogénese, e quantificaram a
densidade O0ssea mineral e a resposta da cultura celular de fibroblastos,
osteoblastos, osteoclastos e células da medula 6ssea para IL-6, estradiol,
testosterona e etanol. Os autores observaram que o etanol aumentou a
expressdo do RNAm de fator KB, receptor e ativador para osteoclastos
(RANKL), nas células da medula 6ssea de animais IL-6 positivos, mas
ndo nos animais com essa deficiéncia. Aléem disso, o etanol alterou
negativamente as caracteristicas dos osteoblastos como morfologia e
habilidade para a retencédo de calcio em ambos 0s animais e as culturas
deficientes em IL-6 foram incapazes de acumular precursores de
osteoclastos em resposta ao etanol.

Hogan et al. (2001) avaliaram o efeito do alcool em ratas
de 9 meses de idade ap6s o consumo de alcool durante os periodos de 8
e 14 semanas. Os animais foram divididos em: grupo alcool (que recebeu
solucao de etanol a 8,1%), grupo isocalérico e grupo controle. Os autores
observaram que a cortical 6ssea da regido proximal da tibia estava mais
delgada nos animais que receberam a&lcool, sendo que esse
adelgacamento foi mais expressivo no grupo que recebeu alcool por 14
semanas. O numero e volume das trabéculas O6sseas também foram
menores no grupo alcool, estando também associado ao tempo de dieta.
Os autores observaram também reducdo de 81% nas propriedades
mecanicas da regido distal da tibia do grupo alcool de 14 semanas, ja a
regido de diafise deste osso ndo apresentou diferenca. Os autores
concluiram que o consumo de &lcool leva a reducédo das propriedades
mecéanicas 0sseas e também do volume e nimero de trabéculas, sendo

gue a duracao da dieta tem grande importancia na intensidade do efeito.
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Chakkalakal et al. (2002) estudaram o efeito do consumo
do alcool no reparo ésseo. Eles utilizaram ratos com idade entre 8 e 10
semanas e os dividiram em 4 grupos: o grupo alcool recebeu 36% das
calorias em etanol; o segundo grupo recebeu dieta isocal6rica ao grupo
alcool, com as calorias do alcool substituidas por maltodextrina; o grupo
controle e o ultimo grupo recebeu a mesma dieta do grupo alcool até o
momento em que foi feita a lesé&o e depois recebeu dieta isocalérica. Apos
6 semanas do inicio da dieta, foi feita lesdo 0ssea nas fibulas dos animais
e apés 7 semanas 0s animais foram eutanasiados. As fibulas foram
removidas e foi feita avaliacdo do reparo 6sseo. Quando as fibulas foram
seccionadas no local da lesédo, a area em que o reparo ainda nao estava
completo, no grupo alcool, foi 30% maior que no grupo isocalodrico e 28%
maior que no grupo que recebeu dieta alcoolica e isocaldrica. O grupo
tratado com maltodextrina foi 14% menor que o grupo controle. Os
autores concluiram que 0s animais que ingeriram alcool apresentaram
reparo 0sseo deficiente quando comparados ao que nao ingeriram.

O consumo cronico de etanol atua no metabolismo 6sseo
por acdo indireta e direta. A acdo indireta ocorre, principalmente, pela
modulacdo de hormbénios envolvidos no metabolismo 6sseo (Sampson,
1997; Turner, 2000), desenvolvimento de doencas hepaticas e
desnutricdo (Lieber, 2000). Diretamente o alcool tem um efeito
antiproliferativo sobre os osteoblastos (Klein et al., 1996; Dyer et al.,
1998).

Friday e Howard (1991) estudaram, in vitro, os efeitos do
etanol na proliferacéo e funcdo de osteoblastos humanos. Para tanto os
autores isolaram osteoblastos de fragmentos de osso trabecular de
pacientes com doencga articular degenerativa submetidos a substituicdo
total de quadrii ou joelho e cultivaram as células em diferentes
concentracdes de alcool. Os autores observaram que o etanol tem efeito
inibitério dose-dependente na proliferacdo e sintese protéica de células

0sseas humanas e concluiram que estes resultados sugerem que o0
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mecanismo que contribui para osteopenia e fraturas 6sseas no alcoolismo
pode ser o efeito toxico direto do etanol sobre os osteoblastos e que o
etanol ndo deve ser usado como veiculo para outras substancias em
pesquisas com células 6sseas ja que ele ndo se mostrou um agente
inbcuo mesmo em baixas concentragdes.

Chavassieux et al. (1993) também avaliaram, in vitro, a
relacdo de dose-efeito do etanol em células osteoblasticas humanas. Os
autores concluiram que existe uma relacdo direta entre o aumento da
dose e o efeito do etanol diminuindo a atividade da fosfatase alcalina, a
secrecédo de osteocalcina e a proliferacdo dos osteoblastos.

Klein et al. (1996) avaliaram o efeito do etanol em uma
linhagem de células osteoblasticas de osteossarcoma humano (TE- 85)
sobre os parametros de crescimento celular e da atividade de poliaminas
e ornitina descarboxilase, enzima limitante para a sintese de poliaminas
gue sdo essenciais para a proliferacdo de varios tipos celulares. Os
autores concluiram que o etanol prejudicou a sintese de DNA e a
proliferacdo celular de forma dose-dependente, mas a atividade de
fosfatase alcalina manteve-se intacta, e a apoptose acelerada nao era
evidente. Assim, o numero de células reduzido foi resultado de um efeito
direto sobre o processo de proliferacdo e ndo um efeito toxico inespecifico
do etanol para acelerar a morte celular. A inducéo da atividade da ornitina
descarboxilase foi prejudicada em culturas de células expostas ao etanol
de wuma forma dose-dependente que acompanhou os efeitos
antiproliferativos e a administracdo suplementar de poliaminas melhorou
substancialmente a sintese de DNA. Estes dados confirmam um efeito
inibitoério direto do etanol sobre a proliferacdo dos osteoblastos, sem
toxicidade celular evidente que pode, em parte, explicar a redugcéo da
massa O0ssea observada em pessoas que consomem quantidades
excessivas de alcool.

Para entender melhor os efeitos do consumo de alcool no
processo de remodelacéo in vivo Dyer et al. (1998) usaram tibias de ratas
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para comparar a atividade e o numero de osteoblastos em animais
tratados com alcool 35%, animais tratados com solucao isocalérica a
solucdo alcoolica e animais controle. A ratas foram submetidas ao
tratamento por 6 semanas. O presente estudo relata que os animais
tratados com alcool tiveram uma reducao no volume de osso trabecular,
no numero de trabéculas e na espessura das trabéculas o0sseas em
relacdo ao grupo controle. O numero de osteoblastos ativos presentes na
superficie trabecular também foi menor, o que implica na reducédo da
proliferacdo dos osteoblastos e na espessura da cortical, indicando que a
atividade de osteoblastos foi reduzida.

Torricelli et al. (2007) avaliaram, in vitro, o efeito do
consumo de alcool e da deficiéncia estrogénica na atividade dos
osteoblastos. Os autores isolaram e cultivaram osteoblastos de ratas
divididas em: expostas ao vapor de etanol durante 7 semanas; com
deficiéncia estrogénica provocada por ovariectomia; e controle. Os
autores observaram que a taxa de proliferacdo osteoblastica, assim como
a capacidade sintética dos osteoblastos foram significativamente mais
afetadas pelo éalcool que pela deficiéncia estrogénica. Isso levou o0s
autores a concluirem que o habito de consumir bebidas alcoolicas pode
ser mais deléterio para 0 0sso que a deficiéncia de estrégeno.

Em 2008, Torricelli et al. avaliaram, in vitro, os efeitos do
alcool em osteoblastos. Para tanto, os autores expuseram ratos ao vapor
de etanol durante 7 semanas de forma intermitente e depois isolaram
osteoblastos de seu o0sso trabecular e cultivaram em titanio
comercialmente puro. Todos os resultados mostraram um declinio na
viabilidade celular e atividade sintética dos osteoblastos expostos ao
etanol, sugerindo que o abuso do alcool afeta a reparacdo 6ssea e reduz
a capacidade de formar osso nas amostras padrao.

Rosa et al. (2008) investigaram se o consumo crénico de
etanol e a exposicdo posterior do osteoblasto ao élcool afetaria a
diferenciacdo  osteoblastica, avaliando parametros chaves da
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osteogénese in vitro. Para tanto, os ratos foram tratados com 5 a 20% de
etanol, com um aumento de 5% por semana por um periodo de quatro
semanas para habituacéo dos animais. Depois o nivel de 20% foi mantido
durante 15 dias para simular o consumo crénico. As células-tronco do
grupo controle (CONT) ou grupo dos animais tratados com etanol (ETH)
foram cultivadas em meio osteogénico que foi (ETH) ou ndo (CONT)
suplementado com 1,3 mM etanol. Assim, quatro grupos relacionados
com o tratamento do animal / suplementacdo do meio de cultura foram
avaliados: (1) CONT / CONT, (2) ETH / CONT, (3) CONT / ETH e (4) ETH
/ ETH. Nos resultados néo foi observada diferenca na morfologia entre os
tratamentos. O numero de células foi afetada nos dias 7 e 10 do seguinte
modo: CONT / CONT = CONT / ETH < ETH / CONT = ETH / ETH. O
tempo de duplicacdo entre 3 e 10 dias foi maior nos grupos de animais
CONT: ETH / ETH = ETH / CONT < CONT / ETH = CONT / CONT. A
viabilidade celular e a atividade de fosfatase alcalina ndo foram afetadas
por um ou outro tratamento de animais ou a exposicao da cultura para
etanol. Em 21 dias, o teor de proteina total foi afetado da seguinte forma:
ETH/ ETH = CONT / ETH < ETH / CONT = CONT / CONT. A formacéao
de nodulos foi afetada da seguinte forma: ETH / ETH < CONT / ETH <
ETH / CONT < CONT / CONT. Estes resultados mostram que a ingestao
cronica de alcool, seguido pela exposi¢cdo ao etanol de osteoblastos, inibe
a diferenciacdo dos osteoblastos, como indicado por uma taxa de
aumento da proliferacdo e pela reducdo da formacdo dos nodulos de
mineralizagao.

O etanol também tem efeito teratogénico, a Sindrome
Fetal Alcodlica (SFA) € uma das graves consequéncias que a exposi¢cao
ao alcool durante a gestacdo pode causar. Esta sindrome esta associada
a um conjunto de dismorfias fisicas, crescimento intra-uterino atrasado e
deficiéncia intelectual pos-natal (Rifas et al., 1997; Long et al., 2010).

Outro efeito do consumo cronico de etanol durante a

gestacdo esta presente no desenvolvimento 0sseo. Baseados nisso
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Ramadoss et al.,, 2006 estudaram o efeito do consumo exagerado de
alcool durante toda a gestacdo em ovinos avaliando a for¢ca e crescimento
dos ossos dos fetos e das mées e verificaram que 0s 0ssos da mae nao
sofreram alteracdo, mas as altas doses de 4&lcool resultaram na
diminuicdo da forca do fémur dos fetos e as menores doses de alcool
aumentaram a forca do fémur dos fetos quando comparados ao grupo
gue nao recebeu alcool durante a gestacdo. Além disso 0os o0ssos dos
fetos expostos ao alcool também tenderam a apresentar comprimentos
reduzidos, e concluiram que os efeitos da exposi¢do ao alcool durante a
gestacéo sdo dose-depende.

Diante do elevado consumo de alcool, dos efeitos
deletérios causados pelo consumo do alcool no tecido 6sseo das pessoas
gue o consomem, do problema do consumo de alcool durante a gestacéo
e suas consequéncias no tecido 6sseo do feto ainda pouco estudadas, da
acao antiproliferativa do alcool sobre os osteoblastos e a auséncia de
trabalhos na literatura consultada que avaliem os efeitos do consumo do
alcool durante a gestacéo nos osteoblastos dos recém-nascidos, torna-se
interessante estudar o efeito desta substancia em osteoblastos de recém,-
nascidos de ratas submetidas ao consumo crénico de etanol durante a

gestacao.



3 PROPOSICAO

A proposta desta pesquisa foi avaliar o efeito do consumo
cronico de alcool em osteoblastos obtidos da calvaria de recém-nascidos
de ratas submetidas ao consumo crbénico de etanol a 20% durante a
gestacdo. Para tanto, analisou-se o comportamento celular baseado na
adesdo, proliferacéo e viabilidade celular, no conteddo de proteina total,
na atividade de fosfatase alcalina e na quantificagdo de formacdes

nodulares e matriz mineralizada.



4 MATERIAL E METODO

Este trabalho foi submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia de S&o José dos Campos,
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (FOSJC-UNESP)
e aceito sob o protocolo n°® 002/2010 (Anexo A), além disso, foi realizado
de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal, adotado

pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdao Animal (COBEA).

4.1 Animais

Para este trabalho foram utilizadas dezoito ratas (Rattus
norvegicus, variacdo albinus, Wistar) de idade adulta (por volta de trés
meses de idade), com peso corpéreo em média de 300 g, fornecidas pelo
Biotério da Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos -
UNESP. Os animais foram mantidos em gaiolas a temperatura ambiente e
alimentados com dieta solida e liquida controladas, dependendo do grupo

experimental.

4.1.1 Gestacéo

As ratas foram acasaladas e para verificacdo do inicio da
prenhez foi realizado o esfregaco vaginal, utilizando-se uma cureta que,

depois de flambada, foi colocada em uma solucdo de NaCl 0,9%, e
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introduzida na vagina da rata. A secre¢do obtida foi colocada em uma
lamina de vidro e, mediante observacdo ao microscopio O6ptico, foi
verificada a presenca ou ndo de espermatozoides, além da fase estro do
ciclo estral (Figura 1). Este critério foi o fator de diagnéstico positivo de
prenhez, sendo entdo considerado o dia zero de prenhez (Kato et al.,
1979). Apo6s o diagnostico positivo as ratas foram tratadas de acordo com

0 grupo experimental.

f

Figura 1 — Esfregaco vaginal com presenca de espermatozoides (setas) confirmando a
prenhez.

4.1.2 Grupos experimentais

A partir da constatacdo da prenhez, as ratas foram

divididas em trés grupos:

a) Grupo Controle: tratadas com agua e racdo a
vontade;

b) Grupo alcool: tratadas com solucdo alcodlica a
20%, diariamente, por vinte e um dias e com

racdo a vontade;
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c) Grupo controle nutricional isocal6rico: tratadas
com dieta liquida contendo sacarose e ragdo com
a quantidade média ingerida de véspera pelo

grupo alcool, além de agua a vontade.

A dieta solida empregada para todos os grupos foi a racao
Nutrilabor (Guabi, Campinas, SP, BR). O grupo alcool recebeu 50 g de
racdo diariamente por animal. No dia seguinte, as porcdes restantes
foram pesadas e assim, foi obtida a quantidade média de racao ingerida,
gue entdo foi fornecida para os animais do grupo isocalérico. O grupo
controle recebeu dieta sélida a vontade.

Os animais do grupo alcool receberam alcool etilico
absoluto ACS-99,5° (Synth, Diadema, SP, BR), durante todo periodo da
gestacdo, a partir do dia zero. As solucdes foram preparadas e oferecidas
diariamente na concentracao alcoodlica de 20%. Foram fornecidos 50 mL
de solucdo alcoodlica para cada rata. e no dia seguinte registrada a
guantidade de solucéo alcodlica ingerida. O grupo isocaldrico recebeu a
mesma quantidade de solucdo de sacarose que o grupo alcool ingeriu de
solucdo alcodlica, além de agua a vontade. O grupo controle recebeu

agua a vontade (Rocha, 2005).

4.1.3 Eutanasia dos animais

Transcorridos vinte e um dias da gestacgao, os filhotes
nasceram por parto normal. Para a coleta da calvaria, os mesmos foram

eutanasiados aos trés dias de vida por decapitacao (Figura 2).
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Figura 2 —Animais aos trés dias de vida.

4.2 Procedimentos de cultura celular

4.2.1 Isolamento de células da linhagem osteoblastica e desenvolvimento

de cultura primaria osteogénica

Depois de retiradas as calvarias, estas foram lavadas
primeiramente em solucéo de fosfato tamponada (PBS, Gibco, Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA) com gentamicina 1% (Gibco). A seguir foram limpas
delicadamente em lenco estéril (Kimwippes, Kimberly-Clark Corporation,
GA, EUA) para retirada dos tecidos moles. Finalmente, as calvéarias foram
lavadas em uma solucdo contendo 90% de solucdo de PBS (Gibco)
associado a 1% de gentamicina (Gibco) e 9% de Meio Essencial Minimo,
modificacdo alfa, com L-glutamina (a-MEM, Gibco), e durante essa
lavagem as suturas foram retiradas com auxilio de uma tesoura estéril
(Figura 3).
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Figura 3 — Isolamento de células osteogénicas. a) remo¢do da calvéaria; b) banhos
sequenciais; ¢) remog¢do de tecidos moles; d) remocao das suturas.

As células osteogénicas foram isoladas, por digestédo
enzimatica sequencial, dos fragmentos de calvaria dos filhotes cujas
maes foram previamente tratadas de acordo com cada grupo
experimental. A digestdo enzimatica foi realizada utilizando solucdo de
tripsina 0,25% (Gibco) e colagenase tipo Il 0,1% (Gibco), como descrito
previamente por Oliveira e Nanci (2004). Nesse processo foi necesséria a
utilizacdo de banho-maria com agitacdo (Banho metabdlico Dubnoff MA-
095/CF) e fragmentagcdo manual das calvérias para auxiliar a remocao
das células. Adicionalmente, foi realizada a centrifugagdo (Centrifuga
Labnet - HERMLE Z 300 K) para auxiliar na formagcao do pellet celular,
depois de formado o pellet as células foram homogeneizadas novamente
e filtradas em filtro de 200 ym para serem plaqueadas (Figura 4).
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Figura 4 — Isolamento de células osteogénicas. a) banho maria (Banho metabdlico
Dubnoff MA-095/CF) sob agitacdo; b) fragmentacdo manual das calvérias; c)
centrifugacdo (Centrifuga Labnet HERMLE Z 300 K); d) filtragem das células
osteogénicas para cultura.

As células foram plagueadas em placas de poliestireno de
24 pocos, na densidade de 20.000 células/poco. Estas células foram
cultivadas por periodos de até 14 dias em solucdo de a-MEM (Gibco),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco), 7 mM de beta-
glicerofosfato (Sigma, St. Louis, MO, EUA), 5 pg/mL de acido ascorbico
(Sigma) e 50 pg/mL de gentamicina (Gibco), a temperatura de 37°C, em
atmosfera umida contendo 5% de CO; (Incubadora Ultrasafe HF 212 UV).
O meio de cultura foi trocado a cada trés dias e a progresséo da cultura
avaliada por microscopia de fase invertida (Microscopio Carl Zeiss

Microlimaging GmbH — Axiovert 40C, Germany).
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4.2.2 Adesao celular

Para avaliacdo da adesdo celular, as células foram
cultivadas por 4 e 24 h apos o isolamento celular. Apds a remocao do
meio de cultura os pocos inicialmente plaqueados com densidade celular
de 20.000 células/poco foram lavados trés vezes com PBS (Gibco) a
37°C, para a remocéo das células ndo aderidas. No periodo de 4 h as
células aderidas foram enzimaticamente removidas dos pogos com a
utilizacdo de 1 mM de acido etilenodiamino tetracético (EDTA, Gibco),
tripsina 0,25% (Gibco) e 1,3 mg/mL de colagenase tipo Il (Gibco) e
contadas na camara de Neubauer (Optik Labor). No periodo de 24 h as
células aderidas foram removidas, como descrito anteriormente, coradas
com azul de Trypan 0,4% (Gibco) e contadas na camara de Neubauer
(Figura 5) (Rosa, Beloti, 2003). Os valores obtidos foram expressos em

porcentagem de células em relacdo ao namero inicial de células.

a b c

Figura 5 — Adeséo celular. a) corante azul de Trypan; b) camara de Neubauer; c)
microscopio (Microscopio Carl Zeiss Microlimaging GmbH — Axiovert 40C, Germany)
utilizado para contagem das células.



37

4.2.3 Proliferagcao celular

Para avaliacdo da proliferacdo celular, as células foram
cultivadas nos periodos de 1, 3, 7 e 10 dias apos o isolamento celular. O
meio de cultura foi removido dos pocos, inicialmente plaqueados com
densidade celular de 20.000 células/poco,e estes foram lavados trés
vezes com PBS (Gibco) a 37°C para remocdo das células que nao
estavam aderidas. As células aderidas foram enzimaticamente removidas
dos pocos com a utilizacdo de 1 mM de acido etilenodiamino tetracético
(EDTA, Gibco), tripsina 0,25% (Gibco) e 1,3 mg/mL de colagenase tipo Il
(Gibco). Em seguida as células foram coradas com azul de Trypan 0,4%
(Gibco) e contadas na camara de Neubauer (Beloti et al., 2008). Os
valores foram expressos em uma curva de crescimento celular em

namero de células por poco.

4.2.4 Determinacéo da viabilidade celular

Para a avaliacdo da viabilidade celular, as células foram
cultivadas nos pocos e avaliadas em trés periodos: 3, 7 e 10 dias. A
analise foi realizada pelo ensaio colorimétrico MTT [(brometo de 3-4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliol] (Sigma), que corresponde a um sal
gue é reduzido pela proteinase succinato desidrogenase ativa apenas em
células viaveis. Inicialmente, foram preparadas aliquotas de MTT (Sigma)
a 5 mg/mL em PBS (Gibco). Em seguida retirou-se o meio de cultura dos
pocos, plagueados com densidade celular de 20.000 células/poco, que
foram incubados com 1 mL solugdo de MTT a 10% em meio de cultura
por 4 horas a 37°C, em atmosfera umidificada contendo 5% de CO; e
95% de ar atmosférico. Apds esse periodo, as culturas foram lavadas com
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1 mL de PBS (Gibco) aquecido a 37°C. Em seguida, o PBS foi removido e
adicionado 1 mL de solucdo de isopropanol acido (0,04 N HCL em
isopropanol) em cada poc¢o, 0 qual permaneceu sob agitacdo (Mesa
Agitadora Orbital Solab) por 5 minutos, para a solubilizagdo completa do
precipitado formado. Aliquotas de 200 pL foram retiradas de cada pocgo e
transferidas para pocos identificados na placa de 96 pocos para a
mensuracdo colorimétrica em espectrofotometro (Biotek — EL808IU) no
comprimento de onda de 570 nm com correc¢éao para 650 nm (Rosa et al.,

2009). Os dados foram expressos em densidade oOptica (Figura 6).

C

Figura 6 — MTT. a) sal MTT; b) espectrofotdbmetro (Biotek — EL808IU); c¢) placa de 96
pocos contendo as aliquotas para leitura.
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4.2.5 Conteudo de proteina total (PTN)

O conteudo de proteina total foi avaliado apos 7, 10 e 14
dias de cultura, de acordo com o método modificado de Lowry et al.
(1951). Apos a remogéo do meio de cultura dos pogos, inicialmente
plaqueados com densidade celular de 20.000 células/poco, estes foram
lavados trés vezes com PBS (Gibco) a 37°C e preenchidos com 2 mL de
lauril sulfato de sédio 0,1% (Sigma). Apés 30 minutos, 1 mL da solucéo de
cada poco foi misturado a 1 mL da solucdo de Lowry (Sigma), esta
mistura permaneceu por 20 minutos a temperatura ambiente. Em seguida
foi adicionado 1 mL de reagente de Folin e Ciocalteau 20% (Sigma) e a
mistura permaneceu por 30 minutos, em temperatura ambiente, para o
desenvolvimento da cor. Apos este periodo, a absorbancia foi aferida
espectrofotometricamente (Shimadzu Europa GmbH UV 1203) a 680 nm.
O conteudo de proteina total foi calculado a partir de uma curva padrao de

albumina bovina (Sigma) e expresso em ug /mL (Figura 7).
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Figura 7 — Proteina total. a) pogos prenchidos com lauril sulfato de sédio; b) tubos de
ensaio recebendo reagente de Lowry; c) reagente de Folin e Ciocalteau; d) tubos de
ensaio contendo o0s reagentes e as aliquotas das amostras; e) espectrofotdmetro

(Shimadzu Europa GmbH UV 1203).
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4.2.6 Atividade da fosfatase alcalina (ALP)

A atividade de fosfatase alcalina foi determinada nos
mesmos lisados celulares utilizados para a avaliagdo do conteudo de
proteina total, por meio da liberacdo de timolftaleina por hidrélise do
substrato de timolftaleina monofosfato, utilizando kit comercial (Labtest
Diagnostica, Belo Horizonte, MG, BR), de acordo com as instru¢cdes do
fabricante. Inicialmente, 50 pL de timolftaleina monofosfato foram
misturados com 0,5 mL de tamp&o dietanolamina a 0,3 M, pH 10,1 por 2
minutos a 37°C em banho-maria. A solucdo foi acrescida com uma
aliquota de 50 uL dos lisados obtidos de cada poco, permanecendo por
10 minutos a 37°C em banho-maria. Para o desenvolvimento da cor,
foram adicionados 2 mL da solucdo de Na,CO3; a 0,09 M e NaOH a 0,25
M. Apos 30 minutos, a absorbancia foi medida em espectrofotdmetro
(Shimadzu Europa GmbH UV 1203) utilizando comprimento de onda de
590 nm e a atividade de fosfatase alcalina calculada como preconizado no
Kit comercial (De Oliva et al.,, 2009). Os dados foram expressos nos
tempos de 7, 10 e 14 dias em pmol de timolftaleina/hora/mg de proteina

através de formulas matematicas (Figura 8).
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Figura 8 — Fosfatase alcalina. a) lisados celulares; b) kit comercial Labtest; ¢) tubos de
ensaio com reagentes recebendo aliquotas das amostras; d) tubos de ensaio contendo
0s reagentes e as aliquotas das amostras; e) espectrofotdbmetro (Shimadzu Europa

GmbH UV 1203).
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4.2.7 Quantificacédo de formacgdes nodulares e matriz mineralizada

Ap6s 14 dias, o meio de cultura foi removido dos pocos,
inicialmente plagueados com densidade celular de 20.000 células/pogo, e
estes foram lavados em 1 mL de solugcdo de Hank’s (Sigma) a 37°C por
duas vezes e as células foram fixadas em 2 mL de alcool 70% (Synth) por
1 h em 4°C. Posteriormente, o alcool foi retirado e os pocos foram lavados
com 1 mL PBS (Gibco) por duas vezes. Em seguida, o PBS foi retirado, a
cultura lavada com 1 mL de agua deionizada por duas vezes e corada
com vermelho de Alizarina S 2% (Sigma), pH 4,2, por 15 minutos a
temperatura ambiente (De Oliva et al., 2009), depois lavou-se varias
vezes cada poco para retirar 0 excesso de corante e as placas foram
deixadas por 24 h em temperatura ambiente para secagem total dos
pocos. Este teste foi utilizado para a detecgcdo macro e microscopica das
formacBes nodulares e matriz mineralizada, os quais foram fotografados
com camera digital (Sony Digital F828, CyberShot, 8.0 megapixels).

A quantificacdo das formacBes mineralizadas foi realizada
de acordo com o método descrito por Gregory et al. (2004) e Rosa et
al.(2009). Para tanto, 280 pyL de acido acético 10% foi adicionado em
cada poco e incubado em temperatura ambiente, sob agitacdo, durante
30 minutos. Apoés este periodo, 0s pogos foram raspados com auxilio de
uma ponteira, para a remocao da pelicula formada. Todo conteudo de
cada um dos pocos foi transferido para microtubos de centrifuga de 1,5
mL, e agitados em vortex (Vertex QL-901) por 30 segundos. Os
microtubos foram levados ao banho-maria e aquecidos por 10 minutos, a
85°C sendo posteriormente, transferidos para um becker com gelo por 5
minutos. A seguir foram centrifugados por 20 minutos a 13000 G e 100 uL
do sobrenadante foi transferido para pocos identificados na placa de 96
pocos. Nestes foram acrescidos 40 uL de hidréxido de aménia 10%, para
neutralizacdo do acido e a leitura foi realizada, em espectrofotdmetro
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(Biotek - EL808IU), sob o comprimento de onda de 405 nm. Os valores

foram expressos em densidade Optica (Figura 9).

e f

Figura 9 — Quantificacdo de formacdes nodulares e matriz mineralizada. a) sal de
Hank’s; b) corante vermelho Alizarina S; c) formacdes nodulares coradas com vermelho
Alizarina S; d) os reagentes hidroxido de amodnia e &cido acético; e) centrifuga
(Centrifuga Labnet - HERMLE Z 300 K); f) espectrofotdmetro (Biotek — EL808IU).
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4.3 Método de analise dos resultados

Os dados apresentados neste trabalho sdo resultados
representativos de trés experimentos separados de culturas celulares
estabelecidas a partir de animais diferentes (triplicata), com seis pogos
para todos os grupos testados para cada parametro avaliado (n=6).

O teste de Levene foi utilizado para testar a
homocedasticidade das variancias e o teste de Anderson-Darling para
testar a normalidade da distribuicdo dos dados.

Na avaliacdo da adesdo celular foi utilizado o teste t-
Student para comparar os dados obtidos com o numero inicial de células
plaqueadas. Para comparar os grupos entre si foi utilizado o teste de
Mann-Whitney.

Para comparar os valores entre os periodos dentro do
mesmo grupo, foi utilizado o teste de Friedman nos dados obtidos da
proliferacdo e viabilidade celular, atividade da fosfatase alcalina e
conteudo de proteina total. Para determinar entre quais periodos a
diferenca estatistica ocorreu foram comparados todos o0s periodos aos
pares através do teste ndo-paramétrico de Wilcoxon.

Visando estabelecer comparacfes entre 0s grupos em
cada um dos periodos de avaliacao, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis
nos dados obtidos de proliferacdo e viabilidade celular, atividade da
fosfatase alcalina, conteddo de proteina total e quantificacdo de
formacfes nodulares e matriz mineralizada. Além disso, para comparacao
da proliferacdo e viabilidade celular, atividade da fosfatase alcalina e
conteudo de proteina total em cada periodo para 0s grupos que
demonstraram diferenca estatistica foram utilizado também o teste
estatistico de Mann-Whitney.

Todos os resultados foram avaliados estatisticamente

com um nivel de significancia definido de 5%.



5 RESULTADOS

5.1 Adesao celular

Para a adesdo celular foi calculada a porcentagem de
células aderidas em relacdo ao nuamero inicial de células plaqueadas
(20.000 células/pogo). Os dados da quantidade de células aderidas,
referentes a estatistica descrita e os resultados do teste estatistico de T-
Student (p<0,05) estdo apresentadas na figura 10 e tabela 1. Ao
analisarmos a figura 10 verificou-se que em todos 0s grupos
experimentais no periodo de 4 horas haviam menos células aderidas do

gue no periodo de 24 horas.

Figura 10 — Grafico representativo da adeséo celular em porcentagem de osteoblastos
de cada grupo experimental nos varios periodos.
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Tabela 1 — Média e + desvio padrdo da adeséo celular em porcentagem
de osteoblastos de cada grupo experimental nos varios periodos

Grupo Controle Grupo Alcool Grupo Isocaldrico
Adeséo Celular (n=18) (n=18) (n=18)
24 24 24
4 horas 4 horas 4 horas

horas horas horas

Média + desvio 39,6 95,8 42,4 99,1 26,4 87,5
padréo + 18,6* +41,7 + 30,2* + 75,6 +11,6* +32,6
p 0,001 0,677 0,001 0,959 0,001 0,122

*Diferenga estatisticamente significativa

Na tabela 1 observa-se que em todos 0s grupos a
porcentagem de células aderidas no periodo de 4 horas apresentou
diferenca estatisticamente significante com relacdo ao numero inicial de
células. Foi utilizado o teste T-Student para a comparacdo das medias
nos dois diferentes tempos em relacdo a um parametro fixo, ou seja, em
relacédo a 100%.

Em seguida, foi realizada a comparacdo da adesdao
celular em cada periodo para todos 0s grupos, nesse caso utilizou-se o
teste estatistico de Mann-Whitney. A tabela 2 mostra os valores de p da
comparacao dos grupos em si. Foi observada diferenca estatisticamente
significante somente entre 0s grupos controle e isocalorico para o tempo

de 4 horas.

Tabela 2 — Valores de p para adesédo celular de osteoblastos em
porcentagem entre 0s grupos em cada periodo

Controle Alcool
Alcool 0,691
4 horas —
Isocalérico 0,016* 0,181
Alcool 0,505
24 horas —
Isocalérico 0,545 0,874

*Diferenga estatisticamente significativa
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5.2 Proliferacao celular

Pode ser observado na Figura 11 e Tabela 3 que a
proliferacdo celular aumentou com o passar dos dias, independente do
grupo avaliado. No entanto, o grupo controle obteve sempre, exceto no
periodo de 1 dia, a menor média.

Comparando a proliferacéo celular nos diferentes grupos
em cada periodo (1, 3, 7 e 10 dias), por meio do teste Kruskall-Wallis,
verificou-se diferenca estatisticamente significante entre os grupos, exceto

no periodo de 1 dia (Tabela 3).

Prolifera¢ao celular
60 -

50 +

30 Controle

Alcool

20
Isocaldrico

Numero de células x104/pogo

0] 1 3 7 10

Periodos (dias)

Figura 11 — Grafico representativo da proliferacao celular de osteoblastos em nimero de
células x10* por poco de cada grupo nos varios periodos.
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Tabela 3 — Média e +desvio padréo da proliferacao celular de osteoblastos
em ndmero de células x10* por poco entre os grupos em cada periodo

Proliferacdo Celular 1dia 3 dias 7 dias 10 dias
Grupo Controle 1,92 4,40 27,29 44,08
(n=18) +0,83 + 2,45* +16,91* +7,51*
Grupo Alcool 1,98 8,95 40,81 53,01
(n=18) +1,51 + 4,04* + 9,93* +7,81*
Grupo Isocalérico 1,75 5,86 34,63 50,65
(n=18) + 0,65 + 1,52* +5,51* + 10,52*
p 0,756 0,001 0,010 0,015

*Diferenga estatisticamente significativa

Em seguida, foi realizada a comparacao da proliferacéo
celular em cada periodo para os grupos que demonstraram diferenca
estatistica utilizando o teste estatistico de Mann-Whitney. Os resultados

estdo apresentados na tabela 4.

Tabela 4 — Valores de p para proliferacdo celular de osteoblastos em
nimero de células x10* por poco entre os grupos em cada periodo

Controle Alcool
) Alcool 0,001*
3 dias —
Isocalérico 0,026~ 0,005*
) Alcool 0,008*
7 dias —
Isocalérico 0,048* 0,076
Alcool 0,004*
10 dias —
Isocalérico 0,066 0,304

*Diferenca estatisticamente significativa

O teste de Friedman foi utilizado para a comparacao da
proliferacéo celular de cada grupo ao longo do tempo, sendo observada

diferenca estatisticamente significante em todos os grupos (Tabela 5).
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Tabela 5 — Média e desvio padrédo da proliferacdo celular de osteoblastos
em ndmero de células x10* por poco de cada grupo ao longo dos varios

periodos
Proliferacdo Celular Periodo Média + desvio padréao p
Controle 1 dia 1,92 +0,83*
(n=18) 3 dias 4,40 + 2,45*
- 0,001
7 dias 27,29 £ 16,91*
10 dias 44,08 = 7,51*
Alcool 1 dia 1,98 + 1,51*
(n=18) 3 dias 8,95 + 4,04*
- 0,001
7 dias 40,81 + 9,93*
10 dias 53,01 + 7,81*
Isocalérico 1 dia 1,75 £ 0,65*
(n=18) 3 dias 5,86 £ 1,52*
- 0,001
7 dias 34,63 £ 5,51*
10 dias 50,65 + 10,52*

*Diferenca estatisticamente significativa

A tabela 6 demonstra, através do teste estatistico de

Wilcoxon, que houve diferenca estatistica em todos os grupos ao longo

dos periodos.

Tabela 6 — Valores de p para proliferacdo celular de osteoblastos em
nimero de células x10* por poco de cada grupo ao longo dos varios

periodos
1ldia 3 dias 7 dias
3 dias 0,003*
Controle 7 dias 0,001* 0,001*
10 dias 0,001* 0,001* 0,001*
3dias 0,001*
Alcool 7 dias 0,001* 0,001*
10 dias 0,001* 0,001* 0,003~
3dias 0,001*
Isocalérico 7 dias 0,001* 0,001*
10 dias 0,001* 0,001* 0,001*

*Diferenca estatisticamente significativa
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5.3 Viabilidade celular

A estatistica descritiva dos dados da viabilidade celular
estd demonstrada na Figura 12. Observou-se que a viabilidade celular
aumentou gradualmente em todos 0s grupos ao longo dos varios
periodos. Verificou-se também que o grupo alcool no periodo de 10 dias
apresentou a maior taxa de viabilidade (Figura 12 e Tabela 7).

Comparando a viabilidade celular nos diferentes grupos
em cada periodo (3, 7 e 10 dias), por meio do teste Kruskall-Wallis,
verificou-se diferenca estatisticamente significante apenas no periodo de
3 dias, p=0,001 (Tabela 7).

Figura 12 — Grafico representativo da viabilidade celular de osteoblastos em densidade
Optica (570-650 nm) de cada grupo nos varios periodos.
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Tabela 7 — Média e desvio padrédo da viabilidade celular de osteoblastos
em densidade 6ptica (570-650 nm) entre os grupos em cada periodo

Viabilidade Celular 3 dias 7 dias 10 dias
Gr“p(?lfig)”o'e 032240127 111630200 1563 0,384
Gr“(f’]‘i ﬁ;om 0,551+0,153*  1,097+0,185 1,643 + 0,240
Gr“po(r']iofg)'é”co 0,398+0,057*  1,048+0,266 1,404 + 0,393
p 0,001 0,263 0,203

*Diferenga estatisticamente significativa

Em seguida, foi realizada a comparacdo da viabilidade
celular, pelo teste estatistico de Mann-Whitney, para o periodo que
demonstrou diferenca estatistica. Os resultados estdo apresentados na
tabela 8.

Tabela 8 — Valores de p para viabilidade celular de osteoblastos em
densidade éptica (570-650 nm) entre 0s grupos em cada periodo

Controle Alcool
) Alcool 0,001*
3 dias —
Isocalérico 0,195 0,001*

*Diferenca estatisticamente significativa

O teste de Friedman foi utilizado para a comparacao da
viabilidade celular de cada grupo ao longo do tempo, sendo observada

diferenca estatisticamente significante em todos os grupos (Tabela 9).
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Tabela 9 — Média e desvio padrédo da viabilidade celular de osteoblastos
em densidade Optica (570-650 nm) de cada grupo ao longo dos varios
periodos

Viabilidade celular Periodo Média + desvio padréao p

Controle 3 dias 0,322 £ 0,127*
(n=18) 7 dias 1,163 + 0,200* 0,001

10 dias 1,563 + 0,384*

Alcool 3 dias 0,551 + 0,153*
(n=18) 7 dias 1,097 + 0,185* 0,001

10 dias 1,643 + 0,240*

Isocalérico 3 dias 0,398 + 0,057*
(n=18) 7 dias 1,048 + 0,266* 0,001

10 dias 1,404 + 0,393*

*Diferenca estatisticamente significativa

Em seguida, foi realizada através do teste estatistico de
Wilcoxon a comparacdo entre a viabilidade celular em cada grupo ao
longo do tempo para os grupos que demonstraram diferenca estatistica.

Os resultados estao apresentados na tabela 10.

Tabela 10 — Valores de p para viabilidade celular de osteoblastos em
densidade o6ptica (570-650 nm) de cada grupo ao longo dos varios
periodos

3 dias 7 dias
7 dias 0,001~
Controle -
10 dias 0,001* 0,001~
" 7 dias 0,001~
Alcool -
10 dias 0,001* 0,001*
L 7 dias 0,001*
Isocalérico -
10 dias 0,001* 0,010*

*Diferenca estatisticamente significativa
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5.4 Conteudo de proteina total

Para o conteludo de proteina total, apds a realizacdo da
estatistica descritiva, observou-se que o grupo controle obteve a maior
meédia quando se avaliou o periodo de 7 dias. No entanto, com 14 dias
esse grupo exibiu a menor média (Figura 13 e Tabela 11).

Figura 13 — Grafico representativo do contetdo de proteina total em ug /mL de cada
grupo nos varios periodos.

Comparando os dados nos diferentes grupos em cada
periodo, por meio do teste estatistico de Kruskall-Wallis (Tabela 11),
observou-se que houve diferenca estatistica significante nos periodos de
7 e 14 dias.
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Tabela 11 — Média e desvio padrdo do conteudo de proteina total de
osteoblastos em pg/mL entre os grupos em cada periodo

Conteudo de proteina total 7 dias 10 dias 14 dias
Cr ' 1074 + 324* 1198 +135 710 + 309*
Grupo Alcool 877 + 97* 1268 +140 1236 + 153
(n=18)
Gr“po(r']iofg)'é”co 874 + 138* 1251+241 1313 + 202*
p 0,009 0,540 0,001

*Diferenga estatisticamente significativa

Em seguida, foi realizada a comparacédo do conteudo de
proteina total em cada periodo para 0s grupos que demonstraram
diferenca estatistica, utilizando o teste estatistico de Mann-Whitney. Os

resultados estéo apresentados na tabela 12.

Tabela 12 — Valores de p para contetdo de proteina total de osteoblastos
em ug/mL entre os grupos em cada periodo

Controle Alcool
) Alcool 0,016*
7 dias —
Isocalérico 0,005~ 0,752
) Alcool 0,001*
14 dias —
Isocalérico 0,001~ 0,174

*Diferenca estatisticamente significativa

O teste de Friedman foi utilizado para a comparagao do
conteudo de proteina total de cada grupo ao longo do tempo, sendo
observada diferenca estatisticamente significante em todos os grupos
(Tabela 13).
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Tabela 13 — Média e desvio padrdo do conteudo de proteina total de
osteoblastos em pg/mL de cada grupo ao longo dos varios periodos

Proteina Total Periodo Média + desvio padréao p

Controle 7 dias 1074 + 324*
(n=18) 10 dias 1198 + 135* 0,001

14 dias 710 + 309*

Alcool 7 dias 877 + 97*

(n=18) 10 dias 1268 + 140* 0,001

14 dias 1236 + 153*

Isocalérico 7 dias 874 + 138*
(n=18) 10 dias 1251 + 241* 0,001

14 dias 1313 + 202*

*Diferenca estatisticamente significativa

Em seguida, foi realizada através do teste estatistico de
Wilcoxon a comparacao entre o contetdo de proteina total em cada grupo
ao longo do tempo para os grupos que demonstraram diferenca

estatistica. Os resultados estédo apresentados na tabela 14.

Tabela 14 — Valores de p para contetdo de proteina total de osteoblastos
em ug/mL de cada grupo ao longo dos varios periodos

7 dias 10 dias
10 dias 0,133
Controle -
14 dias 0,001* 0,001~
’ 10 dias 0,001~
Alcool -
14 dias 0,001* 0,616
. 10 dias 0,001~
Isocalérico -
14 dias 0,001* 0,586

*Diferenca estatisticamente significativa
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5.5 Atividade da fosfatase alcalina

ApOs realizar a estatistica descritiva dos dados para
avaliar a atividade da fosfatase alcalina, notou-se que o grupo controle,
nos trés periodos de analise, obteve o menor resultado em relagdo aos
grupos alcool e isocalorico. Verificou-se também que nos grupos alcool e
isocaldrico houve um aumento da atividade da fosfatase alcalina nos
periodos de 7 para 10 dias e depois uma reducdo do periodo de 10 para
14 dias (Figura 14).

Figura 14 — Grafico representativo da atividade da fosfatase alcalina em pmol
timolftaleina/h/mg proteina de cada grupo nos varios periodos.

Na tabela 15 pode ser observado, por meio do teste
Kruskall-Wallis, que existe diferenca estatistica entre os grupos, em todos

os periodos de avaliagcédo
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Tabela 15 — Média e desvio padrdo da atividade da fosfatase alcalina de
osteoblastos em pmol timolftaleina/h/mg proteina entre os grupos em
cada periodo

Atividade da fosfatase

. 7 dias 10 dias 14 dias
alcalina
Grupo Controle 0,369 0,221 0,256
(n=18) +0,267* +0,210* +0,174*
Grupo Alcool 0,931 1,105 0,647
(n=18) + 0,552* + 0,492* +0,228*
Grupo Isocalérico 1,237 1,462 0,472
(n=18) +0,787* + 0,693* +0,128*
p 0,001 0,001 0,001

*Diferenca estatisticamente significativa

A tabela 16 mostra a comparacdo da atividade da
fosfatase alcalina em cada periodo para os grupos que demonstraram
diferenca estatistica, utilizando o teste estatistico de Mann-Whitney,
sendo que tal diferenca ocorreu entre o grupo controle e os demais

grupos.

Tabela 16 — Valores de p para atividade da fosfatase alcalina alcalina de
osteoblastos em pmol timolftaleina/h/mg proteina entre os grupos em
cada periodo

Controle Alcool
) Alcool 0,001*
7 dias —
Isocalérico 0,003~ 0,393
Alcool 0,001*
10 dias —
Isocalérico 0,001~ 0,137
_ Alcool 0,001*
14 dias —
Isocalérico 0,001* 0,011*

*Diferenca estatisticamente significativa

O teste de Friedman foi utilizado para a comparacao da

atividade da fosfatase alcalina de cada grupo ao longo do tempo, sendo
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observada diferenca estatisticamente significante nos grupos alcool e

isocaldrico (Tabela 17).

Tabela 17 — Média e desvio padrdo da atividade da fosfatase alcalina de
osteoblastos em pmol timolftaleina/h/mg proteina de cada grupo ao longo
dos varios periodos

Atividade da fostase alcalina Periodo Média + desvio padréo p

Controle 7 dias 0,369 + 0,267

(n=18) 10 dias 0,221 + 0,210 0,135
14 dias 0,256 + 0,174
Alcool 7 dias 0,931 + 0,552*

(n=18) 10 dias 1105 + 0,492* 0,017
14 dias 0,647 + 0,228*
Isocalérico 7 dias 1237 £ 0,787*

(n=18) 10 dias 1462 + 0,693* 0,001
14 dias 0,472 +0,128*

*Diferenca estatisticamente significativa

A Tabela 18 mostra, através do teste estatistico de
Wilcoxon, a comparacdo da atividade da fosfatase alcalina em cada
periodo para os grupos que demonstraram diferenca estatistica. Nota-se
gue no grupo isocalérico a diferenca estatistica ocorreu entre todos os

periodos, mas no grupo alcool houve diferenca entre 10 e 14 dias.

Tabela 18 — Valores de p para atividade da fosfatase alcalina de
osteoblastos em pmol timolftaleina/h/mg proteina de cada grupo ao longo
dos varios periodos

7 dias 10 dias
’ 10 dias 0,372
Alcool -
14 dias 0,078 0,002*
L. 10 dias 0,048*
Isocalérico -
14 dias 0,005* 0,001~

*Diferenca estatisticamente significativa
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5.6 Quantificacao de formacdes nodulares e matriz mineralizada

A estatistica descritiva destes dados esta apresentada na
Figura 15 e Tabela 19, pela qual se observou que o grupo controle

apresentou pequeno teor de célcio em relagcdo aos grupos experimentais.

Figura 15 — Gréfico representativo de formacg6es nodulares e de matriz mineralizada em
densidade Optica (405 nm) de cada grupo periodo de 14 dias.

A Tabela 19 mostra através do teste estatistico de
Kruskall-Wallis que a diferenca existente entre o0s grupos foi
estatisticamente significante e essa diferenca pode ser vista

macroscopicamente na Figura 16.
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Tabela 19 — Média e desvio padrdo de formacdes nodulares e de matriz
mineralizada em densidade oOptica (405 nm) de cada grupo periodo de 14

dias

Formacdes nodulares e de matriz

. X Controle Alcool Isocalérico
mineralizada
- . x 0,048 1699 0,582
Média + desvio padréo + 0.015* + 1358 + 0570
p 0,001
*Diferenga estatisticamente significativa
a
b
c

Figura 16 — Fotos das formacdes de matriz mineralizada. a) grupo controle; b) grupo

alcool; ¢) grupo isocalérico.



6 DISCUSSAO

O alcool €& wuma substancia que, se consumida
regularmente, pode causar alteracbes sobre a saude do individuo que o
consome, dependendo do tipo de bebida e da quantidade consumida.
Segundo Micaleff et al. (2007) o consumo de 400 mL por dia de vinho
tinto, tipo carbenet sauvignon, aumenta a concentracdo sérica de
antioxidantes e consequentemente proporciona ao individuo uma
protecdo no desenvolvimento de doencas cardiovasculares. Berg et al.
(2008) também constataram que o consumo cronico de alcool de até um
drinque por dia pode ter um efeito benéfico para o tecido 6sseo. Os
autores verificaram este efeito, depois de fazerem uma revisao
sistematica da literatura associando a frequéncia, a quantidade do
consumo de alcool e a densidade 6ssea dos individuos que o consomem.

Em contrapartida, outros trabalhos demonstraram que o
consumo cronico exagerado de bebida alcodlica pode estar associado
com doencas hepaticas (Fleming et al., 2010), cardiovasculares (Fleming
et al., 2010), disturbios do trato digestivo (Lieber, 2003; Fleming et al.,
2010) e cancer, particularmente das vias aéreas superiores e do trato
digestivo (Seitz, Becker, 2007). Adicionalmente, estudos clinicos
mostraram que o consumo crénico estd associado com osteopenia e
aumento do risco de fraturas (Klein, 1997).

O mecanismo da osteopenia associada ao alcool ndo esta
claramente elucidado, mas parece envolver um efeito direto do alcool
sobre as células 0sseas, que leva a supressédo da formacao de 0sso novo
(Chakkalakal, 2005) e/ou por um excesso de reabsorcdo Ossea
dependente da atividade do osteoclasto (Dai et al., 2000). Experimentos
in vitro (Friday, Howard, 1991; Chavassieux et al., 1993; Klein at al., 1996)
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utilizando culturas de células osteoblasticas e in vivo (Dyer et al., 1998)
indicaram que as reducdes observadas na formacdo Ossea resultam do
efeito direto e antiproliferativo do etanol sobre o osteoblasto. A
remodelacdo e a mineralizacdo 6ssea sado processos dependentes destas
células, logo os efeitos deletérios do alcool sobre o0s osteoblastos
resultam no retardo da formacdo 0ssea, da remodelacdo do tecido 6sseo
e, finalmente, osteopenia e fraturas.

A sensibilidade das células 6sseas aos efeitos nocivos do
alcool pode ser ainda maior durante o seu desenvolvimento no utero
(Wezeman et al., 1999), j& que em gestantes o abuso cronico de bebidas
alcoolicas conduz a Sindrome Alcodlica Fetal e outros efeitos
teratogénicos importantes como alteracdes no desenvolvimento do
esqueleto fetal (Rifas et al., 1997, Miranda et al., 2010). Entretanto, os
efeitos especificos do alcool no esqueleto ainda ndo estdo bem
estabelecidos devido a dificuldade em se distinguir o efeito do etanol no
tecido 6sseo e no metabolismo (Turner, 2000). Assim, diversos trabalhos
tém utilizado animais de laboratorio para verificar os efeitos do alcool
sobre o tecido 6sseo (Dyer et al., 1998; Dai et al., 2000; Hogan et al.,
2001; Chakkalakal et al., 2002; Rocha, 2005; Torricelli et al., 2007,
Torricelli et al., 2008; Rosa et al., 2008; Chen et al., 2009; Deco et al.,
2010).

No presente estudo foi avaliado o efeito do consumo
cronico de alcool em osteoblastos obtidos da calvaria de ratos recém-
nascidos. A administracdo do alcool foi realizada via oral para as ratas
prenhas durante todo o periodo da gestacdo, 21 dias, sendo que nao
encontramos na literatura trabalhos experimentais com a metodologia
empregada. A dieta liquida oferecida as ratas durante a gestacdo foi
estabelecida na concentragcéo de 20% de etanol em solugéo aquosa, uma
vez que esta concentracdo ja foi utilizada em estudos prévios e
demonstrou fornecer o aporte hidrico necessario para o animal e ser

toxica o suficiente para promover alteragfes fisiolégicas sem provocar a
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morte do mesmo (Rocha, 2005; Souza et al., 2006; Souza, Rocha, 2009;
Souza et al., 2009; Deco et al., 2010).

Varios trabalhos avaliaram os efeitos do alcool in vitro, por
meio da adicao direta do etanol ao meio de cultura oferecido as células
osteoblasticas (Friday, Howard, 1991; Chavassieux et al., 1993; Klein et
al., 1996). No entanto, estes experimentos in vitro, acima citados, néo
investigaram o comportamento das células osteoblasticas derivadas de
animais tratados com alcool, conforme a metodologia utilizada neste
estudo. Rosa et al. (2008) estudaram o efeito do alcoolismo crénico sobre
células osteoblasticas obtidas dos fémures de ratos, os quais foram
previamente submetidos a ingestdo cronica de etanol a 20% por 15 dias.
Posteriormente a remocéo das células, a cultura foi submetida ou ndo a
presenca direta de etanol. Os resultados indicaram que 0 consumo
cronico de etanol seguido da exposicdo celular ao mesmo, inibiu a
diferenciacdo dos osteoblastos, ja que houve aumento da proliferacao
celular e reducéo da formacao de matriz mineralizada.

As alteracdes do 0sso a exposicao cronica de etanol tém
sido explorada por diferentes técnicas, como histomorfologica,
biomecanica, molecular, e de quantificacdo de minerais. Adicionalmente,
avaliando a estrutura 0ssea, a inibicdo do crescimento é evidenciada pela
reducdo do comprimento dos o0ssos longos, diminuicdo do
desenvolvimento trabecular bem como da densidade 6ssea (Wezeman et
al., 1999).

No presente estudo, os métodos utilizados para verificar
os efeitos do alcool foram baseados em parametros chaves da
osteogénese in vitro, tais como a adesdo, proliferacdo e viabilidade
celular, o contetudo de proteina total, a atividade de fosfatase alcalina e a
guantificacdo de formagOes nodulares e matriz mineralizada. Esta
metodologia foi baseada em trabalhos prévios que também analisaram in
vitro o comportamento de células Osseas (Friday, Howard, 1991,
Chavassieux et al., 1993; Klein et al., 1996; Rosa et al., 2002; Rosa,
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Beloti, 2003; Beloti, Rosa, 2005; Rosa, Beloti, 2005; Siméo et al., 2007;
Torricelli et al., 2007; Beloti et al., 2008; Rosa et al., 2008;Torricelli et al.,
2008; De Oliva et al., 2009; Rosa et al., 2009). No entanto, a comparacao
direta entre os dados do nosso estudo com trabalhos prévios néo foi
possivel, uma vez que ndo foram encontrados relatos na literatura que
avaliaram a atividade de células osteoblasticas obtidas da calvaria de
ratos recém-nascidos, ap6s o consumo croénico do alcool durante a
gestacéo. Assim, foi realizada a discussdo dos nossos resultados com os
trabalhos que administraram o alcool de modo cronico.

A osteogénese, induzida por células osteoblasticas, €
caracterizada por uma sequéncia de eventos que inicialmente envolvem a
adesdo e a proliferacdo celular seguidas pela expressdo do fenotipo
osteoblastico (Stein, Lian, 1995). Assim, consideramos importante estudar
a influéncia do alcool nos eventos celulares iniciais como o0 processo de
adesdo celular, uma vez que na literatura pesquisada nao foram
encontrados trabalhos com essa analise.

Em geral, os dados de adesao celular ndo mostraram
diferenca estatistica entre os grupos, independente dos periodos. Foi
observada diferenca estatisticamente significante apenas entre os grupos
controle e isocalérico no periodo de 4 horas, sendo que o grupo controle
apresentou maior adesdo celular. Esta diferenca talvez possa ser
explicada pela deficiéncia nutricional do grupo isocalérico, que pode ter
alterado a capacidade de adesdo das células. Segundo Klein (1997) a
funcdo dos osteoblastos normais depende da nutricdo adequada. O alcool
tem alto poder caldrico e por isso geralmente supre o alimento na dieta de
alcoolistas, levando esses individuos a desnutricdo. Logo, a instituicdo do
grupo isocaldrico neste experimento, assim como em outros estudos que
avaliaram a acgdo do éalcool sobre o tecido 6sseo (Dyer et al., 1998;
Chakkalakal et al., 2002; Rocha, 2005; Chen et al., 2009; Deco et al.,

2010), foi necessaria para o controle nutricional.
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Estudos mostraram que a proliferacdo de osteoblastos
pode ser influenciada pelo consumo crénico de alcool (Dyer et al., 1998;
Torricelli et al., 2007). Em nosso estudo a proliferacdo dos osteoblastos
aumentou ao longo do tempo, em todos o0s grupos avaliados,
demonstrando a progresséo da cultura celular. Entretanto, o grupo alcool
obteve sempre a maior média em numero de células proliferadas. Este
resultado esta de acordo com o estudo de Rosa et al., (2008), que apés
remover células do fémur de ratos, previamente submetidos a ingestéao
cronica de alcool, verificaram também que o consumo de etanol
promoveu efeito estimulador as células, quando ndo exposto em contato
direto com a cultura celular. Segundo estes autores as diferencas nos
valores da proliferacéo celular, observadas entre os varios estudos podem
ser atribuidas a fontes de células diferentes. Por outro lado, nossos
resultados divergem dos obtidos por Friday e Howard (1991),
Chavassieux et al. (1993) e Klein et al. (1996), que mostraram efeito
antiproliferativo do alcool sobre as células osteoblasticas. Todavia esses
trabalhos avaliaram os efeitos do alcool in vitro com adicdo direta do
etanol ao meio de cultura oferecido aos diferentes tipos de células
osteoblasticas, diferentemente do nosso estudo que avaliou o efeito do
etanol sistemicamente. Outro aspecto importante a ser levado em
consideracdo é a metodologia empregada nos varios trabalhos, pois
alguns autores utilizam o alcool no meio de cultura e outros somente
sistemicamente.

Com relacdo a viabilidade celular, nossos resultados
demonstraram um aumento gradual de células viaveis ao longo dos varios
periodos, independente do grupo. Estes resultados indicam que o
consumo de etanol na concentracdo utilizada apresentou baixos niveis de
citotoxicidade, ou até mesmo ndo exibiu toxicidade. Comparando-se 0s
grupos, notou-se diferenca estatistica apenas no periodo de 3 dias, em
qgue o grupo éalcool apresentou maior taxa de viabilidade em relacdo aos
outros grupos. Essa diferenca entre a maior viabilidade do grupo alcool
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em relacdo ao grupo isocal6rico talvez possa ser explicada pela
deficiéncia nutricional do grupo isocalérico, que pode ter alterado a
capacidade da célula ser viavel. No estudo de Rosa et al. (2008) a
viabilidade das células que receberam ou nao o etanol em seu meio de
cultura foi em torno de 90%. Segundo estes autores, a alta taxa de
viabilidade demonstra que o efeito inibitério do etanol sobre a formacao
O0ssea nado é provocado por toxicidade celular direta como sugerido por
Maran et al., (2001). Por outro lado, Torricelli et al. (2008) verificaram uma
diminuicéo da viabilidade celular e da atividade sintética dos osteoblastos
expostos ao etanol quando cultivados em amostras puras de titanio.

As proteinas totais representam a atividade sintética das
células, e também podem ser consideradas parametro chave para
avaliacdo da osteogénese in vitro (Beloti, Rosa, 2005). Estudos tém
demonstrado que o etanol reduz a atividade de sintese celular (Dyer et al.
1998; Rosa et al. 2008). Dyer et al., (1998) avaliaram os efeitos do etanol
sobre a proliferacéo celular e a atividade osteoblastica em modelo animal
in vivo e observaram uma reducdo nos niveis de osteocalcina.
Concordando com esses resultados prévios, Rosa et al., (2008) também
obtiveram a quantidade de proteina total reduzida, quando as células
foram cultivadas na presenca de etanol. Entretanto, as células derivadas
de animais tratados com etanol e cultivadas na sua auséncia foram
capazes de manter uma atividade sintética semelhante ao das células do
grupo controle nos periodos de 14 e 21 dias. Logo, os autores acreditam
gue os efeitos deletérios do etanol sobre a atividade sintética das células
ndo é permanente e pode ser invertida removendo as células da
exposicdo ao etanol.

Nossos resultados mostraram que aos 10 dias todos os
grupos apresentavam quantidade similar de proteina total, sugerindo que
a atividade sintética das células estavam semelhantes, assim como nos
resultados de Rosa et al., (2008). No entanto, o grupo controle obteve a
maior média de producdo de proteina total no periodo de 7 dias e aos 14
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dias mostrou a menor média, exibindo diferenca estatistica com relacéo
aos grupos alcool e isocaldrico. Estes valores talvez possam estar
relacionados com a diferenciacdo celular, ja que no periodo de 7 dias a
proliferacdo celular nos grupos alcool e isocalérico eram maiores
estatisticamente do que no grupo controle. Este resultado sugere que as
células estavam se proliferando, porém com baixa atividade de sintese.
Aos 10 dias a proliferacdo dos grupos alcool e isocalorico continuaram
maiores, porém com diferenca estatistica apenas para o grupo alcool em
relacdo ao grupo controle. Uma vez que existe uma sequéncia
longitudinal para os eventos celulares no desenvolvimento do fendtipo
osteoblastico, sendo eles; proliferacdo celular, expressdo de marcadores
de osteoblastos, sintese, deposicdo e maturacdo de colageno da matriz
extracelular e mineralizagcdo da matriz (Stein, Lian, 1995), a sintese de
proteina total pode ter sido atrasada nos grupos alcool e isocaldrico,
devido a grande proliferacdo por eles apresentada.

Os osteoblastos sdo células caracteristicamente
produtoras de fosfatase alcalina. Esta enzima esta localizada na
superficie externa da célula, onde exerce sua atividade (Szejnfeld, 2000;
Modder, Klosla, 2008). O papel primario da fosfatase alcalina esta
relacionado com a mineralizacdo do tecido 0sseo. Assim, em estudos in
vitro, a diferenciacéo celular pode ser avaliada pelos niveis de atividade
de fosfatase alcalina. Adicionalmente, esta enzima tem sido relacionada
como fator de progressao entre a variedade osteogénica e a condi¢cédo da
mineralizacdo dos osteoblastos (Simao et al.,, 2007; Hoemann et al.,
2009).

Maran et al., (2001) verificaram influéncia do etanol sobre
a atividade da fosfatase alcalina, utilizando linhagem de células
osteoblasticas humanas imortalizadas, apenas no periodo de 7 dias. Os
autores concluiram que esta influéncia depende da concentracdo e do
tempo de exposicdo ao etanol. Por outro lado, Klein et al., (1996)
mostraram aumento da fosfatase em apenas 72 horas para as células do
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tipo TE-85. No estudo de Rosa et al., (2008) a atividade da fosfatase
alcalina néo foi afetada estatisticamente pelo tratamento de animais ou
pela exposi¢cao da cultura celular para 1,3 mM de etanol. Entretanto, os
autores observaram que as células provenientes dos animais tratados
com alcool e posteriormente cultivadas em meio livre do mesmo
mostraram um aumento na atividade da fosfatase alcalina quando
comparadas com as células do grupo controle, ou seja, aquelas em que
0s animais nao foram tratados com alcool e posteriromente as células néo
foram expostas ao mesmo. Adicionalmente, as células que os animais
nao foram tratados com alcool, mas que receberam alcool através do
meio de cultura apresentaram niveis menores de atividade da fosfatase
alcalina que as células do grupo controle. Finalmente, as células
provenientes dos animais tratados com alcool e cultivadas na presenca de
alcool e as células do grupo controle apresentaram niveis similares de
atividade da fosfatase alcalina. Os autores, baseados nestes resultados,
sugerem que a sensibilidade das células osteoblasticas a exposicao ao
etanol pode ser alterada dependendo do estagio de diferenciacédo celular
e/ou tempo de exposicao.

Em nossos resultados, o grupo controle, nos trés periodos
de andlise, apresentou os menores valores de atividade de fosfatase
alcalina em relacdo aos grupos alcool e isocalodrico. Estes resultados
convergem com os encontrados por Rosa et al., (2008), que mostraram
um aumento na atividade da fosfatase alcalina em células cujos animais
foram tratados com alcool, e em seguida foram expostas ao mesmo.
Adicionalmente nossos resultados concordam com os resultados de Alves
et al., (2010) em que os autores observaram um aumento gradativo da
taxa de atividade de fosfatase alcalina até os 10 dias e em seguida uma
diminuicdo também gradativa desta taxa.

Em estudos utilizando culturas osteogénicas, a
mineralizacdo é considerada como parametro funcional in vitro, refletindo

o avanco da diferenciacdo das células (Hoemann et al.,, 2009). A
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mineralizacao da matriz € o evento final da formacéo 6ssea (Rosa et al.,
2008), sendo que a coloragdo de vermelho alizarina € comumente usada
para detectar e quantificar o célcio nesta matriz 6ssea neoformada
(Hoemann et al.,, 2009). Cultura de células primarias removidas de
calvaria seguem um processo de dois estagios de desenvolvimento,
incluindo uma fase de iniciacéo, periodo de uma a duas semanas, durante
a qual as células proliferam lentamente, expressam atividade de fosfatase
alcalina e outros genes especificos do osso, além de produzir e montar
uma matriz de colageno. Durante a fase de maturacdo, € observada a
mineralizacdo da matriz. A fase mineral geralmente depositada nestas
culturas de osteoblastos é o fosfato de calcio, que substitui a
hidroxiapatita e € similar a observada no 0sso, cartlagem e dentes
(Hoemann et al., 2009).

Em relacdo a quantificacdo de formacGes nodulares e
matriz mineralizada, nosso estudo mostrou diferenca estatistica entre
todos os grupos, sendo que o grupo alcool exibiu os maiores valores. Em
contrapartida estudos prévios demonstraram que o etanol promove efeitos
diretos na funcdo do osteoblasto, inibindo a mineralizacdo da matriz
(Diamond et al., 1989; Turner et al., 1988; Brow et al., 2002; Gong,
Wezeman, 2004; Rosa et al., 2008). Estes resultados controversos podem
estar relacionados com o método de quantificacdo, uma vez que em
nosso estudo foi utilizada a metodologia da extracdo do corante proposta
por Gregory et al., (2004). O método de quantificacdo por extracdo do
corante utilizando o acido acético produz menor Vvariabilidade de
resultados, além de apresentar grande especificidade, ja que detecta
baixos niveis de incorporacdo de mineral (Gregory et al., 2004).

O mecanismo teratogénico do alcool ainda ndo esta bem
definido. Acredita-se que a acdo do alcool é provavelmente multifatorial,
com a participacdo de diferentes fatores, especificos dos estagios do
desenvolvimento e do tipo de tecido afetado. Além disso, a sua acao pode
ocorrer por mecanismos diretos e indiretos (Henderson et al., 1999).



71

Ao contrario da hip6tese do experimento, os resultados
sugerem que o0 consumo cronico de etanol durante a gestacdo néo
apresentou efeito antiproliferativo aos osteoblastos. Contudo, estudos
prévios que administraram o alcool por longo tempo em ratos adultos
obtiveram resultados negativos deste no tecido 0sseo (Rocha, 2005;
Souza, Rocha, 2009; Souza et al., 2009; Deco et al., 2010). Portanto, se o
consumo cronico de alcool estivesse sido administrado por longo tempo e
previamente ao periodo de gestacdo, condicionando o animal ao
alcoolismo, os resultados deste presente estudo poderiam ser diferentes.
Além disso, os efeitos antiproliferativos do alcool sobre os osteoblastos,
observados nos trabalhos prévios de Friday e Howard (1991),
Chavassieux et al. (1993) e Klein et al. (1996) ocorreram provavelmente
devido a administracdo direta do alcool sobre as células, diferente da
metodologia utilizada no nosso estudo.

A partir dos resultados obtidos, trabalhos futuros devem
elucidar se o ndo condicionamento das ratas ao alcoolismo, portanto, o
tempo de administracdo influenciou na resposta das células Osseas
presentes nos filhotes. Vale ressaltar que o alcool para chegar aos
osteoblastos dos fetos necessita de passagem placentéria, e talvez este
tempo ou a dose do alcool ndo tenha sido suficiente. Portanto, os estudos
nesta area devem ser ampliados para que se possam obter resultados

mais conclusivos.



7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos podemos concluir que o
alcool néo interferiu negativamente no comportamento dos osteoblastos
obtidos da calvaria de recém-nascidos de ratas submetidas ao consumo
cronico de etanol a 20% durante a gestacao.
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