UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

/ SECRETARY, N

MARCELOC RODRIGUES DA CUNHA

IMPLANTES SUBPERIOSTAIS DE HIDROXIAPATITA EM
RATOS SUBMETIDOS A INGESTAO CRONICA DE ALCOOL

ERGIR}
= o w-é
o =
& '7-5@
< B ©
= 3 15
[33]

I N =

‘w e
£ 2 ia = Tese apresentada ac Institutc de Biologia
€ & =3
a 2 para obtencgo do Titulo de Mestre em
% = g Biologia Celular e Estrutural na édrea de
& = w

2 = Anatomia.
B @ D
,,.a._ "
g =
s £ 2
P = =
g8y i

. z UNICAMP
Orientador: Prof. Dr. JOSE ANGELO CAMILLI - Q}? ’
iBLb ;:

ii‘ﬁ?é@




oMOADE_CD

e

P HS CHAE

; Yol A A

' prece 23 100

CDATA OS2 /A ZLDT
MY PO ——

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA - UNICAMP

Implantes subperiostais de hidroxiapatita em ratos submetidos 3

Cunha, Marcelo Rodrigues da
CHii iostai
{7 714, ingestio crénica de 3lcool/Marcelo Rodrigues da Cunha. -- Campinas

88f -ilus.

Orientador: José Ange}o Camilii

Dissertacgo (mestrado) - Universidade Estadual de Campinas.
Instituto de Biologia.

1. Hidroxiapatita. 2. Peridstso. 3. Alcoolismo. 1. Camilli, José

Angefo. 1. Universidade Estadual de Campinas. Instituto de Biologia.
I Titulo.



Data da Defesa; 31/07/2001

Banca Examinadora

Prof. Dr. José Angelo Camilli (Orientador)

Prof. Dira. Selms Candelaria Genari

{Assinstura)

b7

Profa. Dra. Maria José Salete Viotto

Profa. Dra. Valéria Helena Alves Cagnon Quiteis

{Assinatura)



DEDICO
A minha mée Ana_meu pai Méario (in memorian) e a minha madrinha Mércia que
sempre estiveram 2o meu lado dando apoio, carinho @ muito amor na minha luta &

conquista da realizagéo profissional.

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
SECA

T
0 CIRCULANTE



DEDICO
Aps meus irmaos Rodolfo, Fabiane & Bruno e aos sobrinhoes Dudu, Mariana,
ingrid e Jo&o Vitor pela torcida a minha vitdria.

A Elaine que sempre esteve ao meu lado de forma compreensiva & com muito amor



DEDICO
A minha ex-professora e grande amiga Maria José Salets Viotto, que através
de sua sabedoria e humildade na busca do conhecimento, fez com gque eu tomasse
gosto pela pesquisa. Por tudo isso e muito mais, & querida amiga e ex-professora
todo ¢ meu respeito € admiracao e, pelo convivio carinhoso, a minha eterna

dedicatbria.



AGRADECIMENTOS ESPECIAIS
A Deus por ter me orientado durants toda a vida

Ao professor e orientador Dr. José Angelo Camilli pela orientacdo, dando
cradibilidade a esta pesquisa.

Aos professores do Departamento de Anatomia da UNICAMP pela amizade e
pela oportunidade de aprender e desenvolver a didética na drea de anatomia
humana.

Aos professores Valeria Helena Alves Cagnon, Maria José Salete Viotlo e
Selma Candelaria pela colaboragdo e sugestdes durante a pré-banca.

Aos amigos da pds-graduacéo pela amizade, principalmente ao grande amigo
César Alexandre Fabrega Carvalho, que aiém do companheirismo, também foi
importante para o desenvolvimento deste frabalho. Obrigado Ces8o pela ajuda e
sincera amizade!

A prof. Dra. lara Maria Silva De Luca pela orientac&o na morfometria
Ao prof. Dr. Jorge Oishi do Depto. de Estatistica da Universidade Federal de
Sao Carlos pela andlise dos dados e principaimente pela amizade que vermn desde o

tempo de graduacéo.

Ao professor Dr. Ceiso Bertran e a doutoranda Beth do Instituto de Quimica da
UNICAMP pela confeccao da hidroxiapatite usada nesse trabalho.



A Maria Antonia do Depto. de Zoologia da UNICAMP pela amizade e atencéio
dispensada na montagem dos esquemas dessa less.

Aos meus ex-professores da graduagde Marcelo Martinez ¢ Malra Stefanini
do Depto. De Morfologia e Patologia da Universidade Federal de S0 Carlos, pela
amizade & incentivo 2 carreira de docéncia em Anatomia Humana.

Aos amigos Norivaido Celestino e Marco Aurélio do Depto. de Anatomia da
UNICAMP, que foram imporiante na confeccdo das laminas desse trabaiho, no
entanto, o mais importante fol ¢ incentivo dado peia grande e bonita amizade que
desenvolvemos. Norl @ Marquinho, meus etermos agradscimenios

A Sra. Marlene Lima pela amizade e pelos cuidados aos animais usados nesta
pesquisa

Aos técnicos Carlos, Paulo e Paulo do Departamento de Anatomia pela ajuda
e amizade

As secretdrias Silvia Kalaf, Lourdes Pinheiro, Ana e Lilian pela amizade e
atencao

A CAPES peio apoio financeiro dada & esta pesquisa



SUMARIO
RESUMOD . ...ttt r e e et e e nnean 10
BB T RA T e 11
FANTRODUGAD . ..ottt 12
2. OB BT IV e e et a e 20
3. MATERIAIS EMETODOS. ... 22
3.1. Sinfese de RIOrOXIBRETA. ..ot 23
3.2 ANIMAEIS ..o, teea et ataeeae e aanns e 2B
3.3, Procedimento CINIITHCO. ..o eee ettt etteaeasete e eee s ans e e e s nnnnans 25
3.4, ESttIo FISIOIOQICO. ...t 27
3.5, EStudo mOmFOMSITICO. . ..o iveeioeeeee et e ana e, 27
3B EStuUto SIatISHOO. ... ..ot e 30
4 RESULTADODS ..t 31
4.1. Variag8o da dieta liquida consumida pelos animais............coceveevevieeeeiciiieeenaannn, 32
4.2. Variagdo da diefa s0lida consumida pelos animaiS........cceceveveccvceeeeeiieerrerinanane. 34
4.3. Variac8o da porcenfagem do ganho de massa COrpOrea.........ceevvmuveeerrervneeeennns. 36
4.4. Observactes MacroOSCOPDICAS.........cccccceee et eeiaeeeresata e estnaeeaeannnaeae e 38
4.5. Dbservagtes MICTOSCODICAS ... ..o ittt e e e e e e aaaas 40
4.5.1. Implante de hidroxiapatita no fémur de animais néo alcoolizados.................... 40
4.5.2. implante de hidroxiapatita no fémur de animais alcoolizados.......................... 44
4.5.3. Implante de hidroxiapaltita no pariefal de animais ndo alcoolizados................. 49
4.5.4. impiante de hidroxiapatita no parietal de animais alcoolizados........................ 53
4.6. Andlise MOMOMBITICE. .. ... 58
B DISCUSSAD........coooieieeececeeeeee ettt ee et 81
8. CONCLUSOES.........o oo 69
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ................coooioeie e, 71
B, ANEXOD ..ottt et bat e e ettt e anaaaes 84



10

RESUMO

Defsitos com perda de massa Ossea sdo frequentemente tratados com
enxertos 6ssecs aulégenos. Implantes subperiostais de biomateriais, como
hidroxiapatita (HA), também tém sido utilizados com a mesma finalidade, substituindo
os enxertos dsseos. Contudo, © consumo excessive de dicool pode prejudicar a
osteointegracio da HA devido aos seus efeitos deletérios sobre o tecido 6sseo. No
presente trabalho, foram implantados, subperiostaimente, blocos de hidroxiapatita no
fémur e paristal de 20 ratos n3o alcoolizados e 20 alcoolizades. Os animais foram
sacrificados 2, 4, B e 16 semanas pds-cirdrgicas e as areas receptoras examinadas
histologicamente. Os animais alcoclizados ndo ficaram desnutridos frente ao
aicoolismo experimental uma vez que ndo perderam peso ae longo do tratamento e
mantiveram um consumo de racao e liguido dentro do padrao estabelecido para uma
dieta normal. Com duas semanas pos-cirrgicas, ocorreu formagdo Ossea junto &
hidroxiapatita implantada no fémur de todos animais, porém, em menor volume nos
alcoolizados. No parietal, além do menor volume, observou-se atraso no processo de
neoformac@o 6ssea nos animais aicoolizados, uma vez gque apenas 1 dos 5 animais
sacrificados com duas semanas pos-cirurgicas apresentou formacdo de osso. Na
quarta semana pds-cirdrgica, 1 animal aicoolizado néo apresentou osso neoformado
na aresa impiantada no fémur, enguanto outros 2 nao tiverem formacio de 0880 no
parietal. Nos pericdos de 8 e 1€ semanas pés-cirlrgicas, houve formacio de 0sso
tanto no fémur como no parietal de todos animais, porém sempre em menor
guantidade nos alcoolizados. Com estes resuliados, concluiu-se que o alcoolismo
experimental diminuiu a capacidade osteogénica das células periostais do fémur e do
parietal. Quanto a osteointegracdo da HA nos dois grupos estudados, ndo ocorreu a
interposicio de tecido fibroso entre a ceramica e o 0sso neoformado.
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ABSTRACT

Defects with bone mass lost are normally trested with bone autografis.
Subperiosteal implants of biomaterials like hydroxyapatite (HA) have aisc been
utilized for the same goal, substituting the bone grafts. Nevertheless, the excessive
alcohol consumption can impair the HA osteointegration due to its deleterious effects
on the bone tissue. At the present work, hydroxyapatite blocks have been
subperiosieally implanted at the femur and parietal bone of 20 non-alcoholic rats and
20 alcoholic ones. The animals were sacrificed at 2, 4, 8 and 16 weeks
postoperatively and the receptor areas histological evaluated. The alcoholic animals
did not present mainutrition, once they did not loose weight through the treatment and
they kept a standard consumption of ration and liquids for a common diet. At 2 weeks
postoperatively, there was bone formation in the implanted hydroxyapatite at the
femur of all animals, although in less volume at the alcoholic ones. At the parietal,
besides its less volume, we observed a delay in the bone new formation process at
the alcoholic animals, once one out of five 2 weeks postoperatively sacrificed animals
presented bone formation. At the fourth week post operation, 1 alcoholic animal did
not present new-formed bone at the femur implant site, while 2 others did not show
bone formation at the parietal bone. At the 8 and 16 weeks post operation period,
there was bone formation not only at the femur but also at the parietal of all animals,
although always in less quantity at the alcoholic ones. With these results, we
concluded that the experimental alcoholism decreased the osteogenic capacity of
periosteum celis at the femur and parietal. Concerning the HA osteointegration in

both groups studied, there were no fibrous tissue interposition between the ceramic
and the new formed bone.
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1. INTRODUCAO
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Defeitos com perda de massa ssea resultantes de fraturas patoidgicas ou
traumaticas, desenvolvimento anormal do esqueleic e ressegic de tumores,
frequentemente s&o reparados com enxerics Osseos autdgenos. implanies de
polimeros, metais e ceramicas, também tém sido aplicados com essa finalidade.

Os enxertos Osseos autdgenos s@o considerados vantzjosos uma vez que
avitam complicacdes de rejeicBo imunolégica e fornecem células que podem
imediatamente comecgar o processo regenerative (ISHAUG-RILEY et al., 18987). No
entanto, eles apresentam algumas desvantagens como: morbidade da drea doadora,
reabsorgio pos-operatdrio, contornos irregulares dos enxertos angulares (MARK et
al., 1890) e complicagbes como dor cronica e leses vasculares durante o
procedimento cirdrgico (YOUNGER e CHAPMAN, 1988). Além disso, a incorporacéo
desse enxerto sofre influéncias de oufros fatores como presenca ou auséncia do
peridsteo, orientagéo do enxeric, viabilidade do enxerto dsseo vascularizado, tipo de
fixacio, posig@o do enxerto em relacdo ao estresse mecanico e origem embrionéria
{(HARDESTY e MARSH, 1990). Oufro ponto negativo dessa técnica é a dificil
obtengéo do enxerto quando solicitado em grande quantidade (BROWN et al., 1976;
RISH et al., 1976).

Diante das limitagbes da utilizacdo dos enxertos ésseos autdgenos, alguns
materiais biocompativeis vém sendo pesquisados para substitui-los na aplicagdo
clinica. Para esse propdsito, o material, primeiramente, deve responder a
determinados requisitos como estrutura estavel, rapidez na incorporagdo com o
tecido dssec, promover ostecconducdo e gerar pouca ou nenhuma complicacéo
associada ao seu usc {ROSEN, 1989). Atendendo a essas exigéncias, o fosfato de
céicio, um biomaterial cer@mice comercializado desde 1970 na forma de
hidroxiapatita e tricéicic fosfato (CONSTANTINO st al, 1992), tém recebido
consideravel atengéo no campo da cirurgia plastica, ortopédica e odontoldgica (ONO
et al., 1992).

A hidroxiapatita { Cas{(PQ4)OH ) pode ser fabricada para uso clinico na forma
de blocos ou granuios e ser porosa ou densa (HONIG et al.,1998). Alguns
pesquisadores criticam a implantacdo do tipc densa, pela impossibilidade de
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promover crescimento 6sseo para o seu interior (COFIELD,1995), e na forma de
biocos, devido 2 dificuldade de ser modelada e pela fragilidade quando submetida a
uma carga mecanica (BURSTEIN et al., 1897). Granulos porosos s&o estudados em
experimentos e clinicamente por serem bem tolerados pelo tecido dsseon além de
facilitar a infiltraggo de osteoblastos (THOMSOCN et al., 1998) e proliferacdo de vasos
sanguineos essenciais para o processo regenerativo (COFIELD,1995). A utilizacso
da hidroxiapatita em forma de granulos também se deve pela facilidade da
adaptacdo ao contorno dos defeitos 6sseos (HONIG e MERTEN, 1993), por ser
quimicamente estavel, pela fabricacBo sem limitagdc de guantidade (ONO et al,
1893) e, finaimente, por ndo exibir rejeicdo imunoldgica com o tecido adjacente
{OONISHI, 1991, OKAZAKI et a1, 2000).

ROSEN e McFARLAND (1990} estudaram as propriedades biol6gicas da
hidroxiapatita quando implantada em regides do esqueleto maxilofacial

osteotomizados. Nesse estudo foram avaliados 11 pacientes e apds 10 meses da
operacio foi feito estudo das bidpsias. Os autores verificaram auséncia de infecgéc,
rapido crescimento fibrovascular e de ossc neoformado nos espacgos entre os blocos
da ceramica, indicando que a hidroxiapatita € uma boa alternativa a ser utilizada nas
cirurgias reparadoras do esqueleto facial.

UCHIDA et al. (1990) relataram 60 casos de pacientes com tumores 4sseos
tratados por resseccdo cirdrgica, seguido de implantacdo de hidroxiapatita nas faihas
provocadas pela cirurgia. Apds 36 meses da operacdo, observaram gue em nenhum
paciente houve recidiva do tumor e também ndo ocorreram complicagbes na drea
receptora. Através de andlises radiograficas e histoldgicas de bidpsias, notaram
formac8o 0ssea ao redor da hidroxiapatita, fechando totalmente a falha ossea. Além
disso, houve crescimento 6ssec enire os granulos da cerdmica, tornando este
biomaterial uma opgéo viavel nos tratamentos de defeitos provocados pela retirada
de tumores 0sseos benignos.

Em 1293, ONO et al. implantaram hidroxiapatita em grandes defeitos na calota
craniana de 3 pacientes, resultantes, respectivamente, de tumor na hipéfise, mal
formacao congénita e hemorragia crdnica subdural. Seis meses apds a operacdo, as



imagens radiograficas revelaram boa integra¢do do biomaterial com o 0ss0 e n@o
houve complicacbes. Os pacientes tiveram um progresso pos-operatdrio satisfatorio.

Experimenigimente, CARIA (1988) avaliou o efeito da hidroxiapatita associado
a enxerio periostal no tratamento de falhas Gsseas provocadas na pré-maxila de
ratos. O autor utilizou 4 grupos de animais. No primeiro, & fatha foi recoberta com
peritstes da propria pré-maxila; no segunde, @ falha foi preenchida com
hidroxiapatita e revestida com periéstec da pré-maxila; no terceiro, a falha foi coberta
com perifsteo do fémur associado com hidroxiapatita e, no Ultimo grupo, a falha fol
revestida apenas com enxerto periostal livre retirado do fémur do mesme animal. Em
seus resultados, evidenciou formacdo dssea partindo da margem da falha em todos
os grupos sendo observado, também, formacBo de osso maduro ao redor da
cerémica. Desta forma, o enxerto periostal contribuiu para producdo de osso & ©
implante de hidroxiapatita ofereceu suporte para neoformagac Ossea.

Com a contribuic8o positiva nos reparos de defeltos 6sseos, a hidroxiapatita
vem recebendo atencfo especial na busca de materiais substitutos para os enxertos
autégenos. Entretanto, ainda ndc est@o completamente esclarecidos os efeitos desse
biomaterial quando implantado subperiostaimente (HONIG et ai, 1998).

DE LANGE et al. (1980} com a finalidade de corrigir defeitos nos processos
alveolares de mandibulas de cachorros, realizaram uma incisdo no mucopericsteo
bucal dos alvéolos, permitindo o levantamento do peridsteo ¢ a colocagdo da
hidroxiapatita abaixo dele. Dois anos pés-cirirgicos, constataram que n&o houve
sinais de biodegradacio da ceramica, sendo esta envolvida por fibras colagenas e
coberta por uma camada de tecido dssec mineraiizado. Esta ceréamica ficou bem
fixada nos processos alveolares e clinicamente imévsl.

Em 1993, WIESE e MERTEN ao avaliarem g importancia do peridsteo para os
implantes subperiostais de granulos de hidroxiapatita na tibia de cobaias,
observaram completa osteointegracio do biomaterial que foi recoberto pelo
peridsteo. isto demonstrou que o periésteo assumiu a funcdo de "membrana

limitante” responsavel pela conducdo da regeneracdo dssea. Tal resuitado sugere
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gue implantes de hidroxiapatita abaixo do peridsteo, constituem-se em proveitoso
método a ser explorado pela implantologia (STOBAUGH, 1992).

HONIG e MERTEN (1993) notaram migracdo de particulas de hidroxiapatita
para dentro do seio frontal apds implantacBo subperiostal deste material no osso
frontal de cobaias. Segundo 0s mesmos, isltc provoca o questionamenic se ©
implante permanece localizado e sstruturalmente estével ou se a migracéo pode ser
um efeito causado pelo estresse funcional. A despsito desse resultado, ngo ha limite
ac uso da implantacdo subperiostal de hidroxiapatita.

SASANOC et al. (1995) investigando como o peridsteo da tibia e do parietal de
ratos respondem ao implante subperiostal de um material precursor da hidroxiapatita,
o fosfato octacaicio, constataram que uma semana apds o implants, a osteogénese
iniciou na superficie dssea da tibia, proximo ao material implantado. No parietal, esia
resposia somente apareceu depcis da terceira semana. Observou-se assim que a
osteogénese ocorreu tanto na tibia como no parietal, sendo no segundo caso,
necessario mais tempo para o periésteo responder & presenca do biomaterial.
PROLO e OKLUND (1991) afirmaram que o peridosteo da tibia & sete vezes mais
osteogénico que a do parietal, motivo pelo qual provoca diferengas da reacdo do
osso frente aos implantes de biomateriais.

Quanto as indicacbes do implante subperiostal de hidroxiapatita, esta prética
direciona-se para as correcbes de defeitos craniomaxilofaciais, traumatismos
(GOLEC e KRAUSER, 1892), deformidades congénitas e também pode ser utilizado
na medicina estética (SALYER e HALL, 1989). Porém, apesar da sua aplicabilidade
vidvel, existem aigumas contra-indicacdes que podem comprometer os resuitados
esperados como 0 consumo exagerado de tabace, alcool e outras drogas devido acs
seus efeitos deletérios no tecido 6sseo (STOBAUGH, 1992).

Com relagéo ao alcool, primeiramente se deve ressaltar gue o seu consumo
excessivo figura-se como um dos mais graves problemas de saude piblica mundial
(LARANJEIRA e PINSKY, 1998), sendo superado apenas pelas doencas
cardiovasculares e o cancer (PRADO, 19986, citado por MARTINEZ, 1897). O dicooi
consumido pOr ser uma droga psicoativa que promove desinibicdo do
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comportamenic e por ter propriedades hipndtica e sedativa (PALMER, 1888). O
estimulo a0 uso abusivo de bebidas alcodlicas também se relaciona com habitos
culturais de cada sociedade. O Brasil, onde a “cachaca” é elemento pertencente 2
cultura nacional, constitui-se 0 maior consumidor mundial deste produto destilado,
que possui cerca de 50% de teor alcodlico (MACIEIRA et al., 1983).

A taxa de prevaiéncia do aicoolismo situa-se entre 10 a 20% na popuiagdo
acima de 15 anocs e o maior indice dé-se aos 25 anocs. Em 1886, RIBEIRO E
TEIXEIRA estimaram em forno de 13 milhdes a populacéo alcodlatra em nosso pais.
Cabe inferir gue o consumo de alcool vem aumeniando devido ao crescimento
industrial, turismo e desemprego. Além disso, o perfil do consumidor também se
madificou com o grupo de homem adulio recebendo adesdes cada vez mais
frequente do grupo feminino ¢ adolescente (ALMEIDA e COUTINHO, 1880},

Dados da secretaria de saude do estado de Sao Paulo revelaram que cerca
de 50% das internagbes em hospitais psiquiétricos estdo relacionados com o uso
abusivo de alcool (LARANJEIRA, 1996). Nas enfermarias clinicas e cirurgicas,
também é alia a prevaléncia de pacientes alcodiatras atendidos principaimente com
traumatismos cranianos e sangramenios no aparelho digesiério. Dentre outras
correlacbes, o alcoolismo estd envolvido em 50% dos acidentes automobilisticos
fatais, 50% dos homicidios, 30% dos estupros, 25% dos suicidios e 82% dos casos
de violéncia contra criancas (FORTES E CARDO,1991).

Quanto a bioguimica do etancl (C,HsCH), esta substancia é soltvel em agua,
difunde-se pelas membranas bioldgicas e € distribuida praticamente para todos 08
liguidos corpdreos, intra e extraceiular. Apds a digestéo, cerca de 80 a 90% do etanoi
sofre metabolizacdo hepdtica e 2 a 10% s&0 excretados através da respiragdo, rins,
suor e saliva (FORTES E CARDO, 19291). A metabolizacBc completa do etanol
realiza-se entre oito & dez horas e a velocidade de sua remogac varia de acordo com
fatores étnicos, idade, patologia hepatica, uso de drogas e uso cronico do aicool. A
degradacdo do etanol se faz em 2 etapas: a primeira consiste na sua transformagéo
em acetaldeido e se realiza principalmente no figado. Na stapa seguinie, ©
acetaldeido €& convertide em acetato & a principal enzima responsavel pela sua
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oxidagdo é o acetaldeido-desidrogenase, encontrada no citosol e na mairiz
mitocondrial do hepatdcito (CORBET,1982).

FRIDAY e HOWARD (1991) demonstraram os efeitos do dlcool em celulas
dsseas humana in vifro. Proliferac8o celular, sintese protéica e gtividade da alcalina
fosfatase reduziram apds a exposicdo das células ao etanol. Esses achados
suportam os resultados encontrados por GRILLY e ANDERSON (1988) e DIAMONT
et al. {(1989), que evidenciaram, através de andlise histomorfométrica, reducéo da
formacdo Gssea em pacientes aicodlatras com déficit no numerc de osteoblastos por
superficie Ossea.

Através de andlise histomorfométrica, estudos como de FELSON et al. (1985)
t&m demonstrado significativa reduc8o da massa Ossea compacta e trabecular em
pacientes alcoblatras, resultandc em quadros de osteoporose. SPENCER et al
{1988} avaliaram, radiograficaments, a coluna vertebral de 96 pacientes aicoblatras e
cbservaram perda de massa 0ssea em 47% dos casos. A causa seria o desconirole
do balango entre formacéo e reabsorgdo Ossea, podendo provocar rapida perda da
massa Ossea, fato este que pode persistir até por 5 anos apds abstencio ac
consumo de bebidas aicodlicas. Deficiéncia nutricional de calcio, alteracdo daacdo e
niveis de secrecdo do horménic paratiredide, alterag@o na absorgéo intestinal de
vitamina D e de minerais dsseos como fosfato & magnésio também podem contribuir
para a diminuicdo de massa 6ssea em alcoblatras (VERBANK et al., 1977).

Para BIKLE (1993), o alcoolismo predispbe o individuo a fraturas patoldgicas
devido & diminuicdo da densidade &ssea principalmente nas areas onde ha eievada
porcentagem de osso frabecular como na cabeca femoral e exiremidade distal do
radio, ndo se limitando apenas as epifises dsseas. Como alternativa ao tratamento
desses tipos de fraturas, podem ser utilizados biomateriais, no entanto, estudos
como de ALBREKTSSON et al. (1981), relatam que o estado de saGde do osso €
essencial para que haja a sua interacdo com os implantes de biomateriais, caso
contrario, os resultados esperados pederao ser alterados.

PENG et al. (1991), apresentaram em seu estudo sobre histomorfometria
4ssea em ratos jovens alcodlatras, que a ingestdo crdnica do alcool afetou a
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veljocidade de formagdo do endésteo e do peridsteo, prejudicando tambem as
propriedades mecénicas e fisiolégicas do tecido dsseo, que segundo FRAYSSINET
(1992}, séo fundamentais para a interacdo do tecido 6sseo com & hidroxiapatita
guando implantada.

GOLEC e KRAUSER (1992) relataram que condicbes anormais do tecido
dssec constituem uma limitacdo & utilizagBo de implantes subperiosiais de
hidroxiapatita juniaments com pinos metalicos na correcdo de defeitos alveolares da
maxila @ mandibula.

KANKARE et al. (1995) trataram fraturas maleolares de pacientes alcodiatras
com implantes de materiais biodegradaveis. Nas fraturas de 18 pacientes foram
colocados fixadores de poliglicdlico & em outros 13 casos, implantaram-se fixadores
metdlicos. Durante um prazo de 15 meses pds-cirdrgicos, observaram que 8 dos 16
pacientes aicodlatras tratados com poliglicolico tiveram as fraturas redesiocadas € 6
pacientes foram reoperados. Dos pacientes tratados com implantes metélicos,
ocorreu redeslocameno da fratura em 1 caso. Também verificaram durante este
periodo, presenga de infecgdo no local da fratura e instabilidade do material
implantado em varios casos. Face aos resultados obtidos, os auiores nao
recomendam © uso de fixadores metalicos e de poliglicolico nas correcbes de
fraturas maleolares em pessoas alcodliatras.

Estudando o efeiltc das bebidas alcodlicas na qualidade e resisténcia
mecanica do PMMA (poli metil metacrilate), um polimerc usado na confecgao de
ordieses dentarias, VLISSIDIS e PROMBOMAS (1997) colocaram esse material
imerso em alcool puro. Concluiram que o dicool pode agir scbre ¢ PMMA de modo a
afetar sua integridade estrutural, reduzindo sua forca mecanica. Isto demonstira que
variagbes nas propriedades fisico-quimicas do biomaterial podem afetar sua
capacidade de interag@c com o tecido 0sseo (SHARPE et al., 1997).
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2. OBJETIVO
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O presente trabalho teve como objetivos:

- Avaliar o processo de neoformacdo dssea guando blocos de
hidroxiapatita s8c implantados subperiostalmente em ratos
alcoolizados e nfo alcoolizados;

- Avaliar a capacidade osteogénica do peridstec de diferentes ossos

frente a0 implante de hidroxiapatita, tanto em ratos alcoolizados como
n&o aicoclizados,

- Avaliar o estade nutricional dos animais frente ao alcoolismo
experimental
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1 Sintese de Hidroxiapatita

A hidroxiapatita foi sinterizada pelo Instituto de Quimica da UNICAMP, através
de uma suspensdo de hidrdxido de caicio e solucdo de dcido fosfdrico, conforme a
reacio abaixo:

10Ca{0OH), + 8HaPO4 — Caig(PO4)s (OH), + 18H0

A hidroxiapatita foi obtida a partir da reacgdo de precipitac@o de uma solugio
de 6 ml de acido fosforico e 250mi de agua, sendo adicionada lentamente uma
suspensao contendo 9,26 gramas de hidroxido de caicio disperso em 250mi de agua.

A reacao foi feita em béguer e conduzida a velocidade de aproximadamente 7
mi/min sob agitacdo magnética e mantida a temperatura reacional de 80°C. O pH
desta reaco foi mantido em torno de 8 através da adigdo de 12,7 mi de hidroxido de
amdnia. Em seguida, a suspenséc permaneceu sob agitacdo a 80°C durante uma
hora. O precipitado resultante foi filtrado a vacuo, lavado com agua destilada e
secado na estufa a 60°C. Posteriormente, o material foi triturado, resultando em pd
fino. ,

Para obtencdo da hidroxiapatita em forma porosa, misturou-se 50% de massa
de hidroxiapatita e de sacarcse molhada numa solucdo de alcool poliviniiico 0,2%
massa/volume saturada com sacarose. Apés esia etapa, a mistura foi secada na
estufa a 60°C durante uma hora e sinterizada a 1000°C por cinco horas. O material
foi desagregado e separado granuiometricamente em peneira de 0,053 mm com 25%
em massa de sacarose molhada com solucdc de polivinilico. Em seguida, foi
prensado em cilindro de vidro, ganhando a forma de bastéo (figura 1). Este, por sua
vez, foi extrudado e colocado durante uma hora em estufa a 80°C e sinterizado por
cinco horas a temperatura de 1000°C (KAWACHI et al, 1997).

A partir destes bastdes, obtiveram-se ©s biocos de hidroxiapatita porosa que
foram, posteriormente, implantados subperiostalmente no fémur e cranio dos
animais.

A anélise dos didmetros dos poros da hidroxiapatita foi realizada com ajuda do
aparelho Poresizer da Micromeritica, modelo 9320, através da técnica de
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porosimetria de mercdrio. Os resuitados revelaram microporos na ordem de 0,4

micrometros e na faixa de 100 micrémetros.

Figura 1: Hidroxiapatita porosa em forma de bast&o (7,5 X)
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3.2 Animais

Foram utilizados 40 ratos albinos (Ratfus norvegicus) Wistar, adultos, machos,
com dez semanas de idade e aproximadamente 250 gramas de massa corporal,
fornecidos pelo Centro Multi-institucional de Bioterismo da UNICAMP (CEMIB). Os
animais foram divididos em dois grupos experimentais, sendo um néo aicoolizado e
outro slcoolizado com 20 animais cada.

O grupe ndc alcooclizado recebeu agua ad /fibifum e ragBo (Nuvilab CR-1
Autoclavavel). O grupo alcoolizado recebeu a2 mesma dieta sdlida e como diels
liquida, recebeu iniciaimente doses crescentes de etanol diluido a 5% e 15% em
égua, com duragdo de uma semana cada. Apos esta etapa de adaptacio ao stanol,
08 Mesmos passaram a receber etanol diluido a 25% Gay Lussac, iniciando assim ¢
tempo de experimentacdc. Apds 4 semanas, 08 animais dos grupos néoc alcoolizado
e alcoolizado foram submetidos & cirurgia para implantacao subperiostal de blocos
de hidroxiapatita porosa nos ossocs fémur e parietal esquerdos.

Durante todo © experimento, foram realizadas observacbes diarias dos
animais a fim de detectar quaiquer modificagdo no comportamento bem como
alteracbes nos aspectos das fezes, urina e péios. Periodicamente foi realizado o
controle da quantidade de raclo e liquido ingerido por animal e do ganho de massa
corporal, com o intuitc de avaliar o estado nutricional dos mesmos frente ao
alcoolismo experimental.

Para analise do consumo didrio de liquido e ragdo, bem como para a variacéo
da porcentagem do ganho de massa corporea, usou-se 0$ valores obtidos tantoc no
periodo experimental pré como no pbs-cirdrgico.

3.3 Procedimento Cirdrgico

Iniciaimente, os animais foram pesados e anestesiados com solucdo de
Ketamina (Francotar) e Cloridrato de Xylazina (Virbaxyl 2%) na proporgéc 1:1 e na
dose de 0.10 mi/100 gramas de massa corporal por via intramuscular.

Os animais foram colocados em decdbite veniral e foi feita a tricotomia e
incis&o longitudinal mediana na pele da calota craniana. Esta pele foi afastada
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lateralmente e o peridstec do osso parietal esquerdo ficou exposto. Em seguida, o
peridsteo foi seccionado fransversalmente e separadc da superficie dssea com um
levantador de peridsiec. Tal procedimento produziu um tWnel subperiostal por onde
foram colocados aproximadamente 5 mg de hidroxiapatita porosa em forma de
blocos {figura 2). O peridsteo e a pele foram reposicionados e suturados com fio de
sada 8.0 e de algodéc 4.0, respectivaments.

ApGs o procedimento anterior, os animais foram posicionados em decubito
dorsal para a tricotomia da regifo antero-medial da coxa esquerda. Com auxifio do
bisturi, foi feita a incisdo na face medial da pele, expondo o musculo quadriceps
femoral. Este musculo teve seu tergo distal seccionado longitudinalmente e rebatido
antero-lateraimente. Com a extremidade distal da diafise do fémur esquerdo exposta,
realizou-se um corte transversal no perigsteo. Em seguida, o periésteo foi afastado
do osso cortical com ¢ levantador de peridstec. Tal técnica permitiu a implantacdo
subperiostal de aproximadamente 5 mg de blocos de hidroxiapatita porosa (figura 2).
O peridstec, @ muscuiatura e a pele foram reposicionados & suturados com fics de
seda e de algodao.

Periosteo

Figura 2 Representacdco esquematica do implante subperiostal da hidroxiapatita
(Ha) nos ossos fémur e parietal esquerdo dos animais.



Durante a cirurgia, atentou-se em raspar firmemente a superficie cortical com
a extremidade do afastador de peridsteo na tentativa de preservar e levantar a sua
camada intema osteogénica.

Subseguentemenie a cirurgia, os animais receberam agua com dipirona por
24 horas e, em seguida, aqueles do grupo alcoolizado voltaram a receber égua com
etanol diluido a 25%. Os dois grupos (aicoolizado e ndo alcoolizado) foram
subdivididos em 4 subgrupos de 5 animais cada um, sendo 0s subgrupos
sacrificados respectivamente 2, 4, 8 e 16 semanas pos-cirdrgicas. O sacrificio dos
animais foi feito através de dose excessiva da solugdo Ketamina e Cloridrato de
Xylazina (0.30/100g), seguida de pneumotdrax. Desta maneira, obteve-se 4
subgrupos aicoolizados e 4 subgrupos n@c  alcoolizados, iotalizando,
respectivamenie para os subgrupos, 42, 56, 84 e 140 dias de tratamenio contando o
perfodo experimental pré e pds-cirurgico.

Os ossos fémur e parieial esguerdos foram retirados, tomando-se cuidade na
preservacdo do periosteo da drea receptora durante & dissecgéo.

3.4 Estudo Histolégico

Os ossos féemur e parietal esquerdos foram fixados em formol tamponado a
10% por 48 horas. Em seguida, foram descalcificados em solugéo de acido férmico,
formol e citrato de sédic durante 45 dias. Apos descalcificacio, os ossos foram
reduzidos mantendo apenas a area receptora da cerémica. As amostras foram
lavadas em égua corrente “over night”, desidratadas em alcool stilico, diafanizadas
em xilol e, finalmente, incluidas em parafina. Foram obtidos cortes transversais semi-
seriados com 6 micrébmetros de espessura e corados com Hematoxilina e Eosina.

3.5 Estudo Morfométrico

A analise quantitativa foi baseada no método de estereologia, o qual permite
determinar paré@metros tridimensionais de um 6rgao, tecido ou estrutura morfoldgica
por meio de contagem ce ponios em imagens bidimensionais (MANDARIM de
LACERDA, 1989). A quantificacdo do ossc neoformado através da estereologia foi
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realizada de acordo com ¢ principio de DELESSE, obedecendo-se a formula Vy =
Pe/P+ (%), onde:
Wy = densidade de volume ou volume relativo;
Pe = guantidade de pontos (interseccéo de linhas) sobre o osso necformado;
Py = nUmero total de pontos do sistema.

Alravés de um reticulo quadrilatero acoplado na ocular do microscdpio de luz
Carl Zeiss e contendo sistema de 100 pontos, celculou-se a densidade do volume
dsseo neoformado nos locals do implante de hidroxiapatita em cada animal (figura 3).
Foram utilizados 4 cortes histolégicos de mesma espessura para cada éarea
receptora (fémur e parietal esquerdo) do animal. Esta andlise foi feita com a objgtiva
do microscopio de luz padronizada em aumento de 10 vezes para todos os cortes
histolbgicos. Cabe ressaltar que para esta andlise, primeiramente os cortes foram
selecionados aleatoriamenie & somenie apés a contagem dos pontos scbre © 0880
necformade é que foi identificado a qual grupo (ndo aicoolizado ou aicoolizado)

pertencia o corte. Desta maneira, tentou-se buscar uma margem mais segura da
analise efetuada.



Figura 3. Representac@c esquematica do sistema de 100 pontos do reticulo

quadrilaterc usado para avaliar o volume do csso formado. A, B e C mostram os
pontos (intersecgc de linhas) sobre o osso formado (*). Ha representa os biocos de

hidroxiapatita implantados subperiostaimente.
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3.6 Estudo Esfatistico

A partir dos valores obtidos do consumgo didrio de liquide e raco por animal
tanto dos subgrupos ndo alcoclizados como dos aicoclizados, foram calculados as
médias & os desvios-padrbes para cada um deles. Obteve-se também o porcentual
do ganho de massa corporal para cada rato e depois a média para os subgrupos nao
alcoolizados e aicoolizados. De posse desses valores, aplicou-se o teste T de
Student para a comparacao entre as situacies (ndo alcoolizado x alcoolizado). Cabe
ressaltar que somente para analise estatistica, o grupo ndo aicoolizado foi chamado
de controle enguanto o grupo alcooclizadoe de tratado.

A técnica utilizada na andlise dos dados morfomeétricos foi Anova {(Analise de
Variancia) para o caso de medidas repetidas, que testou simulianeamente se havia
diferenga na quantidade de osso formado enire os grupos (controle x tratado), entre
os periodos pds-cirdrgicos (2 x 4 x 8 x 16 semanas), ou seja, entre os subgrupos, e
também entre 0s tipos de ossos usados como areas receptoras (fémur x parietal). O
nome medida repetida foi porgue no caso do tipo de ossos (fémur e parietal), os
animais foram os mesmaos.

Em relacdo ac estudo comparativo do volume ésseo formado no fémur e no
parietal entre os periodos (semanas), tanto para o grupo ndo alcoolizade como
alcoolizado, realizou-se uma anélise para detectar quais semanas sdo diferentes das

outras. Para isto, aplicou-se a Andlise de Comparacbes Multiplas (teste de Tukey)
para localizar tais diferencas.



4. RESULTADOS
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4.1 VARIACAC DA DIETA LIQUIDA CONSUMIDA DIARIAMENTE PELOS
SUBGRUPOS NAO ALCOOLIZADOS E ALCOOLIZADOS.

Os animais dos subgrupos ndo aicoclizados com 42, 56, 84 e 140 dias de
fratamento ingeriram, em media, 39,07, 38,30, 3844 e 3953 ml de liquido,
respectivamente. 0Os  animais dos subgrupcs  alcoolizados  ingeriram,
respectivamente, 15,02, 17,46, 17,70 e 17,52 mi de etanol diluido a 25% em agua.
Com a anaiise esiatistica, observou-se que o0s animais dos subgrupos néo
alcoolizados consumiram maior cuantidade de liguido em relagdo aos seus
respectivos subgrupos aicoolizados (tabela 1). Dentro dos grupos, o consumo de
liquido foi constante ao longo do experimento (grafico 1).



Lo
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Tabela 1. Médias (ml} e desvios-padrdc do consumo diario de liquido pelos

subgrupos néc aicoolizados e alcoolizados durante os periodos estudados.

17,70 £ 1,81 { p< 0,05)

Subgrupo 1: animais sacrificados duas semanas pds-cirdrgicas; p= 4, 14 -09
Subgrupe 2: animais sacrificados quatro semanas pds-cirdrgicas; p= 7,76& -77
Subgrupo 3: animais sacrificados oite semanas pds-cirdrgicas; p= 2,046 -18
Subgrupo 4: animais sacrificados dezesseis semanas pds-cirurgicas; p= 1,83E- 32
Diferenca estatisticamente significativa - p< 0,05

Grafico 1: Médias encontradas da ingestdo diaria de liguido
por animal referente aos subgrupos néio aicoolizados ¢
alcoolizados
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itempo de experimentacio {subgrupos)
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4.2 VARIACAD DA DIETA SOLIDA CONSUMIDA DIARIAMENTE PELOS
SUBGRUPOS NAO ALCOOLIZADOS E ALCOOLIZADOS.

Os animais dos subgrupos ndo alcoolizados e alcooclizados com 42, 56, B4 e
140 dias de ifratamento consumiram, em média, 22 94, 22 47 2217 & 22,18 gramas
de racho, respeclivamenie. Os animais dos subgrupos alcoolizados consumiram
respectivamente 13,29, 1379, 1529 e 14,66 gramas. A andliss estatistica
demonstrou gue 08 animais dos subgrupos ndo aicoclizados consumiram maior
quantidade de racdo em relacBo aos seus respectivos subgrupos alcoolizados

{tabela 2). Denfro dos grupos, o consumo de racdo foi constante ao longo do
experimento {grafico 2).



Tabela 2: Médias (gr) e desvios-padrio do consumo diaric de racao pelos subgrupos

nao aicoolizados e alcoolizados durante os periodes estudados.

Subgrupo 1. animais sacrificados duas semanas pés-cirurgicas; p= 1,65k -06

Subgrupo 2. animais sacrificados guatro semanas pés-cirtrgicas; p= 3,33k -06
Subgrupc 3: animais sacrificados oito semanas pés-cirdrgicas; p= 2,72E -13
Subgrupo 4: animais sacrificados dezesseis semanas pos-cirdrgicas; p =9,628E -16
Diferenca estatisticamente significativa - p< 0,05

Grafico 2: Médias encontradas do consumo diario de ragdo
por animal referenie aos subgrupos ndo alcoolizados e
alcoolizados

e N B O
aicoolizado
—s— Alcoolizado
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4.3 VARIAGAO DA PORCENTAGEM DO GANHO DE MASSA CORPORAL
DOS SUBGRUPOS NAC ALCOOCLIZADOS E ALCOOLIZADOS.

Os animais dos subgrupos n8c alcoolizados com 42, 56, 84 e 140 dias de
fratamento ganharam respectivamente 39,38; 48 58; 60,07 ¢ 8505 % de massza
corporal ao longo do tratamento, engquanto os animais dos subgrupes alcoolizados
ganharam 15,34; 27,81, 38,37 e 46,81 %, respectivamente {tabela 3). Com a andlise
estatistica, verificou-se que os animais alcoolizados ndo perderam peso ao longo do
experimento, peilo contrario, ganharam massa corporal, porém a porcentagem do

ganho foi menor guando comparada a dos animais ndo alcoolizados (grafico 3).



Tabela 3: Médias e desvios-padrao enconiradas para a variagéo da porcentagem do
ganho de massa corporal dos subgrupos néo alcoolizados e alcoolizados durante 08

periodos de tratamento estudados.

as (subgrupol) 39,36 + 4,97 15,34 + 5,71 (p< 0,05)

84 dias {subgrupo 3) 5007 +7.08 338,37 + 4,65

Subgrupo 1: animais sacrificados duas semanas pos-cirlrgicas; p=0,00002
Subgrupo 2: animais sacrificados quatro semanas pos-cirurgicas, p= 0,0000
Subgrupo 3: animais sacrificados cito semanas pds-cirurgicas, p= 0,00074
Subgrupo 4: animais sacrificados dezessels semanas pés-cirurgicas; p= 0,00075

diferenca estatisticemente significativa - p< 0,05

Gréafico 3: Média da porcentagem do ganho de massa
corporal dos subgrupos ndo alcoolizado e alcoolizado

—s— N30 alcoolizado |
i Aleoolizado

Variagio do ganho de mass:
corpérea (%)
B
O

42 dias 58 dias 84 dias 140 dias
Tempo de experimentagio {subgrupos}
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4.4 OBSERVACOES MACROSCOPICAS

Em relacdo ao estado de salde dos animais alcoolizados, ndo ocorreram
alteracbes quanto ac comportamento e também no aspecto da urina e fezes. Na
regido onde foi colocada a hidroxiapatita, ndo ocorreram ulceracbes ou guaisquer
outras complicacdes no processo de cicatrizacso da pele.

Correspondente ao sitic de implantacio, tanto no grupe nao alcoolizado como
no alcoolizado, ndo ficou evidente a formacio de calo ¢ssen. A hidroxiapatita
implantada pbde ser faciimente identificada, sem alteragbes patolégicas locais
visiveis (figura 4 e 5). Também em nenhum animal foi notado migracéo de grénulos
de hidroxiapatita para locais distantes da drea recepiora.



Figura 4 e 5: Fémur e calota craniana do animal alcoolizado apos 4 semanas
pés-cirirgicas. Notar o implante de hidroxiapatita subperiostaimente (seta) sem

alteracBes patoldgicas (3,5 X).
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4.5 OBSERVACOES MICROSCOPICAS

4.5.1 IMPLANTES SUBPERIOSTAIS DE HIDROXIAPATITA NO FEMUR
DOS ANIMAIS NAQ ALCOOLIZADOS.

Na segunda semana pos-cirlirgica, observou-se que todos os animais tiveram
formacéo de tecido 6ssec no local do implante da cerémica. O osso neoformado
encontrava-se proximo aos blocos de hidroxiapatita. O aspecto do osse formado era
imaturo com lacunas arredondadas alojando ostedcitos volumosos. Além disso, os
ostedcitos dispunham-se proximos uns a0s oulros & em varias diregdes, sem
orientagéo definida (figura 8). Notou-se também espessamento do peridsteo junic a
area receptora quando comparadoe com regides vizinhas, onde o peridsieo
permaneceu intacto. Eram pouco definidas as camadas externa e interna do
peristeo, estando esta dltima em intensa atividade osteogénica. Vasos sanguineos
situavam-se ne local do implante.

Em todos animais estudados guatro semanas apos a cirurgia, verificou-se gue
varios blocos de hidroxiapatita, adjacentes a cortical do fémur, estavam
completamente envolvidos pelo ossc formado, sem interposicic de tecido conjuntivo.
Os blocos distantes da cortical ficaram circundados por células periostais. O osso
neoformado era de aspecto maturo em sua maior parte devido a textura densa,
porém também encontramos 0sso imaturo em aigumas regides. Tornou-se dificil a
localizag&o exata da linha cimentante gue separava osso necformado da cortical. Na
area recepiora, as camadas do peridstec estavam definidas, sendc a interna
espessada devido a proliferacdo celular (figura 7).

Nos cinco animais sacrificados oito semanas apds a cirurgia, ocorreu
formac@o de ossc subperiostalmente em grande proporggc. O osso formado
preencheu quase todos os espacos enire os blocos da cer@mica, independente dos
blocos estarem préximos ou distantes da superficie cortical. O osso formado tinha
caracteristicas de maturo em alguns locais e imaturc em outros (figura 8). Nao ficou
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preciso o limite entre osso formado e superficie da diafise femoral. Vasos sanguineos
periostais situavam-se na érea do implante da ceramica e o peridsteo ficou pouce
espessado devido a baixa atividade celular.

MNa décima sexta semana pos-cirdrgica, nolamos abundante guantidade de
osso formado no local do implante em todos animais. O osso formado envolveu
totaimente guase todos os blocos da cerémica e estava em contato direto com eles,
sem interposicBo de tecido conjuntivo. Quanto zo aspecto do tecide oOsseo
necformado, verificou-se gue maior parte era maturc devido a presenga de
ostedcitos achatados e disposios organizadamente, entretanto, havia regides com
caracteristicas de imaturo {figura 9). Na #drea receptora, notou-se espessamento da
disfise do fémur e o peribsteo apreseniou-se com baixa proliferacdo celular,
semeihante assim, a dreas distantes do implante. Vasos sanguineos periostais
localizavam-se na area recepiora.
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Figura & Corle transversal da drea receplora do fémur de animal ndo alcoolizado
com 2 semanas pds-cirGrgicas. Observar osso neoformado (*) de aspecto imature
préximo aos blocos de hidroxiapatita (ha). Peridsteo (P). (115x - H.E))

Figura 7. Corle transversal da area receptora do fémur de animal ndo alcoolizado
com 4 semanas pds-cirirgicas. Observar a neoformacio dssea (*) em continuidade
com a superficie da didfise do fémur (F) e envolvendo completamente alguns biocos
de hidroxiapatita (ha). Peridsteo (P) ficou espesso & suas células envolveram os
biocos situados distante da cortécé%. Camada fibrosa do peridstec (PH. (115x~H.E.)

Figura 8 Corte transversal da érea receptora do fémur de animal ndo alcoolizado
com 8 semanas pos-cirtrgicas. Notar osso neoformado {*} preenchendoc os espacos
entre os blocos de hidroxiapatita {(ha) e ¢ limite (seta) entre osso formado e superficie
da diafise do fémur (F). {115x—-H.E))

Figura 9. Corte transversal da drea receptora do fémur de animal ndo alcoolizado
com 16 semanas pés-cirurgicas. Verificar espessa camada de osso neoformado {*)
envolvendo a maioria dos blocos da hidroxiapatita (ha). Peridsteo (P). (118x - H.E.)
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4.5.2 IMPLANTES SUBPERIOSTAIS DE HIDROXIAPATITA NO FEMUR
DOS ANIMAIS ALCOOLIZADOS

Mos cinco animais sacrificados duas semanas pés-cirdrgicas, nolou-se
formac8o de tecide 6sseo no local do implante. A maicria dos blocos da cerémica
ficou envolvida por células periostais enguanto poucos blocos estavam fotalmente
incorporados pelo osso neoformado. O o0sso jovem estava cimentado com a
superficie da diafise do fémur, sendo visivel o limite entre eles. Entre osso formado e
superficie da didfise femoral, forraram-se cavidades contendo células da medula
dssea. O periosteo no local do implante ficou preservado e se tormou espesso devido
a atividade proliferativa das células da camada intema {figura 10). Vasos sanguineos
periostais apareceram na area receptora.

Com quatro semanas apds a cirurgia, ocorreu formacdo Ossea no local do
implante em quatrc dos cinco animais estudados. O osso necformade estava em
contato diretc com os blocos da ceramica, principaimente nagueles situados
proximos a cortical (figura 11). Em alguns locais, o tecido 6sseo neoformado tinha
caracteristicas de osso mature enguanto em outros, de imaturo. Os espagos entre 0s
blocos localizados mais distantes da cortical foram ocupados por tecido conjuntivo,
sem evidéncia de osteogénese. Ainda nesses casos, notamos células da medula
ossea contidas em cavidades situadas na regido da linha cimentante, gue por sua
vez, separava 0sso neoformado da superficie cortical. No Unico animal com auséncia
de formacéo &ssea na area recepiora, observou-se abundante quantidade de céiulas
peripstais envoivendo os blocos da cerdmica e ocupando os espagos entre eles.
Além disso, o peridsteo era espessado em consequéncia da atividade proliferativa
das céluias da camada interna (figura 12). Vasos sanguineos e algumas células
gigantes multinucleadas apareceram na area receptora em todos animais.

Na oitava semana pés-cirtrgica, notou-se formacdo de osso no local do
implante em todos animais. Alguns blocos de hidroxiapatita foram totaimente
envolvidos pelo osso formado enquanto outros blocos estavam circundados por
células periostais, sem contalo com o osso. Ficou nitida a linha cimentante gue
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separa 0880 neoformado da superficie cortical do fémur. O osso formado era de
aspecto maturo, Observou-se também células periostais entre os granulos de alguns
blocos bem come o espessamento do peridsteo junic a area receplora {figura 13).
Em toda extenséo do local do implante, a2 parede da cortical ficou mais espessa
guando comparada com regifes vizinhas, nas quais a camada cortical permansceu
uniforme. Vasos sanguinsos e raras células gigantes multinucieadas foram
encontrades no local do implanie.

Em todos animais com dezesseis semanas pos-cirurgicas, verificou-se que os
blocos de hidroxiapatita adjacentes a superficie cortical ficaram envolvidos pela
camada de 0880 neoformado e em contato direto com a cermica, sem interposigio
de tecido fibroso. Por oulro lado, alguns blocos situados distantes da cortical foram
circundados por tecido conjuntivo, sem contato com o osso necformado. Ficou
evidente a linha divisdria entre osso formado e superficie cortical do femur (figura
14). Na Zrea receptora, a parede da disfise ficou espessada e o peridsteo delgado.

Vasos sanguineos e ausencia de células gigantes multinucleadas foram observados
no local do implante.
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Figura 10: Corte transversal da drea receptora do fémur de animal alcoolizado com 2
semanas pos-cirdrgicas. Observar osso neoformado {*) de aspecto imaturc
envolvendo alguns blocos de hidroxiapatita (ha), porém a malor parie da ceramica
ficou envolvida por células periostais (P). Notar também a linha cimentante (seta)
entre ossc novo (%) e superficie da diafise do fémur (F) bem como o espessamentio
do periésteo (P). (115x—-H.E.}

Figura 11: Corte transversal da drea receptora do fémur de animal alcoolizado com 4
semanas pés-cirtrgicas. Notar osso neoformado (*) em contato com alguns blocos
de hidroxiapatita (ha). Entre osso neoformadc e didfise femoral (F), observar
cavidades {setas) contendo células da medula dssea. {115x - H.E}

Figura 12: Corte transversal da érea receptora do fémur de animal alcoolizado com 4
semanas pos-cirtrgicas. Notar proliferacéo de células do peridsteo (P) preenchendo
os espagos enire os blocos de hidroxiapatita (ha) e auséncia da neoformacéo dssea.
Diafise do fémur (F). (115x - H.E.)

Figura 13. Corte transversal da érea receptora do fémur de animal aicoolizado 8
semanas pés-cirtirgicas. Observar bloco de hidroxiapatita (ha) envolvido pelo osso
neoformado (%) e outro bloco envolvido por células periostais (P). Ficou evidente ©
limite (seta) entre osso formado (*) e superficie da diéfise do fémur (F). (115x~H.E))

Figura 14: Corte transversal da érea receptora do fémur de animal alcoolizado com
16 semanas pos-cirirgicas. Notar trabeculado dsseo formado (*} entre os blocos da
hidroxiapatita (ha). Observar também blocos distantes da superficie cortical estando
envolvidos por células periostais (P) e a linha cimentante (seta) entre osso formado
(*) e superficie da didfise do femur (F). (115x-H.E.}
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4.5.3 IMPLANTES SUBPERIOSTAIS DE HIDROXIAPATITA NO PARIETAL
DOS ANIMAIS NAO ALCOOLIZADOS

Com duas semanas pos-cirurgicas, observou-se formacio de osso no local do
implante de todos animais. Parte do osso, de aspecto imaturo, estava em contato
direto com alguns blocos da hidroxiapatita, engquanto outra parte encontrava-se
préoximo & cerémica, havendo nesse Ultimo caso, células periostais interpostas entre
osso e implante. Junto a superficie externa do osso neoformado, localizava-se
osteoblastos achatados. O osso formado estava cimentado com a cortical do parietal,
sendo nitido o limite entre eles. Em todos animais, o peridstec na area receptora era
espesso devido a intensa atividade proliferativa das céluias da camada intema.
Verificou-se também vasos sanguineos neoformados préximos aos blocos
implantados (figura 15).

Quatro semanas poés-cirdrgicas, ocorreu formacdo de 0sse subperiostaimente
no local do implanie em todos animais. Os blocos da ceramica situados proximos a
cortical do parietal foram envolvidos pelo osso formado enquantc os blocos mais
distantes ficaram circundados por células periostais. Era nitida a linha demarcante
entre osso formado e superficie cortical. O osso formado apresentava aspecto
imaturo em algumas partes e maturc em outras (figura 16). O periésteo na area
receptora ficou espesso comparado com dreas vizinhas onde permaneceu intacto.

Apés cito semanas da cirurgia, todos animais apresentaram osso formado no
local do implante. Alguns blocos da cerémica estavam tofaimente envolvidos por
osso neoformado, sem interposicao de tecido conjuntivo. Quiros blocos ndo estavam
em contato direto com o osso neoformado. A maior parte do osso formado era
maturo, porém havia determinadas regifes com caracteristicas de osso imaturo
{figura 17). A camada interna do peridsteo apresentou-se ligeiramente desenvolvida
no iocal do implante. Vasos sanguineos periostais foram observados ne local do
implante.

MNa décima sexta semana pos-cirlrgica, verificou-se abundante quantidade de
osso formado ne iocal do implante dos ¢inco animais estudados. O osso formado de
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aspecto maturc envoiveu completamente a maioria dos blocos da ceramica,
principaimente aqueles situados préximos a corlical do parietal. Alguns blocos
distantes da cortical ficaram envolvidos por células periostais (figura 18). Na érea
receptors, a parede da cortical ficou espessada e o peridsteo delgado. Alguns vasos
sanguineos foram observados no sitio de implantagdo, porém n&o foi encontrado
células gigantes mullinucleadas.



31

Figura 18: Corle transversal da area receptora do parietal de animal ndo alcoolizado
com 2 semanas pos-cirdrgicas. Observar osso neoformado com aspecto imaturo (%)
proximo aos biocos de hidroxiapatita (ha) e a linha cimentante (seta) que separa
osso formadc da superficie cortical do paristal (C). Peridsteo (P). (115x - H.E.)

Figura 16: Corte transversal da érea recepiora do parietal de animal ndo alcoolizado
com 4 semanas pos-cirurgicas. Observar bloco de hidroxiapatita (ha) completamente
envolvido pelo osso formado (*). Notar também o limite (seta) entre osso formado e
superficie cortical do parietal (C). Peridsteo (P). (115x—-H.E)

Figura 17: Corte transversal da area receptora do parietal de animal n&o alcoolizado
com 8 semanas pés-cirtrgicas. Verificar osso neoformado (*) em contato direto com
a hidroxiapatita (ha) e biocos sem contato com o osso formado. {(115x — H.E.)

Figura 18: Corte transversal da area receptora do parietal de animal ndo alcoolizado
com 16 semanas pos-cirirgicas. Notar osso necformado (*) envolvendo véarios blocos
de hidroxiapatita (ha). Periésteo (P). Camada cortical (C). (115x ~ H.E)
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4.5.4 IMPLANTES SUBPERIOSTAIS DE HIDROXIAPATITA NO PARIETAL
DOS ANIMAIS ALCOOLIZADOS

Dos cinco animais sacrificados duas semanas pés-cirdrgicas, notou-se 0880
neoformadoc na &area do implante em apenas um deles. A guantidade de osso
formado naste animal foi peguena e estava em contato direte com alguns blocos da
ceramica. Ainda neste Caso, 0s espagos entre a maioria dos blocos da hidroxiapatita
estavam ocupados por céiulas periostais. Osteoblastos achatados revestiam a
superficie do ossc neoformado e era nitida a linha diviséria entre osso formado e
superficie cortical (figura 19). Nos outros quatro animais com auséncia da formacéo
6ssea, notou-se células periostais revestindo a superficie dos blocos da cerfmica e
invadindo o interior deles através das fissuras existentes (figura 20). Comum aos
cinco animais, 0 peridsteo na area receplorz era espessc devido a atividade
proliferativa das células da camada interna (figuras 19 e 20). Células gigantes
multinucieadas e vasos sanguineos localizavam-se préximos a ceramica.

Apés quatro semanas, observou-se formagado 6ssea no local do impiante em
trés dos cinco animais estudados. O osso formado envolveu os blocos da ceramica
situados proximos a superficie cortical do parietal, enquanto os blocos mais distantes
foram rodeados por células periostais. Notou-se também o limite precisc entre osso
formado e superficie cortical do parietal (figura 21). O osso formado era de aspecto
imaturo em algumas regides e maturo em outras. Nos animais em que ndo houve
formacdo ossea, verificou-se células periostais ccupando os espacos entre os blocos
da cerémica (figura 22). Comum aos cinco animais, notou-se vasos sanguineos e
células gigantes multinucleadas na area receptora.

QOito semanas apds a cirurgia, houve formacgéo de osso no local do implante
de todos animais estudados. Alguns blocos da hidroxiapatita estavam em contato
direto com osso necformado, porém a maior parte da ceramica estava rodeada por
células periostais, sem contato com o osso. Era nitida a linha demarcante enire osso
formado e superTicie cortical do parietal. As células da camada interna do periésteo
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ainda apresentavam-se em atividade proliferativa (figura 23). Vasos sanguineos e
algumas células gigantes mullinucieadas apareceram na area receptora.

Em todos o8 animals sacrificados dezesseis semanas pds-cirurgicas, houve
formacéo &ssea no local do implante. O osso formado de aspecto maturc envolveu
totaimente slguns blocos de hidroxiapatita enguanic outros blocos estavam
revestidos por células periostais, sem contato direto com o osso (figura 24). Também
notou-se 0sso necformado no interior dos blocos, ou seja, entre os granulos da
ceramica. A camada interna do periésteo estava em atividade proliferativa celular.



Figura 19: Corte transversal da area recepiora do parietal de animal alcoolizado com
2 semanas poés-cirurgicas. Notar osso formado (*) em contatc com ¢ bloco de
hidroxiapatita (ha). Camada cortical (C). Peridsteo (P). (115x - H.E.}

Figura 20: Corte transversal da area receptora do parietal de animal alcoolizado com
2 semanas pos-cirtrgicas. Notar auséncia de neoformacao 6ssea entre os blocos de
hidroxiapatita (ha). Observar também células periostais envolvendo os blocos da
ceramica e penetrando entre os granulos (seta). Camada cortical (C). Peridsteo (P).
{115x — H.E)

Figura 21: Corie transversal da area receptora do parietal de animal alcoolizado com
4 semanas pods-cirtrgicas. Observar osso formado (*) envolvendo aiguns blocos de
hidroxiapatita (ha), enquanto outros ficaram envolvidos somente por células do
periosteo {P). Notar também linha diviséria (seta) separando osso formado da
superficie da cortical (C). (115x - H.E.)

Figura 22: Corte transversal da area receptora do parietal de animal alcoolizado com
4 semanas poés-cirurgicas. Notar auséncia de neoformacdo dssea e 0s blocos de
hidroxiapatita envolvidos por células do peridsteo (P). Camada cortical {(C). (115x ~
HE)

Figura 23 e 24: Corte transversal da érea receptora do parietal de animal aicoolizado
com 8 e 16 semanas poés-cirurgicas. Observar blocos de hidroxiapatita (ha) em
contato direto com o osso formade e biocos sem contato com ele. Notar tambem o
fimite (seta) enire osso formado e a superficie da cortical do parietal (C). (115x ~
HE.)
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4.6 ANALISE MORFOMETRICA

O gréfico 4 sumariza as médias dos valores enconfrados para o volume
relative de osso formado no fémur e parietal dos animals dos subgrupos néo
alcoolizados e alcoolizados. Desta maneira, observou gue o volume de osso formado
no fémur dos subgrupos ndc slcoolizados sacrificados 2, 4, 8 & 16 semanas pds-
cirGrgicas, foi 10,90%; 19,03%; 31,59%e 39,85%, respectivamente, enquanto no
femur dos subgrupos alcoolizados, os valores foram 6,03%; 10,61%; 19,73% e
23,02%. Em relac8o a guantidade de volume dssec formado no parietal dos
subgrupos n&o alcoolizados apds 2, 4, 8 e 16 semanas da cirurgia, os valores
encontrados foram: 6,35%; 9,43%; 15,41% e 16,26%, respectivamente, enguanto
gue nos subgrupos alcoolizados, foram: 0,80%; 528%; 9.26% s 9,09%,
respectivamente.

Notou-se também que quantidade semelhante de osso formado no fémur do
subgrupo néo alcoolizado apds 2 semanas da cirurgia (10,90%) ocorreu no fémur do
subgrupo alcoolizado 4 semanas depois da cirurgia {10,61%). A guantidade de osso
formado no fémur do subgrupo néo alcoolizado 4 semanas pos-cirdrgicas foi 19,03%,
semelhante assim a enconirada no fémur do subgrupo alcoolizado apés 8 semanas
da cirurgia que f0i19,73%.

Em relac8o a area receptora do parietal, observou que o volume de o0sso
formado no subgrupo alcoolizado 4 semanas pés-cirdrgicas foi 5.28%, semelhante
a0 encontrado no subgrupo nao alcoolizado 2 semanas pés-cirurgicas que foi de
6.35%. Ainda neste 0ss0, verificou-se semelhanca entre ¢ volume médio de osso
formado no subgrupo nao alcoolizade 4 semanas pos-cirtrgicas (9,43%) com o
volume 6sseo formado no subgrupo aicoolizado 8 semanas pos-cirargicas (8,26%).

Ao comparar o volume de osso formado na area recepiora do fémur entre
subgrupos ndo alcoolizados e alcoolizados, verificou que os valores encontrados
para 0s nao alcoolizados foram superiores aos correspondentes subgrupos
alcoolizados (grafico 5 - Anexo). Em relag8o ao osso parietal, também verificou gue
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os volumes de osso formade nos subgrupos ndo alcoolizados foi estatisticamente
maiores em relacdoc aos valores encontrados nos respectivos subgrupos alcociizados
(tabela 4 e grafico &- Anexo).

Quando comparado simulianeaments o volume de osso formado no fémur
entre os subgrupos ndo alcoolizados (2 x 4 x 8 x 18 semanas pods-cirurgicas),
vaerificou-se que o0s vzlores enconfrades entre 2 & 4 semanas foram
significativamente iguais entre si, o mesmo ocorrendo entre 8 & 16 semanas,
havendo diferenga significativa nas demais correlagtes (tabela 5-Anexo). Resultado
semelhanie ocorreu em reiacdo a0 volume de osso formado no fémur enire os
subgrupos aicoolizados. No parietal dos subgrupos alcootizades e n&o alcoolizados,
a resposta também fol a mesma.

Em relacéo a anélise comparativa do volume de osso formado enire os tipos
de ossos (Fémur x Parietal), observou-se gue o valor encontrado para o fémur dos
subgrupos n&o alcoolizados fol superior ac encontrado no parietal dos subgrupos
nac alcoolizados correspondentes. Resultade semelhante ocorreu  quando
comparado ¢ volume de osso formado no fémur dos subgrupos alcoolizados com o

encontrado no parietal dos subgrupos alcoolizados correspondentes (iabela 4 ¢
grafico 7- Anexo).
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5. DISCUSSAQ
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Pesquisas envolvendo animais de laboratdrio constituem um importante fator
para 0 avango da area biomédica. Assim sendo, quesifes referentes a algumas
doencas humanas podem ser favoraveimente estudadas em animais de laboraiorio,
inclusive aquelas decorrentes do uso abusivo do élcool, tais como alteracles
patolégicas do figado, péncreas, mdsculo e tecido dsseo (LORENZ e LORENZ,
1983).

Atualmente, & evidente na literatura que o rato & frequentemente utilizado
como modelo experimental nas pesquisas scbre efeitos do alcoolismo no tecido
dssec (COMPSTON, 1992; ARNAU et al,, 2000; HOGAN et al., 2000; NISHIGUCHI
et al., 2000; TURNER, 2000; ZHANG et al, 2000; TURNER et al., 2001). Isso &
devido 2 sua afinidade ao consumo voluntério do dlcool. Por essa razéc e também
pelo fato de ter tamanho apropriado & técnica cirargica para colocacéo de blocos de
hidroxiapatita subperiostalmente, o rato foi escolhido como modelo no presente
frabalho.

Nos experimentos scbre os efeitos do consumo do dlcool no tecido osseo de
ratos, encontramos diferentes metodologias quanto a concentracéo do alcool e 0
tempo de tratamente para o desenvolvimento do alcoolismo experimental. LORENZ e
LORENZ (1983} usaram concentracdo de aicool a 20% diluido em dgua durante 2
semanas; DIEZ et al. (1997) trabalharam com diluicdo de 35% e tempo de ©
semanas; SAMPSON et al. (1998) usaram 35% e pericdo de 4 semanas, &, mais
recentemente, NYQUIST ef al. (1999), submeteram os animais ao consumo de
gicool a 15% durante 5 semanas. Em nosso trabalho, os animais ingeriram alcool
diluido a 25% durante 4 semanas. Apés este periodo, os mesmos foram submetidos
ao procedimento cirurgico para implantagdo da hidroxiapatita e continuaram
recebendo a mesma dosagem de alcool até completar ¢ periodo da experimentacao.
Baseados nos trabalhos citados acima os quais demonstraram alteragdes no tecido
Gsseo frente as diferentes metodologias usadas para tornar os animais alcoolizados,
pode-se considerar nossos ratos também como alcoolizados e com todos os efeitos
agressivos do dlcool no tecido éssec. SONNENREICH (1971) considera individuo

alcodlatra aquele gue consome diariamente bebida alcodlica e, como a unica dieta
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liquida disponivel aos animais do grupe experimental foi o alcool diluido, acredita-se
que esse oulro aspecto também os caracterizam como aicoolizados.

Ha forte guestionamento se as alteragfes dsseas nos animais alcoolizados
s8o realmente por causa do efeilo direto do élcool ou seriam consequéncia da
deficiéncia nutricional (HOLBROOK E CONNOR, 18893). Diante desse fato, torna-se
obrigatdrio e essencial 0 monitoramento do estado de salide de cada animal durante
os experimentos sobre alcoolismo. Segundo WEISBROTH et al. (1977), a variacéo
da quantidade de raco e agua consumida pode modificar respostas bioldgicas em
muitos desses experimentos sobre alcoolismo.

Nesse trabalho, tomou-se o devido cuidado em acompanhar periodicamente o
estadc de salde dos animais através do controle da quantidade de racéc e liquido
consumidos ao longo do experimento. Os resultados demonsiraram que 08 ratos ndo
alcoolizados consumiram maior quantidade de ragdo e liguido que os aicoolizados.
MNo entanto, quando considera somente o0s animais alcoolizados, nota-se gue as
dietas liguida e sélida consumidas por eles estavam dentro dos padrdes
estabelecidos para uma dieta normal. De acordo com os estudos de SVENDSEN E
HAU (1984), ratos normais devem consumir de 8 a 25 gramas por dia de ragdo e
ingerir de 5 a 80 ml de agua diariamente. Nesse experimento, ©s animais
alcoolizados consumiram, em média, 14,25 gramas de ragdo e 16,92 mi de liquido
por dia. MARTINEZ (1997) também notou gue as ratas alcoolizadas consumiram
menor quantidade de liquido e racdo comparadas com as ratas ndc alcoolizadas,
porém nao foi caracterizado quadro de desnutrigdo.

Qutra preocupagdo quanto ac estado nutricional dos animais, foi acompanhar
a variagdo do peso corpbreo de cada um deles, pois a desnuiricgo protéica em
roedores € caracterizada principalmente pela perda de massa corpérea (CAMPANA
et al, 1975, PALENCIA ei al., 1994; SAMPSON et al, 1998). Os resultados
estatisticos demonstraram que 0s ratos ndc alcoolizados ganharam mals massa
corpbrea comparados aos animais alcoolizados. No entanto, ac considerar somente
0s animais alcoolizados, notou-se que o0s mesmos tiveram aumento de massa
corpérea ao longo do experimento, apesar do ganho ser menor.



Mediante aos resultados positivos em relacio a variagdo do peso corpéreo e
da quantidade de racio e égua ingerida diariamente pelos animais alcoolizados,
constatou gue 08 Mesmos Nac apreseniaram caracteristicas de desnutricdo protéica.
Assim sendo, as diferencas encontradas guanto ao tempo de formacio e ¢ volume
de osso nos sitios de implantac@o da hidroxiapatita entre os grupos ndo alcoolizado e
alcoolizado, devem-se ao efeito do aicool @ ndo em consequéncia de um quadro de
desniirico.

Alem das graves alteracdes que o alcoolismo provoca diretamente no tecido
osser, estudos como de ALBREKTSSON et al. (1981) tém sugerido que o alcool
também pode interferir no processo de osteointegracdo dos implanies de
biomateriais, inviabilizando, as vezes, sua utilizacBo. Entre esses biomateriais,
gnconira-se a hidroxiapatita, uma cer@mica usada em cirurgias reparadoras de
defeitos Osseos (ROSEN e McFARLAND, 1990; UCHIDA et al.,1880). Seu uso se
iustifica por tratar-se de um material biccompativel e com capacidade osteocondutiva
(JARCHO, 1981, LEGEROS, 1988), além de ser semelhante ao composto inorganico
(célcio e fasforo) do ossc humano. A hidroxiapatita por nés utilizada demonstrou boa
biocompatibilidade, pois n&o foram observados sinais de rejeico.

Nossos resuitados histoidgicos mostraram que apds duas semanas da
cirurgia, ocorreu formacdo de osso nos sitios de implantacdo (fémur e parietal) de
todos animais n&o ealcoolizados, sendo que ¢ volume de ossc aumentou
consideravelmente ao longo do experimento. Nos animais alcoolizados sacrificados
neste mesmo periodo, notou-se que todos tiveram osso neoformado no fémur
enguantc apenas um deles apresentou o0sso formado no parietal. Ac longe do
experimento, © 0sso neoformado nesses animais alcoolizados aumentou lentamente.
Ainda nesse periode, notou que nos locais de implantagcdo, a quantidade de osso
formado no fémur e no parietal dos animais ndc alcoolizados foi maior comparada
com a encontrada nos animais alcoolizados. No periodo de 4 semanas pos-
cirurgicas, todos 0s animais nac aicoolizados apresentaram osso neoformado nas
areas recepioras do implanie. Nos animais alcoolizados, 3 dos 5 sacrificados,

tiveram ossc neoformado no parietal e 4 deles apresentaram formacioe de 0sso no



famur. A analise guantitativa nesse periodo mostrou que ¢ volume de osso formado
nos locais de implantacdo no fémur e no parietal dos animais ndo alcoolizados foi
superior ao encontradc nos animais alcoolizados. Com 8 e 16 semanas pos-
cirdrgicas, lodos animais alcoolizados & ndoc alcoolizados apresentaram 0880
formado nos sitios de impiantacBoc. Para esses periodos, os valores estatisticos
também mosiraram malor quantidade de osso formado nos animais néo
alcoolizados.

Diante acs resullados negativos quanto a quantidade e o tempo de formacé&c
de ossc tanto no fémur como no parietal dos animais alcoolizados, acredita-se que o
consumo de aicool interferiu na capacidade osteogénica das células periostais junio
aos blocos de hidroxiapatita. Desta maneira, pode-se inferr gue a neoformacao
ossea pode ser esperada ao redor da hidroxiapatita mesmo guando implantada em
ossos de ratos alcoolizados, no entanto, de forma mais ienta e em menor volume.
Isto para a implantologia é importante pois o prognostico para pacientes alcodlatras
que receberem implanies de biomateriais devera ser analisado cautelosamente.

NAGASE et al. (1988) apds implantarem subperiostalmente hidroxiapatita na
mandibula de cachorros, notaram rapida formacdo de osso nas 12 primeiras
semanas pos-cirurgicas. KAMAKURA et al. {1998) implantaram subperiostaimente
octacalcio fosfatc no parietal de ratos ndo alcoolizados e verificaram 0sso formado
nas duas primeiras semanas pos-cirurgicas. Também foi notade gue o volume dsseo
foi crescendo consideraveimenie até preencher a maioria dos espacos entre 0s
blocos da ceramica no periodo de 16 semanas pos-cirdrgicas. Em nosso
experimentc aconteceu resuitado semelhante nas duas areas receptoras, guando
considera-se 0s animais nao alcoclizados.

IYAMA et al. (1997) implantaram hidroxiapatita em falha éssea produzida
cirurgicamente na tibia de ratos diabéticos & notaram atraso consideravel do
processo de necoformacae dssea ao longo do experimento. Istc demonsira gue o
estado de satide normal do tecido 6sseo € importante na resposta aos implantes de
biomateriais. Desta maneira, podemos explicar a deficiéncia do processe de

formacao 6ssea ocorride nos sitios de implantac&o dos nossos animais alcoolizados,
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uma vez gue o alcoolismo altera a integridade dssea. Segundo VANEEDEN e
RIPAMONT! (1994), os sinais moleculares do processo de neoformacao dssea frente
a0 implante de hidroxiapatita ainda s@c desconhecidos. A osteogénese envolve
migracdo, proliferacdo e diferenciacdo das células osteogénicas em osteoblasios
(MARKS e POPOFF, 1988). InvasBo vascular, diferenciacdo osteoblastica e
deposicio ostedide resultam na construcio e remodelacdo de matriz extracelular do
osso. Entretanto, lodos essas fases da osteogénese sdo retardadas quande a
morfologia do tecido &sseo fica alterada frente aos efeifos do alcool (FRIDAY e
HOWARD, 1991).

Entre outros fatores imporiantes para a necformac@o 6ssea, esta s proteina
morfogenética do osso (BMP) e a enzima fosfatase alcalina. ONO et al. (1992)
estudaram a inducdo de formaco dssea pela BMP combinada com hidroxiapatita.
Para isto, 0s autores implantaram, subperiostalmente, hidroxiapatita juntamente com
BMP no parietal de coelhos. Observaram formacio 0ssea e elevada atividade da
alcalina fosfatase apds 2 semanas da cirurgia. Esses achados demonstraram que a
BMP tem importante funcéo na inducdo de formagéo dssea. Paralelamente a esses
estudos, encontram-se aqueles relatando gque o alcoolismo néc altera apenas a
histologia éssea, mas também provoca mudangas bioquimicas como a queda da
concentracdo de BMP (DIAMONT et al., 1989; PENG et al., 1991) e da fosfatase
aicalina {FRIDAY ¢ HOWARD, 1991), o que poderia contribuir para justificar os
resultados negativos da formacao 4ssea ocorrida nos animais alcoolizados em nosso
experimento.

Outras pesquisas chamam atenc@o para o papel fundamental do
suprimentc sanguinec adequado no processe de regeneracdo Osses, pois a
probabilidade de migragdo dos osteoblastos para produzir matriz 6ssea é fortemente
dependente da sua nutricdo e suprimentoc de oxigénio (LEMPERLE et al., 1998).
TAKATO et al. (1986) relataram que a capacidade osteogénica do peridstec depende
do suprimenio sanguinec e BURSTEIN et al. (1989) mostraram que o suprimento
vascular foi de grande imporiancia para a ativagio celular e, consegientemente,

para a formacéo de o0ssc pelo peridsieo em seu experimento. Pelo exposto &
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evidente gue 0 suprimento sanguineo no local do implante é essencial para o
crescimento 0sseo. Assim sendo, pode-se inferir que possiveis alteracbes da
vascularizacdo do peridstec provocadas pelo dlcool, podem ter comprometide o
processo de osteogénese nos locais do implante em nosso experimento.

Em relagdo a quantidade de osso formado no fémur e parietal, notou que o
volume de 0s8sc encontrado no f&mur fol estatisticamente superior ao achado no
parietal em todos os periodos estudados. Esta resposta ocorreu tanto nos animais
alcoolizados como nos ndo alcoolizados e deve-se possivelmente pela diferenca da
capacidade osteogénica dos ossos fémur e parietal. PROLO e OKLUND (1991)
observaram diferencas das propriedades osteogénicas do periéstec do crénio e da
tibia, sendo este Gltimo 7 vezes mais osteogénico que o primeiro. Estudando a tibia
de cabras, YANDELWILDENBERG st &l (1984) demonsiraram que ¢ peridstec deste
ossc € mais ostecgénico em relacéo ao peridsteo da costela. SASANC et al. (1995)
implantaram subperiostalmente octacélcio fosfato no parietal e tibia de ratos e
notaram formacéo de ossc novo proximo ac material implantado na tibia uma
semana pos-cirurgica. No parietal, a formag@o Gssea aconteceu apds a terceira
semana da implantacéo, expondo assim, a superioridade osteogénica do peridsteo
da tibia. Conforme observado anteriormente, existe variacdo da capacidade
ostecgénica entre 0s 0ssos, sendo menor no crénio. Isso pode explicar © menor
volume de osso formado no parietal, comparado com ¢ achado no fémur em nosso
experimento. Além disso, devemos considerar que o estimuio mecénico recebido no
fémur pode ter contribuido para a formacéo de maior quantidade de osso formado,
comparado com a area receptora do parietal que ndc estd sujeita aos mesmos
estimuios.

Quanto & disposicdo do osso formade junto a ceramica implantada, notou-se
gue os blocos localizados proximos a superficie cortical foram os primeiros a serem
envolvidos pelo 0sso neoformadoe, o que também foi observado nos experimentos de
DONOHUE e MASCRES (1990) e KAMAKURA et al. (1996). Os blocos situados
distantes da cortical demoraram mais tempo para serem envolvides pelo ossc. isto
pode ser explicado pelo crescimento aposicional do osso em fungdo das células
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periostais remanescentes na superficie irregular da camada cortical, apds a elevacgio
do peridstec para colocagio da hidroxiapatita. BROWNLOW et al. (2000} notaram
que células periostais ainda permaneceram na superficie cortical apds a slevacdo do
peristeo da tibia e Gmero de coelhos.

Os implantes de hidroxiapatita podem ser usados na forma densa ou porosa.
Segundo WILLIAMS (1987), o tamanho dos poros da ceramica é fator relevante no
processo de ostecintegragio. HULBERT et al. (1870) demonstraram que poros
ceramicos menores de 10 micrdmetros impedem a proliferacio de células Gsseas
para o seu interior, poros com 15 a 50 micrémetros permitem a proliferacéo de tecido
fibroso e poros de 50 a 150 micrémetros resulta na formacdo de ostedide & poros
maiores que 150 micrémetros facilitam o crescimento de osso mineralizado. Segundo
HENCH (1991), os poros tem que ter entre 100 a 150 micrémetros de tamanho para
permitir © suprimento sanguinec necessario para o crescimento do tecido. A
hidroxiapatita usada em nossc trabalho tinha poros com 4 & 100 micrémetros, e
mesmo sendo de tamanho menor em relacdo a cerémica porosa usada por outros
autores, ocorreu a invas@o de células periostais e depdsitos de 0sso no interior dos
blocos da ceramica. Podemos atribuir este resultado a agéo do liquido tissular que
provocou a degranulagdo dos blocos e, como resultado, houve aumento dos poros
no interior da cerémica, permitindo assim, o crescimenic Gsseo. Resultados
semeihantes foram descritos por ANDRADE (1997), que também frabalhou com
hidroxiapatita de porosidade semelhante & utilizada nessa pesquisa.

Os resuliados desse trabalho demonstraram que a osteointegracdo da
hidroxiapatita porosa pode ser esperada mesmo quando implantada
subperiostaimente em animais alcoolizados, apesar do atraso considerdve! no
processo de neoformagéc 6ssea e do menor volume de osso formado. Porém, nao
podemos inferir sobre a capacidade da area receptora e do osso formado junto a
hidroxiapatita para suportar cargas mecanicas. Assim sendo, cutros trabalhos sio
necessarios, pois esse aspecio torna-se relevante em algumas situacdes,
principalmente na area de implantologia.
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6. CONCLUSOES
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Os animais alcoolizados ndo apresentaram caracteristicas de desnuiricso
protéica ao longo do experimento e, desta forma, as diferencgas encontradas em
relacdo ao grupo n&o alcoclizado devem-se ao efeito do etanol.

O tempo de experimentacio & & conceniraco de etanol por nds utilizada

(25%), foram suficientes para provocar alteragfes no processo de neoformacéo
Gssea nos locais de implantacdo.

Ao longe de todo experimento, a guantidade de ossc formado nas areas
receptoras dos animais ndo alcoolizados foi maior & encontrada nas respectivas
areas dos animais alcoolizados.

A ostevcintegrac8o da ceramica pode ser esperada guando implantada em
animais alcoolizados, apesar do atrasc no processo de formacéo dssea.

QO volume ¢dsseo formado no fémur foi superior ao encontrado no parietal, o
que demonstra a superioridade osteogénica do peritstec do fémur.

Tanto nos animais alcoolizados como naqueles nédo alcoolizados, o osso
neoformado apresentou contato direto com a hidroxiapatita, sem a interposicéo de
tecido fibroso.
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Tabela 8: Comparacdo entre o volume &sseo formado no parietal entre os periodos

(2 vs 4 vs 8 vs 18 semanas) tanto para ¢ grupo ndo alcoolizado como alcoolizado.
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Grafico 5. Comparacdo do volume dsseo formadc no fémur entre grupo

alcoolizado (Controie-C) e alcoolizado { Tratado-T).
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Grafico 6 Comparacaoc do volume dsseo formado no parietal entre grupo ndo

alcoolizado (Controie-C) ¢ alcoolizade {(Tratado-T ).
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Grafico 7: Comparacdo do volume dsseo formado entre os tipos de ossos (Fémurvs

Parietal), correspondendo lanto para o grupo ndo alcoolizados como para o

alcoolizado.
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