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Resumo- O alcool atua no organismo provocando varias patologias importantes, além de atuar nas células
Osseas podendo causar um efeito antiproliferativo. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
do consumo cronico de &lcool na proliferagéo e viabilidade celular de osteoblastos obtidos da calvaria de
recém-nascidos de ratas submetidas ao consumo crénico de etanol a 20% durante a gestagdo. Foram
utilizadas 18 ratas prenhas, divididas em grupos conforme a dieta: grupo alcool a 20%, grupo isocaldrico,
grupo controle.e tratadas durante a gestacédo. Aos trés dias de vida, os recém-nascidos foram eutanasiados
para remocao das calvarias e isolamento das células por meio de digestdo enzimatica sequencial, sendo
estas cultivadas por periodos de até 10 dias. Foram realizados testes para avaliar a proliferacdo e
viabilidade celular. Os resultados mostraram que o grupo alcool apresentou aumento significativo na
proliferagédo, exceto no periodo de 1 dia. Com relagdo a viabilidade celular, apenas no periodo de 3 dias
houve aumento significativo de células no grupo &lcool. Concluimos que o alcool néo interferiu
negativamente na proliferagéo e viabilidade dos osteoblastos, talvez pelo curto tempo de administracao.
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Introducao

Nos ultimos anos o consumo de alcool e seus
efeitos tem sido grande objeto de estudo e a
compreensdo sobre seus efeitos tem avancado
substancialmente, assim como a prevengédo e o
tratamento. O consumo crénico excessivo de
alcool pode resultar em osteopenia e aumentar o
risco de osteoporose (CHAKKALAKAL, 2005).
Segundo Dai et al. (2000) os efeitos diretos do
alcool sobre as células responsaveis pela
remodelagdo éssea, e consequente osteopenia,
implicam em um défict da deposicao Ossea
dependente de osteoblasto e/ou por um excesso
de reabsorcao 6ssea dependente de osteoclasto.

Os efeitos do etanol sobre o tecido ésseo tém
sido avaliados através de varias técnicas como
biomecénica, histomorfolégica, molecular e
quantificacdo mineral. Esses estudos tém
demonstrado que o etanol inibe o crescimento
6sseo (SAMPSON et al., 1997), reduz a densidade
mineral 6ssea (TURNER, 2000) e a resisténcia
6ssea (HOGAN et al., 2001).

Dyer et al. (1998) em estudo in vivo com
roedores mostraram que o consumo de etanol
reduziu a proliferacdo de  osteoblastos.
Adicionalmente, outros estudos in  vitro
demonstraram redugdo na fungdo e no nimero de
osteoblastos. Chavassieux et al. (1993) e Friday e
Howard (1991) verificaram em seus estudos que o

etanol inibe a proliferacdo e a diferenciagdo de
células ostegénicas obtidas de fragmentos de
0ssos humanos. Klein et al. (1996) também
verificaram diminuicdo na proliferacdo de células
osteoblasticas de osteossarcoma.

Além disso, o etanol consumido durante a
gestacdo tem efeito teratogénico, como a
Sindrome Alcodlica Fetal, uma das graves
consequéncias causadas pela exposi¢ao do alcool
durante a gestagao, provocando dismorfias fisicas,
crescimento intra-uterino atrasado e deficiéncia
intelectual pos-natal (RIFAS et al., 1997, LONG et
al., 2010). Outro efeito importante é também
quanto ao desenvolvimento 6sseo (RAMADOSS et
al.,, 2006). O presente estudo tem como objetivo
avaliar o efeito do consumo crénico de alcool na
proliferacdo e viabilidade celular de osteoblastos
obtidos da calvaria de recém-nascidos de ratas
submetidas ao consumo crénico de etanol a 20%
durante a gestacgao.

Metodologia

Dezoito ratas Wistar prenhas (300 g) foram
divididas em grupos conforme a dieta e tratadas
durante a gestagdo. Os animais do grupo &lcool
receberam solugcédo alcodlica a 20% e ragdo a
vontade. O grupo controle nutricional isocaldrico
recebeu a mesma quantidade de solucdo de
sacarose que o grupo alcool ingeriu de solucao
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alcoodlica na véspera, além de agua a vontade e
ragdo com quantidade média ingerida de véspera
pelo grupo éalcool. Os animais do grupo controle
receberam agua e ragédo a vontade.

Para a coleta da calvaria os filhotes foram
eutanasiados aos trés dias de vida por
decapitacdo e as células osteogénicas foram
isoladas por digestdo enzimatica sequencial dos
fragmentos de calvaria. A digestdo enzimatica foi
realizada utilizando solugdo de tripsina a 0,25%
(Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e
colagenase tipo Il a 0,1% (Gibco), como descrito
previamente por Oliveira e Nanci (2004). As
células foram plagueadas em placas de
poliestireno de 24 pogos, na densidade de 20.000
células/poco. As células plaqueadas foram
cultivadas por periodos de até 10 dias em Meio
Essencial Minimo, modificagdo alfa, com L-
glutamina (Gibco), suplementado com 10% de
soro fetal bovino (Gibco), 7mM de beta-
glicerofosfato (Sigma, St. Louis, MO, EUA), 5
pg/mL de acido ascérbico (Sigma) e 50 yg/mL de
gentamicina (Gibco), a temperatura de 37°C em
atmosfera Umida contendo 5% de CO,. O meio de
cultura foi trocado a cada trés dias e a progressao
da cultura foi avaliada por microscopia de fase
invertida.

Para avaliagdo da proliferacdo celular as
células foram cultivadas nos periodos de 1, 3, 7 e
10 dias apdés o isolamento celular. O meio de
cultura foi removido dos pocos e estes foram
lavados trés vezes com PBS (Gibco) a 37°C para
remocao das células que nado estavam aderidas.
As células aderidas foram enzimaticamente
removidas dos pogos com a utilizagdo de 1 mM de
acido etilenodiamino tetracético (EDTA, Gibco),
tripsina 0,25% (Gibco) e 1,3 mg/mL de colagenase
tipo Il (Gibco). Em seguida as células foram
coradas com azul de Trypan 0,4% (Gibco) e
contadas em hemocitémetro (BELOTI et al., 2008).
Os valores foram expressos em uma curva de
crescimento celular em nimero de células por
pogo.

Para avaliacao da viabilidade celular, as células
foram cultivadas nos pogos e avaliadas em trés
periodos: 3, 7 e 10 dias. A andlise foi realizada
pelo ensaio colorimétrico MTT [(brometo de 3-4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliol] (Sigma), que
corresponde a um sal que € reduzido pela
proteinase succinato desidrogenase ativa apenas
em células viaveis. Aliquotas de MTT a 5 mg/mL
em PBS foram preparadas, procedendo-se em
seguida a incubacédo das culturas primarias com
esta solucdo a 10% em meio de cultura por 4
horas a 37°C, em atmosfera umidificada contendo
5% de CO; e 95% de ar atmosférico. Apds esse
periodo, as culturas foram lavadas com 1 mL de
PBS (Gibco) aquecido. Em seguida foi adicionado
1 mL de solugdo de isopropanol &cido (0,04 N
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HCL em isopropanol) em cada poco sob agitagéo
por 5 minutos, para a solubilizagdo completa do
precipitado formado. Aliquotas de 200 pL foram
retiradas dos pocos e transferidas para placa de
96 pocos para medida colorimétrica em
espectrofotdmetro no comprimento de onda de
570 nm com corregao para 650 nm (ROSA et al.,
2009). Os dados foram expressos em densidade
Optica.

Os dados apresentados neste estudo sao
resultados representativos de trés experimentos
isolados de culturas celulares estabelecidas a
partir de animais diferentes, com seis pogos para
todos os grupos testados para cada parametro
avaliado.

Para comparar os resultados utilizou-se os
testes estatisticos de Kruskall-Wallis e Friedman,
com nivel de significancia definido de 5%.

Resultados

A proliferagédo celular aumentou com o passar
dos dias, independente do grupo avaliado (Tabela
1 e Figura 1).

Tabela 1- Média e £ desvio padréo da proliferacao
celular de osteoblastos em nimero de células x10*
por pogo entre os grupos em cada periodo

Proliferacdo 1 dia 3dias 7dias 10 dias

Celular
chmfo?e 1,92 4,40 27,29 44,08
+0,83 +2,45* +16,91* +7,51*

(n=18)
%r:op(;al 1,98 895 40,81 53,01
+1,51 +4,04* +993*  +7.81*

(n=18)
lsgggﬁco 1,75 586 3463 50,65
+0,65 +1,52* +551* +10,52*

(n=18)
p 0,756 0,001 0,010 0,015

*Diferenga estatisticamente significativa

O teste de Friedman comparou a proliferacao
celular de cada grupo ao longo do tempo, sendo
observada diferenca estatisticamente significante
em todos os grupos (Tabela 2).

Comparando a proliferagdo celular nos
diferentes grupos em cada periodo, pelo teste de
Kruskall-Wallis, verificou-se diferenca
estatisticamente significante entre o0s grupos,
exceto no periodo de 1 dia (Tabela 1 e Figura 1).
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Figura 1- Grafico representativo da proliferagéo
celular de osteoblastos em nimero de células x10*
por pogo de cada grupo nos varios periodos.

Tabela 2- Média e + desvio padrao da proliferagcéo
celular de osteoblastos em niimero de células x10*
por poco de cada grupo ao longo dos varios
periodos

Proliferacao Média + desvio

Celular Periodo padrdo P
Controle 1 dia 1,92 +0,83*
=18 3di 4,40 +2,45*
(n=18) s 0,001
7 dias 27,29 +16,91*
10 dias 44,08 £7,51*
Alcool 1 dia 1,98 +1,51*
=1 i +4,04*
(n=18) 3 d!as 8,95+4,0 0,001
7 dias 40,81 +9,93*
10 dias 53,01 +7,81*
Isocalérico 1 dia 1,75 + 0,65
= i + *
(n=18) 3 dias 5,86 £ 1,52 0,001

7 dias 34,63 +5,51*
10 dias 50,65 + 10,52*
*Diferenga estatisticamente significativa

A viabilidade celular aumentou gradualmente
em todos o0s grupos ao longo dos varios periodos
(Tabela 3 e Figura 2).

O teste de Friedman comparou a viabilidade de
cada grupo ao longo do tempo, sendo observada
diferenga estatistica significante em todos os
grupos (Tabela 4).

Comparando a viabilidade celular nos
diferentes grupos em cada periodo, pelo teste de
Kruskall-Wallis, verificou-se diferenca estatistica
significante apenas no periodo de 3 dias (Tabela 3
e Figura 2).
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Tabela 3- Média e + desvio padrdo da viabilidade
celular de osteoblastos em densidade 6ptica (570-
650 nm) entre os grupos em cada periodo

Viabilidade 3 dias 7 dias 10 dias
Celular
CGOL‘:fOCI’e 0,322 1163 1,563
+0127* 0200 +0.384
(n=18)
?Iréjc?cg 0,551 1,097 1,643
+0,153*  +0185  +0,240
(n=18)
| G'UI'PC? 0,398 1,048 1404
socaorico +0,057*  +0,266 +0,393
(n= 18) ’ ’ :
o 0,001 0263 0203

*Diferenga estatisticamente significativa
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Figura 2- Gréfico representativo da viabilidade
celular de osteoblastos em densidade 6ptica (570-
650 nm) de cada grupo nos varios periodos.

Tabela 4- Média e *desvio padrdo da viabilidade
celular de osteoblastos em densidade 6ptica (570-
650 nm) de cada grupo ao longo dos varios
periodos

Viabilidade Periodo Média + gesvio b
celular padréo
Controle 3 dias 0,322 +0,127*
(n=18) 7 dias 1,163 £0,200* 0,001
10 dias 1,563 + 0,384*
Alcool 3 dias 0,551 £0,153*
(n=18) 7 dias 1,097 +0,185* 0,001
10 dias 1,643 + 0,240*
Isocalérico 3 dias 0,398 +0,057*
(n=18) 7 dias 1,048 £ 0,266* 0,001

10 dias 1,404 +0,393"
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*Diferenga estatisticamente significativa
Discussao

O alcool é uma substéancia que, se consumida
regularmente, pode causar alteragbes sobre a
saude do individuo que o consome, dependendo
do tipo de bebida e da quantidade consumida.
Segundo Micaleff et al. (2007) o consumo de 400
mL por dia de vinho tinto, tipo carbenet sauvignon,
aumenta a concentracdo de antioxidantes e
proporciona ao individuo uma prote¢do no
desenvolvimento de doencas cardiovasculares.
Berg et al. (2008) também constataram que o
consumo crénico de alcool de até um drinque por
dia pode ter efeito benéfico para o tecido 6sseo.

Em contrapartida, outros trabalhos
demonstraram que o consumo crénico exagerado
de bebida alcodlica pode estar associado com
disturbios do trato digestivo (LIEBER, 2003),
cancer, particularmente das vias aéreas
superiores e do trato digestivo (SEITZ; BECKER,
2007), entre outras patologias. Adicionalmente,
estudos clinicos mostraram que 0 consumo
cronico esta associado com osteopenia e aumento
do risco de fraturas (KLEIN, 1997).

O mecanismo da osteopenia associada ao
alcool nao esta claramente elucidado, mas parece
envolver um efeito direto do alcool sobre as
células Osseas, que leva a supressao da formagao
de 0ss0 novo e/ou por um excesso de reabsorgao
Gssea dependente da atividade do osteoclasto
(DAI et al., 2000). Experimentos in vitro (FRIDAY;
HOWARD, 1991; CHAVASSIEUX et al., 1993;
KLEIN at al., 1996) utilizando culturas de células
osteoblasticas e in vivo (DYER et al., 1998)
indicaram que as redugbes observadas na
formacao Oéssea resultam do efeito direto e
antiproliferativo sobre o0 osteoblasto.

A sensibilidade das células 6sseas aos efeitos
nocivos do alcool pode ser ainda maior durante o
seu desenvolvimento no Gtero (WEZEMAN et al.,
1999), j& que em gestantes o abuso crénico de
bebidas alcodlicas pode conduzir a Sindrome
Alcodlica Fetal e outros efeitos teratogénicos
importantes no desenvolvimento do esqueleto
(RIFAS et al., 1997, MIRANDA et al., 2010).
Entretanto, os efeitos especificos do etanol no
esqueleto ainda ndo estdo bem estabelecidos
devido a dificuldade em se distinguir o efeito no
tecido 6sseo e no metabolismo (TURNER, 2000).
Assim, diversos trabalhos tém utilizado animais de
laboratério para verificar os efeitos do alcool sobre
o tecido 6sseo (DYER et al.,, 1998; DAI et al.,
2000; HOGAN et al., 2001; TORRICELLI et al.,
2007; TORRICELLI et al., 2008; ROSA et al.,
2008; CHEN et al., 2009; DECO et al., 2010).

No presente estudo a administragéo do alcool
foi realizada via oral para ratas prenhas durante
todo o periodo da gestagdo, sendo que nao
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encontramos na literatura trabalhos experimentais
com a metodologia empregada. A dieta liquida
oferecida as ratas durante a gestacdo foi na
concentracdo de 20% de etanol, uma vez que esta
concentracao ja foi utilizada em estudos prévios e
demonstrou fornecer o aporte hidrico necessario
para o animal e ser suficiente para promover
alteracbes fisiologicas (SOUZA; ROCHA, 2009;
SOUZA et al., 2009; DECO et al., 2010).

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

Com relagdo a viabilidade celular, nossos
resultados demonstraram um aumento gradual de
Células viaveis ao longo dos varios periodos,
independente do grupo. Estes resultados indicam
que o consumo de etanol na concentragao
utiizada  apresentou baixos niveis  de
citotoxicidade. Comparando-se os grupos, notou-
se diferenca estatistica apenas no periodo de 3
dias, em que o grupo alcool apresentou maior taxa
de viabilidade. Essa diferenca entre o grupo alcool
em relagdo ao grupo isocalorico talvez possa ser
explicada pela deficiéncia nutricional do grupo
isocaldrico, que pode ter alterado a capacidade da
célula ser viavel. No estudo de Rosa et al. (2008)
a viabilidade das células que receberam ou ndo o
etanol em seu meio de cultura foi em torno de
90%.
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Segundo estes autores, a alta taxa de
viabilidade demonstrou que o efeito inibitério do
etanol sobre a formacao éssea nao foi provocado
por toxicidade celular direta como sugerido por
Maran et al., (2001). Por outro lado, Torricelli et al.
(2008) verificaram diminuicdo da viabilidade
celular e da atividade sintética dos osteoblastos
expostos ao etanol quando cultivados em
amostras puras de titanio.

Ao contrario da hipétese do presente estudo,
0s resultados sugerem que o consumo crénico de
etanol durante a gestacdo ndo apresentou efeito
antiproliferativo aos osteoblastos dos recém-
nascidos. Contudo, estudos prévios que
administraram o alcool por longo tempo em ratos
adultos obtiveram resultados negativos deste no
tecido ésseo (SOUZA, ROCHA, 2009; SOUZA et
al., 2009; DECO et al.,, 2010). Portanto, se o
consumo crénico de dlcool estivesse sido
administrado por longo tempo e previamente ao
periodo de gestacdo, condicionando o animal ao
alcoolismo, os resultados deste presente estudo
poderiam ser diferentes. Além disso, os efeitos
antiproliferativos do é&lcool sobre os osteoblastos,
observados nos trabalhos prévios de Friday e
Howard (1991), Chavassieux et al. (1993) e Klein
et al. (1996) ocorreram provavelmente devido a
administragdo direta do alcool sobre as células,
diferente da metodologia utilizada em nosso
estudo que foi por via sistémica.

A partir dos resultados obtidos, trabalhos
futuros devem elucidar se o condicionamento das
ratas ao alcoolismo pode influenciar na resposta
das células ésseas dos recém-nascidos. Vale
ressaltar que o alcool para chegar aos
osteoblastos dos fetos necessita de passagem
placentéria e talvez o tempo utilizado de 21 dias
ou a dose do alcool ndo tenha sido suficiente.
Portanto, os estudos nesta area devem ser
ampliados para que se possam obter resultados
mais conclusivos.

Conclusao

Com base nos resultados obtidos conclui-se
que o alcool ndo interferiu negativamente na
proliferacédo e viabilidade dos osteoblastos obtidos
da calvaria de recém-nascidos de ratas
submetidas ao consumo cronico de etanol a 20%
durante a gestagéo.
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