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RESUMO

“EFEITOS DO ETANOL E NICOTINA SOBRE A RESISTENCIA M ECANICA DO
OSSO E OSTEOGENESE AO REDOR DE IMPLANTES DE HIDROXI APATITA”

O consumo de alcool ou nicotina é prejudicial a integridade do tecido 0Osseo,
consequentemente, pode dificultar ou até mesmo impedir a fixacdo e manutencao
dos implantes osseointegraveis. O objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos
do etanol e nicotina sobre a resisténcia mecéanica do 0sso e a neoformacao 0ssea ao
redor de implantes de hidroxiapatita, quando consumidos isoladamente e
simultaneamente. Foram utilizados 20 ratos divididos em quatro grupos de 05, sendo
controle (CT), alcool (A), nicotina (N) e nicotina+alcool (N+A). Apés quatro semanas
de consumo de alcool e/ou nicotina, corpos ceramicos densos (HAD) e porosos
(HAP) de hidroxiapatita foram implantados em cavidades produzidas cirurgicamente
nas tibias. Apds as cirurgias os animais continuaram a consumir alcool e/ou nicotina.
Completado noventa dias, os animais foram sacrificados e as tibias e fémures
isolados para o processamento histolégico e ensaio mecéanico. Em todos os animais
foi encontrado tecido 6sseo junto aos corpos ceramicos de HAD e HAP. O volume
de osso formado ao redor dos corpos ceramicos foi maior no grupo CT em relacao
aos demais grupos. Os animais do grupo N+A foram aqueles que apresentaram
menor volume de osso neoformado. Nos animais do grupo A ocorreu formacao de
menor volume de 0sso ao redor dos implantes em relacdo aos animais do grupo
Nicotina. A menor resisténcia do 0sso a cargas mecanicas foi encontrada nos
animais do grupo N, A e N+A, respectivamente. De acordo com os resultados
podemos concluir que o consumo de nicotina ou alcool produziu efeito negativo sobre
a resisténcia mecéanica do 0sso e osteogénese ao redor dos implantes de HAD e
HAP. Em adicdo, o consumo simultaneo das duas substancias intensificou os efeitos

deletérios.
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ABSTRACT

"EFFECTS OF ETHANOL AND NICOTINE ON THE MECHANICAL RESISTANCE
OF THE BONE AND OSTEOGENESIS AROUND HYDROXYAPATITE IMPLANTS "

The consumption of alcohol or nicotine is harmful to the integrity and mechanical
resistance of the bone. Consequently, it can difficult or even prevent the
osseintegration and maintenance of bone implants. The objective of the present work
was to evaluate the effects of the ethanol and nicotine on the mechanical resistance
of the bone and newly formed bone around hydroxyapatite implants, when consumed
separated and simultaneously. A total of 20 adults rats were divided into 4 groups of
5 rats each, being control (CT), alcohol (A), nicotine (N) and nicotine+alcohol (N+A).
After four weeks of consumption of alcohol and nicotine, dense (HAD) and porous
(HAP) ceramic bodies of hydroxyapatite were implanted in cavities produced
surgically in the tibiae. After the implantation the animals continued to consume
alcohol and nicotine. Completed ninety days, the animals were sacrificed and the
tibiae and femurs were isolated to histological and mechanical studies. In all animals
was founded newly formed bone around the ceramic bodies of HAD and HAP. The
bone volume formed around of the ceramic bodies was larger in the group CT than
that founded in the other groups. The animals of the group N+A presented smaller
volume of newly formed bone. In the animals of the group A was founded smaller
volume o bone than in the animals of the group N. The resistance of the femur to
mechanical loads was smaller in the animals that consumed N+A, A e N respectively.
In agreement with the results we can conclude that the nicotine or alcohol
consumption produced negative effect on the mechanical resistance of the bone and
osteogenesis around the HAD and HAP implants. In addition, the simultaneous

consumption of the two substances intensified the harmful effects.
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1.1 REPARO OSSEO E IMPLANTE DE HIDROXIAPATITA

Os o0ssos sao estruturas rigidas e representam o0s principais elementos de
sustentacao do corpo. Trata-se de um tecido mineralizado que exibe, além de suas
propriedades mecanicas, capacidade de regeneracdo espontanea. Assim sendo, 0s
defeitos 6sseos podem ser reparados pela producdo de tecido novo com a mesma
organizacao estrutural do tecido original. No entanto, esta capacidade regenerativa é
limitada, de modo que o reparo de lesbes com grande perda de massa Ossea
provocadas por traumas, infeccdes ou resseccdes de neoplasias representam um
desafio para as cirurgias reconstrutivas nas areas meédica e odontologica
(SAKAKURA et al., 2001).

Atualmente, enxertos 6sseos com materiais autdgenos tém sido o material de
primeira escolha na reconstrucdo dos defeitos 6sseos, pois, sdo fontes de células
osteogénicas, osteocondutores e ndo promovem reacdes de imunogenicidade. As
areas doadoras frequentemente utilizadas sado: crista iliaca, mandibula, taber da
maxila, costelas, tibias e fibulas (CITARD e FRIEDMAN, 1994; TRIPLETT e
SCHOW, 1996; LEKHOLM et al. 1999). Apesar das vantagens oferecidas por esses
enxertos, o procedimento para a sua obtencdo acarreta tempo operatério maior,
dobra os locais cirdrgicos e nem sempre oferece quantidade de osso suficiente para
o reparo. Além disso, quando se trata de auto-enxerto, aumenta a morbidade e
quando a area doadora € o 0sso ilio pode deixar sequielas no contorno anatémico

secundaria a perda Ossea, além de lesdo do nervo cutaneo lateral da coxa e
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herniacGes na regido inguinal (FORREST et al., 1992; BROECKE et al., 1998; HILL

et al., 1999).

Devido as limitacdes para obtencdo do enxerto de osso autdgeno, busca-se
um substituto seguro para eles. Desta necessidade, surgiram o0s implantes de
biomateriais que visam manter as mesmas caracteristicas fisicas, quimicas e
mecanicas do enxerto 6sseo quando colocados na area receptora (BERTRAN et al.,
2000) e entre estes materiais destaca-se a hidroxiapatita sintética.

A hidroxiapatita sintética € uma bioceramica amplamente estudada, pois
apresenta composicao quimica similar ao 0osso humano, néo é téxica e possui forte
estabilidade quimica. Quando utilizada in vivo ndo apresenta reacdes inflamatdérias e
antigénicas sendo, portanto, biocompativel (ASHBY et al., 1996; FORTUNATO et al.,
1997; PERRY et al., 1998; OHBAYASHI et al., 2000; ONO et al., 2000, LEGEROS,
2002). Ela apresenta formula quimica Cajo(POa4)s(OH)2, sendo o principal
componente mineral dos tecidos mineralizados do corpo humano. Para o uso clinico
a hidroxiapatita pode ser produzida em pé ou blocos densos ou porosos, com
diferentes granulacdes e associada a diversos materiais como 0 colageno, matriz
0ssea desmineralizada e proteinas osteoindutoras (DAMIEN et al., 1990, VIDIGAL e
GOISMAN, 2003).

Segundo Stobaugh (1992), o consumo excessivo de alcool e/ou cigarro pode
comprometer a neoformacéo 6ssea, assim como a osseointegracdo do implante de
HA, uma vez que tais substancias podem levar a citélise de ostedcitos, diminuicdo da

concentracdo da proteina morfogenética O0ssea (BMP) e da fosfatase alcalina,
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podendo também diminuir a densidade mineral 6ssea (LORENZ e LORENZ, 1983;

DIAMONT, 1989; FRIDAY e HOWARD, 1991).

1.2 EFEITOS DO ALCOOL SOBRE O TECIDO OSSEO

O alcoolismo € uma doenca cronica, geralmente progressiva, provocada pela
ingestao excessiva de alcool etilico. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define
como alcoolismo a ingestao diaria de alcool superior a 50 g na mulher e 70 g no
homem (SESSP, 2005; KUMAR, JAFFIN e BERMAN, 2002). As repercussdes dos
transtornos decorrentes do consumo de bebidas alcoolicas séo bem conhecidas e
descritas na literatura, havendo consequéncias negativas de ordens psiquica,
organica e socioeconémica (KAPLAN, 1997; SINBOGA et al., 2007; KUMAR, JAFFIN
e BERMAN, 2002). Aproximadamente 15% da populacédo brasileira € alcoolista e
dados obtidos em outros paises giram em torno de 12% a 13% (CRUZ, 2005).

O etanol, principal componente das bebidas alcodlicas, age como elemento
toxico a 6rgédos vitais, atuando nocivamente mesmo nos tecidos mais resistentes do
organismo, como o 0sso. Friday e Howard (1991) estudaram os efeitos do etanol em
células 6sseas humanas “in vitro” e encontraram reducdo da proliferacdo celular,
menor sintese protéica e pouca atividade da fosfatase alcalina. Estudos de Klein et
al. (1996), evidenciaram que pacientes alcoolistas estdo mais sujeitos as fraturas,
osteopenia e alteracdes na regeneracdo 0ssea, que se mostra reduzida e aberrante.

Pesquisas realizadas com animais também evidenciaram a nocividade do

etanol sobre tecido 6sseo. Peng et al. (1991), submeteram ratos jovens a ingestéao
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cronica de etanol e concluiram, através de estudos histomorfométricos, que o alcool

afetou a velocidade de formacao de o0sso a partir do enddsteo e periosteo, além do
comprometimento das propriedades mecéanicas do osso. Sampson (2002), constatou
que ratos tratados com etanol apresentavam baixa densidade 0ssea e diminuicdo na
regeneracado 6ssea e Chen et al. (2001) em estudo com hamsters tratados com
etanol por 5 meses observou alteracdes nas mitocondrias das células 0sseas.

Estudos realizados por Sinboga et al. (2007), demonstraram através de
densitometria 0ssea e histomorfometria de ossos de ratos submetidos ao alcoolismo
experimental, apresentavam o0s conteddos minerais, densidade e osteogénese
reduzidas.

Estudos tém demonstrado também a associacéo entre reducéo dos niveis de
calcio e a ingestdo de alcool, sendo explicada pela inibicho aguda mediada pelo
etanol do efluxo de célcio do osso para o plasma (HEMMINGSEN e KRAMP, 1980;
MONEY et al. 1989). A hipocalcemia associada ao consumo de alcool pode ser
explicada pelos seguintes mecanismos: 1) Diminuicdo da resposta 6ssea ao PTH
(hormbnio  paratirebideano) e/ou um  hipoparatiroidismo  transitorio; 2)
Hipomagnesemia; pancreatite aguda e anormalidades no metabolismo do calcio
como a diminuicdo da absorcdo intestinal ou aumento de sua excrecdo renal
(LAITINEN et al., 1991; SAVILLE, 1975).

Segundo Albrektsson et al. (1993), o etanol interfere negativamente no
processo de osseointegracdo de biomateriais, inviabilizando, as vezes, sua utilizacéo
e influenciando no prognostico da reparacdo 6ssea. Estudo realizado por Camilli et

al. (2004), demonstrou que o consumo de etanol ndo impediu a osseointegracédo de
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hidroxiapatita implantado subperiostalmente em ratos, no entanto, provocou atraso

no processo de neoformacdo O0ssea e diminuicdo no volume do osso formado na

area receptora.

1.3 EFEITOS DA NICOTINA SOBRE O TECIDO OSSEO

Estatisticas apontam que, no mundo ha cerca de 1,1 bilhdes de fumantes para
uma populacéo de 6 bilh6es de pessoas. O cigarro € constituido por tabaco, nicotina,
alcatrdo e outras 4,7 mil substancias, entre estas, metais pesados como o Chumbo,
Cadmio e alguns elementos radioativos (LEITE, 2001).

A nicotina € um componente toxico do cigarro, podendo gerar inimeras
doencas e retardar o processo de cicatrizagao, pois induz diminuicdo do namero de
neutrofilos e macrofagos. Também provoca aumento de agregacao plaquetaria, 0
que reduz a microperfusdo sangiinea, estimulando a formacdo de micro-coagulos
resultando em trombos, que associados a vasoconstricdo geram isquemia tecidual
(SILVERSTAIN, 1992 e SAKAKURA et al., 2001).

Sweet e Butler (1979) e Jones e Triplett (1992), observaram que pacientes
tabagistas apresentavam cicatrizacdo deficiente em relacdo aos nao tabagistas.
Fumantes com doencas periodontais apresentavam poucos sangramentos gengivais,
provavelmente devido a influéncia da nicotina sobre a vascularizacédo local e seu
poder trombogénico (BERGTROM, ELISSON e PREBER, 1991).

O tabagismo influéncia de forma negativa a implantologia. O paciente

tabagista apresenta maior possibilidade de insucesso na fixacdo de implantes, uma
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vez que a nicotina leva a reducdo mineral da matriz éssea. Desta forma, quanto

maior o consumo de cigarro maior a perda Ossea peri-implantar (LINDIQUINST,
CARLSSON e JEMT, 1997). Segundo Peackok et al. (1993) o reparo 0sseo e a
osseointegracao de implantes podem ser dificultadas pela acdo da nicotina, pois ela
estimula a proliferacdo e adesao do fibroblasto junto ao implante, além de induzir
decréscimo da atividade das células osteogénicas. Por outro lado, Kumar, Jaffin e
Berman (2002) depois de acompanhar por 18 meses, 461 pacientes fumantes e ndo
fumantes, obtiveram 98,1% e 98,4% de sucesso respectivamente, utilizando
implantes de titanio com superficie modificada. Eles concluiram que a superficie do
implante pode ter papel critico para osseointegracdo e que aparentemente o fumo
nao interferiu de modo significante no processo. Sakakura, Marcantonio e Rezende
(2001), concluiram que o tabagismo n&o contra indica a terapia com implantes
osseointegrados, mas, em funcdo dos fracassos observados em pacientes, é
importante um planejamento criterioso, manutencéo rigorosa e em determinadas
fases do tratamento a suspenséao do habito de fumar.

Estudos experimentais demonstraram a nocividade da nicotina sobre tecido
0sseo. Broulik e Jarab (1993) constataram reducao significativa da densidade 6ssea
de fémures de ratos tratados com nicotina via agua de bebedouro. Silcox et al.
(1995), demonstraram que ratos tratados com nicotina apresentavam perda de
massa 0ssea quando comparados com os ndo tratados. Nociti e Neto (2002) e Nociti
et al. (2002) estudaram a densidade e volume Osseo ao redor de implantes

colocados nas tibias de ratos e concluiram que a exposi¢cao dos animais a fumaca do
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cigarro ndo afetou seriamente a densidade da cortical éssea, no entanto, prejudicou

o volume do osso formado ao redor do implante na regido de 0SS0 esponjoso.



2 OBJETIVO E JUSTIFICATIVA
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Pelo exposto, o consumo de alcool ou de nicotina € prejudicial a integridade
do tecido 06sseo, consequentemente, pode dificultar e até mesmo impedir a fixacao e
manutencdo dos implantes osseointegraveis. Desta forma, e considerando o grande
namero de individuos alcoolistas e tabagistas, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar experimentalmente os efeitos do etanol e da nicotina concomitantemente
sobre a resisténcia mecanica do osso e neoformacéo 0ssea ao redor de implantes de

hidroxiapatita densa e porosa, quando consumidos isolados e simultaneamente.
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3 MATERIAIS E METODOS
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3.1 PROCEDIMENTO DE TRATAMENTO DOS ANIMAIS

Um total de 20 ratos machos (Rattus norvegicus) com 45 dias foram utilizados,
procedentes do Centro de Bioterismo da Unicamp e mantidos no Biotério do
Departamento de Anatomia do Instituto de Biologia em dez gaiolas com dois animais
cada. Os animais foram divididos em quatro grupos: controle (CT), alcoolista (A),
nicotina (N) e nicotina alcoolista (N+A), cada grupo contendo 05 animais. O grupo CT
recebeu agua, ao grupo A foi oferecido etanol diluido a 10%, no grupo N foi
administrado diariamente por via subcutanea 0,125 mg/100g de peso
corporeo/diariamente de nicotina (Sigma, St. Louis, USA) e o grupo N+A recebeu
etanol e nicotina seguindo o tratamentos dos grupos A e N. Antecedendo o inicio do
experimento, os animais dos grupos N e N+A foram submetidos a um periodo de
adaptacdo, durante qual inicialmente foi administradas diariamente injecdes de
0,0625 mg/100g da droga por duas semanas e em seguida as dosagens foram
aumentadas para 0,125 mg/100g ao longo de mais 90 dias, seguindo o protocolo
proposto por Favaro e Cagnon (2006) e Riesenfeld e Oliva (1988). Os animais dos
grupos CT e A foram submetidos ao mesmo estresse que os animais dos grupos N e
N+A, sendo administrado via subcutanea injecdes de solucdo salina. A administracao
da droga foi realizada mantendo-se regularidade de horarios. Todos os animais
receberam a mesma dieta sélida e agua ad libitum (Nuvilab, Colombo, PR, Brasil).

Semanalmente eles, foram pesados e mensurados o consumo sélido e liquido,
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sendo realizada a troca da agua e nova diluicdo do etanol. A partir destes dados foi

calculada a ingestéo caldérica média dos animais nos diferentes grupos de estudo.

3.2 PROCEDIMENTO CIRURGICO

ApoOs quatro semanas de tratamento todos os animais foram submetidos a
cirurgia para implantacdo da hidroxiapatita nas tibias direita e esquerda. Corpos
ceramicos densos e porosos de hidroxiapatita com 2 mm de didametro e 3 mm de
comprimento foram produzidos pelo Instituto de Quimica da Unicamp. A ceramica
preparada na forma porosa apresentava poros com dimensdes variando de 4 a 100
micrometros.

Os animais foram anestesiados através de injecfes intramusculares de
solucéo 1:1 de Ketamina (Francotar) e Cloridrato de Xylazina (Virbaxyl 2%) na dose
de 0.10 ml/100g. Apés a tricotomia e a incisdo longitudinal na pele, o periésteo da
face medial da epifise proximal da tibia foi descolado com o afastador de periésteo
expondo a cortical do osso. Com auxilio de uma broca odontolégica (2 mm) acoplada
a um minimotor de baixa rotacdo e sob irrigacéo de solucéo fisiolégica, uma cavidade
foi produzida bilateralmente na tibia esquerda foi implantada Hidroxiapatita Densa
(HAD) e na direita Hidroxiapatita Porosa (HAP) (Fig. 01). Ap6s a colocacdo dos
implantes, o peridsteo foi reposicionado através da sutura de suas bordas com fio de
seda 8.0 e a pele foi suturada com fio de algodéo 4.0.

Subsequiente a cirurgia, 0os animais receberam agua com Dipirona por 24

horas, e em seguida, os animais voltaram ao tratamento com nicotina e/ou etanol. Ao
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completar 90 dias de experimentacao todos os animais foram sacrificados utilizando

dose excessiva de solucdo anestésica de Ketamina e Cloridrato de Xylazina
(0.30/100g), seguida de pneumotérax. Imediatamente apds o sacrificio, foi realizada
coleta de sangue através de puncdo em ventriculo esquerdo para exame de
dosagem de célcio sérico. O projeto foi submetido & avaliagdo do Comité de Etica em
pesquisa Animal e aprovado sob o Parecer 658-3.

FIGURA 01. Colocacao do implante de hidroxiapatita (HA) na cavidade produzida na

tibia do animal.

3.3 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO E MORFOMETRICO

As tibias, depois de coletadas, foram fixadas em formol tamponado a 10% por

48 horas e descalcificadas em solucdo de &cido formico, formol e citrato de sédio
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durante 15 dias. Em seguida, as amostras foram reduzidas e processadas através de

técnicas histoldgicas de rotina. Cortes transversais semi-seriados com 6 micrometros
de espessura, e corado com H&E foram obtidos do local de implantagéo.

A andlise quantitativa da espessura do osso formado ao redor do implante de
hidroxiapatita baseou-se no método de estereologia, o qual permite determinar
parametros tridimensionais de um o6rgao, tecido ou estrutura morfolégica por meio de
contagem de pontos em imagens bidimensionais (MANDARIM de LACERDA, 1999).
A quantificacdo do osso neoformado através da estereologia foi realizada de acordo
com o principio de DELESSE, obedecendo-se a férmula Vy = Pp/Pt (%), onde:

Vy = densidade de volume ou volume relativo;
Pp = quantidade de pontos sobre 0 0sso neoformado;

P+ = namero total de pontos do sistema.

Através de um reticulo quadrilatero acoplado na ocular do microscopio de luz,
contendo sistema de 100 pontos, foi calculada a densidade do volume d&sseo
neoformado nos locais do implante de hidroxiapatita em cada animal. Foram
utilizados 4 cortes histolégicos de mesma espessura para cada area receptora. Esta
analise foi feita com a objetiva do microscopio luz Olympus CBB padronizada em
aumento de 10 vezes (Carls Zeiss) para todos os cortes histologicos. Os cortes
histoldgicos foram selecionados aleatoriamente e somente apds a contagem dos

pontos sobre a area receptora foi feita a identificacéo os animais.
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3.4 TESTE MECANICO

Para a realizacdo do teste mecéanico, o fémur direito dos animais foram
coletados, limpos e acondicionados em gaze embebida em solucao fisioldgica (0.9%)
e armazenado em freezer (—20°C) até o dia anterior ao ensaio.

Os fémures foram submetidos a teste mecénico de resisténcia no Laboratorio
de Propriedades Mecanicas da Faculdade de Engenharia Mecéanica (FEM) da
Unicamp. O ensaio mecanico foi realizado em um maddulo de flexdo de trés pontos,
MTS TestStar Il, utilizando um célula de carga de 100 Kgf, a uma velocidade de 1.3
mm/min. A distancia entre as duas extremidades Osseas foi de 50 mm e para se
obter o valor da resisténcia, uma carga foi aplicada no terco médio do osso (diafise)
por meio de uma ponta, acoplada em uma maquina de ensaio universal, seguindo
protocolo proposto por Ferreira (2002). A resisténcia mecanica foi obtida com a
ruptura dos fémures apds uma célula de carga registrada pelo Modulo de Flex&o

MTS em Newton (N).

3.5 ESTUDO ESTATISTICO

A partir dos valores obtidos sobre consumo semanal de liquido e racdo por

animal, foram calculadas as médias e o desvio-padrdo para cada um deles. Foi

obtido também o percentual do ganho de massa corporal para cada rato e depois a
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meédia para cada grupo. De posse desses valores, foi aplicado o teste Tukey-Kramer,

programa Instat for Windows, para a comparacao entre o grupo controle e os demais.

As médias e desvio-padréo referente ao volume de neoformacao 6ssea foram
calculadas e comparadas estatisticamente, do mesmo modo que a dosagem de
Célcio sérico e os valores do ensaio mecanico. Para a comparacao estatistica entre
os grupos foi novamente utilizado a Analise de Comparacdes Mdltiplas através do
teste Tukey-Kramer, verificando as diferencas significativas entre os grupos para

p<0,05.
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4 RESULTADOS



4.1 CONSUMO DA DIETA LIQUIDA

19

Segue abaixo na Fig 02, a média do consumo liquido dos respectivos grupos,

assim como os resultados da analise estatistica quanto as diferencas entre os grupos

tratados com Alcool (A), Nicotina (N) e Nicotina+alcool (N+A) em relagdo ao grupo

Controle (CT).

Meédia do Consumo (mL)
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FIG 02. Médias (mL) e Desvio padrédo do volume de liquido ingerido semanalmente e

comparacao estatistica entre o grupo CT e os demais. *p<0,05 comparado ao grupo

CT.

As médias estatisticas do consumo liquido dos animais do grupo N e CT séao

estatisticamente iguais, jA& o consumo do grupo A e N+A apresentam diferencas

estatisticas significantes quando comparadas com o grupo CT, 0 que apresentou

maior consumo liquido.
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A Fig 03 demonstra que o consumo liquido ao longo das 12 semanas de

tratamento foi crescente.
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FIG 03. Consumo Liquido (mL) dos Grupos CT, N, A e N+A ao longo de 12 semanas
de tratamento.

4.2 CONSUMO DA DIETA SOLIDA

As figuras abaixo demonstram os valores da média de consumo solido (racao)
dos respectivos grupos, assim como os resultados da analise estatistica quanto as
diferencas entre os grupos tratados com Alcool (A), Nicotina (N) e Nicotina+alcool

(N+A) em relac&o ao grupo controle (CT).
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FIG 04. Médias (g) e desvio-padrdao do volume sdlido ingerido semanalmente e

comparacao estatistica entre o grupo CT e os demais. *p<0,05 comparado ao grupo

CT.
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FIG 05. Consumo Sélido (g) dos Grupos CT, A, N e N+A ao longo de 12 semanas de

tratamento.

As médias de consumo de dieta sélida dos grupos N e A ndo apresentam

diferencas estatisticas quando comparada com a média do grupo CT, ja o grupo N+A

apresenta uma média inferior a do grupo CT e estatisticamente significante.
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Os animais CT, A, N e N+A consumiram, em meédia, 46.6; 29.06; 43.2 e 25.87
gramas de racao e 28.06; 24.91; 26.36 e 22.89 mL de agua diariamente. A figura 04
demonstra que o consumo soélido ao longo das 12 semanas de tratamento foi

uniforme.

4.3 — GANHO DE PESO CORPORAL

Os animais nao perderam peso no decorrer das 12 semanas de experimento.

Em relacdo ao peso inicial os animais dos grupos CT, N, A e N+A apresentaram um

ganho de peso em porcentagem de 123,2%, 112,2%, 95,5% e 74% respectivamente.

Tabela 01 — Média do peso inicial e final dos animais dos Grupos CT, N, A e N+A.

Grupos Média Desvio-padrédo  Pesoinicial (g) Peso final (g)
Grupo CT 341 23.5 198,3 442.6
Grupo A 309,5 17.23 196,4 309,6
Grupo N 331,2 21.4 193,3 410,2

Grupo N+A 262 14.0 196,4 341,6
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sranho de Peso (g)

CT | N | A | N+A
FIG 06. Média (%) do ganho de massa corporal dos grupos ao longo dos 90 dias de

experimento e comparacao entre estatistica entre o grupo CT e os demais. *p<0,05

comparado ao grupo CT.

A média de ganho de peso ao longo das 12 semanas de tratamento do grupo
CT néao difere estatisticamente do grupo N, porém o grupo controle apresenta media

superior e diferente dos grupos A e N+A que apresentaram ganho menor de peso.

4.4 OBSERVACOES CLINICAS DOS ANIMAIS

Em relacdo ao estado de saude dos animais dos quatro grupos ndo ocorreram
alteracdes quanto ao aspecto de urina, fezes e pélos dos animais ao longo do
experimento. Na regido onde foi implantada a hidroxiapatita ndo foi observado

ulceracdes ou complicacdes no processo de cicatrizacdo na pele dos animais. Os
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animais apresentaram rapida recuperacdo pos-cirdrgica, ndo comprometendo a

deambulacéo dos animais por mais de 24 horas.

N&o foi evidenciado a formacédo de calo 6sseo no sitio de implantacdo durante
ou apos o periodo de tratamento. Também né&o foi observado processo inflamatoério
e/ou infeccioso no local de implantacdo da hidroxiapatita. Aparentemente a
hidroxiapatita manteve-se no interior da cavidade Ossea, sem a ocorréncia de

migracdo de granulos para outros locais fora da area de implantacéo.

4.5 OBSERVACOES MICROSCOPICAS

4.5.1 IMPLANTE DE HAD

Em todos os animais do grupo CT foi encontrado osso formado ao redor do
implante de Hidroxiapatita Densa. No local de implantacdo o tecido 06sseo
apresentava aspecto imaturo em algumas regides e maturo em outras, podendo ser
observado a presenca Sistema de Havers com linhas cementantes evidentes. O 0Sso
formado era continuo com a camada cortical da tibia (Fig 07 e 08).

Em nenhum dos casos foi encontrado tecido conjuntivo fibroso na interface
implante/osso. O osso formado estava em contato direto com os blocos de HAD.
Vérias fissuras foram encontradas ao longo da superficie dos blocos da ceramica, as
quais estavam preenchidas com tecido 0sseo (Fig 08). O peridsteo junto ao sitio de
implantacdo apresentava aspecto histolégico normal com pouca atividade
osteogénica na sua camada interna.

Os aspectos histolégicos do sitio de implantacdo nos animais do grupo N

(Nicotina) sdo semelhantes ao grupo CT (controle), porém a quantidade de 0sso
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formado ao redor do implante € menor em relacdo ao grupo CT. O tecido 6sseo

apresentou aspecto maturo em toda a extensdao. Medula 6ssea foi encontrada em

abundancia nos espacos formados entre as trabéculas ésseas (figs. 09 e 10).

FIG 07 e 08. Corte transversal da tibia de animal do grupo CT (controle). Notar 0sso
neoformado (ON) ao redor implante de HAD com formagé&o de Sistemas de Havers —
Osteons (SH) e linhas cementantes (LC) de conex&o. Observar o 0sso neoformado
(ON) no interior do bloco de HAD. (115x — H.E.).

FIG 09 e 10. Corte transversal da tibia de animal do grupo N (nicotina). Notar 0sso

formado ao redor implante de HAD com formag&o de Sistemas de Havers (Osteons)
(SH) e com linhas cementantes (LC) de conexdo. Observar medula éssea (MO) entre
as trabéculas 6sseas. (115x — H.E.).
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Nos animais dos grupos A e N+A as caracteristicas morfoldégicas séo

semelhantes aquelas encontradas nos animais dos grupos CT (Controle) e N
(Nicotina). Contudo menor volume de osso foi observado, podendo ser evidenciado

pela menor espessura das trabéculas ésseas (figs. 11, 12, 13 e 14).

FIG 11 e 12. Corte transversal da tibia do grupo A (Alcool). Notar trabéculas 6sseas
rmado (ON). (115x — H.E.).

(TC) delgadas ao redor implante de HAD e 0sso neorfo
e VISR ST 1

FIG 13 e 14. Corte transversal da tibia de animal do grupo N+A (nicotina+alcool).
Notar trabéculas 6sseas delgadas ao redor do implante de HAD representado por
uma delgada camada. Osso neoformado (ON) apresenta-se em uma delgada
camada ao redor do implante, algumas regidées com interposi¢ao de tecido conjuntivo
(TC). (115x — H.E.).
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4.5.2 IMPLANTE DE HAP

A falha produzida na epifise proximal das tibias dos animais do grupo controle
(CT) estava reparada e o osso neoformado exibiu aspecto semelhante ao do tecido
0sseo de outras areas da tibia.

O tecido 6sseo revestiu os granulos da HAP ocupando os poros da ceramica
sendo continuo com o o0sso cortical. A medula éssea do canal medular interpés os
espacos entre o 0sso de reparacdo ao redor do implante. Nao foi observado tecido
fibroso entre a ceramica e 0 0sso neoformado.

O o0sso mostrou-se maturo e o periésteo apresentou atividade osteogénica
reduzida.

Histologicamente notou-se semelhanca entre os animais do grupo N (nicotina)
e CT (controle). O osso neoformado € representado por uma camada espessa
contendo areas de 0sso maturo e poucas regides de 0sso imaturo.

O osso neoformado estava em contanto direto com os granulos da HAP,
sendo poucas regibes marcadas pela presenca de tecido fibroso de interposicéo.

O periosteo recobriu o local da fratura estando mais espesso que no grupo CT

e com maior atividade osteoprogenitora.



FIG 15 e 16. Corte transversal da tibia do animal do controle (CT). Notar a cortical
Ossea (CO) continua com o osso neoformado (*) ao redor da HAP. Entre os granulos
da HAP observa-se medula 6ssea (MO) e revestindo o osso externamente foi

encontrado o periésteo (PE). (115x — H.E.).

FIG 17 e 18. Corte transversal da tibia do animal do grupo nicotina (N). Notar a
cortical 6ssea (CO) em contato com o0sso neoformado de aspecto maturo (*),
pequenas areas com tecido fibroso (TC) na interfase osso/implante. Periésteo

espesso com atividade mais intensa (PE). (115x — H.E.).
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Os animais do grupo A (alcool) histologicamente apresentavam o0sso formado
ao redor do implante, porém a reparacdo 0ssea caracterizava-se por uma grande
quantidade de osso imaturo que facilmente se distingui das demais areas da tibia.

A camada de 0sso neoformado era bem espessa em relacdo aos grupos CT e
N, entretanto preenchera os poros da ceramica. O periésteo demonstrava atividade
proliferativa através de sua camada interna aumentada e com grande quantidade de
células osteoprogenitoras.

Nos animais do grupo N+A (Nicotinat+alcool) observou-se ao redor dos
granulos de HAP formacdo Ossea com pequena espessura e o0 tecido 6sseo
apresentava aspecto imaturo em grande parte dos animais.

Notou-se diferenca marcante entre a cortical 6ssea e a area de neoformacao.
Na interfase osso/implante pode-se verificar a presenca de tecido fibroso que em
alguns locais separa 0 0sso de reparacao dos granulos da HAP.

O periosteo recobria o sitio de implantacdo, o que era demonstrado por uma
camada espessa e com atividade osteoprogenitora intensa em relacdo aos demais

grupos.
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FIG 19 e 20. Corte transversal da tibia do animal do grupo &lcool (A). Notar a
diferenca entre a cortical 6ssea (OC) e o0 osso neoformado onde em algumas regides
tém aspecto maturo (MA) e outras imaturo (IM) ao redor do implante de HAP. O

periésteo apresenta-se espesso (PE). (115x — H.E.).

FIG 21 e 22. Corte transversal da tibia do animal do grupo nicotina + &lcool (N+A).
Notar a diferenca entre a cortical éssea (CO) e o osso neoformado (*) ao redor do

implante de HAP. (115x — H.E.).
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4.6 ANALISE MORFOMETRICA

4.6.1 IMPLANTES DE HAD

A Fig. 23 sumariza as médias (%) dos valores e o desvio padrédo encontrados

para o volume relativo de osso formado ao redor do implante nos grupos CT, N, A e

N+A, respectivamente.
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FIG 23. Média (%) do volume 0sseo relativo formado na tibia esquerda (HAD) dos
animais dos grupos CT, N, A e N+A e comparacdo estatistica do grupo CT com
relacdo aos demais grupos. *p<0,05 comparado ao grupo CT.

O volume de osso encontrado ao redor do implante de HAD foi

significativamente maior no grupo CT em relacdo aos grupos tratados com N, A e
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N+A. O menor volume de osso foi encontrado no grupo N+A, seguidos pelos grupos

N e A em ordem decrescente de valores.
4.6.2 - IMPLANTES DE HAP

A Fig. 24 representa as médias (%) dos valores encontrados para o volume
relativo de osso formado ao redor do implante nos grupos CT, N, A e N+A,

respectivamente.
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FIG 24. Média (%) do volume 6sseo relativo formado na tibia direita (HAP) dos

Vohnone dsseo relativo formadao (%)

animais dos grupos CT, N, A e N+A e comparacao estatistica entre o grupo CT e o0s

demais. *p<0,05 comparado ao grupo CT.

O volume de osso encontrado ao redor do implante de HAP foi
significativamente maior no grupo CT em relacdo aos grupos tratados com N, A e

N+A. O menor volume de osso foi encontrado no grupo N+A, seguidos pelos grupos
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N e A em ordem decrescente de valores. Quando comparamos 0s volumes de 0sso

formado junto aos implantes de HAD e HAP, é evidente o maior volume de 0sso na

HAP devido ao crescimento de 0sso para o interior dos seus poros.

4.7 TESTE MECANICO DOS FEMURES

A analise estatistica do teste mecéanico demonstra que o grupo CT apresentou
maior resisténcia, porém nao difere estatisticamente do grupo A e N, estes

apresentam resultado melhor que o grupo N+A.
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4.8 DOSAGEM DE CALCIO SANGUINEO

A dosagem de Calcio sanguineo do grupo CT apresentou-se superior e
estatisticamente diferente quando comparada com o0s grupos A e N+A, ja o grupo N
apresentou dosagem de célcio inferior ao CT, porém uma diferenca nao significante

estatisticamente.
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FIG 26. Média do nivel de Calcio sérico e desvio padrao obtido através da amostra
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5 DISCUSSAO
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Segundo Lorez e Lorez (1983) os animais de laboratorio favorecem os
estudos de diversas doencas humanas, destacando-se as causadas pelo etanol e/ou
nicotina. O uso de animais de laboratério supera as limitacées dos estudos clinicos.
Os conhecimentos referentes ao processo de cicatrizacdo O0ssea sdo em grande
parte provenientes de estudos experimentais, 0 que tem ajudado a compreender a
reparacao ossea.

Pesquisas relacionadas ao alcoolismo experimental e seus efeitos vem sendo
feitas principalmente com ratos, pois possuem afinidade para o consumo voluntario
dessa substancia (KAMER et al., 2006; CAMILLI et al.,, 2004). Além disso, s&o
animais de facil acesso e apropriados para administracdo de drogas, como exemplo
a nicotina (IWANIEC et al., 2002 e RIESENFELD, 1985). Por estas razdes e pela
facilidade na realizacdo da técnica cirdrgica para implantacdo da ceramica de
hidroxiapatita, o rato foi escolhido como modelo no presente trabalho.

Diferentes metodologias tém sido utilizadas para avaliar os efeitos da nicotina
ou do alcool sobre o tecido 6sseo. Parametros como concentracdo da substancia,
vias de administracdo da droga e tempo de experimentacdo apresentam variacoes.
Iwaniec et al. (2000) estudaram os efeitos da nicotina no tecido 6sseo utilizando
doses de 3 e 4,5 mg/kg/dia administradas por via subcutanea por um periodo de 3
meses. Okamoto et al. (1994) e Pinto et al. (2002) administraram pela mesma via, 3
mg/Kg/dia de nicotina por 30 dias de experimento.

Riesenfeld et al. (1985) pesquisaram os efeitos da nicotina e do etanol sobre a

formacdo Ossea do esqueleto fetal de ratas prenhas. Para isto associou em seu
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experimento o etanol (20%) oferecido como dieta liquida e nicotina administrada por

via intramuscular na dosagem de 4,2 mg/kg/dia por 6 semanas. Em nosso estudo os
ratos receberam diariamente injecbes subcutaneas de 0,0625 mg/100g de nicotina
durante 2 semanas e 0,125 mg/100g ao longo de mais 90 dias, seguindo o protocolo
proposto por Favaro e Cagnon (2006) e Riesenfeld e Oliva (1988).

Diez et al. (1997) submeteram ratos a dieta liqguida com etanol na diluicdo de
30 % por 6 semanas, tendo como objetivo avaliar o metabolismo mineral. Apoés
analise histobioquimica ou histoquimica do tecido 6sseo observaram que 0S ratos
tratados com &lcool apresentavam reducdo acentuada no metabolismo mineral
quando comparados com animais controle. Sampson et al. (1998) utilizaram a
mesma concentracdo em um periodo mais curto (4 semanas), e concluiram atravées
de analise bioquimica 6ssea que varios componentes e hormoénios se apresentaram
alterados perante os efeitos do etanol. Nyquist et al. (1999) submeteram ratos a dieta
liquida com etanol diluido a 15% por 5 semanas e concluiram que o processo de
reparacdo das fraturas € inibido ou lentificado nos ratos que receberam esta
concentracdo de etanol. Camilli et al. (2004) usaram etanol a 20% por 4 semanas até
a implantacao subperiostal de HAP na tibia e cranio de ratos, mantendo o tratamento
atée completar 140 dias de experimentacdo. Concluiram que a velocidade da
osteogénese e o volume neoformado dos ratos tratados com alcool eram inferiores
aos dos néo tratados.

As concentracbes do etanol utilizadas pelos autores citados anteriormente
foram suficientes para ocasionar alteracfes 0sseas, no processo de osteogénese.

Em nosso trabalho utilizamos etanol diluido a 10% por 90 dias, optou-se por esta
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dosagem, pois € suficiente para ocasionar alteragdes biologicas no animal e quando

associado a nicotina ndo causaria overdose ou levaria ao Obito. Sharpe e Sampson
(2002) utilizaram etanol (10%) combinado com a administracdo subcutanea de
nicotina (0.7 mg/kg) e constataram que a associacdo das drogas nestas dosagens
sao suficiente para agredir os tecidos e ndo causar reacdes organicas desfavoraveis
ao experimento com ratos.

Existem questionamentos se as alteracdes 6sseas nos animais alcoolizados
sdo decorrentes do efeito do etanol ou consequéncia da deficiéncia nutricional do
animal (HOLBROOK e CONNOR, 1993). Diante desse fato, tornou-se obrigatorio e
essencial observar o estado de saude dos animais durante o tratamento com o
etanol e nicotina.

Weisbroth et al (1977), relatou que variacdes na quantidade da ingestéo solida
e liquida podem provocar modificagcdes nas respostas bioldégicas em experimentacéo
animal. Por tanto, no presente trabalho, foi realizado cuidadoso acompanhamento do
estado de saude dos animais e o controle da ingestdo de racédo e agua ao longo de
todo experimento. Os resultados demonstraram que o0s ratos do grupo N+A
consumiram menor quantidade de racdo e agua em relacdo aos demais grupos (CT,
A e N). Os animais do grupo A, tratado com etanol ingeriram menos racdo e agua
guando comparado aos ratos tratados com nicotina (grupo N).

Svendsen e Hau (1984), referem-se que para manter o estado nutricional
adequado e evitar a desnutricdo e a desidratacdo, 0s ratos devem apresentar
consumo meédio diario de 259 de racdo e de 15 a 80 mL de agua. Em nosso

experimento, todos os animais apresentaram ingesta solida e liquida dentro dos
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limites ideais ndo caracterizando a desnutricdo protéica ou desidratacdo. Os animais

do grupo N+A apresentaram menor consumo, ingeriram em meédia, 25,87 mL de
liquido e 26,39 de racéo por dia. Martinez (1997) constatou em seu estudo com ratas
alcoolizadas, menor consumo liquido e racdo quando comparadas a ratas nao
alcoolizadas, mesmo com valores reduzidos nédo foi caracterizado desnutricdo nos
animais.

Sampson et al. (1996) referem-se que, a variacdo de peso corporeo de cada
animal deve ser observada, uma vez que a perda de massa corporal caracteriza a
desnutricdo protéica. De acordo com Palencia et al. (1994) a ingesta sélida inferior a
25 g/dia e as perdas de peso acentuadas ao longo do experimento caracterizam a
desnutricdo em roedores. Conforme os dados obtidos com o monitoramento do peso
de nossos animais podemos verificar todos os ratos dos quatro grupos apresentaram
ganho de peso ao longo dos 90 dias do experimento. Os animais dos grupos CT
ganharam em meédia de 244,59 (132.2%) de massa corporal, os do grupo A cerca de
187 (95.21%), os ratos do grupo N 217g (112.2%) e os animais do grupo N+A
aumentaram seu peso em 145,39 (74%). Assim sendo, as diferencas encontradas na
neoformacéo 6ssea ao redor dos implantes de HAD e HAP entre os grupos, devem-
se aos efeitos nocivos da nicotina e/ou do etanol e ndo decorrentes a um quadro de
desnutricao.

Assim, como o etanol, a nicotina € prejudicial a osseointegracéo dos implantes
de biomateriais. Miller (1987) e Ress (1984) afirmaram que a nicotina esta associada
a rejeicdo de enxertos 0sseos realizados em pacientes tabagistas. Kamer et al.

(2006) observaram perdas 6sseas periimplantares em ratos tratados com nicotina.
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Em nosso estudo nao foi observado sinais de rejeicdo dos implantes, como

presenca de resposta inflamatéria crénica ou a formacdo de camada de tecido
fibroso na interface osso neoformado/implante. Nos quatro grupos, o osso formado
ao redor dos fragmentos de HA estava em contato direto com a ceramica. A
alteracdo mais importante que encontramos se refere ao volume de 0sso encontrado
ao redor dos implantes de HAD e HAP quando comparamos 0S grupos.

Na tibia direita onde foram implantados blocos de HAP, a analise do volume
de osso neoformado demonstrou que os ratos do grupo CT apresentavam maior
volume (41%), superior aos animais do grupos N (37%), A (29%) e N+A (25%). Na
tibia esquerda com blocos de HAD, os resultados foram semelhantes. O grupo com
maior formacéo 6ssea periimplantar foi o CT (37%), sendo o volume maior que nos
demais grupos, N (30%), grupo A (27%) e grupo N+A (20%). Em ambas as tibias,
com os respectivos implantes, destaca-se o reduzido volume de osso formado ao
redor da HA nos animais tratados com N, A e N+A. Destaca-se a maior nocividade
do etanol em relacéo a nicotina, uma vez que o volume de 0SS0 nos animais tratados
com etanol foi inferior. Nossos resultados também demonstraram efeito mais
acentuado do alcool e da nicotina sobre o volume de osso formado ao redor do
implante quando consumidos concomitantemente.

A osteogénese depende da migracao, proliferacédo e diferenciacdo das células
osteogénica em osteoblastos (Marks e Popoff, 1988), no entanto este processo pode
ser alterado pelos efeitos biologicos do alcool (Friday e Howard, 1991) e da nicotina

(Skott et al., 2006). A reducdo no volume 0Osseo neoformado periimplantar nos
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animais do grupo N, grupo A e N+A, estdo associados aos efeitos biolégicos do

alcool e da nicotina sobre o processo de reparacéo 6ssea.

De acordo com Chakkalakal et al. (2002) o consumo crénico de etanol causa
inibicdo das funcbes osteoblasticas, conduz a perda Ossea sistematica, induz a
fragilidade 6ssea, aumentando o risco de fraturas e dificulta o processo de reparacao
0ssea apos lesdes ocasionais ou cirargicas.

Klein et al. (1996) referem-se que o consumo habitual de alcool (1 a 2
doses/dia) pode ocasionar alteracdes bioquimicas e histologicas no esqueleto de
pacientes alcodlatras. Os autores analisaram biopsias nos pacientes alcoodlatras e
verificaram os efeitos do etanol no tecido 0sseo. Os resultados demonstraram que o
alcool afeta drasticamente as funcdes osteoblasticas, desta forma, processos como a
mineralizacdo e remodelagem 0Ossea sdo prejudicados, pois sdo dependentes das
funcdes osteoblasticas.

Klein, Fausti e Como (1991) em estudos semelhantes, analisaram a
morfologia do tecido 6sseo de pacientes alcoodlatras. Seus resultados demonstraram
que o alcool leva a diminuicdo acentuada do numero de osteoblastos. Os autores
atribuiram esta diminuicdo aos efeitos nocivos do etanol, uma vez que esta
substancia diminui a sintese de DNA, reduz a biossintese de poliaminas e acelera a
apoptose osteoblastica. Estes dados permitem melhor compreensao do baixo volume
0sseo formado ao redor dos implantes de HAP e HAD nos ratos tratados com etanol
e nicotina+etanol (N+A) em nosso experimento.

O consumo de cigarro tem recebido grande atencdo por estar relacionado a

uma maior incidéncia de perdas de implantes osseointegraveis (SENNERBY e
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ROSS, 1998). Além disso, outros autores tém associado o uso de tabaco com as

dificuldades na incorporacéo dos enxertos 6sseos (KAN et al., 1999).

Nociti et al. (2002) observaram reducdo da formacdo 6ssea ao redor de
implantes de titanio colocados em tibias de coelhos tratados com nicotina, no
entanto, mesmo com valores numéricos inferiores ndo foi constatado diferencas
estatisticas em relacdo ao grupo controle. Estudos realizados por Hollinger et al.
(1999) verificaram os efeitos da nicotina sobre a cicatrizacdo de regibes que
receberam enxerto 6sseo autdgeno na calvaria de ratos e concluiram que a nicotina
prejudicou o reparo 0sseo das areas doadoras da calota craniana.

Ramp et al. (1991) pesquisaram o efeito da nicotina em culturas de células
0sseas humanas e concluiram que a nicotina inibe a sintese de colageno e dificulta a
atividade da fosfatase alcalina. Liu et al. (2001) em estudos semelhantes detectaram
inibicdo da diferenciacdo osteogénica e da proliferacdo de células osteoprogenitoras
humanas perante a exposi¢ao a nicotina.

Pereira et al. (2006) estudaram in vitro, a agédo da nicotina (0,05 a 1mg/mL) na
proliferacdo e diferenciacdo osteoblastica de células obtidas de ossos alveolares
humanas. Na presenca de concentracdes inferiores a 0,3 mg/mL, observou-se um
efeito de estimulacéo na proliferacédo celular, na atividade da fosfatase alcalina e na
formacdo de matriz 6ssea mineralizada, no entanto, exposicées a concentracdes
superiores a 0,3mg/mL geraram efeitos negativos da substancia neste parametros
celulares. Os autores concluiram que a nicotina pode prejudicar o processo de

cicatrizacdo do osso alveolar.
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Além dos efeitos citados anteriormente a nicotina promove diminuicdo do

suprimento sangiineo, devido a liberacdo de catecolaminas que levam a
vasoconstricdo e reducao da perfusdo tecidual (REUS et al., 1984). O processo de
cicatrizacdo depende de uma perfuséo e vascularizacdo adequada, independente de
qual tecido foi lesionado. A nicotina também dificulta o transporte de oxigénio pela
hemoglobina (Klaassen, 1996), deste modo pode causar reducdo da oxigenacao
tecidual, fator que pode prejudicar e muito a reparacao.

Este conjunto de fenbmenos e os possiveis efeitos diretos da nicotina e alcool
sobre o tecido 6sseo e na osseointegracdo, em associados ou isoladamente,
fornecem indicios da relacéo entre a administracdo destas drogas e a diminuicdo do
volume 6sseo ao redor dos implantes de HAD e HAP observado nos animais dos
grupos N, A e N+A no presente estudo.

Keiver, Duggal e Simpson (2005), em estudos realizados com ratos
demonstraram que o etanol diminui os niveis de calcio ionizado no sangue do animal,
0 que pode prejudicar o processo de mineralizacdo 6ssea. Baran et al. (1980)
aferem-se que o etanol interfere nos niveis de hormdnios essenciais para a
remodelagem oOssea. O etanol também interfere no processo de cicatrizacdo 0ssea e
pode limitar ou inviabilizar os implantes osseointegraveis (ALBREKKSSON et al.,
1981).

Devido ao papel fundamental do calcio na constituicio do esqueleto e a
facilidade para a verificacdo dos seus niveis sanguineos, muitos laboratdrios utilizam
técnicas ja padronizadas para dosagem de calcio (ARIOLI e CORREA, 1999). No

intuito de verificar os niveis de calcio sangliineo nos animais de nosso estudo, foi
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realizado exame laboratorial para identificar possiveis efeitos negativos da

administracdo da nicotina e/ou alcool.

O calcio € um macroelemento mineral encontrado em abundancia no
organismo (Shane, 1999), 99% do Ca esta no esqueleto, se apresentando na forma
de hidroxiapatita e somente 1% encontra-se no fluido extracelular e tecidos moles
(THOME e BILEZIKIAN, 1993). Fisiologicamente o principal determinante da
calcemia resulta de dois movimentos: duas entradas (absorcéo intestinal de calcio e
reabsorcdo 0ssea), e duas saidas (depdsito de calcio nos 0sso e perdas pela urina).
Os principais fatores de regulacdo do metabolismo do calcio sédo os paratorménios
(PTH) e a vitamina D (PORTO, 2001).

A vitamina D assegura que 0 organismo absorva calcio pelo intestino,
auxiliando na manutencédo do metabolismo e saude dos 0ssos, no entanto quando 0s
valores de vitamina D no organismo estdo baixos ocorre uma reducao da absorcao
de célcio nos intestinos, como consequéncia pode ser observada diminuicdo da
massa 0ssea e aumento a propensdo a fraturas (TORTORA, 2000; SMELTZER e
BARE, 2002; TORTORA e GRABOWSKY, 2002; LEVINE, 1999).

Alguns habitos do individuo podem facilitar alteracbes na homeostasia de
célcio, entre estes encontramos o alcoolismo e o tabagismo (ARIOLI e CORREA,
1999, PORTO, 2001; PEARCE e BROWN, 1996).

Estudos realizados por Fung et al. (1999) demonstraram que ratas tratadas
com nicotina (3 a 4,5 mg/Kg/dia) administradas através de bomba osmatica, apos
trés meses de exposicao exibiam deficiéncia de vitamina D no organismo. Yuhara et

al. (1999) submeteram cobaias a exposi¢cao de nicotina e observaram decréscimo na
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atividade dos osteoclastos, aumento na deposicédo do ion de célcio e da producéo da

fosfatase alcalina em células osteogénicas.

Riesenfeld (1985) ap0s tratar ratas prenhas com alcool (20%) e nicotina (4,2
mg/Kg/dia) identificou hipocalcemia, descalcificacdo do esqueleto dos neonatos e
associou estas manifestacdes como decorrentes da toxicidade das substancias.
Baran et al. (1980) pesquisaram os efeitos do etanol no metabolismo mineral dsseo,
para tal ofereceram como dieta liquida etanol 20% sendo este oferecido a ratos por
um periodo de 90 dias. ApOs o sacrificio dos animais e analise bioquimica e
histoldgica do tecido 6sseo concluiram que as concentracbes do PHT (horménios
paratireoideanos) fundamentais para o metabolismo e remodelagem O6ssea estavam
baixo dos limites ideais e os animais apresentavam dificuldades no processo de
reparacao do esqueleto.

O consumo cronico do alcool e o habito tabagista, podem induzir a uma
diminuicdo da calcemia (KRAWITT, 1975; PENG et al. 1974 e 1972; NOCITI et al.,
2002). Os mecanismos exatos pelos qual o alcool diminui o Ca sanglineo ndo séao
totalmente conhecidos, porém acredita-se que este fendbmeno ocorra devido o déficit
de absorcao intestinal, as limitagcbes no metabolismo da vitamina D, alteracdes nos
niveis de testoterona, insulina e cortisol ocasionados pelo etilismo. Torna-se
importante destacar que o consumo agudo do etanol pode acarretar diminui¢cdes dos
niveis de calcio no sangue, tanto em humanos como em cobaias (BARAN, BRYANT
e ROBSON, 1982; HEMMINGSEN e KRAMP, 1980; PERRY et al., 1998;

PETROIANU et al., 1991).
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O nivel de calcio ideal deve estar situado de 8,8 a 11mg/dL de sangue em

ratos (Diez et al., 1997), no entanto calcemia dos animais do grupo A e N+A
encontram-se abaixo do valor de referéncia, 8,6 e 8,2 mg/dL respectivamente. Estes
valores indicam que os ratos tratados com etanol isoladamente ou associado a
nicotina apresentaram alteracbes na homeostasia de calcio, achados compativeis
aos dos autores citados anteriormente. A nicotina administrada em nosso estudo néo
foi suficiente para alterar a calcemia dos animais do grupo N. Os valores obtidos do
grupo N (9,2 mg/dL) sdo estatisticamente iguais ao do grupo CT (10,2 mg/dL),
embora apresente uma tendéncia numérica inferior. Os achados demonstram que o
etanol e sua associacao a nicotina perturbou o metabolismo de calcio nos animais.

O alcool e a nicotina alteram a histologia do tecido 0sseo, principalmente
agride os osteoblastos, e bioguimicamente, age negativamente sobre o0s
paratorménios e composi¢cao mineral 6ssea, entre outros danos gerais ao organismo
(BIKLE, 1993; SAMPSON, 1997; HOGAN et al, 2001). Além disso, 0 consumo destas
substancias pode resultar em efeitos adversos no 0sso, tais como a diminuicdo da
densidade 6ssea (HOGAN et al, 2001), deixando o esqueleto propenso a fraturas
(BARAN et al., 1980; SKOTT et al., 2006).

As alteracbes causadas por estas substancias sobre o tecido 0sseo dos
animais do grupo A e N+A em nosso estudo podem ser evidenciadas pela reducéo
no volume 6sseo, diminuicdo da calcemia e também através dos achados do teste de
resisténcia mecanica dos fémures.

Em nosso estudo o teste mecanico mediu em Newton (N) a forca necessaria

para romper o fémur dos animais dos quatro grupos. Os resultados demonstraram
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uma tendéncia numeérica de reducdo da forca de ruptura, sendo esta maior para

romper os fémures dos ratos do grupo CT (123,2 N), em seguida, grupo N (112,2 N),
grupo A (95,21 N) e grupo N+A (73,93 N), respectivamente. Deste modo, 0s animais
do grupo CT e N apresentam 0ssos mais resistentes a fraturas induzidas.

A andlise estatistica dos valores obtidos com o0 ensaio mecanico demonstrou
que o grupo CT apresenta maior resisténcia, nao diferindo estatisticamente do grupo
N e do grupo A. Os animais do grupo N+A apresentaram menor resisténcia ao teste
mecanico, pois os fémures romperam com menor carga de forca quando comparado
aos demais grupos.

Sylversen et al. (1999) estudaram os efeitos da nicotina sobre as propriedades
mecanicas e densidade 6ssea de ratas. Para tal submeteram os animais a vapor de
nicotina por 20 horas diarias durante 5 dias por semana ao longo de 2 meses.
Concluiram que embora exista uma tendéncia numérica de reducédo dos parametros
avaliados, 0s animais expostos a nicotina ndo apresentaram alteracdes significantes
nas propriedades mecanicas, tais como dureza e deflexdo ou forca de ruptura sobre
os fémures dos animais. Também néo foi identificado alteracdes na densidade 0ssea
mineral. Em nosso estudo a nicotina administrada isoladamente nos animais do
grupo N também n&o ocasionou alteracdo significante na resisténcia dos fémures
perante o teste mecanico.

Pesquisa realizada por Skott et al. (2006) teve como objetivo avaliar a
influéncia da nicotina e do extrato de tabaco (com e sem nicotina) sobre a forca
mecanica de fémures de ratos. A nicotina foi administrada via subcutanea, ja o

extrato de tabaco (s/c) por via oral. Os fémures foram submetidos a fratura na epifise
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distal. ApGs 21 dias ocorreu reparacdo espontanea do local da lesédo e os fémures

foram testados. O resultado do teste mecéanico nao evidenciou diferencas entre 0s
grupos tratados e o controle. Os autores concluiram que a nicotina, extrato de tabaco
(s/c) nado influenciou os resultados teste mecéanico dos fémures.

Zhang, Wang e Chen (2006) estudaram os efeitos da diminuicdo de calcio e
resisténcia do esqueleto de coelhos perante pressdo mecanica. Os autores
concluiram que a diminuicdo do calcio intracelular interfere na resposta mecanica do
tecido 0sseo, uma vez que a mensagem de célcio € indispensavel para a resposta
celular perante pressdo. Estes dados auxiliam na compreensdo dos achados no
presente estudo, pois os niveis de célcio nos animais apresentaram-se inferior ao
ideal e a resisténcia 0ssea perante o teste mecéanico dos animais do grupo N+A
também foi inferior.

Hogan et al. (1997) estudaram a acao do etanol (35%) sobre o osso de ratos
jovens através de técnicas histomorfométrica e avaliacdo das propriedades
mecanicas. Concluiram que a area de osso cortical apresentava-se baixa, 0s
componentes minerais estdo reduzidos e as propriedades mecanicas estavam
significantemente alteradas. Os animais tratados com etanol apresentaram o

desenvolvimento 0sseo inferior e maior facilidade de fratura durante o teste de forca.
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6 CONCLUSAO
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- O consumo de alcool ou nicotina produziu efeitos negativos quanto a
resisténcia mecanica O0ssea e a osteogénese ao redor dos implantes de
Hidroxiapatita densa e porosa, sendo que o consumo simultdneo das duas

substancias intensificam os efeitos deletérios.

- A osseointegracao dos implantes de HAD e HAP pode ser esperada mesmo
em animais submetidos ao consumo de etanol e administracdo simultanea de
nicotina, no entanto com menor volume o que pode comprometer a estabilidade e

manutencao do implante.
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Tabela 02. Analise de Comparac¢des Mdltiplas (Teste de Tukey-Kramer) do consumo

liquido dos grupos ao longo de 90 dias de experimento.

Grupos Diferenca q Valorde p  Significancia

CTxA -262,17 10,140 p<0,001 *

CTxN -50,000 1,934 p>0,05 ns
CT X N+A -309,92 11,987 p<0,001 *x

OBS - Para q maior que 3.780 o valor de p menor que 0,05. Quanto maio o numero de * maior a

significancia estatistica e ns representa diferenca nao significante.

Tabela 03. Andlise de Comparacdes Multiplas (Teste de Tukey-Kramer) do consumo

de dieta solida dos grupos ao longo dos 90 dias de experimento.

Grupos Diferenca q Valor de p Significancia

CTxA -47.337 3.789 p>0,05 ns

CTxN -25.580 2.048 p>0,05 ns
CT x N+A -77.563 6.209 p<0,001 *

OBS - Para q maior que 3.780 o valor de p menor que 0,05. Quanto maio o nimero de * maior a

significAncia estatistica e ns representa diferenca nao significante.

Tabela 04. Analise de Comparacfes Multiplas (Teste de Tukey-Kramer) do Ganho

de Peso (gramas) dos grupos ao longo de 12 semanas.

Grupos Diferenca q Valor de p  Significancia

CTxA -31.502 5.899 p<0,01 *

CT xN -9.818 1.838 p>0,05 ns
CT x N+A -78.502 14.773 p<0,001 *x

OBS - Para q maior que 3.829 o valor de p menor que 0,05. Quanto maio o nimero de * maior a

significancia estatistica e ns representa diferenca nao significante.
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Tabela 05. Analise de Comparacdes Multiplas (Teste de Tukey-Kramer) do volume

0sseo neoformado ao redor do implante de HAD.

Grupos Diferenca q Valor de p Significancia

CTxA 12.800 23.977 p<0.001 ok

CTxN 9.800 18.357 p<0.001 *
CT x N+A 16.800 31.469 p<0.001 *x

OBS - Para q maior que 4.046 o valor de p menor que 0,05. Quanto maio o numero de * maior a

significancia estatistica e ns representa diferenca nao significante.

Tabela 06. Andlise de Comparacdes Multiplas (Teste de Tukey-Kramer) do consumo

volume 6sseo neoformado ao redor do implante de HAP.

Grupos Diferenca q Valorde p  Significancia

CTxA 10.000 10.206 p<0.001 *x

CTxN 4.800 4.833 p<0.05 *
CT x N+A 16.400 16.738 p<0.001 x

OBS - Para q maior que 4.046 o valor de p menor que 0,05. Quanto maio o nimero de * maior a

significAncia estatistica e ns representam diferenca nédo significante.

Tabela 07. Andlise de Comparacbes Multiplas (Teste de Tukey-Kramer) do ensaio

mecanico dos fémures.

Grupos Diferenca q Valorde p  Significancia

CTxA 10.200 1.483 p>0.05 Ns

CT xN 13.950 1.483 p>0.05 Ns
CT x N+A 18.300 1.483 p>0.05 *

OBS - Para q maior que 4.046 o valor de p menor que 0,05. Quanto maio o nimero de * maior a

significancia estatistica e ns representa diferenca nao significante.
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Tabela 08. Analise de Comparacdes Multiplas (Teste de Tukey-Kramer) do nivel de

calcio sérico sanguineo.

Grupos Diferenca q Valorde p  Significancia

CTxA 1.600 6.047 p<0.01 *

CTxN 1.000 3.780 p>0.05 ns
CT x N+A 2.000 7.559 p<0.001 **

OBS - Para g maior que 4.046 o valor de p menor que 0,05. Quanto maio o nimero de * maior a

significancia estatistica e ns representa diferenca ndo significante.
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DECLARACAO

Declaro para os devidos f{ins que o contetdo de minha Tese de Mestrado intitulada
“EFEITOS DO ETANOL E NICOTINA SOBRE A RESISTENCIA MECANICA DO
0SSO E OSTEOGENESE AO REDOR DE IMPLANTES DE HIDROXIAPATITA™:

{ ) nfo se enguadra no Artigo 1° § 3° da Informacic CCPG 002/06, referente a bioética e
biosseguranga.

{( ) estd inserido no Projeto ClIBio {Protocolo n°® J.  intitulado

( X ) tem autorizagio da Comissio de Etica em Experimentaciio Animal {Protocolo n® 658-3).

{ ) tem autorizacio do Comité de Egica para Pesquisa com Seres Humanos (?) (Protocolo

n° }.

Para usa da Comiss3o ou Comité pertinente:
(X) Deferido () Indeferido
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Funcdo: - Presidente
Comissio de Eticana Experimentacdo Animal
CEEA/B- UNICAMP



