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O tecido 6sseo tem como caracteristica estar constantemente em plena absorcdo e
recomposicao celular, sendo controlado pela interacdo de RANKL e OPG. No caso da perda
de sua continuidade, sua remodelacdo leva a restauracdo e consequente integridade do
esqueleto, sendo o0 seu metabolismo influenciado por fatores hormonais, locais,
comportamentais, ambientais e nutricionais. A ingestao cronica de alcool pode contribuir para
esse desequilibrio, e embora correlacbes significativas venham sendo relatadas entre o
consumo excessivo de alcool e a consolidacdo 6ssea, novos estudos devem ser desenvolvidos
haja vista a grande disparidade entre o tempo de submissdo e a quantidade de ingestdo do
alcool englobando os diferentes protocolos. Os objetivos desse estudo foram avaliar
guantitativamente os efeitos do consumo crénico de alcool no reparo 6sseo e densidade 6ssea
em ratos Wistar, além de observarmos a expressdo de OPG e RANKL. Separamos 30 ratos
Wistar , sendo (G1) 15 ratos consumindo solucdo de aguardente diluida em &gua por 100 dias
com concentracdo progressiva e controlada e 15 ratos ndo alcodlatras consumindo como dieta
liguida somente agua (G2). Apds o 92° dia do periodo de inducdo do alcoolismo, ambos os
grupos foram submetidos a um defeito 6sseo realizado na tibia. 8 dias apds o procedimento
cirirgico os animais foram eutanasiados e as tibias removidas .A porcentagem de 0Sso
neoformado e a densidade Ossea foram avaliadas histometricamente. Através da
imunohistoquimica observamos a expressdo de OPG e RANKL. Como resultados, pudemos
observar que a densidade e remodelacdo Osseas foram menores no grupo alcodlico.
Encontramos também diferenciacdo na expressdo de RANKL e OPG nos diferentes grupos.
Nossos resultados demonstram que o protocolo proposto de ingestdo de alcool exerce efeitos
negativos na qualidade 6ssea quando comparado ao grupo controle.

Palavras Chave: Alcoolismo, Densidade 6ssea, Remodelacdo 6ssea.

INTRODUCAO

O consumo de &lcool na sociedade contemporanea é visto predominantemente de forma
positiva, pois € uma substancia psicoativa legal e socialmente aceita. Conforme dados do
Ministério da Saude do Brasil (2010), essa substancia causa a dependéncia conhecida como
alcoolismo, sendo reconhecido como doenca pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2004)
desde 1948, e representa um dos problemas socioecondmicos mais graves para a saude
mundial.

Estudos epidemioldgicos tém detectado indices de consumo cada vez maiores tanto no Brasil,
como em outras regiées do mundo, tornando-se patolégico e endémico principalmente apés a
revolucao industrial (MARQUES, 2001; MORAES et al., 2006; LARANJEIRA, et al. 2007).
Quando néo levados a morte, individuos que consomem essa substancia cronicamente sofrem
com problemas que sdo desencadeados em diversos tecidos do corpo humano, dentre eles o
tecido 0sseo.

A homeostase 0ssea é afetada pelo consumo inadequado de alcool, que pode desestabilizar o
equilibrio controlado pelo sistema RANK/RANKL/OPG (BOYLE et al., 2003). Neste sistema,
guando ocorre a ligacdo entre RANK (Receptor do Ativador do Fator Nuclear Kappa-B) e
RANKL (Ligante do Receptor do Ativador do Fator Nuclear Kappa-B) temos a formagao e
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atividade dos osteoclastos e, consequentemente, reabsorcdo de tecido 6sseo (BOYLE et al.,
2003). A Osteoprotegerina (OPG) tem a capacidade de regular esse processo de reabsorcao
pois se liga ao RANK, evitando a ligagdo entre RANK e RANKL. Quando isso ocorre, a
reabsorcéo 6ssea é interrompida (YASUDA et al., 1998).

OBJETIVOS

- Caracterizar as eventuais alteracées morfologicas e histoquimicas no tecido 6sseo de ratos
submetidos a uma ingestao progressiva e controlada de alcool.

- Quantificar por histomorfometria a densidade e neoformacéo 6ssea nas tibias;

- Analisar a expressdo de OPG e RANKL nas tibias.

MATERIAL E METODOS

Todos os experimentos conduzidos neste estudo foram previamente aprovados pela Comissao
de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria da USP, Campus
Sao Paulo (numero do protocolo: 2476/2011). Foram utilizados 30 ratos (Rattus norvegicus,
albinus) da linhagem Wistar, provenientes do Biotério da Universidade Guarulhos, com peso
médio de 185 gramas, livres de quaisquer patologias, mantidos em caixas acrilicas forradas
com maravalha limpa e apropriada, recebendo “ad libitum” racdo padrao para roedores, em
ambiente com temperatura controlada em torno de 23°C e fotoperiodos de claro e escuro de 12
horas.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em grupos assim determinados: G1 (15 ratos
alcoodlatras submetidos ao defeito 6sseo), G2 (15 ratos ndo alcodlatras submetidos ao defeito
0sseo0). O grupo alcodlatra (G1l) recebeu como dieta liquida (método semi-voluntario)
aguardente de cana (Pirassununga 51 ®, 39° GL, Industrias Muller, Pirassununga, SP, Brasil)
diluida em &gua com concentracdo controlada e progressiva conforme tabela 1. Ja& o nao
alcoolatra (G2) recebeu como dieta liquida somente agua “ad libitum”.

Tabelal. Protocolo de inducdo ao alcoolismo cronico

Tempo de Concentragao da
inducao (dias) aguardente
15 dias 10° GL
15 dias 15° GL
10 dias 20° GL
10 dias 25° GL
50 dias 30° GL
RESULTADOS

A analise histométrica dos cortes (figura 1) demonstrou que existem diferencas significativas
entre as densidades O0sseas dos grupos sem defeito analisados.As tibias do grupo controle
(SDC) apresentaram densidade Ossea aproximadamente 144% maior do que as tibias do
grupo alcool (DAS) (figura 2).

A analise estatistica da area 0ssea neoformada expressas em mmz2, demonstrou que a area de
0sso neoformado (figura 3) no grupo controle é 34% maior do que a area de 0sso neoformado
no grupo alcool (figura 4).

Nossos resultados demonstraram que no grupo alcool ocorreram menos marcacfes de OPG
do que RANKL, evidenciando que a formacdo Ossea € retardada se comparada ao grupo
controle (Figura 5). Vereificamos, também, que a quantidade de marcacdes de RANKL e OPG
no grupo controle foram similares e em maior quantidade (Figura 6).
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Na fotomicrografia das é&reas analisadas € possivel notar maior quantidade de tecido
neoformado no grupo controle.
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Figura 1. Andlise histométrica dos cortes comparando grupo controle (A) e grupo de estudo (B)
em relacdo a densidade dssea.
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Figura 3. Andlise estatistica da area Ossea neoformada
expressas em mm?
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Figura 4. Analise histométrica da area de osso neoformado comparando grupo controle (A) e
grupo de estudo (B)

de RANKL e OPG do grubo de estudo.
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Figura 6. Marcacoes de RANKL e OPG do

»

grupo controle.

DISCUSSAOQ

Em relagdo as alteracbes que o alcool causa no metabolismo ésseo, varios autores tém as
descrito. (SAVILLE, 1965; OPPENHEIM, 1977; KRISHNAMRA,1983; SCHUCKIT, 2009 e
MAUREL, 2012).

Buchaim et al, (2004) avaliaram histologicamente os efeitos do alcool no reparo 6sseo da tibia

de ratos Wistar. Os autores relataram que em todos os animais do grupo experimental houve
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retardo na cronologia no processo de reparo 6sseo. Em estudo mais recente, Buchaim (2009)
analisou os efeitos de 3 dietas alcoodlicas na reparacdo 0ssea em tibias de ratos Wistar. Foram
utilizadas concentragbes alcodlicas diferentes para cada grupo. A analise das tibias
demonstrou que as diferentes concentracfes alcoodlicas utilizadas na dieta influenciaram a
neoformacao éssea de diferentes maneiras. O processo de reparacdo e neoformacao 6ssea foi
retardado de acordo com a concentracao alcodlica.

Histomorfometricamente nossos dados demonstraram diferengas significativas relacionadas a
densidade e reparo 0sseo entre 0os grupos alcool e controle. Nossos resultados concordam
com Lima et al., (2011), demonstrando que e remodelacdo 6ssea nos ratos do grupo alcool
sofreu atraso. Esses resultados sugerem um possivel efeito negativo na remodelacdo 0ssea.
Uma observacao importante a se fazer em relagdo ao nosso experimento € a questédo da idade
dos ratos. Nossos estudos, que utilizaram ratos jovens, se comparados a outros estudos que
utilizaram ratos adultos, ndo demonstram resultados diferentes.Em relacdo a densidade e
remodelacdo O0ssea, nossos resultados demonstraram um menor trabeculado 6sseo no grupo
alcool assim como uma menor capacidade de regeneracdo 0ssea. Nossos resultados estao de
acordo com os resultados de outros estudos (FREDERICK et al., 1999; HOGAN et al, 1999).
Os resultados imunohistoquimicos de nosso trabalho concordam com o0s resultados
encontrados em outros estudos que associam o desequilibrio do sistema RANK/RANKL/OPG a
doencas 6sseas (HOFBAUER et al., 1999; GOLDRING, 2000; EGHBALI et al., 2003).Simonet
et al. (1997) realizaram uma série de ensaios para compreenderem o papel da
osteoprotegerina, e observaram que ratos que expressavam o0 excesso dessa glicoproteina
desenvolviam osteopetrose, que se caracteriza pelo aumento da densidade 6ssea e diminuicdo
da atividade osteoclastica. Esses ensaios deram suporte a descoberta de que a OPG € um
potente inibidor indireto da atividade osteoclastica. Posteriormente, em 1998, Yasuda et al.,
identificaram que outras moléculas também estavam envolvidas nesse processo, sendo elas o
RANK e seu ligante RANKL e descobriram que a partir da interacdo RANK/RANKL ocorria a
formacao e atividade dos osteoclastos e consequentemente , a reabsorcdo do tecido Osseo.
Nossos experimentos demonstraram que no grupo controle existe uma expressao maior de
OPG e RANKL do que no grupo éalcool, o que nos leva a crer que o sistema estd em equilibrio
e que o processo de neoformacdo 6ssea esta ocorrendo de maneira equilibrada.Ja no grupo
alcool encontramos uma maior expressdo de RANKL comparado a OPG, demonstrando uma
maior atividade osteoclastica no grupo alcool e, consequentemente, maior reabsorcao 6ssea. A
atividade de RANKL e OPG ¢é dependente de uma série de outros fatores imuno-inflamatérios,
gue funcionam como uma rede em favor ou contra a destruicdo tecidual. Como existem poucas
informacdes na literatura sobre o papel de RANKL e OPG nas doencas ésseas relacionadas ao
alcoolismo, deve-se ter cautela na interpretacao dos resultados esperados (SANTOS, 2009).

CONCLUSAO

Apbs a analise dos resultados e de acordo com os limites dos métodos empregados podemos
concluir que:

Através da morfometria foi demonstrado que em um protocolo de 100 dias de ingestdo de
alcool numa concentracéo progressiva e controlada, ocorre alteracdo negativa na densidade e
consolidagao 0sseas;

Os achados imunohistoquimicos mostram em termos gerais que tanto o grupo controle quanto
0 grupo alcool revelam presenca de OPG e RANKL. A presenca das mesmas proteinas em
diferentes niveis e quantidades é notavel no grupo alcool, ressaltando com isso as adaptacdes
do tecido 6sseo frente a exposicéo do alcool

Palavras-chave: Alcoolismo cronico. Densidade 6ssea. Remodelagéo d6ssea .
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