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Resumo

A interferéncia do consumo crénico de alcool no metabolismo ésseo tem sido
relatado por diversos estudos. O efeito da intoxicagdo aguda causada pelo alcool
tem sido muito documentado, tanto em humanos quanto em animais
experimentais.O objetivo dessa pesquisa foi investigar os efeitos do consumo
cronico de aguardente de cana-de-agucar e fluoreto de so6dio em tecido 6sseo de
fémur de ratos, avaliando biomecanica e densitometria 6ssea. No experimento
foram utilizados 105 ratos, divididos em cinco grupos, conforme dieta liquida
administrada: Grupo C controle (agua), Grupo F (fluoreto), Grupo CA (agua e
alcool), Grupo FA (fluoreto e alcool), Grupo CF (fluoreto por 30 dias). Todos os
animais receberam ragdo comercial. Nos Grupos C e F os animais foram tratados
com agua e fluoreto “ad libitum”, respectivamente, por um periodo de 90 dias. Os
Grupos CA e FA receberam respectivamente, agua e fluoreto por 30 dias antes da
disponibilizacdo de solugdo de aguardente de cana (40°GL) “ad libitum” em
concentragbes crescentes de 30% e 60% durante 20 dias, apds os quais
receberam aguardente de cana pura por 40 dias, até a eutanasia do animal. No
grupo CF os animais receberam agua por 60 dias, e a seguir fluoreto por 30 dias.
Os animais foram eutanasiados apos 3, 10 e 28 dias de completada a dieta, os
fémures foram dissecados, sendo os direitos submetidos a analise densitométrica
no sistema DXA e os esquerdos submetidos ao ensaio biomecanico. Os valores
obtidos foram submetidos a analise de variancia e teste de Tukey para comparagao
entre os grupos. Na analise densitométrica foi verificada diferenca estatistica entre
os grupos no Contetudo Mineral Osseo (CMO) e Densidade Mineral Ossea (DMO).
A ordem decrescente de DMO foi: F, CF, C, FA, CA, sendo observada diferenca
estatistica entre os grupos F e CA. O grupo F apresentou os maiores valores de
CMO e DMO, e os grupos FA e CA apresentaram menores médias de CMO e

DMO comparados aos C, F e CF. Na analise biomecanica foi avaliada a Forga



maxima (Fmax) de ruptura total do ter¢co médio (Tm) e da cabecga (Cb), utilizando o
ensaio de flexdo de 3 pontos (Tm) e de compressao(Cb) com a Maquina Universal
de Ensaios mecanicos (EMIC DL 3000). Houve diferenga significante na Fmx
apenas no Tm (p<0.05) entre o grupo CF (maior Fmax) e os grupos CA e FA
(menor Fmax). Pode-se concluir que ha aumento da densidade 6ssea com 0 uso
prolongado de NaF e que o uso crénico de alcool diminui os valores de CMO, DMO
e parametro biomecanicos no terco médio, mesmo com o uso prévio de NaF. O

uso de fluor por curto tempo aumenta os parametros biomecanicos.

Palavras-chave: Densidade dssea. Alcoolismo. Fluoretos. Densitometria.

Biomecanica.
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Abstract

The interference of chronic consumption of alcohol on bone metabolism has been
reported in several studies. The effect of acute intoxication by alcohol has been
widely documented, both in humans and in experimental animals. The aim of this
study was to investigate the effects of chronic treatment with alcohol and sodium
fluoride in bone tissue of the femur of rats, evaluating the biomechanic and bone
densitometry. In the experiment, 105 rats were used, divided into five groups
according to a liquid diet administered to them: Group C control (water), Group F
(fluoride), Group CA (water and alcohol), Group FA (fluoride and alcohol), CF
(Group fluoride for 30 days). All animals were fed commercial ration. In Groups C
and F animals were treated with fluoride and water “ad libitum”, respectively, for a
period of 90 days. Groups CA and FA were given, respectively, water and fluoride
for 30 days before receiving a solution of sugar cane firewater (40° GL) “ad libitum”
with increasing concentrations of 30% and 60% for 20 days, after which they
received plain sugar cane firewater for 40 days until euthanasia of the animal. In the
CF group the animals received water for 60 days and then fluoride for 30 days. The
animals were killed after 3, 10 and 28 days of completion of the diet; their femurs
were dissected, and the right ones were submitted to densitometry analysis on DXA
system, while their left ones were submitted to biomechanical testing. Data were
submitted to ANOVA and Tukey's test for comparison between groups.
Densitometric analysis showed difference between groups in bone mass content
(BMC) and bone mineral density(BMD). The order of decreasing BMD was: F, CF,
C, FA, CA, showing a statistical difference between groups F and CA. Group F
showed the highest BMD and BMC, and CA and FA groups had lower averages in

BMC and BMD compared to C, F and CF. In biomechanical analysis, it was



evaluated the maximum force (Fmax) of total collapse of the middle third (Tm) and
the femur head (Cb), bending test using the 3-point (Tm) and compression (Cb)
with the machine Universal Test Mechanical (EMIC DL 3000). There was a
significant Fmx difference only in Tm(p<0,005) between the CF group(greater
Fmax) and CA and FA groups (less Fmax). It can be concluded that there is
increased bone density with prolonged use of NaF and the chronic alcohol use
decreases the values of BMC, BMD and biomechanical parameters in the middle
third, even in previous use of NaF. The use of fluoride for a short time increases the

biomechanical parameters.

Keywords: Bone density. Alcoholism. Fluorides. Densitometry. Biomechanics.
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1 Introducgao

Alcoolismo é uma doencga de natureza complexa, na qual o alcool se torna
um fator determinante sobre as causas psicossomaticas preexistentes no
individuo e cujo tratamento € preciso recorrer a processos profilaticos e
terapéuticos de grande amplitude (OMS, 1970). Transtornos relacionados a
substancias geralmente causam prejuizos importantes e complicagcdes graves,
resultando em deterioracdo da saude geral do individuo, além de produzir
efeitos negativos nos contextos pessoal, social e profissional (RANGE;
MARLATT, 2008).

De acordo com dados de Alencastro, 2011, o alcoolismo foi apontado pelo
Ministério da Saude como um dos principais responsaveis pelas mortes
decorrentes de doencas do aparelho circulatério e aparece também associado
a histérias de violéncia. Um estudo inédito da Universidade Federal de Séao
Paulo, realizado em 7.939 domicilios de 108 cidades brasileiras, revela que
houve violéncia em 35% das residéncias. Em 17,4% dos casos, o abuso do
alcool estava presente. A maioria absoluta dos agressores alcoolizados (90%)
sdo homens, e 65% das vitimas, mulheres. Um quarto dos registros foi de
violéncia fisica e 5%, de agressdes com armas. O &lcool é a droga mais
associada a violéncia. Favorece a violéncia, rebaixa a critica e aumenta a
agressividade.

O consumo excessivo e prolongado de alcool, além de estar relacionado
a varias patologias comportamentais, causa uma multiplicidade de
anormalidades bioquimicas, fisiolégicas e clinicas. Segundo Larato, 1972 apud
Tirapelli et al., 2001, a ingestdo cronica de etanol produz uma variedade de
modificacdes sistémicas em orgdos vitais e no sistema digestivo incluindo
cirrose hepatica, hipoproteinemia, ascite, anemia macrocitica, deficiéncias
vitaminicas e alteragbes neurolégicas tais como déficits cognitivos, déficit de
memoria grave e alteracdes degenerativas no cerebelo (RANGE; MARLATT,
2008). Embora o alcoolismo tenha sido um dos maiores problemas médicos e
sociais de quase todas as sociedades no século passado, a apreciagao de que
0 abuso do alcool possa levar a doengas 6sseas € atual (BUCHAIM et al.,
2004).
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A ingestdo crbnica de alcool pode provocar alteragdes estruturais em
varios tecidos (FAUSTINO et al, 2003), inclusive no tecido 6sseo, podendo
levar a osteoporose. A osteoporose € uma doenga multifatorial caracterizada,
segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 1970), pela baixa massa
Ossea e deterioragdo da microarquitetura do tecido 6sseo com consequente
surgimento de fragilidade e susceptibilidade a fraturas apdés minimos traumas.
O consumo cronico é considerado um redutor da formacdo Ossea nos
processos de cicatrizacdo em animais (ELMALI et al., 2002) além de inibir a
proliferagcdo de células osteoblasticas e sua atividade in vivo (DYER et al.,
1998). Dessa forma, o alcoolismo é considerado uma causa secundaria da
osteoporose, levando consequientemente a ocorréncia de fraturas.

O osso é um tecido dindmico e que se remodela por toda a vida do
individuo. A fungdo mecanica deste 6rgao inclui a protegdo de estruturas vitais
e suporte para os tecidos moles. Entretanto, o osso contém uma matriz
mineralizada, a matriz dssea, que funciona como reserva de ions,
principalmente calcio e fosfato para a manutencdo da homeostase sérica. E em
consequéncia desta fungdo organica que o 0ssO precisa ser continuamente
remodelado. A remodelagao 6ssea €, portanto, o mecanismo de manutengao
do metabolismo 6sseo, apresentado por um equilibrio entre os processos de
reabsorcdo e formacado Ossea, realizados por células Osseas especializadas
(SOUZA, 2010).

Com relacédo aos efeitos do etanol em tecido ésseo, alguns autores
acreditam que o uso crdnico do alcool pode interferir no metabolismo 6sseo e
causar osteoporose (GONZALEZ-CALVIN et al.,1993, NISHIGUCHI et al.,2000)
pela inibicao de células osteoblasticas (DYER et al.,1998) ou pelo aumento da
reabsorcéo osteoclastica (GONZALEZ-CALVIN,1993; TREVISIOL et al.,2007).

Desde o momento em que o fluoreto de sdédio (NaF) comegou a ser
adicionado a agua de beber em 1945, debate-se sua influéncia nos ossos
humanos

Ha diversos trabalhos na literatura que relatam o efeito do fluoreto sobre a
estrutura e o metabolismo do 0sso, no tratamento da osteoporose em mulheres
pos-menopausicas. A maior suscetibilidade a osteoporose entre as mulheres
mais idosas esta associada intimamente a queda da produgdo de estrogénio
que acompanha a menopausa (MELLO; GOMIDE, 2005). A terapia com
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fluoreto tem sido usada para diminuir o risco de fraturas na ostoporose, pelo
aumento da massa Ossea trabecular (ZIEGLER, 1991). Entretanto sua
utilizagdo em doses altas em periodos prolongados parece causar alguns
efeitos indesejaveis, como hipersensibilidade dentaria, fluorose esquelética
(OPINYA; IMALINGAT, 1991), irritagdo gastrintestinal, tendinites e dores das
articulagbes (MELLO;GOMIDE, 2005). Ratas ovariectomizadas tém sido
utilizadas como modelo animal de osteoporose experimental, pois fornecem
dados fundamentais semelhantes aos observados no esqueleto adulto pds-
menopausico. Embora n&o haja um animal que atenda a todos os requisitos de
modelo ideal, a rata tem sido amplamente utilizada e aprovada, pois, como a
mulher apés a menopausa, desenvolve osteopenia apds ovariectomia (MELLO;
GOMIDE, 2005). O tratamento de ratas ovariectomizadas com fluoreto resultou
em um aumento de resisténcia a compressao do fémur, mas também em uma
maior fragilidade a flex&o.

Jiang et al. (1996) estudou o efeito do fluoreto de sddio com reposigao
hormonal em ratas ovariectomizadas e verificou ndo haver diferenca entre o
grupo tratado e nao tratado quanto ao grau de mineralizagdo do 0sso, e que 0
fluoreto de sédio em baixas concentragbes por um longo periodo aumentou a
massa 0ssea e as propriedades geométricas no osso cortical e trabecular, mas
nao aumentou a forga vertebral nem a femural. J& segundo Sogaard et al.
(1997), o tratamento com fluoreto nao foi capaz de recuperar a perda da forga
Ossea causada pela ovariectomia. Nao ha, portanto, um consenso sobre a
exata acao dos fluoretos na osteoporose.

Ha evidéncias de que a dieta de humanos enriquecida com flior diminui a
desmineralizacdo dos o0ssos - a osteoporose - dos individuos mais velhos.
Trabalhos realizados por alguns pesquisadores relacionam o fluor com o
aumento de massa 6ssea; necessitam-se, portanto, mais estudos sobre a
relacdo desse agente terapéutico com a resisténcia 6ssea (MELLO; GOMIDE,
2005).

As propriedades mecanicas definem o comportamento de um material
quando sujeito aos esfor¢cos de natureza mecénica, e correspondem as
propriedades que determinam a sua capacidade de transmitir e resistir aos
esforcos aplicados, sem romper ou sem que se produzam deformacgdes

incontrolaveis. Os ensaios de flexdo sdo simples e fornecem parametros
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fundamentais das propriedades mecanicas dos ossos. O ensaio consiste em
colocar o fémur apoiado e aplicar uma forga na regido central de sua cabecga, e
assim estabelecer a curva forga versus deslocamento. Dentre as variaveis
calculadas temos a forga maxima admitida, a rigidez e a resiliéncia
(CHIAVERINI, 1979).

As propriedades biomecanicas 6sseas em ratos em fase de crescimento
também sao afetadas de forma negativa pela exposicdo crénica ao alcool
(HOGAN et al, 1997). Estudos sugerem também que, comparado ao 0sso
adulto, perdem-se mais o0ssos corticais em ratos adolescentes expostos ao
alcool, revelando o fato que o crescimento ésseo, e ndo a remodelagem dssea,
€ a principal atividade do esqueleto em seu desenvolvimento. Uma questao
importante acerca dos efeitos do alcool no osso adolescente é se o esqueleto
em desenvolvimento pode superar os danos causados pelo alcool, ou se o
consumo alcodlico causa um déficit duradouro na massa ou na forca dssea
(LAUING et al, 2008).

Considerando-se a presenca de alteragbes Osseas resultantes do consumo
cronico de alcool e a possibilidade de diminuicdo dos riscos de fratura na
osteoporose com uso de fluoreto, e sendo ainda controversa a acdo destas
substancias, faz-se necessaria a correlagdo dos efeitos no tecido 6sseo da
administragcdo das mesmas. O amplo espectro de acéo do alcool associado ao
consumo abusivo de aguardente de cana-de-agucar no Brasil torna relevante o
estudo dos seus efeitos em tecido 6sseo proposto neste experimento. O Brasil
possui uma prevaléncia de aproximadamente 6% para o alcoolismo (ALMEIDA
e COUTINHO, 1993), ocupando o 3° lugar mundial no consumo de destilados,
com uma média anual de 11 litros de aguardente por habitante. Infelizmente ha
uma caréncia de trabalhos na literatura especializada correlacionando o
consumo crénico de alcool com alteracdes do tecido dsseo. O fluoreto de sédio
foi o primeiro dos agentes anabdlicos a serem utilizados no tratamento da
osteoporose pds-menopausa, porém nao ha relatos de sua atuagcdo em ratos
submetidos ao alcoolismo cronico. Por estas razdes nos propomos a realizar
um estudo investigativo dos parametros biomecanicos e da densidade mineral

no tecido 6sseo de animais submetidos ao alcoolismo e consumo de fluoreto.
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2 Proposicao

O objetivo deste projeto foi realizar a analise densitométrica éssea e de
propriedades mecanicas em fémures de ratos submetidos ao consumo de
fluoreto de soédio e ao consumo crénico de alcool, com e sem consumo prévio

de fluoreto.
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3 Material e Método

Este experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA) da Faculdade de Odontologia de Aracatuba —
UNESP (Protocolo 2010-002882).

Para o presente trabalho foram utilizados 105 ratos (Rattus norvegicus,
albinus, Wistar) machos, com idade inicial de 30 dias, divididos em 5 grupos
(n=21) conforme dieta liquida administrada: Grupo C - controle (agua), Grupo F
(fluoreto), Grupo CF (fluoreto por 30 dias), Grupo FA (fluoreto e alcool), Grupo
CA (agua e alcool). Todos os animais foram alojados em ambiente com
exaustdo do ar, separados em um numero maximo de 5 animais por gaiola,

onde receberam ragao comercial balanceada.

3.1 Indugao ao alcoolismo crénico

A indugédo ao alcoolismo foi efetuada nos grupo CA e FA, que receberam,
respectivamente, agua e fluor por 30 dias previamente a indugédo. Os animais
deste grupo receberam racdo comercial e solucdo de aguardente de cana-de-
agucar a 40°GL (Nome comercial: Cachaga 61- fabricado por Missiato Ind. e
Com.- Santa Rita do Passa Quatro- S.P.) “ad libitum” em concentragbes
crescentes da seguinte forma: nos primeiros 10 dias os animais receberam
solugado de aguardente de cana-de-agucar a 30%, nos 10 dias subsequentes,
solugao de aguardente a 60%, e a partir do 21° dia, a aguardente pura por um
periodo de 40 dias, continuado até o sacrificio.

Para a melhor selecdo dos animais e com a finalidade de conseguir um
grupo de trabalho homogéneo, a cada 3 dias, foram controlados o peso, o
consumo de agua e de solugcdo de aguardente de cana-de-agucar, além da
quantidade de racdo comercial dos ratos. Quando detectada discrepancia entre

um destes consumos, o animal foi eliminado do experimento.

Os grupos foram submetidos ao seguinte protocolo:
a) Grupo C controle: Os animais foram tratados com ragao
comercial e agua “ad libitum” durante todo o experimento.
b) Grupo F: Os animais foram tratados com ragao comercial e
receberam fluoreto na agua de beber na concentracdo de 30 ppm sob a

forma de NaF durante todo o experimento.
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c) Grupo CF: Os animais foram tratados com ragdo comercial

e agua “ad libitum” por 60 dias, e a seguir receberam fluoreto na agua de

beber na concentracdo de 30 ppm, sob a forma de NaF, por 30 dias,

sendo mantido até o sacrificio.
d) Grupo CA: Os animais foram tratados com ragdo comercial

e agua “ad libitum” por um periodo de 30 dias, e a seguir submetidos a

inducao do alcoolismo, recebendo aguardente pura até o sacrificio.

e) Grupo FA: Os animais foram tratados com ragdo comercial

e receberam fluoreto na agua de beber na concentragdo de 30ppm, sob

a forma de NaF, por 30 dias, e a seguir submetidos a metodologia do

alcoolismo, recebendo aguardente pura até o sacrificio.

Os animais, ap6s o periodo de tratamento de 90 dias, foram sacrificados
nos tempos de 3, 10 e 28 dias, por dose excessiva de anestésico (Cloridrato de
Xilazina - 0,03ml/100g peso corporal - e Cloridrato de Ketamina - 0,07ml/100g
de peso corporal), e os fémures removidos cirurgicamente e dissecados. Os
fémures do lado direito foram fixados em formol a 10% por 24 horas e
submetidos a analise densitométrica no sistema DXA. Os fémures do lado

esquerdo foram congelados para posterior analise biomecanica.

3.2 Densitometria 6ssea

Os fémures do lado direito foram removidos, dissecados e fixados em
formol a 10% por 24 horas. As pecas foram submetidas a analise
densitométrica em um densitdmetro de dupla emissdo de raios X, modelo
DPX-Alpha, Lunar®. Foi utilizado o programa computacional para exames
em pequenos animais. As aquisicoes de imagem foram realizadas com os
fémures na mesma posigao, imersas sob profundidade de 2 cm de agua
(para simular os tecidos moles) e selecionadas as opg¢des: apendicular; 0sso
Tipo 1; modo alta resolugao; 76 kVp; 150 pA; colimagao no ajuste fino; area
de tamanhos padronizados em 40 mm de largura e 20 mm de comprimento.
Conforme a recomendacdo do fabricante, o aparelho foi calibrado
diariamente com um fantoma fornecido pelo préprio fabricante. (Figura 1 e
2).
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Figura 1: Fémur posicionado e sob imersao em

agua no densitdmetro.
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Figura 2: Aquisicdo da imagem.

Com auxilio do mesmo programa computacional utilizado na aquisicao
das imagens foram realizadas as analises dos exames. Usando a ferramenta
de selecdo, os ossos foram demarcados em sua totalidade, colhendo as

informacgdes de conteudo mineral 6sseo (CMO) e densidade mineral Gssea
(DMO). (Figura 3)
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Figura 3: Dados obtidos apés a analise.
3.2 Ensaio mecanico
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Os fémures esquerdos foram retirados e separados das partes moles
circundantes, envolvidos em gaze umedecida em soro fisiologico e estocados
em “freezer” a —20°C. Na ocasidao dos ensaios mecanicos, os 0ssos foram
retirados do “freezer” e mantidos algumas horas em temperatura ambiente, até
atingir o equilibrio térmico. Para os ensaios mecanicos foi utilizada maquina
universal de ensaio EMIC, modelo DL 3000, com carga aplicada a uma
velocidade de 5 mm/min. O registro de for¢ca e deslocamento foi realizado pelo
sistema computacional pertencente a maquina. O equipamento é de
propriedade da Faculdade de Odontologia de Aragatuba-UNESP, alocada no
Departamento de Materiais Dentarios e Protese do Curso de Odontologia.

Dentre as variaveis calculadas temos a forca maxima admitida, a rigidez e
a resiliéncia. Forca maxima (Fmax) € o maior valor de forca observada no
ensaio mecanico.Rigidez é definida pela deformagéo observada no corpo, em
resposta a forga aplicada.Quanto maior a rigidez, menor a deformacao
resultante da aplicacdo de uma tens3o. E obtida através da inclinacéo da curva
forca versus deformacdo na fase elastica da curva. Resiliéncia € a energia
absorvida pelo corpo na fase elastica e é obtida calculando-se a area sob a

curva forgca versus deformacgéo.

Foi analisada a forca maxima (Fmax) da ruptura total da cabecga (Cb) e
terco médio (Tm) no fémur de rato, além da rigidez e resiliéncia obtidas a partir

do ensaio de flexdo de 3 pontos no Tm e de compresséo na Cb (Figura 4).
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Figura 4 — llustragdo mostrando a dire¢do de aplicagdo da for¢a no ensaio
mecanico de flexdo de 3 pontos aplicado no centro do osso (Tm) e
de compresséao aplicado na cabega do fémur (Cb).

Para analise biomecanica foi determinada, através da curva de forgca X
deslocamento (Figura 5) a forca maxima admitida pelo fémur, a rigidez
(calculada pela inclinagdo da curva, na fase elastica) e a resiliéncia (energia
absorvida pelo osso no ensaio, calculada pela area sob a curva forgca x
deslocamento) variaveis que expressam caracteristicas mecanicas do osso tal
como resisténcia 6ssea. No teste de flexdo de 3 pontos utilizado no Tm a
distancia de vao de apoio foi de 20 mm e no ensaio de compressao da Cb o
fémur foi fixado na vertical, e a célula de carga utilizada foi de 2000 N. (Figura
6)

Forga (N)

ruptura

Deslocamento (mm)

Figura 5 - Desenho esquematico da curva caracteristica, Forga x
Deslogamento, obtida no ensaio mecanico na maquina universal de ensaios
EMIC™.
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Figura 6. Maquina Universal de Ensaios Emic utilizada em ensaios
mecanico de flexdo, onde (a) é célula de carga e (b) o vao de apoio.
A seta indica 0 osso fémur no vao de apoio pronto para o inicio do
ensaio biomecanico.

Os resultados da analise densitométrica e do ensaio mecéanico foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey para comparagao
entre os grupos, nos trés tempos, em cada uma das variaveis densitométricas
(CMO e DMO) e biomecanicas (forca maxima, rigidez e resiliéncia). Em todas

as analises foi usado o valor de 5% como nivel de significancia.
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4 Resultados

Andlise Densitométrica

Na analise densitométrica foram analisados os valores de CMO e DMO
obtidos nos fémures inteiros. Ao comparar o CMO entre os grupos
(considerando os trés tempos juntos) foi verificada diferenga estatistica
significante e, conforme demonstrado na Tabela 1, os grupos C, F e CF foram
similares entre si e diferiram estatisticamente dos grupos FA e CA (similares
entre si). Na comparagdo da DMO entre os grupos foi verificada diferenga
estatistica significante entre os grupos F e CA, sem variagdo significativa dos

grupos em relacao ao grupo Controle (Tabela 1).

Tabela 1. Média dos valores de CMO e DMO obtidas nos
fémures direitos de ratos de acordo com os grupos.

Grupos CMO(g) * DMO(cm?/g)*
C 0.386 ° 0.206 ¢

F 0.426 % 0.223 ¢

CA 0.309 ° 0.186 ¢

FA 0317° 0.193 ¢

CF 0.407 0211 %¢
*alpha: 0,05

"Diferenga Minima significativa: 0.0532; *Diferenga minima significativa:0.023

Ao comparar o CMO entre os grupos (considerando os trés tempos
separadamente) foi verificada diferencga estatistica significante aos 10 e 28 dias
e na DMO aos 10 dias, conforme demonstrado na Tabela 2, sendo os valores
submetidos ao teste de Tukey para comparacao de pares (P<0.05).

No CMO houve diferenca significativa entre os grupos aos 10 e 28 dias,
sendo o grupo F com maior valor em ambos tempos. Aos 10 dias o grupo CA
apresentou o menor valor e aos 28 dias foi o grupo FA, porém sem diferenga
estatistica entre eles em ambos os tempos. Em ambos os tempos (10 e 28
dias) os grupos F e CA apresentaram diferenca estatistica significante, sendo
que aos 28 dias o grupo F também apresentou diferenga estatistica significante
do grupo CA. Portanto, aos 28 dias o resultado foi igual ao observado na
analise dos 3 tempos juntos (Tabela 1) em que os grupos C, F e CF foram
similares entre si e diferiram estatisticamente dos grupos FA e CA (similares
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entre si).Em relagdo a DMO houve diferengca aos 10 dias entre os grupos,
sendo o grupo F com maior valor e o grupo CA com menor valor, com diferenga
estatistica entre eles. Nao houve variagao significativa dos grupos em relagéo
ao grupo C. Esta analise foi igual aquela observada ao avaliar a DMO de todos
os tempos juntos (Tabela1). Em relagdo a Area houve diferenca aos 3 e 28 dias
entre o grupo CA, FA e o grupos CF(maior valor). No tempo 28 dias, os grupos

CA, FA também foram diferentes dos grupos C e F (Tabela 2).

Tabela 2- Médias de CMO e DMO dos grupos em cada tempo, e comparagao

apos teste de Tukey.

Fémur inteiro

Contetido Mineral Osseo ) Densidade Mineral 6ssea
Grupos (9)(CMO) Area (cm?) (cm?/g)(DMO)

3 dias 10 dias 28 dias* 3 dias* 10 dias 28 dias* 3 dias 10 dias* 28 dias

C 0,391 0,351*8 0415% 1826”8 1,782 1,978" 0215 0,195*® 0,210

F 0412 0,397% 0469" 1846 1880 199" 0,223 02128 0,235
CA 0,325 0,276" 0,326% 16028 1,733 1,622% 0,198 0,159* 0,200
FA 0,312 0,321"® 03188 15908 1,712 1631% 0,196 0,188"% 0,197
CF 0414  0,377% 0429% 1975" 1,866 1,937" 0210 0,202”% 0,222

*P<0,05

Na compara¢do do CMO e DMO dentro de cada grupo, nos tempos 3-
10-28 dias, foi verificada diferenca estatistica significante apenas dentro do
grupo F (P=0.0374 e P=0.0413 respectivamente). Os dados do grupo F foram
submetidos ao teste de Tukey (P< 0,05), sendo verificada diferenga
significativa no CMO e DMO entre os grupos 10 e 28 dias, mas estes sem
diferenca do grupo 3 dias (Tabela 2). Nao houve diferenca na comparacao de

area dentro de cada grupo.

Tabela 3 — Teste de Tukey para comparagao de CMO e DMO do grupo F, de
acordo com os trés tempos de analise.

DEXA Femur inteiro

Conteudo de massa 6ssea (g)(CMO) Densidade Mineral éssea (cm?/g)(DMO)
Entre tempos Média* Entre tempos Média*
3 DIAS 0,412*8 3 DIAS 0,223"®
10 DIAS 0,397 * 10 DIAS 0,212"%
28 DIAS 0,469 ® 28 DIAS 0,235°

*p<0,05
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Analise Biomecanica

Na analise biomecanica da Cb (utilizando ensaio de compressao) nao foi
verificada diferenca estatistica significante entre os grupos (nos tempos de 3,
10 e 28 dias) e também sem diferenga dentro de cada grupo nos tempos 3, 10
e 28 dias considerados os parametros analisados: Fmax, rigidez e resiliéncia.

Utilizando o ensaio de flexdo de 3 pontos, ao comparar a analise
biomecanica do Tm entre os grupos (considerando os trés tempos
separadamente) foi verificada diferenca estatistica significante na Fmax e
rigidez nos trés tempos analisados (3, 10 e 28 dias) e, no teste de resiliéncia

houve diferenca entre os grupos aos 3 e 28 dias (Tabela 4).

Tabela 4. Valores da média das propriedades mecénicas forca maxima (N),
rigidez (10°N/m) e resiliéncia (10>J) admitidas pelo terco médio de fémures
esquerdos de ratos de acordo com os grupos nos tempos de analise,
estabelecendo a comparagao dos grupos nos tempos de 3,10 e 28 dias.

Grupos Forca Maxima (N) Rigidez (10°N/m) Resiliéncia (10°J)

3 dias 10 dias 28 dias 3 dias 10 dias 28 dias 3 dias 10 dias 28 dias

C 211,55 166,170 184,86° 521,03% 446,09 519.33° 120,76 66,61 97,49
F 171,93 173,83 178,06° 397,24° 465,85 436,65° 108,78" 97,48  67,54°"
CA  152,54° 137219 147556" 290,8° 144.83% 170,87° 71,84* 71,67 80,52
FA 151,74 144,94 1194" 382,9° 15595% 180,96' 103,41* 83,02 5491"
CF 213,627 179,79° 187.48° 524,67*° 490,88¢ 515,08° 170,51° 99,78 104,42°

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (P < 0,05).
Letra minusculas comparagdo entre grupos.

Conforme demonstrado na Tabela 4, na analise da Fmax houve
diferenca estatistica nos 3 tempos de andlise: aos 3 dias entre os grupos
CA,FA e os grupos CF, C sendo que o grupo F nao apresentou diferenga dos
demais grupos; aos 10 dias houve diferenca entre os grupos CF e CA; aos 28
dias houve diferencga entre os grupos C,CF,F e os grupos CA,FA. Na analise da
Rigidez houve diferenga estatistica nos 3 tempos: aos 3 dias entre os grupos
C,CF e os grupos F,CA e FA; aos 10 e 28 dias entre os grupos C,CF,F e os
grupos CA,FA. No teste de Resiliéncia houve diferenca nos tempos de 3 e 28
dias: aos 3 dias entre o grupo CF e os grupos F,CA,FA; aos 28 dias entre o
grupo FA e os grupos CF, C.

Na comparacdo do Tm dentro de cada grupo, nos tempos 3-10-28
dias, foi verificada diferenca estatistica significante em alguns grupos (Tabela

5). Os grupos C e CF apresentaram diferengca entre os tempos na analise de
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Fmax e resiliéncia. O grupo CA apresentou diferenca entre os tempos no teste
de rigidez. O grupo FA apresentou diferenga entre os tempos na Fmax, rigidez

e resiliéncia.

Tabela 5. Valores da média das ?ropriedades mecanicas forca maxima (N),
rigidez (10°N/m) e resiliéncia (10°J) admitidas pelo tergo médio de fémures
esquerdos de ratos de acordo com os grupos nos tempos de analise,
comparando dentro do grupo.

Grupos Forca Maxima (N) Rigidez (10°N/m) Resiliéncia (10°J)

3 dias 10 dias 28 dias 3 dias 10 dias 28 dias 3 dias 10 dias 28 dias
C 211,55% 166,17° 184,86"° 521,03 446,09 519,33  120,76" 66,61° 97,49
F 171,93 173,83 178,06 39724 465,85 436,65 108,78 97,48 67,54
CA 152,54 13721 147,56 290,8% 144,83 170,87° 71,84 71,67 80,52
FA  151,74% 144,94 11948 382,9%  155,95% 180,96° 103,41% 83,028 5491°
CF  213,62" 179,79® 187,48"® 524,67 490,88 515,08  170,51% 99.78%  104,42P

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (P < 0,05).
Letras maiusculas comparacio dos tempos do mesmo grupo.

Conforme demonstrado na Tabela 5, os grupos C e CF apresentaram
diferengca na Fmax e resiliéncia entre os tempos 3 e 10 dias, havendo reducéo
nos valores de Fmax aos 10 dias. Aos 28 dias houve elevagao dos valores nao
havendo diferenca daqueles observados aos 10 dias e ao valor inicial de 3
dias. Este mesmo padrdo de variagado (redugdo dos valores aos 10 dias) foi
observado na rigidez destes grupos C e CF, porém sem diferenga estatistica
significante entre os tempos. O grupo FA apresentou diferenca estatistica
significante entre os tempos na Fmax, rigidez e resiliéncia. Na Fmax e
resiliéncia houve diferenca entre os tempos 3 e 28 dias, havendo redugao nos
valores com o passar do tempo. No teste de rigidez houve reducgao significativa
dos valores aos 10 dias (diferencga significante dos valores aos 3 dias), e aos
28 dias houve elevagéo dos valores mas sem diferengas dos 10 dias. O grupo
CA apresentou diferenca estatistica significante entre os tempos de 3 dias e

10/28 dias, sendo estes ultimos com valores inferiores ao inicial.
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5 Discussao

O uso prolongado e excessivo de alcool causa alteragbes no mecanismo
de remodelacao 6ssea em nivel celular, modificando seu conteudo mineral e
podendo causar osteopenia e osteoporose, que sao associados ao aumento
dos riscos de incidéncia de fratura (DYER et al., 1998). A osteoporose € uma
doenca multifatorial caracterizada pela baixa massa 6ssea e deterioracdo da
microarquitetura do tecido ésseo com consequente surgimento de fragilidade e
susceptibilidade a fraturas apés minimos traumas (OMS, 1970) e apesar de
existir inumeras pesquisas, o mecanismo com o qual isto ocorre ainda ndo é
bem esclarecido (SOUZA, 2010).

Estudos mostram que o wuso prolongado de alcool reduz
significativamente o numero de osteoblastos inibindo a proliferacéo e atividade
destas células, estimula a sintese de PTH, que €& o principal hormdnio
responsavel pela homeostase de calcio em mamiferos. O PTH estimula
osteoclastos a reabsorver o osso (CHEN et al., 2001). Em uma pesquisa sobre
os efeitos do alcoolismo crénico no processo de remodelagcdo éssea in vivo
utilizando tibias de ratos alimentados com dieta liquida de etanol a 35% durante
6 semanas, demonstrou-se significativa reducdo do numero e atividade dos
osteoblastos observados por meio da histomorfometria. (DYER et al., 1998).

As alteragbes no metabolismo 6sseo apds o uso prolongado do alcool
pode ser detectado por varios métodos, entre eles a avaliagdo radiografica
densitométrica. Neste estudo optamos pela utilizacdo da absortimetria de raios
X em duas energias (DXA), método nao invasivo que vem sendo utilizado como
recurso mais acessivel na avaliagdo 6ssea (PETERSEN et al., 2000; BERTIN
et al., 1998).

Muitos estudos em humanos tentam correlacionar a incidéncia de
fraturas em comunidades que adotam a fluoretagdo da agua no abastecimento
publico comparando com comunidades sem fluoretagdo. Entretanto, estes
estudos ndo tém controle sobre variaveis que estao fortemente ligadas com o
aumento do risco de fratura do osso como estrogénio, fumo, peso corporal e
uso abusivo de alcool (PHIPPS et al., 2000). Porém, nao existe duvida que
doses farmacoldgicas de fluor estimulam a formagcdo Ossea e aumentam

significativamente a DMO. O aumento na formagdo 6ssea foi relacionado ao
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aumento no numero de osteoblastos, porém, tal mecanismo ainda nao foi
completamente elucidado (PHIPPS et al., 2000).

O osso € um tecido complexo e sua resisténcia depende ndao somente
da quantidade mas também da qualidade tecidual. Esta qualidade é
caracterizada pela geometria e forma dos ossos, microarquitetura das
trabéculas, conteudo mineral e colageno. As propriedades mecéanicas do 0sso
refletem as propriedades de seus constituintes, da maneira como eles estao
arranjados e como interagem (BROULIK et al.,, 2010). As propriedades
mecanicas definem o comportamento de um material quando sujeito aos
esforcos de natureza mecanica, e correspondem as propriedades que, num
determinado material, determinam a sua capacidade de transmitir e resistir aos
esforcos aplicados, sem romper ou sem que se produzam deformacgdes
incontrolaveis (CHIAVERINI, 1979). A fragilidade 6ssea pode ser estimada por
testes biomecanicos como o de flexdao-compresséo tanto na cabeca do fémur,
que é o local de maior fratura em humanos, quanto na regido metafisaria do
osso (TURNER; BURR, 1993; BROULIK et al., 2010). Neste estudo, a analise
biomecanica foi aplicada carga a cabega femoral (compressao axial) e no meio
da diafise do fémur (flexdo) em maquina de ensaio universal (EMIC DL 3000).
Em nossos resultados, na analise biomecéanica da Cb ndo houve diferenca
estatistica significante entre os grupos e entre tempos nos parametros
analisados: Fmx, rigidez e resiliéncia. O método convencional para testar
mecanicamente o terco proximal do fémur de ratos € baseado na aplicacido de
uma forga axial na cabeca do fémur, entretanto, em ossos osteopordticos, a
maioria das fraturas nesse local é resultante de momentos fletores elevados,
gerados por forgas laterais ou forgas torcionais (VICENTINI, 2006).

Neste trabalho verificamos que o CMO do fémur foi inferior nos grupos
submetidos ao alcoolismo crénico quando comparados ao controle, indicando
uma perda no contetudo mineral (Tabelas 1 e 2), verificado também por Broulik
et al. (2010) e Nyquist et al. (2002). Na analise da DMO os grupos C, F e CF
foram similares entre si, assim como os grupos C, FA e CA entre si, sendo que
o consumo de fluor e de alcool promoveram alteragdes na densidade Ossea
(Tabela 2), poréem com diferenga significante apenas entre os grupos que
tiveram o consumo exclusivo de uma das substancias por longo periodo de

tempo (Grupos F e CA). Assim, apesar de variagbes numéricas de DMO entre
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0s grupos, nao houve variagdo significativa em relagcdo ao controle.
Diferentemente do nosso trabalho, Broulik et al. (2010) utilizando o principio de
Arquimedes para determinagdo da densidade O&ssea, verificou reducado da
mesma nos animais submetidos ao alcoolismo. Contudo, nosso resultados
concordam com Broulik et al. (2010) ao verificar a redugdo dos parametros
mecanicos do Tm do fémur nos animais com dieta alcodlica quando
comparados ao controle (Tabela 4). O uso prévio de fluor ao alcool (FA)
resultou em valores levemente superiores comparados ao uso exclusivo de
alcool (CA), porém sem diferencga estatistica (Tabelas 1 e 2).

Trabalhos que estudaram os efeitos do consumo crénico de alcool na
DMO de ratos por meio do DXA encontraram resultados semelhantes aos
deste estudo. Nyquist et al. (2002) ao analisar os efeitos da dieta de 15% de
alcool e glicose, no CMO e DMO em tibias e fémures de ratos machos
verificaram valores inferiores quando comparados ao grupo controle. No estudo
que utilizou ratos de ambos os sexos, com 6 semanas de idade e dieta liquida
contendo etanol a 36%, foi encontrado menor valor de DMO no grupo de
fémeas tratadas com alcool (NISHIGUCHI et al., 2000). Em um estudo com 30
ratos Sprague—Dawley de ambos os sexos com 30 dias de idade que
receberam alcool a 36% durante 45 dias, suas colunas vertebrais foram
removidas e dissecadas, a densidade éssea foi medida por meio de TCQ, que
mostrou a redu¢do do tamanho das pecas e da DMO no grupo tratado com
dieta alcoolica (WEZEMAN et al., 2003).

Apesar dos grupos com uso exclusivo de fluor (F e CF) apresentarem
valores superiores de CMO em relagcdo ao controle, estes nao diferiram
estatisticamente do mesmo. Na analise da DMO os grupos C, F e CF foram
similares entre si. A média de CMO e DMO do grupo F foi a maior dentre os
grupos e do grupo CA foi a menor (Tabela 1 e 2), refor¢cando a ocorréncia de
aumento desses parametros analisados com o uso do fluor e redugdo com o
uso do alcool (PHIPPS et al., 2000; SOWERS et al., 2005; WEZEMAN et al.,
2003). Na analise dos parametros biomecanicos 0s grupos que consumiram
fluoreto (F e CF) ndo apresentaram diferenga estatistica do grupo Controle
(Tabela 4). Os grupos com consumo de alcool (CA e FA) apresentaram os
menores valores de Fmax para ruptura dos ossos, sendo estes dados

concordantes com Broulik et al.(2010) que observaram a reducéo de 12 % na
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forca mecanica para ruptura do fémur em ratos apds consumo de etanol. Foi
observado que o consumo de fluor por menor periodo (grupo CF) apresentou
0Ss maiores valores para ruptura dos ossos em todos os tempos, bem como
rigidez e resiliéncia Porém o consumo de fluor ndo apresentou diferenca
significativa nos parémetros densitométricos e biomecanicos em relacdo ao
grupo controle, diferente de Mello e Gomide (2005) que demonstrou que ratas
ovariectomizadas que ingeriram 40 mg de fluoreto de sddio demonstraram
melhores caracteristicas fisicas, bioquimicas e biomecéanicas do que os das
ratas submetidas a ooforectomia sem tratamento e os das n&o submetidas a
ooforectomia, de modo que o fluor melhorou a qualidade dssea.

Alguns autores como Ammann et al. (1998) e Phipps et al. (1998)
relacionaram o aumento da formacdo é6ssea, ao aumento do numero de
osteoblastos dado pelo fluor. Outros estudos ainda demonstram que o NaF
pode reforgcar a indugdo da replicacdo de células através dos fatores de
crescimento de polipeptidicos incluindo o fator | de crescimento semelhante
insulina (IGF-I). Este efeito provavelmente esta relacionado com o incremento
da fosforilagdo da proteina tirosina pelo fluoreto em osteoblastos (AMMANN et
al., 1998).

Na analise da interacdo grupo*tempo quanto ao CMO e DMO houve
diferencga estatistica significante apenas no grupo F, mas sem diferenca entre o
tempo final e o inicial (Tabela 3), indicando que o fator tempo de consumo
utilizado em nosso experimento ndo interferiu nesses resultados. Na analise
biomecanica o grupo FA apresentou reducdo significativa da rigidez e
resiliéncia ao longo do tempo sendo capaz de absorver menos energia, € com
valores significativamente diferentes do grupo Controle aos 28 dias (Tabela 5).
O grupo CA apresentou redugao significativa da rigidez com o tempo, sendo
diferente do controle. Assim, o consumo de alcool parece alterar as
propriedade mecanicas do osso ao longo do tempo. Broulik et al. (2010)
relacionou estas alteracbes a perda déssea cortical induzida pelo alcoolismo,
embora os mecanismos desse efeito esquelético ndo estejam elucidados.

Assim, dentro dos limites deste trabalho, o consumo prolongado de alcool
reduz os parametros densitométricos e biomecanicos dsseos, independente do
uso prévio de fluor. Contudo mais estudos devem ser realizados analisando os

efeitos na estrutura éssea resultante da interagao fluoreto de sédio e alcool.
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6 Conclusao

De acordo com a metodologia utilizada neste estudo pode-se concluir que:

- O uso crdnico de alcool promoveu perda 6ssea mineral e maior fragilidade
O0ssea detectada no terco médio pelos testes biomecanicos, mesmo com o uso
prévio de NaF.

- O consumo de NaF de maneira prolongada demonstrou uma tendéncia de

aumento na densidade mineral 6ssea e na resisténcia éssea no terco médio.
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ANEXO A - Certificado de aprovacdo da Comissado de Etica da
Experimentagao Animal
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Anexo B: Complementagao do texto.

Tabela 1: Valores da média na Analise Biomecanica da Cabeca.
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Grupos Forca Méxima (N)

Rigidez (10°N/m)

Resiliéncia (10°J)

3 dias 10 dias 28 dias 3 dias 10dias 28 dias 3 dias 10 dias 28 dias
C 140,78 162,70 135,78 173,37 171,66 193,06 89,921 107,28 93,746
F 168,03 149,05 146,59 204,61 18242 212,78 108,77 81,749 72,867
CA 147,84 130,90 160,39 17898 152,35 141,12 75,877 92,185 102,33
FA 153,74 162,31 146,48 148,92 206,33 209,83 115,45 95,372 74,356
CF 177,20 149,07 164,42 195,94 183,70 211,74 116,17 94,023 122,08

Tabela 2: Valores da Média na Analise Biomecanica dentro de cada Grupo na Cabeca.

Grupos Forca Méaxima (N)

Rigidez (10°N/m)

Resiliéncia (10°J)

C 146,46
F 154,56
CA 146,38
FA 154,18
CF 163,56

179,37
199,94
157,49
188,36
197,13

96,98
87,80
90,13
95,06
110,76

Tabela 3. Valores da média do CMO e DMO obtidas do terco médio nos fémures
direitos de ratos de acordo com os grupos nos tempos de analise.

Grupos CMO* DMO *
C 0,0101 0,1982
F 0,0106 0,2105
CA 0,0090 0,1766
FA 0,0086 0,1738
CF 0.0103 0,2050

Tabela 4: Valores da média do CMO e DMO no tergo médio.

Grupos CMO DMO

3 dias 10 dias 28 dias 3 dias 10 dias 28 dias
C 0,01 0,01 0,01 0,19 0,20 0,20
F 0,01 0,01 0,01 0,20 0,19 0,22
CA 0,01 0,01 0,01 0,18 0,16 0,19
FA 0,01 0,01 0,01 0,18 0,17 0,17
CF 0,01 0,01 0,01 0,20 0,19 0,22




Tabela 5. Valores da média do CMO e DMO obtidas na Cabeca dos fémures
direitos de ratos de acordo com os grupos nos tempos de analise.

Grupos CMO* DMO *
C 0,0017 0,2535
F 0,0018 0,2728
CA 0,0016 0,2510
FA 0,0017 0,2517
CF 0,0019 0,2713

Tabela 6: Valores da média do CMO e DMO na Cabeca.
Grupos CMO DMO
3 dias 10 dias 28 dias 3 dias 10 dias 28 dias

C 0,0019  0,0016 0,0017 0,27 0,24 0,25
F 0,0017  0,0019 0,0020 0,25 0,27 0,30
CA 0,0017 0,0014 0,0017 0,27 0,22 0,26
FA 0,0019 0,0016 0,0017 0,26 0,24 0,25
CF 0,0020  0,0019 0,0020 0,28 0,25 0,28




