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RESUMO 
 
 
 
 

Estudos prévios sugerem que tanto o consumo de álcool quanto a 
deficiência estrogênica poderiam afetar o osso alveolar e aumentar a 
suscetibilidade individual a uma mais rápida progressão da doença 
periodontal. No entanto, a literatura ainda não chegou a um consenso 
sobre esse assunto, que precisa ser mais estudado. O objetivo deste 
estudo foi investigar possíveis modificações na expressão 
imunoistoquímica de proteínas envolvidas na regulação do processo de 
reabsorção óssea, no periodonto de ratas submetidas ao alcoolismo 
crônico e/ou à deficiência estrogênica. Ratas Wistar, com três meses de 
idade, foram divididas em dois grupos: ovariectomizadas (ovz) ou não 
ovariectomizadas (sham). Trinta dias após os procedimentos cirúrgicos, 
os animais foram subdivididos e receberam os seguintes tratamentos: 
dieta alcoólica (alc), dieta isocalórica (iso) ou dieta livre (dl). Os grupos 
álcool receberam solução alcoólica (20%), por dois meses. A análise do 
tratamento dietético mostrou que o grupo ovz/dl foi o que mais ganhou 
peso e o que mais ingeriu ração, sendo as diferenças significativas se 
comparadas a todos os outros grupos (p<0,01). Quando considerados 
ambos os grupos álcool, 53,49% das calorias diárias da dieta (em média) 
foram provenientes do álcool. Os resultados também mostraram que o 
grupo sham/alc consumiu mais álcool se comparado ao ovz/alc, sendo 
essa diferença estatisticamente significativa (p<0,001). A crista óssea 
alveolar e tecidos adjacentes (na região entre o primeiro e segundo molar 
inferior) foram avaliados por imunoistoquímica, utilizando-se anticorpos 
para detecção de osteoprotegerina (OPG), proteína que inibe a 
reabsorção óssea, e ligante do receptor ativador do fator nuclear Kappa β 
(RANKL), proteína que estimula a reabsorção óssea. Os grupos ovz/alc, 
ovz/iso e ovz/dl apresentaram menor imunomarcação para a OPG, se 
comparados ao sham/alc, sham/iso e sham/dl, respectivamente, sendo 
essas diferenças estatisticamente significativas (p<0,05, p<0,05 e 
p<0,01). O grupo ovz/iso apresentou maior imunomarcação para o 
RANKL se comparado ao grupo sham/iso, sendo essa diferença 
estatisticamente significativa (p<0,01). O grupo sham/alc apresentou 
menor imunomarcação para a OPG e maior imunomarcação para o 



 

RANKL quando comparado aos outros grupos sham, sendo essas 
diferenças estatisticamente significativas (p<0,01). No grupo ovz/alc foi 
observada a menor imunomarcação para a OPG e a maior 
imunomarcação para o RANKL, sendo as diferenças estatisticamente 
significativas (p<0,05), quando comparado com a maioria dos outros 
grupos (exceção do ovz/iso e sham/alc, para o RANKL). Pode-se concluir 
que tanto a deficiência estrogênica quanto a dieta alcoólica foram 
relacionados à diminuição da expressão de OPG e aumento da 
expressão de RANKL, o que seria compatível com uma maior 
predisposição à reabsorção óssea. Esses resultados foram ainda mais 
evidentes no grupo no qual a deficiência estrogênica e o consumo de 
álcool foram associados. 
 
 
 
Palavras-chave: Alcoolismo. Ovariectomia. Osteoporose. Periodonto. 
Reabsorção óssea. 
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ABSTRACT 
 
 
 
 
Previous studies suggest that both chronic alcoholism and estrogen 
deficiency may affect alveolar bone and increase individual susceptibility 
to faster periodontal disease progression. However, the literature has not 
yet reached a consensus on this issue, which needs to be further studied. 
The aim of this study was to investigate possible changes in 
immunohistochemical expression of proteins involved in the regulation of 
bone resorption process in the periodontium of female rats subjected to 
chronic alcoholism and/or estrogen deficiency. Wistar female rats, at three 
months of age, were divided into two groups: ovariectomized (ovx) or not 
ovariectomized (sham). Thirty days after the surgical procedures, animals 
were split again and received the following treatments: alcoholic diet (alc), 
isocaloric diet (iso) or ad libitum diet (ad). The alcohol groups received 
alcoholic solution (20%), for two months. The dietary treatment analysis 
showed ovx/ad group gained more weight and ingested more solid food 
and these differences were statistically significant as compared with all 
other groups (p<0.01). When considering both alcohol groups, 53.49% of 
the daily calories diet (in average) were coming from alcohol. The results 
also showed the sham/alc group ingested more alcohol as compared to 
ovx/alc group and this difference was statistically significant (p<0.001).The 
alveolar bone crest and adjacent tissues (in the region between first and 
second lower molars) were evaluated by immunohistochemistry, using 
antibodies for detection of osteoprotegerin (OPG), a protein that inhibits 
bone resorption, and receptor activator of nuclear factor-kappa β ligand 
(RANKL), a protein that stimulates bone resorption. The groups ovx/alc, 
ovx/iso and ovx/ad showed lower immunostaining for OPG, compared to 
sham/alc sham/iso and sham/ad, respectively, and these differences were 
statistically significant (p<0.05, p<0.05, and p<0.01). The group ovx/iso 
showed higher immunostaining for the RANKL compared to sham/iso 
group, and this difference was statistically significant (p<0.01). Sham/alc 
group showed lower immunostaining for OPG and higher immunostaining 
for the RANKL when compared to other sham groups, and these 
differences were statistically significant (p<0.01). In ovx/alc group the 
lowest immunostaining for OPG and the highest immunostaining for the 



 

RANKL were observed, and these differences were statistically significant 
(p<0.05) as compared to the most others groups (except ovx/iso and 
sham/alc for RANKL). It can be concluded that estrogen deficiency and 
alcohol diet were related to decreased expression of OPG and increased 
expression of RANKL, which would be consistent with a greater 
predisposition to bone resorption. These results were even more evident in 
the group in which estrogen deficiency and alcohol consumption were 
associated. 
 
 
 
Keywords: Alcoholism. Ovariectomy. Osteoporosis. Periodontium. Bone 
Resorption. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 
 
 

A doença periodontal é uma alteração crônica inflamatória 

que gradualmente destrói o osso alveolar e tecidos moles de suporte 

dentário. O processo inflamatório decorrente da doença periodontal 

aumenta a expressão de citocinas chamadas de osteoclastogênicas, o 

que estimula o desenvolvimento e a atividade das células responsáveis 

pelo processo de reabsorção óssea (osteoclastos), gerando perda do 

osso alveolar e, consequentemente, do suporte dentário, num processo 

no qual a inflamação induz à osteólise (Lerner, 2006b; Di Benedetto et al., 

2013). 

Apesar de ainda não haver um consenso na literatura 

sobre o assunto, existem evidências que sugerem uma possível 

correlação entre doença periodontal e osteoporose, especialmente 

quando são avaliados estudos amplos e bem controlados (Genco, 

Borgnakke, 2013). 

A osteoporose é uma desordem metabólica, caracterizada 

por uma diminuição da densidade óssea mineral, que torna os ossos mais 

frágeis e menos resistentes às fraturas, elevando índices de morbidade e 

mortalidade (Christenson et al., 2012; Kling et al., 2014). Fraturas 

diminuem a qualidade de vida de modo comparável ou mesmo mais 

intensamente que patologias crônicas como diabetes, artrite e doença 

pulmonar, fatos que realçam a importância da osteoporose como um 

problema de saúde pública (Watts, 2014). A osteoporose é mais 

prevalente em mulheres, com idade acima de 50 anos, como 

consequência da deficiência estrogênica, que ocorre na menopausa, de 

modo que a patologia está comumente associada ao processo de 

envelhecimento (Christenson et al., 2012). Considerando um estudo que 
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avaliou a prevalência da doença nos Estados Unidos, Canadá, Austrália, 

Japão, França, Alemanha, Itália, Espanha e Reino Unido, estima-se que, 

nesses países, a osteoporose afeta mais de 49 milhões de indivíduos 

(Wade et al., 2014). Essa prevalência variou de 9 a 38% para mulheres e 

de 1 a 8% para homens, dependendo do país analisado (Wade et al., 

2014). 

Apesar da importância da deficiência estrogênica na 

etiologia da osteoporose, deve-se considerar que essa é uma doença 

multifatorial, que envolve também outros fatores de risco (Lupsa, Insogna, 

2015). Existem diversos fatores de risco associados à osteoporose e no 

presente estudo, dois deles foram avaliados: a deficiência estrogênica 

(Lerner, 2006a; Lupsa, Insogna, 2015) e o consumo de álcool (Maurel et 

al., 2012; Mikosch, 2014; Gaddini et al., 2016). 

O consumo de álcool é um tema importante em saúde 

pública, pois está associado com diversos problemas médicos e sociais, 

bem como a um aumento do risco de injúrias e acidentes (Moss, 2013). 

Segundo a organização mundial de Saúde, em 2012, cerca de 3,3 

milhões de mortes, que equivalem a 5,9% do total de mortes no mundo, 

foram atribuídas ao consumo de álcool (World Health Organization, 2014). 

A osteoporose como consequência da diminuição da 

densidade óssea mineral é uma das possíveis complicações médicas 

associadas consumo excessivo de álcool (Maurel et al., 2012; Gaddini et 

al., 2016). O uso abusivo crônico do álcool tem sido sugerido como um 

fator de risco independente para a osteoporose (Mikosch, 2014). 

A placa bacteriana é considerada o fator etiológico 

primário da doença periodontal. No entanto, diversos outros fatores de 

risco podem alterar a resposta do indivíduo à presença de placa (Di 

Benedetto et al., 2013; Aljehani, 2014). Muitos desses fatores de risco são 

modificáveis, ou seja, quando tratados, permitem um melhor controle dos 

problemas periodontais (Genco, Borgnakke, 2013). Tanto a osteoporose 

por deficiência estrogênica, quanto por consumo excessivo de álcool têm 
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sido considerados como possíveis fatores de risco associados a uma 

maior perda óssea alveolar e aumento da susceptibilidade a uma 

progressão mais rápida da doença periodontal (Lerner, 2006b; Amaral et 

al., 2009; Genco, Borgnakke, 2013). 

Uma relação positiva entre agravamento de problemas 

periodontais com o consumo de álcool ou deficiência estrogênica têm sido 

sugeridos em vários estudos, incluindo revisões de literatura (Lerner, 

2006b; Amaral et al., 2009; Genco, Borgnakke, 2013), avaliações clínicas 

(Amaral et al., 2011; Singh et al., 2014) e trabalhos realizados em animais 

(Irie et al., 2008; Luo et al., 2014; Bannach et al., 2015; Macari et al., 

2015, 2016). No entanto, é importante ressaltar que a literatura não é 

unânime sobre esse assunto e há trabalhos que mostram resultados 

contrários, o que indica a necessidade de mais estudos sobre o tema 

(Orrico et al., 2005; Oballe et al., 2014; Alves et al., 2015; Tanner et al., 

2015). 

Também têm sido previamente demonstrados efeitos 

negativos de uma associação entre deficiência estrogênica e consumo de 

álcool, quando ambas as condições foram avaliadas conjuntamente, em 

um mesmo animal. Isso foi previamente verificado em regiões como 

vértebras (Callaci et al., 2006), fêmur (Deco et al., 2011; Lodi et al., 2016) 

e tecidos periodontais (Marchini et al., 2012; Alonso et al., 2016).  

Um importante mecanismo envolvido no controle dos 

processos que envolvem perda óssea, é a via RANK/RANKL/OPG 

(receptor ativador do fator nuclear Kappa β / receptor ativador do fator 

nuclear Kappa β ligante / osteoprotegerina). Quando o RANKL se liga ao 

RANK (que está na superfície de células progenitoras de osteoclastos) há 

um estímulo à formação de osteoclastos, o que leva a um aumento do 

processo de reabsorção óssea. A OPG tem alta afinidade pelo RANKL. 

Quando a ligação entre OPG e RANKL acontece, restam menos 

moléculas de RANKL disponíveis para a ligação com o RANK, o que 

diminui a formação de osteoclastos e consequentemente a reabsorção 



18 
 

óssea. Assim sendo, o sistema RANK/RANKL/OPG é um importante 

sistema regulador da osteoclastogênese (Clarke, 2008; Walsh, Choi, 

2014; Nagy, Penninger, 2015). 

A interação entre o receptor RANK e o RANKL é o mais 

importante evento que determina a formação de osteoclastos (Blair, 

Athanasou, 2004). Assim, o RANKL é considerado uma citocina efetora 

final que conduz à osteoclastogênese (Weitzmann, 2013). Deve-se 

ressaltar que existem outras citocinas osteoclastogênicas conhecidas, no 

entanto a maioria delas é capaz de atuar indiretamente sobre processo de 

formação de osteclastos, estimulando um aumento dos níveis de RANKL 

e/ou decréscimo de OPG (Lerner, 2006b; Weitzmann, 2013). 

Alguns estudos sugerem que a perda óssea decorrente 

da deficiência estrogênica (Eghbali-Fatourechi et al., 2003; Lerner, 2006a; 

Zhao, 2012), consumo de álcool (Chen JR et al., 2008; Callaci et al., 

2009) ou da doença periodontal (Lerner, 2006b; Di Benedetto et al., 2013) 

possam estar associados a um aumento da expressão de RANKL e a 

diminuição da OPG, o que seria compatível com uma exacerbação do 

processo de reabsorção óssea. 

O presente estudo avaliou a influência do alcoolismo 

crônico e da deficiência estrogênica sobre a expressão de RANKL e OPG, 

no periodonto de ratas.   
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2 PROPOSIÇÃO 

 

 

 

 

O objetivo do presente estudo foi avaliar a expressão 

imunoistoquímica de RANKL e OPG no periodonto de ratas. As análises 

foram feitas no ápice da crista alveolar e tecidos adjacentes. 

A hipótese inicial deste estudo era de que a deficiência 

estrogênica e/ou o consumo de álcool estivessem relacionados a um 

aumento da expressão de RANKL e/ou diminuição de OPG, o que seria 

compatível com uma tendência a um aumento no processo de reabsorção 

óssea. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 
 
 
 
3.1 Animais 
 
 
3.1.1 Tratamento dos animais: visão geral 

 
 

Este estudo foi realizado de acordo com os princípios 

éticos de experimentação animal do CONCEA e foi submetido à 

aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Instituto de Ciência e 

Tecnologia do Campus de São José dos Campos, da Universidade 

Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” - UNESP, tendo sido aprovado 

pelo protocolo nº 05/2013-PA/CEP.  

Noventa ratas Wistar (Rattus novergicus albinus), com 

aproximadamente três meses de idade, foram inicialmente divididas em 

dois grupos: ovariectomizadas ou sham operadas. Os animais 

ovariectomizados foram submetidos à deficiência estrogênica, mediante 

remoção cirúrgica dos ovários, e os sham operados foram submetidos à 

ovariectomia simulada (os ovários foram cirurgicamente expostos, mas 

não removidos). 

Um mês após a realização das cirurgias (animais com 

quatro meses de idade) foi feita uma subdivisão dos grupos de acordo 

com o tratamento dietético: dieta alcoólica, dieta isocalórica e dieta livre. 

Inicialmente, os animais que receberam dieta alcoólica passaram por um 

período de adaptação de nove dias (três dias ingerindo solução alcoólica 

a 5%, três dias a 10% e três dias a 15%).  
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Dez dias após o início do período de adaptação (animais 

com quatro meses e dez dias de idade) iniciou-se o tratamento dietético 

propriamente dito. A partir desse momento, os animais dos grupos álcool 

começaram a receber solução alcoólica a 20%, como única fonte de 

líquidos e ração sólida à vontade. Os animais dos grupos isocalóricos 

receberam dieta restrita (com quantidade de calorias equivalentes às 

ingeridas pelos grupos álcool no dia anterior, composta por solução de 

sacarose 26,6%, água e ração); e os animais dos grupos com dieta livre 

continuaram com água e ração à vontade. Uma descrição mais detalhada 

das dietas será feita posteriormente. Durante o período de tratamento 

dietético propriamente dito, que teve duração de dois meses, a 

quantidade de alimentos e bebidas ingeridas pelos animais de todos os 

grupos foi mensurada. A eutanásia ocorreu após o término do tratamento 

dietético (animais com seis meses e dez dias). A figura 1 relaciona a 

idade dos animais aos procedimentos realizados. 

 

 
 

Figura 1 - Relação entre idade dos animais e procedimentos realizados. 
 

 

Em resumo, os animais foram divididos em seis grupos, 

com quinze animais em cada: sham com dieta livre (sham/dl), 

ovariectomia com dieta livre (ovz/dl), sham com dieta alcoólica (sham/alc), 

ovariectomia com dieta alcoólica (ovz/alc), sham com dieta isocalórica 
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(sham/iso) e ovariectomia com dieta isocalórica (ovz/iso), conforme pode 

ser observado no quadro 1. 

 

 

Quadro 1 - Grupos experimentais 
 

Nome do grupo Tipo de cirurgia Tipo de dieta 

sham/dl sham livre 

ovz/dl ovariectomia livre 

sham/alc sham alcoólica 

ovz/alc ovariectomia alcoólica 

sham/iso sham isocalórica 

ovz/iso ovariectomia isocalórica 

 

 

O tratamento dos animais foi baseado em trabalhos 

previamente realizados no Instituto de Ciência e Tecnologia do Campus 

de São José dos Campos, da Universidade Estadual Paulista “Júlio de 

Mesquita Filho” - UNESP, que utilizaram uma metodologia semelhante. A 

padronização do tratamento visa facilitar a comparação dos resultados do 

presente experimento com os obtidos em trabalhos pertencentes a 

mesma linha de pesquisa (Deco et al., 2011; Marchini et al., 2012, 2014; 

Salgado et al., 2015; Alonso et al., 2016; Lodi et al., 2016). 

 

 

3.1.2 Detalhamento dos procedimentos cirúrgicos 

 

 

Os procedimentos cirúrgicos, para realização da 

ovariectomia e cirurgia sham, foram realizados em sala cuidadosamente 

limpa (desinfetada utilizando álcool 70%) e com instrumentais 

previamente esterilizados. 
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Antes da realização dos procedimentos cirúrgicos, todos 

os animais receberam anestesia geral. Os fármacos utilizados para 

realização da anestesia e suas respectivas concentrações foram: 

cloridrato de Ketamina 1,16 g/10 ml*, um anestésico geral; e cloridrato de 

xilazina 2,3 g/100 ml**, substância sedativa e relaxante muscular. 

Inicialmente, foi preparada uma solução com uma mistura de 0,5 ml de 

cloridrato de Ketamina e 0,8 ml de cloridrato de xilazina. Em seguida, para 

promover a anestesia, cada animal recebeu, por via intramuscular, 0,1 ml 

da solução para cada 100 g de peso, de forma que um animal pesando 

300 g recebeu 0,3 ml da solução. 

Após anestesia, foi feita uma depilação da região 

abdominal lateral seguida de antissepsia com álcool iodado. Na 

sequência, com auxílio de uma lâmina de bisturi nº15, foi realizada uma 

incisão cirúrgica longitudinal, na pele do animal, com extensão 

aproximada de 1 cm, na região próxima ao nível dos rins e abaixo da 

última costela. Após a incisão da pele, foi possível visualizar a camada 

muscular que foi cortada com auxílio de uma tesoura cirúrgica, permitindo 

acesso e exposição do ovário. Para a realização da ovariectomia, foi feita 

uma ligadura, abaixo do ovário, utilizando um fio de seda nº 4***. Logo 

após esse procedimento, utilizando uma tesoura cirúrgica, foi realizada a 

remoção do ovário juntamente com pequena porção do útero e gordura 

circundante. A seguir, as camadas musculares e a pele foram suturadas 

com fio de seda nº 4***. Ao final desses procedimentos, foi realizada nova 

antissepsia com álcool iodado, na região operada. A remoção dos ovários 

foi realizada bilateralmente e teve como objetivo a indução da deficiência 

estrogênica.  

Nos animais dos grupos sham, os ovários foram expostos, 

mas não foi feita a ligadura e nem a remoção dos mesmos. A cirurgia 

sham teve como objetivo simular o estresse cirúrgico sofrido pelos grupos 

ovariectomizados. 

_____________ 
* Dopalen® - Vetbrands, Jacareí, SP, Brasil. 
** Anasedan® - Vetbrands, Jacareí, SP, Brasil. 
*** Ethicon® - Johnson & Johnson, São José dos Campos, SP, Brasil. 
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Após as cirurgias, os animais receberam o anti-

inflamatório diclofenaco sódico*, e um poli antibiótico com penicilinas e 

estreptomicinas**. As doses utilizadas foram: 0,3 ml/animal, para o anti-

inflamatório e 0,1 ml/animal para o poli antibiótico, sendo ambos 

administrados via intramuscular. 

 

 

3.1.3 Detalhamento do tratamento dietético 

 

 

Após o período de adaptação, os animais do grupo álcool 

receberam soluções alcoólicas a 20%, como única fonte de dieta líquida. 

A preparação dessas soluções foi realizada utilizando-se água e álcool 

etílico a 99,5%***. Os grupos que receberam a dieta com álcool iniciaram 

o tratamento um dia antes dos isocalóricos. Foi oferecido, diariamente, 50 

ml de solução alcoólica por animal. Tal quantidade é suficiente para que 

haja uma sobra diária de solução alcoólica, permitindo que os animais 

façam o consumo à vontade. No dia seguinte, a solução restante foi 

mensurada, sendo calculada a média ingerida por animal. Os grupos 

isocalóricos receberam uma solução de sacarose P.A.**** cuja 

concentração tem, em ml, a mesmas calorias da solução de álcool a 20%. 

A solução isocalórica foi preparada dissolvendo-se 266 g de sacarose em 

1000 ml de água (solução de sacarose a 26,6%). Os cálculos da 

concentração adequada da solução isocalórica foram feitos levando-se 

em consideração a concentração alcoólica utilizada no presente estudo 

(20%), a densidade do álcool absoluto (0,787 g/ml) e os valores calóricos 

da sacarose (4,1 kcal/g) e do álcool (7,1 kcal/g). Além de receberem 

solução de sacarose, os grupos isocalóricos também tiveram acesso à 

água à vontade. Os grupos com dieta livre receberam água à vontade.  

A dieta sólida utilizada neste estudo foi uma ração 

comercial*****. Para os animais que receberam solução alcoólica foram 
_____________ 
* Voltaren® 75 mg/3 ml - Novartis, São Paulo, SP, Brasil. 
** Pentabiótico Pequeno Porte® - Fort Dodge, Campinas, SP, Brasil. 
*** Ecibra, São Paulo, SP, Brasil. 
**** Vetec Química Fina, Rio de Janeiro, RJ, Brasil. 
***** Labina® - Purina do Brasil, Paulínia, SP, Brasil. 
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fornecidas 50 g de ração, diariamente, por animal. Tal quantidade foi 

suficiente para que houvesse uma sobra diária de ração, permitindo que 

os animais fizessem o consumo à vontade. No dia seguinte, as porções 

restantes foram pesadas e foi obtida a quantidade média de ração 

ingerida por animal. Aos grupos isocalóricos foi oferecida a mesma 

quantidade média de ração consumida pelos grupos álcool no dia anterior 

(média da ração consumida pelos grupos sham/alc e ovz/alc). Os grupos 

com dieta livre receberam ração à vontade.  

 

 

3.1.4 Avaliações de alterações no peso corpóreo 

 

 

No início do experimento (momento da ovariectomia ou 

cirurgia sham) e imediatamente antes da eutanásia todos os animais 

foram pesados em balança semianalítica. Esse procedimento teve como 

finalidade verificar se os tratamentos realizados interferiram no peso dos 

animais. As alterações de peso foram verificadas em porcentagem 

utilizando a fórmula: 

 

Alterações de peso (%) = (peso final – peso inicial)/peso inicial x 100 
 

3.1.5 Avaliações de alterações na dieta 

 

 

Foram registrados os valores médios diários de ração e 

dieta líquida consumida por animal, considerando solução líquida (ml) e 

ração ingerida (g). Para os grupos álcool foram avaliados o consumo de 

solução alcoólica a 20% e ração. Para os grupos isocalóricos foram 

avaliados o consumo de solução de sacarose a 26,6% e ração. Para os 
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grupos com dieta livre foram avaliados o consumo de água e ração. A 

partir desses dados, para os grupos álcool, foi calculada a porcentagem 

total de calorias da dieta provenientes do álcool, conforme previamente 

preconizado (Marchini et al., 2012, 2014). Para esses cálculos, foi 

considerado que 1 ml de álcool equivale a 0,787 g; que 1 g da ração 

contém aproximadamente 2,386 kcal; e que 1 g de álcool etílico absoluto 

contém aproximadamente 7,1 kcal.  

 

 

3.1.6 Eutanásia 

 

 

Transcorridos dois meses do início da administração das 

dietas (61 dias), todos os animais foram anestesiados (com os mesmos 

fármacos utilizados nos procedimentos cirúrgicos, nas mesmas 

dosagens). A eutanásia foi feita por perfusão cardíaca com formalina a 

4%, visando obter melhor fixação dos cortes histológicos.  

 

 

3.2 Análises imunoistoquímicas 
 
 

3.2.1 Preparação das amostras 

 

 

Após a eutanásia, uma hemimandíbula de cada animal 

(lado esquerdo) foi colocada em solução de formol a 10% por 48 h. 

A seguir, as amostras foram descalcificadas, mediante a 

realização de trocas frequentes de solução de EDTA (ácido 

etilenodiamino tetra acético)*, para posterior inclusão em parafina.  

_____________ 
*Titriplex® - Merck, Darmstadt, HE, Alemanha. 
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Cortes histológicos de 3 µm de espessura foram 

realizados na região da crista óssea alveolar, entre os primeiros e 

segundos molares inferiores, no sentido longitudinal.  

Os cortes foram realizados de tal forma que fosse 

possível visualizar a raiz mesial do segundo molar inferior, a raiz distal do 

primeiro molar inferior e a crista óssea alveolar no centro, conforme pode 

ser visto na figura 2. Os cortes foram estendidos em lâminas silanizadas, 

as quais foram utilizadas para as análises imunoistoquímicas. 

 

 
Figura 2 - Crista óssea alveolar (seta) visualizada entre as raízes dos molares. Grupo 
sham/alc - RANKL).  
 

Os marcadores imunoistoquímicos utilizados foram anti-

RANKL* (com especificidade para detecção do RANKL ligado à 

membrana) e anti-OPG**. Para a realização das reações 

imunoistoquímicas foram realizados os seguintes procedimentos: 

Inicialmente, foi feita a desparafinização. Para esse 

procedimento as lâminas foram colocadas em uma estufa (60°C por 30 

_____________ 
* Ms mAB to Rankl - ab45039® - Abcam, Cambridge, CA, Reino Unido. 
** Rb pAb to osteoprotegerin - ab73400® - Abcam, Cambridge, CA, Reino Unido. 
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min) e a seguir receberam dois banhos de xilol* por 15 min, a temperatura 

ambiente. 

Na sequência, as lâminas foram reidratadas utilizando 

etanol* em concentrações decrescentes (absoluto, 95%, 90%, 80% e 

70%). Esse procedimento foi realizado por 5 min para cada concentração 

e foi seguido de uma rápida lavagem em água destilada. 

A seguir foram realizados os procedimentos para a 

recuperação antigênica. Para a OPG e RANKL, as lâminas foram imersas 

em uma cuba de vidro contendo pepsina, pH 1,8** e colocadas em estufa 

(inicialmente à 60°C, por 10 min, e posteriormente, à 37°C, por 50 min). 

Esse procedimento foi seguido por um resfriamento durante 30 min 

(temperatura ambiente), posterior lavagem (água corrente) por 5 min e 

duas passagens em água destilada. 

Na sequência, as lâminas foram tratadas com peróxido de 

hidrogênio 20 volumes* e álcool metílico*, na proporção de 1:1, por 10 

min, com o objetivo de bloquear a peroxidase endógena tecidual. Esse 

procedimento foi seguido de lavagem em água corrente e água destilada 

bem como imersão por duas vezes em solução tampão Tris (tris-hidroxi-

metil-aminometano)**, pH 7,4, durante 5 min cada.  

Para eliminação dos anticorpos inespecíficos, foi feita 

uma incubação com soro albumina bovina 1%*** por 30 min, em câmara 

úmida. Esse procedimento foi seguido de lavagem com tampão Tris por 5 

min. 

Os próximos procedimentos realizados foram diluição e 

incubação dos anticorpos primários. Para o RANKL a diluição foi de 1:50 

e para a OPG de 1:100, para ambos a incubação foi à 4ºC, por 18 h. As 

diluições foram feitas utilizando diluente universal***. 

A seguir, após a lavagem das lâminas (com tampão Tris, 

por 10 min), foi feita a incubação com o anticorpo secundário, utilizando 

um sistema comercial**** (30 min, à temperatura ambiente).  

_____________ 
* Merck, Darmstadt, HE, Alemanha. 
** Sigma Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos da América. 
*** Dako, Carpinteria, CA, Estados Unidos da América. 
**** EnVision® - DAKO, Carpinteria, CA, Estados Unidos da América. 
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Na sequência, as lâminas foram novamente lavadas (com 

tampão Tris, por 10 min). Após a lavagem, foi feita uma incubação com 

solução de diaminobenzidina*, por 5 min.  

Posteriormente, após imersão das lâminas em tampão 

Tris, por 10 min, realizou-se a contra coloração dos cortes com 

hematoxilina de Mayer** seguida de lavagem por 5 min em água corrente 

e duas passagens em água destilada. 

A seguir as lâminas foram desidratadas com etanol em 

uma série crescente (70%, 80%, 90% e absoluto, por 5 min em cada 

concentração) e diafanizadas em xilol por 10 min. Por fim foi realizada a 

montagem das lâminas com resina sintética***. 

Os controles negativos foram feitos com a substituição 

dos anticorpos primários (RANKL e OPG) por diluente universal****. 

Para validação das reações foram utilizados os seguintes 

controles positivos: para o RANKL, linfonodo de rato Wistar (Rattus 

novergicus albinus) que marca centro germinativo e linfócitos; para a 

OPG, fígado de rato Wistar (Rattus novergicus albinus), que marca 

hepatócitos.  

As lâminas foram processadas utilizando-se uma caixa 

incubadora com capacidade para 18 lâminas, sendo uma para o controle 

positivo, uma para o controle negativo e o restante foi dividido entre os 

seis grupos experimentais na proporção 3:3:3:3:2:2.  

 

 

3.2.2 Visualização dos cortes histológicos 

 

 

Após a realização dos procedimentos imunoistoquímicos, 

as lâminas foram escaneadas em um equipamento próprio para 

digitalização de lâminas histológicas*****. Os cortes histológicos foram 

_____________ 
*Líquido DAB® - DAKO, Carpinteria, CA, Estados Unidos da América. 
** Merck, Darmstadt, HE, Alemanha. 
*** Entellan® - Merck, Darmstadt, HE, Alemanha. 
**** Dako, Carpinteria, CA, Estados Unidos da América. 
***** Pannoramic Desk® - 3DHistech, Budapeste, Hungria. 
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visualizados utilizando o programa Pannoramic Viewer*, o qual permitiu 

fazer fotografias e realizar mensurações.  

 

 

3.2.3 Análise da imunomarcação no ápice da crista óssea alveolar  

 

 

Para essa análise foram feitas fotografias do ápice da 

crista óssea alveolar (localizada entre o primeiro e o segundo molar 

inferior) com uma ampliação de 40 vezes, a partir da imagem escaneada, 

utilizando o programa Pannoramic Viewer*. As fotografias foram feitas de 

forma padronizada utilizando-se, para todas, os mesmos valores de 

brilho, contraste, escala e balanço de cores. Todas as fotografias foram 

realizadas tendo como ponto de referência o ápice da crista óssea, que 

ficou localizado na porção central da fotografia, considerando um espaço 

de aproximadamente 50 micrômetros (μm) entre o ápice da crista e a 

margem superior da fotografia (Figura 3).  

_____________ 
* Pannoramic Viewer 1.15.4 - 3DHistech, Budapeste, Hungria. 
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Figura 3 - Ápice da crista óssea alveolar. As anotações e a barra de escala são 
ilustrativas e foram removidas no momento das análises (sham/alc - RANKL). 
 

 

3.2.3.1 Análise quantitativa da porcentagem de imunomarcação 

 

 

Com o objetivo de realizar uma análise quantitativa dos 

resultados obtidos na imunoistoquímica, as fotografias (Figura 3) foram 

abertas no programa computacional NIH ImageJ*. Foram feitas duas 

análises de cada fotografia. Na primeira análise, foi verificada a área total 

ocupada por células, selecionando o maior número possível de células 

(imunomarcadas e não imunomarcadas). Na segunda análise, excluiu-se 

a área da primeira análise que não havia sido marcada pela 

imunoistoquímica, selecionando-se apenas a área imunomarcada (que na 

imagem original estava em marrom). Exemplos das imagens (original, 

_____________ 
* Domínio público - http://rsb.info.nih.gov/ij/ 
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primeira análise e segunda análise) podem ser viualizadas nas figuras 4, 

5 e 6. 

 

 
Figura 4 - Imagem original (sham/alc - RANKL). Fotografia feita sem a presença da barra 
de escala ou anotações, pronta para ser analisada pelo programa NIH ImageJ. 

 

 

 
Figura 5 - Primeira análise (sham/alc - RANKL). O objetivo da primeira análise foi 
selecionar o maior número possível de células (imunomarcadas e não imunomarcadas). 
A seleção foi feita em cor preta, pelo programa computacional NIH ImageJ. 

 

 

 
Figura 6 - Segunda análise (sham/alc - RANKL). O objetivo da segunda análise foi 
selecionar a área marcada pela imunoistoquímica (que na imagem original estava em 
marrom). A seleção foi feita em cor preta, pelo programa computacional NIH ImageJ. 
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A partir desses dados foi calculada a porcentagem 

ocupada pela área imunomarcada, utilizando-se a seguinte fórmula:  

 

Área imunomarcada (%) = (segunda análise/primeira análise) x 100 
 

Um passo a passo para a realização dessa técnica 

(considerando as adaptações acima descritas), foi previamente 

preconizado (OpenWetWare, 2012). 

 

 

3.2.3.2 Análise da imunomarcação para células ósseas 

 

 

Com o objetivo de complementar a análise da 

imunomarcação, no ápice da crista óssea alveolar, foi feita uma avaliação 

do número de células ósseas imunomarcadas. Essa análise foi feita na 

região padronizada pela mesma fotografia que havia sido previamente 

utilizada para a avaliação porcentagem de imunomarcação (Figura 3). 

Nessa análise, apenas as células ósseas (osteoblastos, ostéocitos e 

osteoclastos) foram contadas (as demais células foram desconsideradas). 

As células ósseas foram avaliadas de acordo com a sua morfologia e 

localização, conforme preconizado previamente (Marchini et al., 2014). 

Foram considerados osteoblastos as células uninucleares em íntimo 

contato com a superfície da crista óssea. Foram considerados 

osteoclastos as células multinucleares em íntimo contato com a superfície 

da crista óssea. Foram considerados osteócitos as células aprisionadas 

dentro da matriz óssea. Para essa avaliação não foi considerada a 

intensidade da imunomarcação, sendo as células consideradas 

imunomarcadas ou não imunomarcadas. Os resultados foram avaliados 

de forma descritiva, considerando-se as médias e desvios padrões do 
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número de células imunomarcadas por fotografia, dentro de cada grupo 

experimental.  

 

 

3.2.4 Análise da imunomarcação de fibroblastos e células inflamatórias 

 

 

Essa análise teve como objetivo observar a 

imunomarcação de fibroblastos e células inflamatórias utilizando uma 

metodologia semiquantitativa.  

A avaliação dos fibroblastos foi feita em uma área 

extensa, que compreendeu o tecido conjuntivo gengival e a área ocupada 

pelo ligamento periodontal em toda sua extensão, na região 

compreendida entre o primeiro e segundo molar inferior. A escolha 

dessas células levou em consideração o fato dos fibroblastos (tanto os 

gengivais quanto os do ligamento periodontal) serem importantes fontes 

de OPG (Sakata et al., 1999; De Vries et al., 2006; Sokos et al., 2015). 

As células inflamatórias foram avaliadas na região do 

tecido conjuntivo gengival, localizado entre o primeiro e segundo molar 

inferior. A escolha levou em consideração a frequente presença de 

infiltrado inflamatório nessa região (Alonso et al., 2016) bem como o fato 

de células inflamatórias serem considerados fontes primárias de RANKL 

em caso de problemas periodontais (Kawai et al., 2006; Chen B et al., 

2014).  

Essas avaliações foram realizadas de forma 

semiquantitativa utilizando uma escala numérica de 0 a 3, sendo 0 

(nenhuma imunomarcação evidente foi observada durante a análise ou a 

imunomarcação foi raríssima), 1 (poucas células imunomarcadas); 2 

(moderada quantidade de células imunomarcadas); 3 (grande quantidade 

de células imunomarcadas). Essas análises foram realizadas duas vezes, 
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sendo consideradas as médias por animal. Após as análises, foram 

calculados os valores médios para cada grupo experimental. 

 

 

3.3 Análises estatísticas 

 

 

3.3.1 Análises estatísticas para dieta e peso 

 

 

Os dados relativos às dietas foram tabelados e enviados 

para a análise estatística, considerando-se a média do consumo diário 

durante 61 dias (n=61). Para as alterações de peso foram considerados 

os valores obtidos por animal. Alguns animais morreram antes do final do 

experimento (um no grupo ovz/alc, um no grupo ovz/iso e três no grupo 

ovz/dl), o que alterou o número de final de animais analisados por grupo. 

O número de animais avaliados quanto às alterações de peso, pode ser 

visualizado na legenda da figura 7, no capítulo referente aos resultados. 

A estatística relativa ao peso e dieta foi realizada 

utilizando-se a análise de variância, ANOVA GLM (General Linear 

Models) e o teste de comparação múltipla de Tukey. Para essas análises 

os seguintes programas foram utilizados: SPSS Statistics for Windows* e 

Minitab**. Os gráficos foram feitos no programa Microsoft Excel 2007***. 

Essas análises foram realizadas com auxílio do consultor estatístico 

Jimmy Adans Costa Palandi (CONRE 8250-A). 

 

  

_____________ 
* Versão 17, IBM, Chicago. IL, Estados Unidos da América. 
** Versão 16, Minitab Inc., State College, PA, Estados Unidos da América. 
*** Microsoft Corporation, Redmond, WA, Estados Unidos da América. 
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3.3.2 Análises estatísticas para porcentagem de imunomarcação 

 

 

Para este estudo, a adequada padronização dos cortes 

histológicos (conforme descrito no capítulo material e métodos - Figura 2), 

bem como a presença de dobras ou rasgos nesses cortes (dependendo 

do tamanho e localização) foram motivos que limitaram o número de 

animais avaliados nas análises imunoistoquímicas.  

Como regra geral, foram escolhidos os sete melhores 

cortes histológicos de cada grupo de animais (em alguns grupos foi 

possível escolher apenas seis). O número final de animais analisados por 

grupo experimental pode ser visualizado na legenda da figura 8, no 

capítulo referente aos resultados.  

Se por um lado, esse procedimento diminuiu o número 

final de animais analisados, por outro lado, a análise de amostras 

padronizadas torna os resultados mais confiáveis. Deve-se considerar 

que foram encontradas dificuldades técnicas devido ao tamanho reduzido 

da área a ser analisada e a problemas na obtenção de uma adequada 

angulação no momento da inclusão em parafina bem como no momento 

dos cortes.  

Também deve ser salientado que um número de amostras 

equivalente a sete ou menos por grupo experimental já foi utilizado por 

diversos outros autores (Irie et al., 2008; Luo et al., 2014; Macari et al., 

2015).  

Adicionalmente, os resultados das análises da 

porcentagem de imunomarcação foram considerados adequados do 

ponto de vista estatístico. Os dados foram submetidos a testes de 

normalidade (teste de Kolmogorov - Smirnov) e foram considerados 

paramétricos. A estatística foi feita utilizando-se a análise de variância, 

One Way ANOVA, e o teste de comparação múltipla de Tukey. Os testes 
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foram realizados utilizando o programa GraphPad Prism 5.01*. Os 

gráficos foram feitos no programa Microsoft Excel 2007**. 

_____________ 
* GraphPad Software, San Diego, CA, Estados Unidos da América. 
** Microsoft Corporation, Redmond, WA, Estados Unidos da América. 
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4 RESULTADOS 

 

 

 

 

4.1 Dieta e Peso 
 
 

A figura 7 ilustra os valores das médias e desvios padrões 

em relação à dieta líquida (solução alcoólica a 20% para os grupos álcool; 

solução de sacarose a 26,6% para os grupos isocalóricos e água para os 

grupos com dieta livre); dieta sólida (ração para todos os grupos); e 

alterações de peso (variações no peso dos animais entre os momentos 

dos procedimentos cirúrgicos e eutanásia). As tabelas 1, 2 e 3 ilustram as 

diferenças estatísticas entre os grupos para a dieta líquida, dieta sólida e 

alterações de peso, respectivamente. 

 

 
Figura 7 - Valores das médias (barras) e desvios padrões (linhas acima das barras) para 
dieta líquida (azul), dieta sólida (vermelho) e alterações de peso (verde). Número de 
análises por grupo (n): dieta líquida: n=61 dias de tratamento; dieta sólida: n=61 dias de 
tratamento; alterações de peso: ovz/alc: n=14; ovz/iso: n=14; ovz/dl: n= 12; sham/alc: 
n=15; sham/iso: n=15; sham/dl: n= 15. 
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Tabela 1 - Dieta líquida (solução alcoólica a 20% para os grupos álcool; 
solução de sacarose a 26,6% para os grupos isocalóricos e água para os 
grupos com dieta livre): comparações estatísticas entre os grupos (valores 
de p) 
 

 
ovz/alc ovz/iso ovz/dl sham/alc sham/iso 

ovz/iso NS 
    

ovz/dl NS NS 
   

sham/alc <0,001*** NS <0,01** 
  

sham/iso NS NS NS <0,05* 
 

sham/dl <0,001*** <0,001*** <0,001*** <0,01** <0,001*** 
NS - p > 0.05 - valores não significativos. 
*p < 0.05 - valores significativos. 
**p < 0.01 - valores muito significativos. 
***p < 0.001 - valores extremamente significativos. 
 
 

 

Tabela 2 - Dieta sólida (ração): comparações estatísticas entre os grupos 
(valores de p)  
 

 
ovz/alc ovz/iso ovz/dl sham/alc sham/iso 

ovz/iso NS 
    

ovz/dl <0,001*** <0,001*** 
   

sham/alc NS NS <0,001*** 
  

sham/iso NS NS <0,001*** NS 
 

sham/dl <0,001*** <0,001*** <0,01** <0,001*** <0,001*** 
NS - p > 0.05 - valores não significativos. 
*p < 0.05 - valores significativos. 
**p < 0.01 - valores muito significativos. 
***p < 0.001 - valores extremamente significativos. 
  
 

  



40 
 

Tabela 3 - Alterações de peso durante o experimento: comparações 
estatísticas entre os grupos (valores de p) 
 

 
ovz/alc ovz/iso ovz/dl sham/alc sham/iso 

ovz/iso NS 
    

ovz/dl <0,001*** <0,001*** 
   

sham/alc <0,01** <0,001*** <0,001*** 
  

sham/iso <0,05* <0,001*** <0,001*** NS 
 

sham/dl NS NS <0,001*** <0,01** <0,01** 
NS - p > 0.05 - valores não significativos. 
*p < 0.05 - valores significativos. 
**p < 0.01 - valores muito significativos. 
***p < 0.001 - valores extremamente significativos. 
 
 
 

Pode-se observar que o grupo que ingeriu maior 

quantidade de líquidos foi o sham/dl. Esse grupo foi estatisticamente 

diferente de todos os outros grupos. Por outro lado, o grupo que ingeriu 

menor quantidade de líquidos foi ovz/alc, que foi estatisticamente 

diferente apenas do sham/dl e do sham/alc. Deve-se ressaltar o fato do 

grupo sham/alc ter ingerido significativamente maior quantidade de 

solução alcoólica, se comparado ao grupo ovz/alc (Figura 7 e Tabela 1). 

O grupo que ingeriu a maior quantidade ração foi o ovx/dl, 

diferindo significativamente de todos os outros grupos. Por outro lado, o 

grupo que ingeriu menor quantidade de ração foi o ovx/alc, diferindo 

significativamente apenas dos grupos com dieta livre (ovz/dl e sham/dl). 

Os grupos com dieta livre (ovz/dl e sham/dl) ingeriram as maiores 

quantidades de ração, diferindo significativamente de todos os grupos 

com dieta controlada (sham/alc, sham/iso, ovz/iso e ovz/alc). Também foi 

observado que não houve diferenças significativas entre os grupos com 

dieta controlada (sham/alc, sham/iso, ovz/iso e ovz/alc) para o consumo 

de ração (Figura 7 e Tabela 2). 
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Em todos os grupos experimentais houve aumento de 

peso durante o experimento. O grupo com maior ganho de peso foi ovz/dl, 

diferindo significativamente de todos os outros grupos. Por outro lado, o 

grupo com menor ganho de peso foi sham/alc, que foi diferente da maioria 

dos outros grupos, com exceção do sham/iso (Figura 7 e Tabela 3). 

A tabela 4 mostra uma análise detalhada do consumo de 

álcool para os grupos ovz/alc e sham/alc. Mediante essa análise, pode-se 

observar que os grupos ovz/alc e sham/alc ingeriram 27,06 ml e 33,93 ml 

de solução de alcoólica a 20% por dia por animal, respectivamente (média 

de 30,5 ml). Também foi calculado o percentual das calorias alimentares 

provenientes de álcool. Os resultados mostraram que para os grupos 

ovx/alc e sham/alc, 52,09% e 54,89% das calorias da dieta vieram do 

álcool, respectivamente (média de 53,49%). Todos os cálculos foram 

realizados conforme previamente preconizado (Marchini et al., 2012, 

2014). 

 

  



42 
 

Tabela 4 - Análise do consumo diário de álcool para os grupos ovz/alc, 
sham/alc e médias entre os grupos  
 
 ovx/alc sham/alc média 

 

Solução alcoólica a 20% (ml/dia/animal) 

 

27,06 

 

33,93 

 

30,50 

Álcool absoluto (ml/dia/animal) 5,41 6,79 6,10 

Álcool absoluto (g/dia/animal)* 4,26 5,34 4,80 

Álcool absoluto (g/ Kg de peso/dia)** 14,20 17,80 16,00 

Ingestão de ração (g/dia/animal) 11,66 13,06 12,36 

Ingestão de ração (kcal/dia/animal)*** 27,82 31,16 29,49 

Álcool (kcal/dia/animal)**** 30,25 37,91 34,08 

Total de kcal/dia/animal (ração + álcool) 58,07 69,07 63,57 

Calorias diárias provenientes do álcool (%) 52,09 54,89 53,49 

* considerando que 1 ml de álcool é equivalente a aproximadamente 0,787 g. 
** considerando um animal com peso médio de 300 g. 
*** considerando que 1 g da ração equivale a aproximadamente 2,386 kcal. 
**** considerando que 1 g de álcool equivale a aproximadamente 7,1 kcal. 
 

 

4.2 Resultados da porcentagem de imunomarcação 
 
 

A figura 8 ilustra os valores das médias e desvios padrões 

em relação aos resultados da porcentagem de imunomarcação, no ápice 

da crista óssea alveolar, para OPG e RANKL, comparando os diferentes 

grupos experimentais.  
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Figura 8 - Valores das médias (barras) e desvios padrões (linhas acima das barras) para 
a porcentagem de imunomarcação. OPG (azul) e RANKL (vermelho). OPG: número de 
animais analisados por grupo (n): ovz/alc: n=6; ovz/iso: n=7; ovz/dl: n=6; sham/alc: n=7; 
sham/iso: n=7; sham/dl: n=7. RANKL: número de animais analisados por grupo (n): 
ovz/alc: n=7; ovz/iso: n=6; ovz/dl: n=7; sham/alc: n=7; sham/iso: n=7; sham/dl: n=6. 
 

 

4.2.1 Porcentagem de imunomarcação para a OPG 

 

 

Para a OPG, o grupo para o qual foi observada a maior 

porcentagem de imunomarcação foi o sham/dl cujos valores médios foram 

bastante próximos do sham/iso. Os grupos sham/dl e sham/iso não foram 

estatisticamente diferentes entre si, mas foram diferentes de todos os 

outros grupos (Figura 8 e Tabela 5).  

O grupo no qual foi observada a menor porcentagem de 

imunomarcação para a OPG foi o ovz/alc, que foi diferente 

estatisticamente de todos os outros grupos experimentais (Figura 8 e 

Tabela 5). 

Todos os grupos ovariectomizados apresentaram menor 

porcentagem de imunomarcação para a OPG, se comparados aos seus 

respectivos controles, e essas diferenças foram estatisticamente 

significativas. O ovz/alc foi diferente do sham/alc (p<0,05); o ovz/iso foi 
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diferente do sham/iso (p<0,05) e o ovz/dl foi diferente do sham/dl (p<0,01) 

(Figura 8 e Tabela 5).  

O grupo sem deficiência estrogênica que recebeu álcool 

(sham/alc) apresentou menor imunomarcação para a OPG quando 

comparado aos demais grupos sham e essas diferenças foram 

estatisticamente significativas. O grupo sham/alc foi diferente tanto do 

sham/iso (p<0,01) quanto do sham/dl (p<0,01) (Figura 8 e Tabela 5). 

 

 

Tabela 5 - Resultados da análise da porcentagem de imunomarcação 
para a OPG: comparações estatísticas entre os grupos (valores de p) 
 

 
ovz/alc ovz/iso ovz/dl sham/alc sham/iso 

ovz/iso <0,05* 
    

ovz/dl <0,05* NS 
   

sham/alc <0,05* NS NS 
  

sham/iso <0,001*** <0,05* <0,01** <0,01** 
 

sham/dl <0,001*** <0,05* <0,01** <0,01** NS 
NS - p > 0.05 - valores não significativos. 
*p < 0.05 - valores significativos. 
**p < 0.01 - valores muito significativos. 
***p < 0.001 - valores extremamente significativos. 
 

 

4.2.2 Porcentagem de imunomarcação para o RANKL 

 

 

Para o RANKL, o grupo para o qual foi observada a maior 

porcentagem de imunomarcação foi o ovz/alc, o qual foi estatisticamente 

diferente da maioria dos outros grupos experimentais, com exceção do 

ovz/iso e do sham/alc (Figura 8 e Tabela 6).  

O grupo no qual foi observada a menor porcentagem de 

imunomarcação para o RANKL foi o sham/iso, que foi diferente 
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estatisticamente da maioria dos outros grupos experimentais, com 

exceção do sham/dl e do ovz/dl. 

Quando considerados apenas os valores médios, todos 

os grupos ovariectomizados apresentaram maior porcentagem de 

imunomarcação para o RANKL, se comparados os seus respectivos 

controles, no entanto isto não foi estatisticamente significativo para todos 

os grupos. Assim sendo, o grupo ovz/iso foi estatisticamente diferente do 

sham/iso (p<0,01), porém, o grupo ovz/alc não foi estatisticamente 

diferente do sham/alc e o grupo ovz/dl não foi estatisticamente diferente 

do sham/dl (Figura 8 e Tabela 6).  

O grupo sem deficiência estrogênica que recebeu álcool 

(sham/alc) apresentou maior imunomarcação para o RANKL quando 

comparado aos demais grupos sham e essas diferenças foram 

significativas. O grupo sham/alc foi diferente tanto do sham/iso (<0,001) 

quanto do sham/dl (<0,001). (Figura 8 e Tabela 6). 

 

 

Tabela 6 - Resultados da análise da porcentagem de imunomarcação 
para o RANKL: comparações estatísticas entre os grupos (valores de p) 
 

 
ovz/alc ovz/iso ovz/dl sham/alc sham/iso 

ovz/iso NS 
    

ovz/dl <0,01** NS 
   

sham/alc NS NS NS 
  

sham/iso <0,001*** <0,01** NS <0,001*** 
 

sham/dl <0,001*** <0,01** NS <0,001*** NS 
NS - p > 0.05 - valores não significativos. 
*p < 0.05 - valores significativos. 
**p < 0.01 - valores muito significativos. 
***p < 0.001 - valores extremamente significativos. 
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4.3 Resultados da imunomarcação para células ósseas 

 

 

Os resultados referentes às médias (± desvio padrão) do 

número de células ósseas imunomarcadas, por grupo experimental, na 

região do ápice da crista óssea alveolar, estão representados na tabela 7. 

 

 

Tabela 7 - Médias (± desvio padrão) do número de células ósseas 
imunomarcadas, por grupo experimental, na região do ápice da crista 
óssea alveolar 
 
 osteoblastos osteócitos osteoclastos Total 

OPG - ovz/alc 1,17±1,17 0,00±0,00 0,00±0,00 1,17±1,17 

OPG - ovz/iso 4,43±2,30 0,14±0,38 0,00±0,00 4,57±2,37 

OPG - ovz/dl 2,50±1,76 0,33±0,52 0,17±0,41 3,00±1,90 

OPG - sham/alc 2,57±1,99 1,29±1,25 0,14±0,38 4,00±3,21 

OPG - sham/iso 6,43±1,99 0,57±1,13 0,14±0,38 7,14±2,61 

OPG - sham/dl 6,14±1,95 0,43±0,53 0,14±0,38 6,71±2,14 

     

RANKL - ovz/alc 14,71±2,98 1,29±0,49 0,57±0,79 16,57±2,82 

RANKL - ovz/iso 9,00±2,10 2,50±2,88 0,50±0,84 12,00±4,65 

RANKL - ovz/dl 9,00±4,12 2,29±4,03 0,14±0,38 11,43±5,13 

RANKL - sham/alc 10,86±4,30 2,71±2,14 0,14±0,38 13,71±5,41 

RANKL - sham/iso 2,71±1,11 0,43±0,53 0,14±0,38 3,29±0,95 

RANKL - sham/dl 3,50±1,97 0,67±0,82 0,17±0,41 4,33±2,58 

 

 

Para a OPG, diversas células consideradas como 

osteoblastos (células uninucleares em íntimo contato com a superfície da 

crista óssea alveolar) estavam imunomarcadas e essa imunomarcação foi 

mais frequente nos grupos sem deficiência estrogênica que não 

receberam dieta alcoólica (sham/iso, seguido pelo sham/dl) (Figura 9 e 
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Tabela 7). Diversos osteócitos (células aprisionadas na matriz óssea) 

foram observados na região do ápice da crista óssea alveolar, porém a 

grande maioria não apresentou imunomarcação para a OPG (Figura 9 e 

Tabela 7). Raras células consideradas como osteoclastos (células 

multinucleares em íntimo contato com a superfície da crista óssea 

alveolar) foram observadas, sendo que algumas delas apresentaram 

imunomarcação para a OPG (Figura 10 e Tabela 7).  

 

 
Figura 9 - Alguns exemplos de células consideradas como osteblastos (setas), 
imunomarcadas para a OPG. Observar que os osteócitos, células aprisionadas na matriz 
óssea, são frequentemente encontrados na região da crista óssea alveolar, porém a 
imunomarcação para a OPG foi raramente encontrada (sham/iso - OPG). 
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Figura 10 - Célula multinuclear imunomarcada para a OPG, considerada como 
osteoclasto (sham/iso - OPG). 
 
 

Para a OPG, em relação ao número total de células 

ósseas imunomarcadas, os grupos para os quais houve maior 

imunomarcação foram os sem deficiência estrogênica que não receberam 

dieta alcoólica (sham/iso, seguido do sham/dl). O grupo para o qual houve 

menor imunomarcação foi o ovz/alc. Nos grupos ovariectomizados houve 

menor imunomarcação para a OPG que nos seus respectivos controles 

(ovz/iso < sham/iso, ovz/dl < sham/dl e ovz/alc < sham/alc). No grupo 

sham/alc houve menos imunomarcação para OPG que nos demais 

grupos sham (sham/alc < sham/dl < sham/iso) (Tabela 7). 

Para o RANKL, diversas células consideradas como 

osteoblastos estavam imunomarcadas, sendo mais frequente nos grupos 

com dieta alcoólica (ovz/alc seguido pelo sham/alc) (Figura 11 e Tabela 

7). De maneira geral, a imunomarcação de células consideradas como 

osteócitos foi mais frequente para o RANKL, que para a OPG. Para o 
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RANKL, a maior imunomarcação para osteócitos foi encontrada no grupo 

sham/alc e a menor no grupo sham/iso (Figura 11 e Tabela 7). Raras 

células consideradas como osteoclastos foram observadas, sendo que 

algumas delas apresentaram imunomarcação para a RANKL (Figura 12 e 

Tabela 7). É interessante notar que a maior quantidade de osteoclastos 

imunomarcados para o RANKL foi observada no grupo ovariectomizado 

que recebeu dieta alcoólica (ovz/alc). 

 

 
Figura 11 - Exemplos de imunomarcação para o RANKL em células consideradas como 
osteoblastos (setas horizontais) e osteócito (seta vertical) (sham/alc - RANKL). 
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Figura 12 - Célula multinuclear, considerada como osteoclasto imunomarcada para o 
RANKL (ovz/iso - RANKL). 
 

 

Para o RANKL, em relação ao número total de células 

ósseas imunomarcadas, os grupos para os quais houve maior 

imunomarcação foram aqueles submetidos à dieta alcoólica (ovz/alc, 

seguido do sham/alc). Por outro lado, a menor imunomarcação foi 

observada nos grupos sem deficiência estrogênica que não receberam 

dieta alcoólica (sham/iso seguido pelo sham/dl). Nos grupos 

ovariectomizados houve maior imunomarcação que nos seus respectivos 

controles (ovz/iso > sham/iso, ovz/dl > sham/dl e ovz/alc >sham/alc). No 

grupo sham/alc houve maior imunomarcação que nos demais grupos 

sham (sham/alc > sham/dl > sham/iso). 
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4.4 Resultados da imunomarcação de fibroblastos e células 
inflamatórias 
 
 

Essas avaliações foram realizadas de forma 

semiquantitativa, utilizando uma escala numérica de 0 a 3, conforme 

descrito no capítulo Material e Métodos. Os resultados podem ser 

observados na tabela 8. 

 

 

Tabela 8 - Análise semiquantitativa (escala de 0 a 3) da quantidade de 
fibroblastos e células inflamatórias imunomarcadas 

 fibroblastos  

(escala de 0-3) 

células inflamatórias  

(escala de 0-3) 

OPG - ovz/alc 1,00 0,29 

OPG - ovz/iso 2,00 0,57 

OPG - ovz/dl 1,43 0,71 

OPG - sham/alc 1,57 0,71 

OPG - sham/iso 2,29 1,14 

OPG - sham/dl 2,43 1,00 

 

RANKL - ovz/alc 2,21 2,21 

RANKL - ovz/iso 1,93 2,00 

RANKL - ovz/dl 1,86 1,79 

RANKL - sham/alc 1,71 1,79 

RANKL - sham/iso 0,93 1,07 

RANKL - sham/dl 1,21 1,29 

 

 

Para os fibroblastos, em lâminas nas quais foi avaliada a 

imunomarcação para OPG, o grupo cujos valores foram mais altos foram 

os sem deficiência estrogênica que não receberam álcool (sham/dl, 
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seguido pelo sham/iso). O grupo para o qual os valores foram menores foi 

o ovz/alc. Nos grupos ovariectomizados os valores foram menores, se 

comparados aos seus respectivos controles (ovz/iso < sham/iso, ovz/dl < 

sham/dl e ovz/alc < sham/alc). No grupo sham/alc os valores foram 

menores que nos demais grupos sham (sham/alc < sham/iso < sham/dl) 

(Tabela 8). Tanto os fibroblastos do tecido conjuntivo gengival quanto os 

do ligamento periodontal foram observados imunomarcados para a OPG. 

No entanto, deve-se considerar que a maior quantidade de imumarcação 

foi observada nos fibroblastos do ligamento periodontal. A Figura 13 

mostra uma grande quantidade de células consideradas como fibroblastos 

(alongadas, de aspecto fusiforme) imunomarcadas para a OPG na região 

do ligamento periodontal. 

 

 
Figura 13 - Grande quantidade de células consideradas como fibroblastos (alongadas, 
de aspecto fusiforme), imunomarcadas para a OPG, na região do ligamento periodontal 
(ovz/iso - OPG). 
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Houve pouca imunomarcação de células inflamatórias 

para a OPG, o que foi refletido por baixos valores numéricos na análise 

semiquantitativa. Os grupos cujos valores foram mais altos foram os sem 

deficiência estrogênica que não receberam dieta alcoólica (sham/iso, 

seguido pelo sham/dl). O grupo para o qual os valores foram menores foi 

o ovz/alc. Nos grupos ovariectomizados os valores foram menores, se 

comparados aos seus respectivos controles (ovz/iso < sham/iso, ovz/dl < 

sham/dl e ovz/alc < sham/alc). No grupo sham/alc os valores foram 

menores que nos demais grupos sham (sham/alc < sham/dl < sham/iso) 

(Tabela 8). 

Para os fibroblastos, em lâminas nas quais foi avaliada a 

imunomarcação para RANKL, o grupo cujos valores foram mais altos foi o 

ovz/alc. Os menores valores foram encontrados nos grupos sem 

deficiência estrogênica que não receberam dieta alcoólica (sham/iso, 

seguido pelo sham/dl). Nos grupos ovariectomizados os valores foram 

maiores, se comparados aos seus respectivos controles (ovz/iso > 

sham/iso, ovz/dl > sham/dl e ovz/alc > sham/alc). No grupo sham/alc os 

valores foram maiores que nos demais grupos sham (sham/alc > sham/dl 

> sham/iso) (Tabela 8). Tanto os fibroblastos do tecido conjuntivo gengival 

quanto os do ligamento periodontal foram observados imunomarcados 

para a RANKL. No entanto, deve-se considerar que a maior quantidade 

de imumarcação foi observada em fibroblastos do ligamento periodontal. 

Para as células inflamatórias, em lâminas nas quais foi 

avaliada a imunomarcação para o RANKL, o grupo com valores mais 

altos foi o ovz/alc. Os grupos com valores mais baixos foram os sem 

deficiência estrogênica que não receberam dieta alcoólica (sham/iso, 

seguido pelo sham/dl). Nos grupos ovariectomizados os valores foram 

maiores, se comparados aos seus respectivos controles (ovz/iso > 

sham/iso, ovz/dl > sham/dl e ovz/alc > sham/alc). No grupo sham/alc os 

valores foram maiores que nos demais grupos sham (sham/alc > sham/dl 

> sham/iso) (Tabela 8). Houve maior imunomarcação de células 
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inflamatórias para o RANKL, se comparada à OPG. A Figura 14 mostra o 

tecido conjuntivo gengival com diversas células inflamatórias 

imunomarcadas para o RANKL. 

 

 
Figura 14 - Na área em destaque, podem ser visualizadas diversas células inflamatórias 
imunomarcadas para o RANKL (ovz/alc - RANKL). 
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5 DISCUSSÃO 
 
 
 
 

A análise estatística da imunomarcação (%) para a OPG 

mostrou resultados importantes. Tanto a deficiência estrogênica, quanto o 

consumo de álcool, foram associados a uma diminuição da porcentagem 

de imunomarcação para a OPG. Os grupos ovariectomizados 

apresentaram significativamente menor porcentagem de imunomarcação 

para a OPG, se comparados os seus respectivos controles. Por outro 

lado, o grupo sem deficiência estrogênica que recebeu álcool (sham/alc) 

apresentou significativamente menor imunomarcação para a OPG quando 

comparado aos demais grupos sham. Esses resultados estão de acordo 

com o que seria esperado na hipótese inicial deste experimento. Deve-se 

considerar que tanto a deficiência estrogênica (Lerner, 2006a; Lupsa, 

Insogna, 2015), quanto o consumo de álcool (Maurel et al., 2012; 

Mikosch, 2014) são considerados possíveis fatores de risco para a 

osteoporose. Baixos níveis de OPG podem diminuir a proteção contra a 

perda óssea, aumentando o risco de reabsorção óssea e de osteoporose. 

Por outro lado, níveis elevados OPG inibem a osteoclastogênese (Lerner, 

2006a; Walsh, Choi, 2014; Nagy, Penninger, 2015). Em estudos com 

animais, o tratamento com injeções intraperitoniais de OPG reduziu a 

perda óssea trabecular no femur de camundongos ovariectomizados, 

prejudicando a atividade de osteoclastos (Shimizu-Ishiura et al., 2002). 

Em outro estudo, injeções intraperitoniais de OPG inibiram a 

osteoclastogênese induzida pelo consumo de álcool e promoveram a 

proliferação de osteoblastos, no fêmur de camundongos (Zhang et al., 

2002).  

Na análise da imumarcação para o RANKL (%) foi 

observado que o grupo sham/alc apresentou maior imunomarcação se 
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comparado aos demais grupos sham que não receberam álcool (sham/iso 

e sham/dl) e que esses resultados foram estatisticamente significativos, 

sugerindo que o álcool possa estar relacionado a um aumento da 

expressão de RANKL, o que também foi observado em outros estudos 

(Chen JR et al., 2008; Callaci et al., 2009). 

Ainda em relação à análise da imunomarcação (%) para o 

RANKL também foi observado que, quando considerados apenas os 

valores médios, todos os grupos ovariectomizados apresentaram maior 

porcentagem de imunomarcação, se comparados os seus respectivos 

controles, porém não houve diferença estatística para todos os grupos. 

Houve diferença significativa apenas entre o grupo com deficiência 

estrogênica que recebeu dieta isocalórica (ovz/iso) e o grupo sem 

deficiência estrogênica que recebeu o mesmo tipo de dieta (sham/iso). 

Isso está parcialmente de acordo com a hipótese inicial deste 

experimento (para o qual se esperava que a ovariectomia aumentasse a 

expressão de RANKL). 

Por outro lado, não houve diferença significativa entre os 

grupos ovz/alc e sham/alc, nem entre os grupos ovz/dl e sham/dl, na 

avaliação da imunomarcação (%) para o RANKL. Esses resultados, se 

avaliados isoladamente, não estariam de acordo com a hipótese inicial 

deste trabalho, mediante a qual a ovariectomia estaria associada a um 

aumento significativo da expressão de RANKL. No entanto, uma possível 

explicação para isso pode estar em uma análise mais detalhada do 

tratamento dietético. Em relação aos grupos álcool, deve-se considerar 

que o grupo sham/alc ingeriu significativamente mais solução alcoólica 

que o grupo ovz/alc (p<0,001) (Figura 7 e Tabela 1). Considerando que 

tanto o álcool (Chen JR et al., 2008; Callaci et al., 2009) quanto a 

deficiência estrogênica (Lerner, 2006a) estejam relacionados a um 

aumento nos níveis de RANKL (conforme a hipótese inicial deste estudo), 

pode-se supor que o maior consumo de álcool por parte do grupo 

sham/alc possa ter tornado a diferença entre os dois grupos (sham/alc e 
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ovz/alc) não significativa. Em relação aos grupos com dieta livre, poderia-

se considerar o fato do grupo ovz/dl ter ingerido uma quantidade 

significativamente maior de ração se comparado ao grupo sham/dl 

(p<0,01), promovendo um maior aumento da incidência de forças 

mastigatórias no grupo ovz/dl. Um estudo prévio sugere que forças 

mecânicas geradas pela incidência de forças da mastigação podem 

parcialmente proteger o osso alveolar de possíveis efeitos nocivos da 

deficiência de estrogênio (Mavropoulos et al., 2014). Isso poderia, 

teoricamente, explicar porque o grupo ovz/dl não apresentou uma 

expressão de RANKL significativamente maior que o sham/dl.  

Considerando a discussão acima descrita, os resultados 

do presente experimento sugerem que a ovariectomia teve um papel 

importante na elevação dos níveis de RANKL. Essa afirmativa está 

baseada no aumento da expressão de RANKL, com diferença estatística, 

quando os grupos isocalóricos ovz e sham foram comparados, já que na 

comparação entre esses grupos não houve influência significativa no 

consumo de álcool ou ração. 

Outra consideração importante a ser feita, em relação ao 

RANKL, está no tipo de anticorpo utilizado. Para este estudo, optou-se 

pela utilização de um anticorpo com especificidade pelo RANKL ligado à 

membrana. A escolha desse anticorpo foi baseada no fato de que o 

RANKL ligado à membrana parece ser mais eficiente na indução da perda 

óssea se comparado ao RANKL na forma solúvel (Nakashima et al., 2000; 

Walsh, Choi, 2014). 

No presente estudo, em todas as análises realizadas 

(porcentagem de imunomarcação, número total de células ósseas 

imunomarcadas e avaliação da imunomarcação de fibroblastos e células 

inflamatórias), os grupos sem deficiência estrogênica que não receberam 

álcool (sham/iso e sham/dl) apresentaram as maiores marcações para a 

OPG e as menores para o RANKL. Por outro lado, o grupo no qual a dieta 

alcoólica foi associada à deficiência estrogênica (ovz/alc) apresentou a 
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menor imunomarcação para a OPG e a maior imunomarcação para o 

RANKL, sugerindo um efeito negativo da associação entre deficiência 

estrogênica e consumo de álcool. Aumentos dos níveis de RANKL, 

concomitantemente à diminuição da OPG, estão associados a uma maior 

quantidade de RANKL disponível para a ligação com o RANK, 

favorecendo a osteoclastogênese e consequentemente a perda óssea 

(Clarke, 2008; Walsh, Choi, 2014; Nagy, Penninger, 2015). É interessante 

notar que no grupo ovz/alc também foi encontrado o maior número médio 

de osteoclastos marcados para o RANKL, o que pode sugerir uma 

tendência em favor da reabsorção. Em relação à análise estatística da 

porcentagem de imunomarcação, para a OPG, o grupo ovz/alc foi 

diferente estatisticamente de todos os outros grupos experimentais e para 

o RANKL, a diferença ocorreu para a maioria dos grupos, incluindo ambos 

os grupos sem deficiência estrogênica que não consumiram álcool 

(sham/iso e sham/dl). Estudos prévios em vértebras (Callaci et al., 2006), 

fêmur (Deco et al., 2011; Lodi et al., 2016) e tecidos periodontais 

(Marchini et al., 2012; Alonso et al., 2016) também observaram efeitos 

negativos da associação entre deficiência estrogênica e consumo de 

álcool, em animais. Marchini et al. (2012), verificaram um decréscimo da 

relação cálcio/fósforo, na região do ápice da crista óssea alveolar (mesma 

região avaliada no presente estudo), quando a deficiência estrogênica foi 

associada ao consumo de álcool. Alonso et al. (2016) verificaram um 

aumento da severidade do processo inflamatório bem como 

desorientação das fibras do ligamento periodontal, quando a deficiência 

estrogênica e consumo de álcool foram associados. É interessante notar 

que, em ambos os estudos que avaliaram a região periodontal (Marchini 

et al., 2012; Alonso et al., 2016), os resultados acima descritos foram 

obtidos sem a necessidade de indução de periodontite experimental. 

No presente experimento, uma diminuição da 

quantificação da OPG e um aumento do RANKL foram observados nos 

tecidos periodontais, quando o álcool foi associado à deficiência 
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estrogênica, em animais. Esses resultados são relevantes, uma vez que 

os fatores estudados estão associados a um aumento da susceptibilidade 

a uma progressão mais rápida da doença periodontal (Lerner, 2006b; 

Amaral et al., 2009; Genco, Borgnakke, 2013). Em um estudo em 

humanos, Hassan et al. (2015) verificaram uma diminuição na expressão 

de OPG, no fluído crevicular gengival, saliva e tecidos gengivais em 

indivíduos com doença periodontal. Em outro estudo, altos níveis de 

RANKL e baixos níveis de OPG foram previamente observados em 

indivíduos com doença periodontal (Crotti et al., 2003).  

A expressão de RANKL e OPG são importantes 

determinantes da integridade do esqueleto e da massa óssea (Boyce, 

Xing, 2007). No entanto, a expressão dessas proteínas não é restrita as 

células do tecido ósseo e uma grande diversidade de tipos celulares 

podem expressar RANKL e OPG. Nos tecidos periodontais, a expressão 

imunoistoquímica de RANKL e OPG pode ser visualizada em vários tipos 

de células como, por exemplo, osteoblastos, osteoclastos, osteócitos, 

células inflamatórias, fibroblastos e células endoteliais (Luvizuto et al., 

2011; Sağlam et al., 2015; Gennaro et al., 2015). Por esse motivo, para 

este estudo, o ápice da crista óssea alveolar foi inicialmente avaliado 

mediante a utilização de um programa computacional, que possibilita uma 

estimativa geral da área imunomarcada, sem levar em consideração o 

tipo celular. Posteriormente, algumas células foram avaliadas 

individualmente. 

Em relação aos tipos celulares imunomarcados para OPG 

e RANKL foi observado que todos os tipos celulares avaliados neste 

estudo (osteoblastos, osteócitos, osteoclastos, células inflamatórias e 

fibroblastos) apresentaram imunomarcação para ambos os anticorpos. 

Esses mesmos tipos celulares foram encontrados imunoistoquimicamente 

marcados para OPG e RANKL em outros trabalhos que avaliaram os 

tecidos periodontais (Luvizuto et al., 2011; Sağlam et al., 2015; Gennaro 

et al., 2015).  
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Foram consideradas como osteoblastos, as células 

uninucleares em íntimo contato com a crista óssea alveolar. Essas células 

são importantes fontes de RANKL e OPG, não só pela frequência com 

que expressam essas proteínas (no presente estudo, considerando 

apenas as células ósseas, os osteoblastos foram os que mais 

expressaram RANKL e OPG), como também pela proximidade física com 

o tecido ósseo, o que realça a importância dessas células no processo de 

regulação do metabolismo ósseo (Kearns et al., 2008). 

Em relação aos osteócitos, a literatura relata que a 

expressão de RANKL e OPG pode ser uma importante maneira pela qual 

essas células contribuem para regular o processo de reabsorção óssea. 

Portanto, a ideia de que os osteócitos representam apenas o destino final 

dos osteoblastos, que ficaram aprisionados na matriz óssea, está 

atualmente ultrapassada. (Xiong, O’Brien, 2012; Bellido, 2014; Capulli et 

al., 2014).  

No que se refere aos osteoclastos, a expressão de 

RANKL pode ser facilmente explicada pela sua afinidade com o receptor 

RANK, presente na superfície de células precursoras de osteoclastos 

(Grimaud et al., 2003; Clarke, 2008; Walsh, Choi, 2014). Por outro lado, a 

expressão de OPG em osteoclastos, pode ser mais difícil de entender, já 

essas células são responsáveis pelo processo de reabsorção óssea e a 

OPG é uma proteína que protege contra a perda óssea. Uma possível 

explicação para isso pode estar associdada ao fato de que a expressão 

de OPG por osteoclastos poderia estar relacionada a um aumento da 

indução da apoptose de osteoclastos (Kang et al., 2014, Liu et al., 2015). 

Isso ajudaria a entender o efeito protetor da OPG contra a perda óssea, 

mesmo quando observada em osteoclastos.  

No presente estudo, a imunomarcação para células 

inflamatórias foi mais raramente encontrada para a OPG, se comparada 

ao RANKL. A expressão de RANKL em células inflamatórias merece uma 

consideração especial, já que células inflamatórias têm sido consideradas 
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como fontes primárias de RANKL em caso de problemas periodontais 

(Kawai et al., 2006; Chen B et al., 2014). Na doença periodontal, a 

presença de bactérias periodontopatogênicas gera uma resposta 

inflamatória do hospedeiro, a qual pode aumentar a expressão de 

diversas citocinas osteoclastogênicas como, por exemplo, o RANKL. Isso 

estimula o desenvolvimento e atividade de osteoclastos, gerando perda 

do osso alveolar num processo no qual a inflamação induz à osteólise 

(Lerner, 2006b; Di Benedetto et al., 2013).  

Os fibroblastos, especialmente os presentes no ligamento 

periodontal, foram frequentemente imunomarcados, tanto para a OPG 

quanto para o RANKL. Fibroblastos do ligamento periodontal podem 

desempenhar um papel relevante na remodelação do osso alveolar e o 

sistema RANK/RANKL/OPG é considerado crucial nesse processo. 

Fibroblastos do ligamento periodontal produzem primariamente OPG, a 

qual tem um importante papel na inibição da osteoclastogênese. No 

entanto, essas células também podem contribuir para a formação e 

ativação de osteoclastos mediante a expressão de RANKL, 

especialmente quando são associados estímulos bacterianos ou 

aplicação de cargas mecânicas, como acontece na periodontite ou na 

movimentação ortodôntica (Sokos et al., 2015). 

Para que se tenha uma ideia da importância do RANKL e 

da OPG no controle dos processos de reabsorção óssea, um anticorpo 

monoclonal inibidor de RANKL (liberado para uso em humanos), que 

mimetiza a ação da OPG, tem sido recentemente utilizado no tratamento 

de algumas doenças que afetam o metabolismo ósseo, como a 

osteoporose. Apesar de ser um medicamento relativamente novo, os 

resultados têm sido bastante promissores e, em alguns casos, substitui o 

tradicional tratamento com bifosfonatos. O papel terapêutico de inibidores 

de RANKL ressalta, de forma adicional, a importância do RANKL e da 

OPG em patologias ósseas (Schieferdecker et al., 2014; Min, 2015). 
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No presente estudo, tanto o consumo de álcool quanto a 

ovariectomia, diminuíram a expressão de OPG nos tecidos periodontais. 

Futuros estudos poderiam verificar se esses efeitos poderiam ser 

revertidos com utilização de medicamentos que mimetizam a ação da 

OPG. 

A análise do tratamento dietético também mostrou alguns 

resultados importantes. O grupo ovariectomizado com dieta livre ganhou 

mais peso e ingeriu a maior quantidade de ração, diferindo 

significativamente de todos os outros grupos experimentais.  

Aumentos no ganho de peso devido à ovariectomia 

também foram encontrados em outros estudos (Marchini et al., 2012, 

2014; Yang et al., 2016). Em mulheres, as alterações hormonais, devido à 

menopausa, podem estar associadas com excesso de peso e obesidade 

(Brończyk-Puzoń et al., 2015). Em animais knockout, a ausência dos 

receptores de estrógeno tipo alfa foi relacionada à hiperplasia e hipertrofia 

de adipócitos, tanto em machos quanto em fêmeas (Heine et al., 2000). 

Uma possível explicação para a maior ingestão de alimentos no grupo 

ovariectomizado com dieta livre pode estar relacionada à influência do 

estrógeno em regiões responsáveis controle do apetite no hipotálamo. 

Acredita-se que a presença de estrogênio possa diminuir o apetite e que 

sua ausência aumente e ingestão de alimentos (Frank et al., 2014). 

Apesar dos grupos com dieta alcoólica terem tido livre 

acesso à ração, eles ingeriram uma quantidade significativamente menor 

se comparados aos grupos com dieta livre. Deve ser ressaltado que o 

álcool é uma substância com alto valor calórico (7,1 Kcal/g), mas baixa 

qualidade nutricional. Assim, o animal substitui alimentos nutricionalmente 

importantes pelo álcool, já que esse gera uma sensação de saciedade 

(Lieber, 2000). No presente experimento, para controlar a influência dessa 

variável, foram utilizados grupos isocalóricos, para os quais foi oferecida 

uma dieta com uma quantidade de calorias semelhante à ingerida pelos 
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grupos álcool. Deve-se considerar que uma adequada nutrição é 

importante para a manutenção da qualidade óssea (Kueper et al., 2015). 

Os problemas nutricionais relacionados ao consumo de 

álcool não se resumem apenas à redução do aporte de alimentos. Os 

efeitos do alcoolismo sobre o estado nutricional são complexos e a 

redução do aporte de alimentos é apenas uma das variáveis envolvidas. 

Há diversas outras variáveis que não puderam ser controladas no 

presente estudo. Por exemplo, o alcoolismo pode alterar as funções 

gastrointestinais normais, prejudicando a absorção e digestão de 

nutrientes (Lieber, 2000; Moreno Otero, Cortes, 2008). Adicionalmente, o 

consumo excessivo de álcool tem sido associado a um decréscimo dos 

níveis séricos de vitamina D (Alvisa-Negrin et al., 2009). A vitamina D é 

importante para a absorção intestinal de cálcio e incorporação deste 

elemento químico no osso. A deficiência de vitamina D diminui a 

qualidade óssea e aumenta o riso de osteoporose (Carmeliet et al., 2015). 

Segundo Cauley (2015) a associação entre deficiência de hormônios 

esteróides sexuais e baixos níveis de Vitamina D, aumenta o risco de 

fraturas ósseas. No presente estudo, a deficiência de hormônios sexuais 

(por ovariectomia) foi uma das variáveis analisadas. Além disso, o 

consumo de álcool sobrecarrega o sistema hepático, o que afeta o 

metabolismo normal de alimentos nutricionalmente importantes (Moreno 

Otero, Cortes, 2008; Cederbaum, 2012). Devido aos seus efeitos tóxicos, 

o álcool não pode ser armazenado pelo organismo, como acontece com 

gorduras e carboidratos, sofrendo metabolização preferencial se 

comparado a outros nutrientes (Schutz, 2000; Cederbaum, 2012).  

Nos animais dos grupos álcool, os resultados mostraram 

que 53,49% das calorias diárias da dieta foram provenientes do álcool. 

Estudos prévios realizados com metodologia semelhante, utilizando dietas 

nas quais foram administradas soluções alcoólicas a 20% verificaram que 

37,83% (Marchini et al., 2012), 44,5% (Marchini et al., 2014) e 46,87% 

(Carvalho et al., 2016) das calorias diárias da dieta eram provenientes do 
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álcool. Essas comparações sugerem que existem diferenças na ingestão 

de álcool, quando utilizados diferentes grupos de animais, mostrando a 

importância de mensurar o consumo de álcool a cada experimento. Deve-

se considerar que o consumo de álcool a valores superiores a 10% dos 

requerimentos diários de energia já pode ser considerado um consumo 

excessivo (Gaddini et al., 2016). Levando em consideração essa premissa 

pode-se considerar que os animais do presente estudo foram submetidos 

a um consumo excessivo de álcool. Os efeitos adversos do álcool sobre 

os ossos são normalmente observados no consumo excessivo e não no 

moderado (Maurel et al., 2012; Mikosch, 2014; Gaddini et al., 2016). 

Este estudo tem algumas limitações. Em primeiro lugar é 

preciso considerar que a imunolocalização das proteínas analisadas foi 

feita utilizando-se solução de diaminobenzidina como cromógeno. Apesar 

de essa técnica ser largamente utilizada em imunoistoqúimica, deve-se 

considerar que a coloração acastanhada obtida mediante a utilização 

dessa solução, não segue a lei de Beer-Lambert. De maneira simplificada, 

essa lei descreve um relacionamento linear entre a concentração de um 

composto e a quantidade de luz que é absorvida pela amostra. Portanto a 

intensidade da imunomarcação não está diretamente relacionada com a 

concentração da substância, nem com a quantificação das moléculas em 

números absolutos (Van der Loos, 2008). Como não foi possível 

quantificar o número de moléculas de RANKL e OPG presentes nos 

tecidos, optou-se por não fazer o cálculo da relação RANKL/OPG. No 

entanto, é importante considerar que a técnica foi útil para comparar os 

grupos experimentais bem como observar a imunolocalização das 

moléculas nos tecidos. Adicionalmente, a análise computadorizada 

realizada no presente estudo não permitiu separar com precisão absoluta 

as áreas imunomarcadas das não imunomarcadas, sendo feita apenas 

uma estimativa da imunomarcação (%). Por outro lado, deve-se 

considerar que análises computadorizadas tem como vantagem o fato de 
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serem menos subjetivas que análises qualitativas por inspeção visual. 

(Rizzardi et al., 2012). 

Outra limitação deste estudo está no fato de não ter sido 

feita a análise da quantificação sanguínea de álcool, sendo avaliado 

apenas o consumo. Uma análise da quantificação sanguínea de álcool 

(preferencialmente em diferentes momentos do tratamento) deveria ser 

considerada em outros estudos. É importante ressaltar que a 

concentração sanguínea de álcool pode variar em função do momento da 

ingestão (Norberg et al., 2003), além disso podem haver variações no 

consumo durante o tratamento (Carnicella et al., 2014). Adicionalmente 

deve-se considerar que os ratos consumiram solução alcoólica à vontade, 

num processo de autoadministração. A quantidade consumida foi 

calculada a partir da quantidade oferecida e da solução restante, não 

sendo possível controlar eventuais pequenas perdas da solução alcoólica 

durante o processo de ingestão.  
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6 CONCLUSÃO 
 
 
 
 

Pode-se concluir que, na região do ápice da crista óssea 

alveolar e tecidos adjacentes, em ratas: 

 

a) o consumo de álcool foi relacionado a um 

decréscimo na expressão imunoistoquímica de 

OPG e a um aumento na expressão 

imunoistoquímica de RANKL;  

b) a ovariectomia foi relacionada a um decréscimo 

na expressão imunoistoquímica de OPG 

(independentemente do tratamento dietético) e a 

um aumento na expressão imunoistoquímica de 

RANKL (apenas em animais tratados com dieta 

isocalórica); 

c) a associação entre ovariectomia e consumo de 

álcool foi relacionada à mais acentuada 

diminuição da expressão imunoistoquímica de 

OPG e ao mais acentuado aumento da 

expressão imunoistoquímica de RANKL. 

 

Os resultados deste experimento permitiram concluir que, 

tanto a deficiência estrogênica quanto a dieta alcoólica, foram 

relacionados à diminuição da expressão de OPG e ao aumento da 

expressão de RANKL. Esses resultados são compatíveis com uma maior 

predisposição à reabsorção óssea e foram ainda mais evidentes no grupo 

no qual a deficiência estrogênica e o consumo de álcool foram avaliados 

de forma associada.  
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