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Salgado MCM. Remodelação óssea do fêmur de ratas submetidas ao consumo de 
álcool e/ou à deficiência de estrógeno: análise imunoistoquímica e histomorfométrica 
[tese]. São José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto 
de Ciência e Tecnologia; 2016. 
 
 

RESUMO 

 
 
O consumo excessivo de álcool constitui importante problema de saúde pública e 
possui ainda relação direta com a perda óssea mediante desequilíbrio da remodelação 
óssea, diminuição das taxas de reabsorção e também da osteogênese. A deficiência 
estrogênica também está diretamente associada à osteoporose, pois leva ao aumento 
da formação de osteoclastos e diminuição da síntese de osteoblastos, gerando um 
desequilíbrio no processo de remodelação óssea. A combinação de osteoporose e 
consumo de álcool pode ter efeito sinérgico e deletério sobre o tecido ósseo e tem 
sido objeto de estudos. O objetivo deste trabalho foi verificar possíveis alterações no 
metabolismo ósseo em fêmures de ratas submetidas ao alcoolismo crônico e 
deficiência estrogênica induzida por ovariectomia, por meio de análise 
histomorfométrica e imunoistoquímica. Foram utilizadas 90 ratas (Rattus norvegicus, 
variação albinus, Wistar) com 3 meses de idade, divididas em 6 diferentes grupos de 
igual número (15), conforme o tipo de dieta e quanto à presença ou ausência 
hormonal: Grupo 1: ovariectomia simulada (Sham), água e dieta livre; Grupo 2: Sham 
tratado com doses diárias de solução alcoólica a 20%; Grupo 3: Sham e alimentação 
isocalórica aos grupos associados ao álcool, fornecida por meio de solução aquosa 
de sacarose e dieta sólida; Grupo 4: ovariectomia, água e dieta sólida livre; Grupo 5: 
ovariectomia tratado com doses diárias de solução alcoólica a 20%; Grupo 6: 
ovariectomia e alimentação isocalórica semelhante ao grupo 3. Após 8 semanas do 
início da dieta, fez-se a eutanásia de todos os animais, e os fêmures foram removidos. 
A análise da dieta mostrou que o grupo Ovz dieta livre foi o que mais ganhou peso e 
o que mais ingeriu ração, apresentando diferenças significativas com relação aos 
demais grupos. Os animais dos grupos álcool consumiram em média 16 gramas de 
álcool por dia, sendo que o Sham álcool consumiu mais álcool, quando comparado ao 
Ovz álcool. Através da histomorfometria foi observado que os animais 
ovariectomizados apresentaram menor quantidade de osso trabecular em 
porcentagem, do que os sham operados, porém, sem diferença significativa. Os 
marcadores da remodelação óssea, RANKL, Osteoprotegerina e Osteocalcina, 
utilizados nas reações imunoistoquímicas, não mostraram alterações significativas no 
processo de remodelação óssea. Concluiu-se que ratas adultas jovens, 
esqueletalmente imaturas, submetidas ao alcoolismo crônico moderado, à remoção 
dos ovários ou à associação de ambos, mantêm as características de remodelação 
óssea cortical e trabecular do fêmur preservadas. 
 
 
Palavras-chave: Alcoolismo. Osteoporose. Fêmur.



 

Salgado MCM. Bone remodeling in the femur of rats submitted to alcohol and/or 
estrogen deficiency: Immunohistochemical and histomorphometric analysis 
[thesis].São José dos Campos (SP): São Paulo State University (Unesp), Institute of 
Science and Technology; 2016. 
 
 

ABSTRACT 

 
 

Excessive alcohol consumption is an important public health problem and also has 
direct relation with bone loss by imbalancing bone turnover. Estrogen deficiency is 
directly associated with osteoporosis, because it leads to an unequal bone resorption 
and formation by increased osteoclast formation and decreased synthesis of 
osteoblasts. The combination of osteoporosis and consumption of alcohol can have 
deleterious and synergistic effect on bone tissue and has been the subject of several 
studies. The objective of this study will be to investigate possible changes in bone 
metabolism in femurs of rats submitted to chronic alcoholism and estrogen deficiency 
induced by ovariectomy. We used 90 rats (Rattus norvegicus, Albinus variation, Wistar) 
with 3 months old. The animals were divided into six different groups of equal number, 
according to the type of diet and the presence or absence of hormones: Group 1: sham 
ovariectomized (sham), water and free diet, Group 2: Sham treated daily with alcoholic 
solution of 20% and feed ad libitum; Group 3: Sham isocaloric nutritional control group 
– treated with liquid diet containing sucrose with the same average calories ingested 
on the eve by the alcohol group and solid diet; Group 4: ovariectomy, water and solid 
diet free; Group 5: ovariectomy treated daily with alcoholic solution of 20% and feed 
ad libitum; Group 6: ovariectomy isocaloric nutritional control group like group 3. After 
8 weeks from the beginning of the diet, all animals were sacrificed and femurs were 
removed. Diet analysis showed that the Ovx ad libitum was the group that  ingested 
more  feed and gained more weight, showing significant differences with the other 
groups. The animals of alcohol groups, consuming on average 16 grams of alcohol per 
day, Sham alcohol group consumed more alcohol, as compared to OVZ alcohol. 
Femurs were evaluated by histomorphometric analysis and immunohistochemical 
analysis, using the markers, RANKL, Osteoprotegerin and Osteocalcin. The 
histomorphometric analysis evidenced that ovariectomized animals showed, in 
percentage, a lower amount of trabecular, than the sham operated, but without 
significant differences. Markers of bone turnover in immunohistochemical reactions 
showed no significant changes in bone remodeling process. It was concluded that the 
combination of estrogen deficiency and moderate chronic alcohol consumption did not 
cause deleterious effects on bone remodeling of the femur of young adult rats. 
 
 
Keywords: Alcoholism. Osteoporosis. Femur. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

 

O tecido ósseo é um tipo especializado de tecido conjuntivo, constituído por 

células e material extracelular calcificado, a matriz óssea. Diferentes tipos celulares 

são responsáveis pela formação, reabsorção e manutenção da arquitetura óssea. 

Dois tipos de células estão presentes, os osteoblastos e os osteoclastos, sendo a 

primeira responsável pela formação e a segunda pela reabsorção óssea (Junqueira, 

Carneiro, 2008; Nanci, 2008; Henriksen et al., 2009; Khosla et al., 2012). Os 

osteoblastos que durante a formação óssea tornam-se envolvidos dentro da matriz 

passam a ser chamados de osteócitos. Estas células desempenham uma função 

importante no controle da remodelação óssea, reconhecem tensões mecânicas 

ocorridas no osso e o desenvolvimento de micro trincas, e ainda são capazes de 

desencadear a remodelação, provavelmente através da comunicação com as células 

de revestimento ósseo (Junqueira, Carneiro, 2013; Nanci, 2008; Bonewald, 2011; 

Khosla et al., 2012; Klein-Nulend et al., 2015).   

A remodelação óssea consiste em um mecanismo de substituição ou 

reconstrução, com a finalidade de preservar a integridade, otimizar a função, prevenir 

a degradação óssea e o acúmulo de osso antigo. É um processo fisiológico constante, 

no qual a formação óssea é correspondente à reabsorção, e ocorre devido à ação dos 

osteoblastos e dos osteoclastos (Manolagas, 2000; Silvestrini et al., 2005; Pivonka et 

al., 2008). Consequentemente, havendo modificações em qualquer uma dessas 

células é esperado que ocorram efeitos significantes na remodelação e homeostase 

óssea. (Manolagas, 2000; Pivonka et al., 2008; Khosla et al., 2012; Sims, Vrahnas, 

2014). 

Como a remodelação ocorre na superfície óssea, e o osso trabecular apresenta 

maior superfície por unidade de volume do que o osso cortical, entende-se que no 

osso trabecular, este processo é maior e mais rápido do que no cortical, pelo menos 

inicialmente. As trabéculas mineralizadas são facilmente perfuradas, as BMUs 

(“unidades básicas multicelulares”) atravessam a superfície das trabéculas, 

resultando em perda da conectividade entre as mesmas, sendo assim, o osso 

trabecular é mais exposto à remodelação óssea, e por isso apresenta uma maior 

incidência de patologias ósseas (osteoporose, metástases e osteomielites), (Seeman, 
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2013; Manolagas, 2000). Mesmo ocorrendo maior perda óssea no osso trabecular do 

que no cortical, o resultado em valores absolutos é semelhante durante os 10 

primeiros anos após a menopausa. Isso porque o osso trabecular compreende apenas 

20% de todo o esqueleto e o cortical 80% (Eastell, 2013; Seeman, 2013). Após os 60 

anos de idade, a perda óssea é mais prevalente no osso cortical (Zebaze et al., 2010). 

Dentre os ossos longos, o fêmur apresentou redução na densidade mineral 

óssea e desequilíbrio na remodelação em estudos que analisaram os efeitos do álcool 

no tecido ósseo (Peris et al., 1992; Wezeman et al., 2000). A superfície superior do 

colo do fêmur é um local de rápida perda óssea e com o envelhecimento, esta região 

é vulnerável a tornar-se frágil (Seeman, 2013). 

O sistema RANK/RANKL/OPG tem efeito modulador na remodelação óssea 

(López-Larramona et al., 2013). Muitos estudos têm demonstrado que esse sistema 

apresenta importante função no equilíbrio das atividades osteoblásticas e 

osteoclásticas, prevenindo a perda de osso e garantindo a renovação óssea 

(Mochizuki et al., 2012; Sung et al., 2013). O desequilíbrio nesse sistema é observado 

na ocorrência da osteoporose, osteopetrose, artrite reumatoide e doença periodontal 

(De Amorim et al., 2008).  

A osteoporose é uma doença esquelética sistêmica, caracterizada por perda de 

massa óssea e deterioração da microarquitetura, tendo como consequência aumento 

da fragilidade óssea e maior susceptibilidade à ocorrência de fraturas, principalmente 

em vértebras e fêmur (Eastell, 2013; Klein-Nuled et al., 2015). É uma doença comum 

do envelhecimento, cujas principais causas são a mudança hormonal e a diminuição 

de mobilidade decorrentes da idade e, ainda, susceptibilidade genética. A osteoporose 

é silenciosa, e predominante em mulheres, principalmente após a menopausa (Klein-

Nulend et al., 2015).  

Um importante fator associado à uma perda óssea na mulher é a diminuição ou 

ausência de estrógeno, que leva a um quadro de osteopenia e posterior osteoporose 

(Faloni, Cerri, 2007, Khosla et al., 2012). O estrógeno é um hormônio esteroide que 

inibe a reabsorção óssea, é essencial para a conservação do tecido ósseo pois é 

capaz de manter o equilíbrio entre a formação e a reabsorção (Amadei et al., 2006; 

Faloni, Cerri, 2007, Khosla et al., 2012, Chamouni, Oury, 2014). Este hormônio sexual 

é importante para o crescimento e manutenção do esqueleto feminino e masculino, 

induz apoptose de osteoclastos e tem efeito contrário nos osteoblastos.  
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Na deficiência de estrógeno, o grande aumento da reabsorção óssea está 

relacionado ao aumento da osteoclastogênese e à diminuição da apoptose de 

osteoclastos, e também à diminuição da formação óssea, devido ao aumento da 

apoptose de osteoblastos. Além disso, o atraso na apoptose de osteoclastos parece 

ser responsável pelas lacunas de reabsorção mais profundas, e dessa forma, a 

perfuração no osso trabecular pode ser associada à deficiência estrogênica 

(Manolagas, 2000; Khosla et al., 2012).  

O abuso de álcool é considerado um fator de risco para o aparecimento da 

osteoporose (Chakkalakal, 2005). O álcool tem efeitos diretos sobre formação e a 

reabsorção óssea, ocasionando a diminuição da massa óssea (González-Reimers et 

al., 2011; López-Larramona et al., 2013). A indução de perda óssea produzida pelo 

álcool causa o desequilíbrio da remodelação óssea, com aumento das taxas de 

reabsorção e também diminuição de osteogênese (Chakkalakal, 2005). Principal 

componente das bebidas alcoólicas, o etanol, apresenta efeito tóxico aos órgãos 

vitais, sendo nocivo até mesmo em tecidos resistentes como os ossos (Soares et al., 

2010).  

O consumo excessivo de álcool é um relevante problema de saúde pública que 

contribui expressivamente para etiologia e manutenção de vários problemas sociais, 

econômicos e de saúde existentes no Brasil (Galduróz, Caetano, 2004).  

De acordo com o II Levantamento Nacional de Álcool e Drogas, realizado no 

Brasil, o consumo de álcool está cada vez maior. Em 2012, a proporção das pessoas 

que bebem 5 doses ou mais habitualmente passou para 39%, cresceu tanto entre 

homens quanto entre as mulheres aproximadamente 10 pontos percentuais em 

relação ao estudo anterior que era de 29%. Além do crescimento observado na 

quantidade de doses de bebidas alcoólicas ingeridas pela população, também foi 

observado crescimento significativo na frequência de consumo. Em 2006, 42% da 

população declarou beber pelo menos 1 vez por semana e 58% bebiam menos de 

uma vez por semana. Em 2012 a proporção dos que declaram beber pelo menos uma 

vez por semana subiu para 53%. Este aumento da frequência do consumo de álcool 

foi mais significativo entre as mulheres, passando de 27% em 2006 para 38% em 

2012. 

A perda de densidade mineral óssea, decorrente de doenças no fígado 

ocasionadas pelo alcoolismo crônico, é multifatorial e determinada por defeitos na 
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formação do tecido ósseo (López-Larramona et al., 2013). Do ponto de vista 

etiopatogênico, existem três principais fatores de risco: primeiro, o álcool tem efeito 

dose/dependente que é diretamente tóxico sobre os osteoblastos, ocasionando 

inibição da formação óssea e afetando a remodelação (Alvisa-Negrín et al., 2009). 

Segundo, alterações nutricionais e deficiência de vitamina D, esses dois fatores 

unidos, mais a perda de massa muscular decorrente do consumo de álcool, podem 

estar associados com o aumento do risco de desenvolvimento de fraturas ósseas 

(González-Reimers et al., 2011). Mudanças nos hábitos alimentares e deficiência de 

proteínas contribuem para a perda óssea (Molina-Pérez et al., 2000). E por último, 

tanto o alcoolismo quanto as doenças hepáticas causam desordens metabólicas e 

endócrinas que promovem a liberação de citocinas com efeitos deletérios sobre o 

tecido ósseo (López-Larramona et al., 2013). 

A combinação de osteoporose e consumo de álcool pode ter efeito sinérgico e 

deletério sobre o tecido ósseo (Maddalozzo et al., 2009; Deco et al., 2011; Marchini et 

al., 2012). Estudos da osteoporose em pacientes com doenças crônicas no fígado, 

como a cirrose biliar primária demonstraram uma função deficiente dos osteoblastos 

(Guañabens, Parés, 2012).  

O RANKL é uma citocina da família do fator de necrose tumoral – TNF (De 

Amorim et al., 2008; Gallagher, 2008).  É produzido por osteoblastos, linfócitos T e B 

(Eghbali-Fatourechi et al., 2003), ativa a reabsorção óssea e está principalmente 

envolvido na fase final da reabsorção (Gallagher, 2008). O RANKL é secretado por 

osteoblastos e interage com o receptor RANK (receptor ativador do fator nuclear 

kappaβ) presente na superfície de células precursoras de osteoclastos (De Amorim et 

al., 2008; Pivonka et al., 2008; Wang et al., 2014). A interação RANK/RANKL estimula 

a diferenciação de osteoclastos, promovendo sua ativação e inibindo sua apoptose, 

essa interação é regulada pela osteoprotegerina (Pivonka et al., 2008; Trouvin,Goëb, 

2010).  

A osteoprotegerina (OPG) é uma citocina que pertence à família do receptor do 

fator de necrose tumoral – TNF, produzida por células da medula óssea e 

osteoblastos. É capaz de inibir a ativação dos osteoclastos e a apoptose dos 

osteoblastos, através de sua ligação com o RANKL, impedindo que ocorra a interação 

RANK/RANKL (Moschen et al., 2005; Leibbrandt, Penninger, 2008; Gonzalez-Calvin 

et al., 2009), assim a formação de osteoclastos e consequentemente a reabsorção 
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óssea também são inibidas (Silvestrini et al., 2005; Pivonka et al., 2008; Trouvin, 

Goëb, 2010). 

A osteocalcina é uma pequena proteína encontrada exclusivamente em tecidos 

mineralizados (Lerner, 2006; Miheller et al., 2007) e corresponde a 40% das proteínas 

não colágenas do osso (Manolagas, 2000). É considerada uma marcadora da 

atividade osteoblástica (Rapuri et al., 2000; Parker et al., 2010), expressa nos estágios 

finais da diferenciação de osteoblastos, nos processos de mineralização e maturação 

óssea (Ishigaki et al., 2002). É produzida e secretada por osteoblastos maduros 

(Manolagas, 2000; Parker et al., 2010; Rodrigues et al., 2012). 

Portanto, considerando: 1) o alcoolismo e suas consequências para o tecido 

ósseo; 2) a deficiência estrogênica e suas implicações para a fragilidade óssea e 3) 

evidências de que o estrógeno regula a taxa de apoptose das células ósseas, este 

estudo teve como objetivo verificar os efeitos do alcoolismo crônico associado à 

deficiência estrogênica em fêmur de ratas. 
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2 PROPOSIÇÃO 

 

 

Investigar os efeitos do alcoolismo crônico e da deficiência estrogênica em osso 

longo (fêmur) de ratas, a fim de testar a hipótese de que a associação de deficiência 

estrogênica e consumo crônico de álcool apresenta um efeito deletério na 

remodelação óssea do fêmur. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Animais 

 

 

Para este estudo, utilizaram-se 90 ratas (Rattus norvegicus, variação albinus, 

Wistar com 3 meses de idade). Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da 

Universidade Estadual Paulista – UNESP e mantidos em temperatura ambiente e 

alimentados com dietas controladas de acordo com o grupo experimental. Este projeto 

foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais do Instituto de Ciência e 

Tecnologia, Faculdade de Odontologia, Campus de São José dos Campos, sob o 

protocolo nº 01/2013-PA/CEP, estando de acordo com os Princípios Éticos na 

Experimentação Animal, adotado pelo Conselho Nacional de Experimentação Animal 

– CONCEA e a Lei Arouca nº 11.794 de 08/10/2008 (ANEXO A). 

 

 

3.1.1 Grupos experimentais 

 

 

Os animais foram divididos em seis grupos (n=15 em cada grupo) conforme o 

tipo de dieta administrada e presença ou ausência hormonal, como mostra o quadro1. 

Em cada gaiola foram mantidos 5 animais do mesmo grupo. 

 

 

Quadro 1- Grupos experimentais 
 

Grupos Dieta livre Álcool Isocalórico 

Ovarietomia 
simulada 
(SHAM) 

G1 G2 G3 

Ovariectomia 
 

G4 G5 G6 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Grupo 1: Grupo SHAM dieta livre: animais submetidos à ovariectomia simulada, 

receberam água e dieta sólida livre; 

Grupo 2: Grupo SHAM associado ao consumo de álcool: animais submetidos à 

ovariectomia simulada, receberam doses diárias de 20% de álcool; 

Grupo 3: Grupo SHAM isocalórico: animais submetidos à ovariectomia 

simulada, receberam alimentação isocalórica ao grupo associado ao álcool, fornecida 

por meio de solução aquosa de sacarose; 

Grupo 4: Grupo ovariectomizado dieta livre: animais submetidos à 

ovariectomia, receberam água e dieta sólida livre; 

Grupo 5: Grupo ovariectomizado associado ao consumo de álcool: animais 

submetidos à ovariectomia, receberam doses diárias de 20% de álcool; 

Grupo 6: Grupo ovariectomizado isocalórico: animais submetidos à 

ovariectomia, receberam alimentação isocalórica ao grupo associado ao álcool, 

fornecida por meio de solução aquosa de sacarose. 

 O tratamento dos animais baseou-se em trabalhos previamente realizados na 

mesma instituição e departamento do presente estudo (Deco et al., 2011; Marchini et 

al., 2012; Salgado et al., 2015). 

 

 

3.1.2 Dieta 

 

 

Um mês após a realização das cirurgias (ovariectomia e Sham), os animais 

iniciaram a dieta, de acordo com cada grupo, dieta alcoólica, isocalórica e livre. 

A dieta sólida empregada para todos os grupos foi a ração comercial comum 

(Labina, Purina do Brasil, Paulínia-SP). Para G2 e G5, que receberam álcool, 

forneceram-se 50 gramas de ração diariamente por animal. No dia seguinte, as 

porções restantes eram pesadas, e obtinha-se a quantidade média de ração ingerida, 

que era fornecida para os animais G3 e G6, que formavam os grupos isocalóricos. Os 

animais dos grupos G1 e G4 receberam dieta sólida livre, sendo registradas as 

quantidades médias consumidas. 

Aos animais dos grupos, G2 e G5, foi oferecido álcool etílico. Inicialmente estes 

animais passaram por período de adaptação à dose de álcool por nove dias (três dias 
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a 5%, três dias a 10% e três dias a 15%). Posteriormente, administrou-se a dieta por 

oito semanas, por meio de soluções preparadas diariamente na concentração 

alcoólica de 20%. 

Os grupos G2 e G5, que receberam 50 mL de solução alcoólica por animal, 

iniciaram um dia antes de G3 e G6, que receberam dieta isocalórica. No dia seguinte, 

media-se a solução restante dos grupos G2 e G5, sendo registrada a média ingerida. 

Então, uma solução de sacarose P.A. com as mesmas calorias da solução alcoólica 

era preparada diariamente e fornecida aos grupos isocalóricos correspondentes (G3 

e G6). 

 

 

3.1.3 Procedimentos cirúrgicos 

 

 

Os procedimentos cirúrgicos foram realizados em sala cuidadosamente limpa, 

utilizando-se álcool 70%; e com instrumentais devidamente esterilizados. O cirurgião 

e os auxiliares usaram aventais esterilizados em autoclave, além de materiais 

descartáveis como máscaras e luvas estéreis. 

 

 

3.1.4 Anestesia 

 

 

Para promover anestesia geral foram utilizados: cloridrato de ketamina 1,16 

g/10 ml (Dopalen® - Vetbrands, Jacareí, SP, Brasil), anestésico geral, e cloridrato de 

xilazina 2,3 g/100 ml (Anasedan® - Vetbrands, Jacareí, SP, Brasil), substância com 

propriedades sedativas, analgésicas, e relaxante muscular.  

Inicialmente, preparou-se 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 anestesia, 

em cada animal foi injetado 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. 

 

 



19 

 

 

3.1.5 Ovariectomia e cirurgia SHAM 

 

 

As ratas pertencentes aos grupos G4, G5 e G6 foram ovariectomizadas aos 

três meses de idade. Após anestesia, foi realizada depilação da região abdominal 

lateral e antissepsia com álcool iodado, e incisão longitudinal com extensão 

aproximada de 1 cm na pele e musculatura da região lateral do corpo, próxima ao 

nível dos rins e abaixo da última costela. Utilizou-se lâmina de bisturi nº15. O ovário 

foi identificado e exposto, realizou-se ligadura da parte superior da trompa com o fio 

de seda nº4, para se obter hemostasia, sendo estes procedimentos realizados 

bilateralmente. O ovário foi removido juntamente com a gordura circundante e 

pequena porção do útero. Ao final dos procedimentos, as camadas musculares e a 

pele foram suturadas com fio de seda nº4. Por fim, fez-se nova antissepsia com álcool 

iodado na região operada. 

Nos animais do grupo SHAM, G1, G2 e G3, todos os procedimentos acima 

foram feitos, para simulação do estresse cirúrgico, exceto a hemostasia e remoção 

dos ovários. Portanto, após a exposição dos ovários, os mesmos foram recolocados 

na cavidade abdominal. 

 

 

3.1.6 Eutanásia 

 

 

Transcorridas 8 semanas do início da administração das dietas, todos os 

animais foram anestesiados e submetidos à eutanásia por perfusão cardíaca com 

formalina a 4% (com o objetivo de obter uma melhor fixação do tecido ósseo). 

 

 

3.1.7 Alterações de peso corpóreo e condição nutricional 

 

 

No início do experimento e imediatamente antes da eutanásia, todos os animais 

foram pesados em balança semi-analítica com a finalidade de verificar se o tratamento 
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interferiu no peso dos mesmos, para isso empregou-se a seguinte fórmula: 

 

% Alterações no peso = (Peso Final – Peso Inicial) / Peso inicial x 100 

                            

Diariamente registrou-se os valores de ração e dieta líquida consumida por 

gaiola. A partir desses dados foram calculadas as médias de consumo por animal para 

os grupos experimentais, considerando ração ingerida (g e Kcal), solução líquida (ml 

e Kcal), dieta total (Kcal) e percentual correspondente às dietas líquida e sólida. 

 

 

3.2 Descalcificação das amostras 

 

 

Após a eutanásia, os fêmures foram removidos, limpos e colocados em solução 

de formol a 10% por 48 horas. A seguir, as amostras foram colocadas em solução de 

EDTA, para a descalcificação. 

 

 

3.3 Análise histológica e imunoistoquímica 

 

 

Depois de realizada a descalcificação obteve-se 2 fragmentos de cada fêmur, 

um abrangendo a região da cabeça até o trocânter menor, destinado ao corte 

longitudinal para observação do tecido ósseo medular da região do colo do fêmur; e 

um corte transversal na região da diáfise destinado à observação do tecido ósseo 

cortical (Figura 1), (Parfitt et al., 1987; Raffi et al., 1997; Dempster et al., 2013). 
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Figura 1 – Ilustração dos cortes realizados 

 

 

Legenda: À esquerda, corte longitudinal, na região do colo do fêmur, à direita, corte transversal da 
diáfise do fêmur.  
Fonte: Adaptados de Wrosnky e Shen (1997); Dempster et al. (2013). 

 

 

Foram realizados cortes longitudinais com 4 mm de espessura em cada região, 

os quais foram corados com hematoxilina e eosina (HE) para análise morfológica e 

histomorfométrica, e secções de 3 µm estendidas em lâminas silanizadas, para as 

reações imunoistoquímicas.  

Nas reações imunoistoquímicas utilizou-se os seguintes marcadores: RANKL, 

Osteocalcina e Osteoprotegerina. 

O clone, a titulação, o tempo e a temperatura de incubação dos anticorpos, e a 

recuperação antigênica encontram-se listados no quadro 2, a seguir. 

 

 

Quadro 2 -  Titulação, tempo e temperatura de incubação, e recuperação antigênica 
dos anticorpos 
 

ANTICORPO CLONE DILUIÇÃO INCUBAÇÃO RECUPERAÇÃO 
ANTIGÊNICA 

RANKL  ab 45039 1:100 4º C, overnight Proteinase K 

Osteocalcina (OCC) ab 13420 1:100 4º C, overnight Ácido Cítrico 

Osteoprotegerina (OPG) ab 73400 1:100 4º C, overnight Pepsina 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

As lâminas foram preparadas para as reações imunoistoquímicas mediante a 
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realização dos seguintes procedimentos: 

 

a) desparafinização em 2 banhos de xilol por 15 minutos cada, a              

temperatura ambiente; 

b) reidratação em uma série de etanol em concentrações decrescentes,         

absoluto, 95%, 90%, 80% e 70% por duas vezes seguidas cada, sendo 

por 5 minutos os banhos de álcool absoluto e por 3 minutos os demais, 

para cada imersão; 

c) lavagem em água corrente por 10 minutos e passagem em água 

destilada; 

d) recuperação antigênica. Colocação das lâminas em uma cuba de vidro       

contendo ácido cítrico a 10 mM ph 6,0; para o anticorpo OCC, as cubas      

foram levadas ao microondas (700 w) por 6 minutos, divididos em 2 

ciclos de 3 minutos cada, potência 5. Para o anticorpo OPG utilizou-se 

a pepsina, pH 1,8; as lâminas foram imersas na solução e levadas à 

estufa a 60º C por 10 minutos, e em seguida, à estufa a 37º C por 50 

minutos. Para o anticorpo RANKL, a proteinase K foi usada. Dispensou-

se sobre os cortes uma quantidade de proteinase K suficiente para 

cobri-los, por 6 minutos a temperatura ambiente. Para a recuperação 

com ácido cítrico e pepsina, foi necessário esfriar em temperatura 

ambiente por 30 minutos; 

e) lavagem em água corrente por 10 minutos seguidas por duas 

passagens em água destilada; 

f) bloqueio da peroxidase endógena tecidual: incubação com peróxido de 

hidrogênio 20 volumes (150 ml) e álcool metílico (150 ml), por 5 

minutos, por duas vezes; 

g) lavagem em água corrente e água destilada e imersão por duas vezes 

em tampão Tris (pH 7,4), durante 5 minutos cada; 

h) incubação com soro albumina bovina (BSA) por 1 hora, em câmara 

úmida, para bloqueio dos anticorpos inespecíficos; 

i) incubação dos anticorpos primários de acordo com a titulação, tempo 

e temperatura listados no quadro 2. 
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Todos os procedimentos a seguir foram precedidos por duas lavagens em Tris 

(pH 7,4), durante 5 minutos cada: 

 

a) incubação do anticorpo secundário ENVISION (Dual Link System-

HRP– DAKO CO., Califórnia, USA) por 30 minutos à temperatura 

ambiente; 

b) lavagem; 

c) incubação com solução de diaminobenzidina (Dako Liquid DAB), por 2 

minutos; 

d) lavagem em água corrente e água destilada. 

 

Posteriormente, realizou-se a contra-coloração dos cortes com hematoxilina de 

Mayer, desidratação em etanol, clareamento em xilol e montagem com Permount. Os 

controles negativos foram feitos com a substituição do anticorpo primário pela solução 

usada para diluir o anticorpo (diluente universal DAKO, Carpinteria, CA, Estados 

Unidos da América) e os controles positivos realizados conforme instruções do 

fabricante do anticorpo primário, RANKL, linfonodo de rato Wistar (Rattus novergicus 

albinus), com marcação de linfonodos e centro germinativo; OPG, fígado de rato 

Wistar (Rattus novergicus albinus), que marca hepatócitos; e OCC tecido ósseo. 

 

 

3.4 Análise histomorfométrica  

 

 

A análise histológica foi realizada em microscópio de luz, para se observar o 

aspecto geral do tecido ósseo cortical e trabecular. Neste último analisou-se a 

espessura das trabéculas, sua interconectividade, presença de osteoblastos, 

osteócitos e osteoclastos, entre outros aspectos. 

Para as análises histomorfométrica e imunoistoquímica, as imagens das 

lâminas foram fotografadas e capturadas por meio de câmera digital de alta resolução 

AxioCam MRc5 (Carl Zeiss, Oberköchen, Alemanha) acoplada ao microscópio de luz, 

(Axiophot 2, Carl Zeiss, Oberköchen, Alemanha). A câmera apresenta-se conectada a 

um microcomputador (Pentium IV, INTEL, Santa Clara, CA, EUA) contendo um 
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programa de aquisição e análise de imagens (Axiovision Release 4.7.2).   

Na região do colo de fêmur as imagens foram obtidas com aumento de 50 

vezes, e na diáfise com aumento de 25 vezes.  

Após serem realizadas as fotos, na região do colo do fêmur, a área ocupada 

por trabéculas ósseas foi submetida a um software de análise de imagem (Axiovision 

Release 4.7.2), que forneceu a área em micrometros quadrados. A região avaliada era 

composta por osso trabecular e espaços medulares. Para o cálculo da área ocupada 

apenas por trabéculas ósseas, a seguinte metodologia foi usada: primeiro calculou-se 

a área total da imagem em micrometros quadrados, a seguir as áreas dos espaços 

medulares foram medidas e somadas, e por último foram subtraídas da área total. 

Dessa maneira, o resultado final correspondia à área ocupada por osso trabecular. 

Foram realizadas três fotos por animal, de três diferentes lâminas (profundidades de 

corte diferentes). Obteve-se a área média em µ2 de cada animal, e posteriormente, a 

área média em porcentagem, para comparação estatística (Figura 2), (Haddad et al., 

2014).  

Na região da diáfise, foram analisados o diâmetro do osso, diâmetro do canal 

medular e espessura da cortical, medidos em micrometros (Figura 3), (Parfitt et al., 

1987; Dempster et al., 2013). Para essas variáveis, realizaram-se cinco medições em 

várias direções, com o objetivo de se obter uma maior fidelidade, usando-se a média 

simples como resultado (Moraes, 2006).  
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Figura 2 – Imagem histológica da região do colo do fêmur 

 

 
Legenda: Representa a forma como foi obtida a medida da área ocupada por osso trabecular, a área 
total foi determinada, e as áreas dos espaços medulares foram somadas e posteriormente subtraídas 
da área total. Aumento original 50x.  
Fonte: Elaborado pelo autor 

 
 
Figura 3 - Imagem histológica da diáfise do fêmur 

 

 
Legenda: Corte transversal da diáfise do fêmur. Na imagem pode-se observar as medidas realizadas 
do diâmetro ósseo, diâmetro do canal medular e espessura da cortical. Aumento original de 25x. 
Fonte: Elaborado pelo autor 
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Para as análises das reações de imunoistoquímica foram realizadas fotografias 

da região do colo do fêmur. As áreas mais marcadas foram selecionadas e duas fotos 

de cada lâmina, de diferentes regiões, com aumento de 400 vezes foram obtidas. A 

seguir, as imagens foram abertas no programa Image J, a fim de se realizar a análise 

quantitativa, onde contava-se o número total de células (osteoblastos, osteoclastos e 

osteócitos) da região e depois o número de células marcadas. Para a OPG e OCC 

contou-se osteoblastos e osteócitos, e para RANKL osteoblastos, osteoclastos e 

ostéocitos foram contados. 

Os resultados foram tabelados e submetidos a testes estatísticos. Para os 

dados obtidos sobre a dieta e o peso fez-se a análise de variância ANOVA GLM 

(General Linear Models) e teste de comparação Múltipla de Tukey (Post Hoc).  

Os dados referentes às análises histomorfométrica e imunoistoquímica foram 

submetidos a testes de normalidade (teste de Kolmogorov – Smirnov) e foram 

considerados paramétricos. A estatística foi realizada utilizando a análise de variância 

One Way ANOVA e o teste de comparação múltipla de Tukey. Para a realização dos 

testes, utilizou-se o programa GraphPad Prism 5.01 (San Diego, CA, Estados Unidos 

da América). Os gráficos foram feitos no programa Microsoft Excel 2007 (Microsoft 

Corporation, Redmond, WA, Estados Unidos da America).  

Todas as comparações foram feitas com níveis de significância de 0,1%, 1% e 

5%.  

Antes de se iniciar as análises das lâminas, todas as lâminas foram codificadas, 

para não permitir a identificação do grupo, possibilitando uma leitura cega das 

mesmas. 
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4 RESULTADOS  

 

 

4.1 Dieta e peso  

 

 

O grupo que mais consumiu ração foi o Ovz dieta livre (G1) (média = 22,54 g), 

apresentando diferença estatística com os demais grupos (Tabela 1). Observou-se 

ainda que a média da ingestão de ração pelos grupos isocalóricos (12,44 g) foi muito 

próxima da média ingerida pelos grupos álcool (12,36 g), uma vez que os grupos 

isocalóricos consumiram toda a ração que lhes foi oferecida (Tabela 2). 

 

 

Tabela 1 – Valores de p para ingestão de ração 

 

 Ovz álcool Ovz isocalórico Ovz dieta 

livre 

Sham 

álcool 

Sham isocalórico 

Ovz isocalórico NS     

Ovz dieta livre <0,001* <0,001*    

Sham álcool NS NS <0,001*   

Sham isocalórico NS NS <0,001* NS  

Sham dieta livre <0,001* <0,001* <0,001* <0,001* <0,001* 

Legenda: NS – p> 0,05 – valores não significativos. 
*p<0,0001 – valores extremamente significativos. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

Tabela 2 – Análise descritiva da interação dos fatores principais para ingestão de ração 
 

Ração 
(Interações) 

Média Mediana 
Desvio 
Padrão 

CV Min Max N IC 

OVZ 

Álcool 11,66 11,61 2,15 18% 8,71 21,67 61 0,54 

Isocalórico 12,16 12,00 1,40 12% 10,72 16,55 61 0,35 

Livre 22,54 21,55 4,57 20% 16,03 32,20 55 1,21 

SHAM 

Álcool 13,06 12,78 2,70 21% 10,00 23,67 61 0,68 

Isocalórico 12,71 12,00 2,16 17% 10,66 20,00 61 0,54 

Livre 20,54 19,89 2,73 13% 17,44 28,17 55 0,72 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Quanto à dieta líquida, os líquidos avaliados foram solução de álcool (20%), 

solução de sacarose (26,6%) e água, para os grupos álcool, isocalórico, e dieta livre, 

respectivamente. O grupo que ingeriu maior quantidade de líquidos foi o Sham dieta 

livre, sendo estatisticamente diferente dos demais grupos. E o grupo que ingeriu 

menor quantidade de líquidos foi o Ovz álcool, que apresentou diferença 

estatisticamente significante dos grupos Sham dieta livre e Sham álcool (Tabelas 3 e 

4). 

 

 

Tabela 3 - Valores de p para ingestão de líquidos 

 

 Ovz álcool Ovz isocalórico Ovz dieta 

livre 

Sham álcool Sham 

isocalórico 

Ovz isocalórico NS     

Ovz dieta livre NS NS    

Sham álcool <0,001*** NS <0,01**   

Sham isocalórico NS NS NS <0,05*  

Sham dieta livre <0,001*** <0,001*** <0,001*** <0,01** <0,001*** 

Legenda: NS – p> 0,05 – valores não significativos. 
*p < 0,05 – valores significativos. 
**p<0,01 – valores muito significativos. 
***p<0,0001 – valores extremamente significativos. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

Tabela 4 - Descritivas da interação dos fatores principais para ingestão de bebidas 

 

Bebida 
(Interações) 

Média Mediana 
Desvio 
Padrão 

CV Min Max N IC 

OVZ 

Álcool 27,06 28,37 9,12 34% 10,82 42,92 61 2,29 

Isocalórico 30,21 34,58 10,07 33% 3,10 45,25 61 2,53 

Livre 28,47 26,61 5,06 18% 22,14 39,82 57 1,31 

SHAM 

Álcool 33,93 32,83 11,17 33% 21,00 50,83 61 2,80 

Isocalórico 28,90 32,77 9,99 35% 2,27 42,03 61 2,51 

Livre 40,42 41,67 4,60 11% 29,67 46,77 61 1,15 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

Para os grupos SHAM álcool e Ovz álcool, fez-se uma análise detalhada do 

padrão de consumo do álcool em diferentes unidades de medida (Tabela 5). 



29 

 

 

Tabela 5 - Valores médios da ingestão de álcool por dia/animal 
 

Valores médios ingeridos OVZ álcool SHAM álcool Média 

Solução alcoólica 20% (por animal/dia em ml) 27,06 33,93 30,50 

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

Álcool absoluto (por animal/dia em gramas) * 4,26 5,34 4,80 

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

Ração (g/dia/animal) 11,66 13,06 12,36 

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 

% de calorias da dieta provenientes do álcool 52,09 54,89 53,49 

*considerando-se que 1000 ml de álcool equivalem a 787 g. 
** os cálculos levaram em consideração um animal com peso médio de 300 g. 
*** considerando que 1 g da ração Labina® (Purina do Brasil) contém aproximadamente 2,386 kcal.  
**** considerando que 1 g de álcool etílico absoluto contém aproximadamente 7,1 kcal. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

Em todos os grupos houve ganho de peso médio, em percentual, sendo que o 

Ovz dieta livre foi o que obteve o maior ganho de peso (64,67%), e o SHAM álcool o 

menor (19,50%), (Tabela 6).  

 

 

Tabela 6 - Alterações de peso 
 

Peso (Interações) Média Mediana 
Desvio 
Padrão 

CV Min Max N IC 

OVZ 

Álcool 34,00 33,83 8,86 26% 19,14 53,70 14 4,64 

Isocalórico 42,21 42,17 18,81 45% 5,21 76,27 14 9,85 

Livre 64,67 64,59 10,12 16% 51,42 81,63 12 5,73 

SHAM 

Álcool 19,50 19,20 6,59 34% 7,27 32,50 15 3,33 

Isocalórico 21,19 19,20 7,04 33% 14,44 36,44 15 3,57 

Livre 36,40 35,55 8,98 25% 22,00 55,12 15 4,55 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

A diferença de alteração de peso entre os grupos SHAM e Ovz foi 

estatisticamente significante, sendo que os animais dos grupos Ovz apresentaram 
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maior ganho de peso médio 46,08%. Com relação à dieta, os animais que recebiam 

dieta livre foram os que mais ganharam peso 48,96% e os do grupo álcool os que 

menos 26,50% (Tabelas 7 e 8).  

 

 

Tabela 7 - Descritivas do Fator Principal para alteração de peso 
 

Peso 
(Fator Principal) 

Média Mediana 
Desvio 
Padrão 

CV Min Max N IC P-valor 

Grupo 
OVZ 46,08 43,31 18,36 40% 5,21 81,63 40 5,69 

<0,001* 
SHAM 25,69 22,00 10,69 42% 7,27 55,12 45 3,12 

Dieta 

Álcool 26,50 24,25 10,61 40% 7,27 53,70 29 3,86 

<0,001* Isocalórico 31,34 24,48 17,42 56% 5,21 76,27 29 6,34 

Livre 48,96 51,42 17,08 35% 22,00 81,63 27 6,44 

*valor considerado estatisticamente significativo (p<0,05). 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

Tabela 8 - Valores de p para alterações de peso 

 

 Ovz álcool Ovz isocalórico Ovz dieta 

livre 

Sham álcool Sham 

isocalórico 

Ovz isocalórico NS     

Ovz dieta livre <0,001*** <0,001***    

Sham álcool <0,01** <0,001*** <0,001***   

Sham isocalórico <0,05* <0,001*** <0,001*** NS  

Sham dieta livre NS NS <0,001*** <0,01** <0,001*** 

Legenda: NS – p> 0,05 – valores não significativos. 
*p < 0,05 – valores significativos. 
**p<0,01 – valores muito significativos. 
***p<0,0001 – valores extremamente significativos. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

4.2 Análise histológica 

 

 

Pode-se avaliar que os fêmures são constituídos por osso trabecular e cortical.  

Na região da cabeça do fêmur pôde-se observar a seguinte ordem de 

organização, a partir da superfície em direção à diáfise: cartilagem hialina/ osso 

trabecular/ cartilagem hialina/ osso trabecular (Figura 4). 
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Figura 4 – Imagem histológica da cabeça do fêmur 
 

 
Legenda: 1) Superfície do fêmur recoberta por cartilagem hialina; 2) Osso cortical apresentando 
trabéculas ósseas; 3) Cartilagem hialina; 4) Osso trabecular. Aumento original de 50x. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

 

A superfície era recoberta por cartilagem hialina com muitos condrócitos. Logo 

abaixo, foram encontradas trabéculas ósseas contendo osteoblastos, osteoclastos e 

tecido medular, depois dessas trabéculas uma nova camada de cartilagem hialina era 

vista, seguida de uma região com maior quantidade de osso esponjoso, exibindo 

trabéculas ósseas com osteócitos, osteoblastos e osteoclastos. Entre as trabéculas, 

os espaços medulares continham tecido medular ósseo e, por vezes, hemácias e 

tecido adiposo (Figuras 5, 6 e 7). 

O colo do fêmur apresentava osso cortical e trabecular. Quando analisadas as 

primeiras lâminas de cada fêmur, pôde-se ver uma maior quantidade de osso cortical, 

e conforme o corte era aprofundado a quantidade de osso esponjoso aumentava.   

Na região da epífise pode-se observar uma pequena quantidade de osso 

cortical, principalmente na região periférica e muitas trabéculas ósseas no interior. 
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Figura 5 – Imagem histológica do fêmur 
 

 
Legenda: Condrócitos (            ), osteócitos     (         )  e osteoblastos (         ). Aumento original de 
400x. 
Fonte: Elaborada pelo autor.  

 

 

Figura 6 – Imagem histológica do fêmur destacando as células ósseas trocar 
 

 
Legenda: Osteócitos (         ), osteoblasto (         ) e osteoclasto (       ). Aumento original de 1000x. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 7 – Imagem histológica do fêmur 
 

 
Legenda: Entre as trabéculas ósseas, tecido medular e tecido adiposo, este último destacado pelas 
setas. Aumento original de 100x.  
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

4.3 Análise histomorfométrica 

 

 

 A histomorfometria foi realizada tanto no corte longitudinal (região da cabeça e 

colo do fêmur) quanto no transversal (diáfise). 

No corte longitudinal, analisou-se a porcentagem de osso trabecular. Os grupos 

ovariectomizados exibiram menor quantidade em porcentagem de osso trabecular dos 

que os Sham operados.O grupo Sham isocalórico apresentou a maior quantidade em 

porcentagem de osso trabecular (61,40) e o Ovz dieta livre a menor (53,95). 

Entretanto, não foram encontradas diferenças estatisticamente significativas entre os 

grupos (Figura 8).  
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Figura 8 – Gráfico da porcentagem de osso trabecular  

 

Legenda: Valores das médias (barras) e desvios padrões (linhas acima das das barras) para a 
quantidade (%) de osso trabecular.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

 Na diáfise do fêmur, foram analisados o diâmetro ósseo, diâmetro do canal 

medular e espessura da cortical. Observando cada variável separadamente, não 

houve diferença significativa entre os grupos, a diferença ocorreu entre as variáveis 

(Figura 9).  

Para as variáveis, diâmetro ósseo e diâmetro do canal medular, o grupo Sham 

álcool obteve os maiores valores, 4023 µ e 2682 µ, respectivamente; e o Sham 

isocalórico os menores 3898 µ e 2503 µ, respectivamente. Quanto à espessura da 

cortical, o grupo Ovz álcool apresentou o maior valor (668,80 µ), e o Sham álcool o 

menor (622,40 µ).  
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Figura 9 – Gráfico do diâmetro ósseo  

Legenda: Valores das médias (barras) e desvios padrões (linhas acima das das barras) para a 
expessura da cortical, diâmetro do canal medular e diâmetro ósseo. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.4 Análise imunohistoquímica 

 

 

4.4.1 RANKL 

 

 

O grupo que apresentou a maior quantidade em porcentagem de células 

imunomarcadas foi o Sham isocalórico (85,55), e o grupo Ovz dieta livre (60,45) a 

menor. Os resultados entre os grupos não foram estatisticamente significativos (Figura 

10). 
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Figura 10 – Gráfico da porcentagem de imunomarcação das células para o anticorpo 

RANKL  

 

 

Legenda: Valores das médias (barras) e desvios padrões (linhas acima das das barras) para a 
Porcentagem de imunomarcação das células para o anticorpo RANKL. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Os grupos Sham exibiram maior porcentagem de células marcadas (77,04) 

quando comparados com os ovariectomizados que tiveram 68,94%, entretanto, esses 

resultados não foram significativos. 

O RANKL foi expresso por osteoblastos, osteoclastos, osteócitos, células da 

medula óssea e condrócitos (Figuras 11,12, 13 e 14).  
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Figura 11 - Imagem da reação imunoistoquímica, expressão do anticorpo RANKL em 
osteoclastos 

 

 

 
Legenda: a) Osteoclasto exibindo marcação moderada sendo destacada pela seta. Aumento original 
de 1000x; b) Na seta, osteoclasto fortemente marcado. Aumento original de 1000x.  
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 12 - Imagem da reação imunoistoquímica, expressão do anticorpo RANKL em 
osteoblastos 
 

 
Legenda: Osteoblastos exibindo marcação. Aumento original de 400x. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 
 
Figura 13 - Imagem da reação imunoistoquímica, anticorpo RANKL 
 

  
Legenda: Osteócitos (        ), osteoblastos  (         ) e células da medula óssea (           ) exibindo 
marcação. Aumento original de 400x.  
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 14 - Imagem da reação imunoistoquímica, expressão do anticorpo RANKL em 
condrócitos 
 

 
Legenda: Condrócitos exibindo marcação. Aumento original de 1000x. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

4.4.2 Osteoprotegerina 

 

 

Os resultados mostraram que o grupo com maior porcentagem de 

imunomarcação foi o Sham isocalórico, sendo que este foi estatisticamente diferente 

do Sham dieta livre e Sham álcool. A menor porcentagem encontrada para OPG 

ocorreu no grupo Sham dieta livre, que foi diferente apenas do Sham isocalórico 

(Figura 15, Tabela 9). 
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Figura 15 – Gráfico da porcentagem de imunomarcação das células para a 

osteoprotegerina 

 

 

Legenda: Valores das médias (barras) e desvios padrões (linhas acima das das barras) para a 
porcentagem de imunomarcação das células para a OPG. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Tabela 9 – Valores de p para imunomarcação da OPG 

 

 Ovz álcool Ovz isocalórico Ovz dieta livre Sham álcool Sham isocalórico 

Ovz isocalórico NS     

Ovz dieta livre NS NS    

Sham álcool NS NS NS   

Sham isocalórico NS NS NS <0,05*  

Sham dieta livre NS NS NS NS <0,05* 

Legenda: NS – p> 0,05 – valores não significativos. 
*p < 0,05 – valores significativos. 
**p<0,01 – valores muito significativos. 
***p<0,001 – valores extremamente significativos. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

  

Entre os grupos, Sham e Ovz, as médias em porcentagem das células 

marcadas foram muito próximas, sendo 48,03 e 49,52, respectivamente, dessa forma, 
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não houve diferença estatisticamente significante. 

A osteoprotegerina foi expressa por osteoblastos, osteócitos, células da medula 

óssea e condrócitos (Figuras 16, 17, 18 e 19).  

 
 
Figura 16 - Reação imunoistoquímica, anticorpo OPG 
 

 
Legenda: Marcação leve de osteoblasto, destacada pela seta. Aumento original de 400x. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 17 - Reação imunoistoquímica, anticorpo OPG 
 

 
Legenda: Osteoblasto exibindo marcação moderada. Aumento original de 1000x. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

 

Figura 18 - Reação imunoistoquímica, anticorpo OPG 
 

 

Legenda: Na seta, osteoblastos marcados fortemente pela OPG. Aumento original de 1000x.   
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 19 - Reação imunoistoquímica, anticorpo OPG 
 

 
Legenda: Osteoblastos marcados fortemente pela OPG. Aumento original de 400x.   
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

4.4.3 RANKL e Osteoprotegerina 

 

 

 A comparação dos marcadores RANKL e osteoprotegerina mostrou que 

ocorreu diferença estatisticamente significativa (Figura 20 e Tabelas 10 e 11). 
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Figura 20 -  Gráfico da porcentagem de imunomarcação das células para o anticorpo 
RANKL e OPG, nos grupos Sham e OVZ, independetes da dieta 

 

Legenda: Valores das médias (barras) e desvios padrões (linhas acima das das barras) para a 
Porcentagem de imunomarcação das células para o anticorpo OPG e RANKL, nos grupos SHAM e 
OVZ. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Tabela 10 – Valores de p RANKL e OPG 

 

 OVZ RANKL Sham RANKL OVZ OPG 

Sham RANKL NS   

OVZ OPG <0,05* <0,001***  

Sham OPG <0,01** <0,001*** NS 

Legenda: NS – p> 0,05 – valores não significativos. 
*p < 0,05 – valores significativos. 
**p<0,01 – valores muito significativos. 
***p<0,001 – valores extremamente significativos. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Tabela 11 – Porcentagens médias de imunomarcação das células ósseas para OPG 

e RANKL e proporção OPG/RANKL e RANKL/OPG por grupo 

 

 RANKL OPG OPG/RANKL RANKL/OPG 

Sham dieta livre 80,44 38,33 0,47 2,09 

Sham isocalórico 85,55 65,67 0,76 1,30 

Sham álcool 68,52 39,60 0,57 1,73 

OVZ dieta livre 60,45 46,06 0,76 1,31 

OVZ isocalórico 74,37 47,37 0,63 1,56 

OVZ álcool 70,78 55,13 0,77 1,28 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

4.4.4 Osteocalcina 

 

 

A maior quantidade de células imunomarcadas foi encontrada no grupo Ovz 

dieta livre (78,66%), sendo este diferente estatisticamente dos demais. O Sham dieta 

livre foi o grupo que exibiu menor quantidade de células imunomarcadas (46,03%), 

apresentando diferença apenas do Ovz dieta livre (figura 21, tabela 12). 
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Figura 21 – Gráfico da porcentagem de imunomarcação das células para o anticorpo 
OCC 
 

 

Legenda: Valores das médias (barras) e desvios padrões (linhas acima das das barras) para a 
porcentagem de imunomarcação das células para o anticorpo OCC. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Tabela 12 – Valores de p para imunomarcação da OCC 

 

 Ovz álcool Ovz isocalórico Ovz dieta livre Sham álcool Sham isocalórico 

Ovz isocalórico NS     

Ovz dieta livre <0,05* <0,05*    

Sham álcool NS NS <0,05*   

Sham isocalórico NS NS <0,05* NS  

Sham dieta livre NS NS <0,05* NS NS 

Legenda: NS – p> 0,05 – valores não significativos. 
*p < 0,05 – valores significativos. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

Os grupos ovariectomizados apresentaram resultados significativos em relação 

aos grupos Sham, as médias em porcentagem das células imunomarcadas nos dois 

grupos foram 62,10 e 49,38; respectivamente. 
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A osteocalcina foi expressa por osteoblastos, osteócitos, células da medula 

óssea e condrócitos (figura 22, 23, 24, 25).  

 
 
Figura 22 – Reação imunoistoquímica, anticorpo OCC 
 

 
Legenda: Marcação leve de osteoblastos. Aumento original de 100x 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 
 
Figura 23 – Reação imunoistoquímica, anticorpo OCC 

 
Legenda: Marcação de osteoblastos (          )  e  de osteócitos (       ). Aumento original de 400x. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 24 – Reação imunoistoquímica, anticorpo OCC 
 

 
Legenda: Osteoblastos exibindo marcação moderada (        ).  Aumento original de 1000x. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

 

Figura 25 – Reação imunoistoquímica, anticorpo OCC 
 

 
Legenda: d) Marcação intensa de osteoblastos (          ) e células de medula óssea (         .   ). Aumento 
original de 1000x. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

Na literatura, parece haver um consenso de que a deficiência de estrógeno 

aumenta a remodelação óssea, alterando seu equilíbrio em favor da reabsorção, que 

pode causar a osteoporose (Tera et al., 2014). Para a indução da deficiência de 

estrógeno, sabe-se que a ovariectomia realizada em ratas é reconhecida como 

adequado modelo de estudo (McCann et al., 2008; Said et al., 2008; Oliver et al., 2013; 

Tera et al., 2014). 

A deficiência de estrógeno decorrente da ovariectomia causa perda óssea em 

vários locais do esqueleto, sendo esta perda mais evidente nos ossos trabeculares 

(Jiang et al., 2003; Melhus et al., 2010). Existem muitas similaridades metabólicas 

entre a perda óssea induzida por ovariectomia em ratas e a perda óssea decorrente 

da menopausa em mulheres, como o aumento da remodelação óssea, desequilíbrio 

da formação e reabsorção, e diminuição da absorção de cálcio pelo intestino (Oliver 

et al., 2013). 

Em ratos, a remodelação óssea dos ossos longos, tem início por volta dos três 

meses de idade e torna-se predominante depois dos seis meses (Gaddini et al., 2016), 

e ainda esses animais continuam a crescer até o décimo mês de vida, quando se 

considera o tecido ósseo maduro (Lelovas et al., 2008). Portanto, estudos que 

realizam ovariectomia em ratas de 3 ou 5 meses de idade, para simular adultos 

humanos podem ter problemas na interpretação dos resultados, pois a densidade 

mineral óssea nessa fase não será diminuída como em humanos, mas sim terá um 

menor aumento no pico de massa óssea, quando comparados com os animais do 

grupo controle (Lelovas et al., 2008), ou ainda, pode-se ter um aumento da densidade 

mineral óssea e na rigidez dos ossos, devido ao tecido ósseo ser imaturo (Bagi et al., 

1997).  

Em mulheres após a menopausa, a reabsorção aumenta em 90% enquanto a 

formação apenas 45%, sendo ainda maior em osso trabecular do que em cortical 

(Jiang et al., 2003; McCann et al., 2008; Melhus et al., 2010). 

No presente estudo, os animais submetidos à ovariectomia apresentaram 

menor quantidade de osso trabecular em relação aos animais Sham operados, apesar 

desta diferença não ter sido significativa. Entretanto, o período de três meses após a 
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remoção dos ovários foi considerado suficiente para que ocorresse uma significante 

perda de massa óssea no fêmur de ratas ovariectomizadas (Hernandes et al., 2012).  

A diminuição da matriz óssea no fêmur de ratas com deficiência estrogênica 

(ovariectomizadas com 2 meses de idade e analisadas após 3 meses) também foi 

observada por Haddad et al. (2014). Utilizando microtomografias, Hsu et al. (2016), 

constataram alterações na microarquitetura do osso trabecular na cabeça do fêmur e 

na mandíbula de ratas ovariectomizadas aos 2 meses de vida e que sofreram 

eutanásia aos 5 meses.  

Nos trabalhos citados acima, as idades dos animais são correspondentes à 

idade usada no presente estudo, porém, a metodologia empregada difere da escolhida 

para este trabalho. Hernandes et al. (2012), analisaram a perda óssea utilizando 

radiografias, densitometria e análise histomorfométrica. Concluíram que a análise 

histológica não pode ser quantitativamente comparada com os métodos da 

densitometria óssea e de radiografias convencionais, porém, todos são 

qualitativamente válidos para avaliar a perda óssea decorrentes da ovariectomia. 

Haddad et al. (2014), provocou a deficiência de estrógeno através da 

ovariectomia, entretanto, as ratas foram tratadas com alendronato de sódio com duas 

concentrações diferentes (1 mg/kg e 2 mg/kg), recebendo esse medicamento duas 

vezes na semana, por noventa dias, os autores concluíram que os animais que 

receberam concentrações de 1mg/kg apresentaram diminuição da matriz óssea, 

semelhante a encontrada nos animais ovariectomizados sem administração de 

medicamentos.  

As alterações do osso trabecular no fêmur e na mandíbula foram detectadas 

através de microtomografias, no estudo feito por Hsu et al. (2016), método 

considerado como “padrão ouro” para avaliação da microarquitetura do osso 

trabecular (Bouxsein et al., 2010). 

As alterações de peso também foram analisadas por Chakkalakal et al. (2002) 

e Deco et al. (2011), e assim como no presente estudo, verificaram que em todos os 

grupos houve ganho de peso médio. Os animais ovariectomizados apresentaram 

maior ganho de peso do que os Sham operados, que foi relatado por Kimura et al. 

(2002), e Haddad et al. (2014), mostrando que a ovariectomia pode estar relacionada 

à diminuição de receptores de leptina no hipotálamo, causando diminuição da 

saciedade, maior ingestão de alimentos e consequentemente, ganho de massa 
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corpórea (Frank et al., 2014; Haddad et al., 2014). Além disso, existe a possibilidade 

de ocorrer diminuição do gasto energético em fêmeas com deficiência estrogênica, o 

que também facilitaria no ganho de massa corpórea (Richard, 1986). 

Os animais do grupo álcool ingeriram uma quantidade menor de ração quando 

comparados com os animais que recebiam dieta livre, isso deve-se ao fato de que o 

álcool é uma substância que apresenta alto valor calórico (7,1 kcal/g), mas baixa 

nutrição, sendo que o álcool produz uma sensação de saciedade (Lieber, 2000). Os 

grupos isocalóricos foram utilizados com a finalidade de tentar estabelecer um relativo 

parâmetro nutricional com os grupos álcool (Rocha, 2005; Maddalozzo et al., 2009; 

Marchini et al., 2012; Salgado et al., 2015). Dessa forma, esses grupos foram usados 

como controle nutricional simulando a deficiência associada à dieta alcoólica. 

O consumo de álcool é um dos fatores de risco para o aparecimento da 

osteoporose, tem efeitos diretos sobre formação e a reabsorção óssea, ocasionando 

a diminuição da massa óssea (González-Reimers et al., 2011; López-Larramona et 

al., 2013).  

Estudos em animais mostraram que o álcool é capaz de induzir a osteopenia 

inibindo a formação óssea, sem efeitos indiretos ou moduladores sobre os hormônios 

que regulam os tecidos mineralizados, e afeta tanto o osso esponjoso quanto o cortical 

(Sampson,1997). A diminuição da formação óssea e o aumento da reabsorção podem 

indicar que o álcool não apenas inibe a atividade osteoblástica, mas também estimula 

a atividade osteoclástica (Chakkalakal, 2005). 

Tanto para animais como para humanos, é muito difícil definir o que é o 

consumo leve, moderado e excessivo de álcool (Maurel et al., 2012, Gaddini et al., 

2016), alguns autores classificam o consumo de álcool de acordo com a quantidade 

em gramas ingeridas, sendo leve para o consumo de 1-10 g de álcool por dia, 

moderado para 11-30 g, e excessivo maior que 30 g por dia  (Ganry et al., 2000, Maurel 

et al., 2012) e outros de acordo com a porcentagem de calorias provenientes do álcool 

(Maddalozzo et al., 2009; Marchini et al., 2012; Salgado et al., 2015; Carvalho et al., 

2016; Gaddini et al., 2016). Os animais neste trabalho, ingeriram em média 16 g de 

álcool por dia, o que, segundo os autores acima, pode ser considerado consumo 

moderado. 

Por outro lado, neste estudo, 53,49% das calorias diárias foram provenientes 

do álcool, embora estudos anteriores do nosso grupo, com metodologia semelhante 
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(álcool a 20%), tenham obtido 37,83% (Marchini et al., 2012), 44,5% (Salgado et al., 

2015) e 46,87% (Carvalho et al., 2016). Este achado sugere que os animais foram 

submetidos ao consumo excessivo de álcool, já que, segundo Gaddini et al., 2016, 

quando o álcool contribui com mais de 10% da energia diária, o consumo pode ser 

considerado excessivo. Em alcoolistas, é comum que 40 a 60% das calorias diárias 

sejam provenientes do álcool, porém, essas calorias não estão relacionadas a 

proteínas, vitaminas ou sais minerais, causando deficiências nutricionais (Lieber, 

2000). 

Acredita-se que os efeitos prejudiciais do álcool no osso são notados perante 

o uso abusivo do mesmo e não com consumo moderado (Berg et al., 2008; Alvisa-

Negrin et al., 2009),  

Os efeitos do álcool no esqueleto nem sempre são prejudiciais, são 

dependentes da dose administrada e da idade (Maddalozzo et al., 2009). O consumo 

crônico e excessivo de álcool é capaz de desequilibrar a remodelação óssea, 

causando uma lenta mas progressiva perda óssea em ratos com esqueleto maduro 

(Gaddini et al., 2016). No entanto, no presente estudo as ratas sofreram eutanásia 

com 6 meses de idade, faixa etária em que ainda não são consideradas “maduras 

esqueletalmente”, possivelmente um dos motivos pelos quais a perda óssea que foi 

encontrada não ter sido significativa. De acordo com a literatura, a idade de 6 meses 

de ratas corresponde a um adulto de 30 anos (Sampson, 2002). 

O consumo moderado de álcool está relacionado com pequenas alterações na 

geometria, densidade e microarquitetura óssea (Gaddini et al., 2016). Pesquisas 

mostraram uma correlação positiva entre o consumo moderado de álcool e maior 

densidade mineral óssea, especialmente em mulheres na pós-menopausa (Ganry et 

al., 2000; Rapuri et al., 2000), e ainda que esse consumo aumenta os níveis de 

estradiol na mulher após a menopausa, apresentando efeito protetor (Rocha, 2005). 

Em 2000, Ganry et al. estudaram o efeito da ingestão de álcool na densidade 

mineral óssea em mulheres idosas. Os autores encontraram que o uso moderado de 

álcool (11 – 29 g/dia) foi associado ao aumento significativo da densidade mineral 

óssea do trocânter dos fêmures das idosas. As mulheres que não ingeriram, as que 

fizeram uso pequeno e as que beberam muito não apresentaram aumento na 

densidade mineral óssea. Sendo assim, os resultados mostraram que o efeito 

benéfico sobre a densidade mineral óssea ocorreu apenas com o consumo moderado, 
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fornecido por três copos de vinho por dia, doses maiores que essa apresentam efeitos 

prejudiciais ao tecido ósseo. 

Neste trabalho, o consumo de álcool pelas ratas foi considerado moderado, 

levando em conta a média de ingestão de 16 g/dia e os resultados histomorfométricos 

e imunoistoquímicos que não mostraram alterações significativas no processo de 

remodelação óssea. Gaddini et al. (2016), afirmam que o consumo pode ser 

considerado excessivo quando mais de 10% das calorias diárias são provenientes do 

álcool e, no presente estudo, 53,49% das calorias diárias foram provenientes do 

álcool. No entanto, no consumo excessivo ocorrem efeitos nocivos do álcool no tecido 

ósseo, o que não foi observado por nós.  

A espessura da cortical óssea não foi alterada no estudo feito por Rocha (2005), 

usando diferentes concentrações de álcool (10, 20 e 30%), em ratas de 6 meses de 

vida, assim como foi visto no presente estudo. 

De modo geral, os ossos longos e a coluna são mais sensíveis à deficiência de 

estrógeno, no entanto, existem discrepâncias notáveis de acordo com a idade dos 

animais, com a localização óssea e o tempo do estudo, dificultado assim, a 

comparação dos resultados de diferentes estudos (Francisco et al. 2011; Liu et al., 

2015). 

Dentre os ossos longos, o fêmur apresentou redução na densidade mineral 

óssea e desequilíbrio na remodelação em estudos que analisaram os efeitos do álcool 

no tecido ósseo (Peris et al., 1992; Wezeman et al., 2000). Rocha, 2005 analisou o 

efeito do consumo crônico de álcool em fêmur de ratas, às quais foram administradas 

por 8 semanas soluções de álcool a 10%, 20% e 30%. O autor concluiu que a maior 

concentração de álcool apresentou efeito deletério para o tecido ósseo, tendo sido 

observada diminuição do percentual do trabeculado ósseo. A superfície superior do 

colo do fêmur é um local de rápida perda óssea e com o envelhecimento, esta região 

torna-se vulnerável e frágil (Seeman, 2013). Entretanto, no presente estudo as 

análises histológicas e histomorfométricas dos diferentes grupos não mostraram 

alterações causadas somente pelo álcool ou deficiência estrogênica, ou pela 

associação dos dois fatores.  

Em 2013, Oliver et al. observaram radiograficamente, que ratas de 10 semanas 

ovariectomizadas apresentaram uma perda de 30% na espessura da cortical óssea 

do fêmur, após 12 meses da ovariectomia, quando comparadas com as ratas do grupo 
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controle, assim como no estudo realizado por Moraes, 2006, que encontrou resultados 

significativos entre os animais do grupo controle e os animais ovariectomizados, 

através da histomorfometria na diáfise do fêmur (ratas adultas foram ovariectomizadas 

e sofreram eutanásia após 1 mês).  Esses achados diferem dos encontrados no 

presente estudo, em que não foram observadas diferenças significativas na espessura 

da cortical entre os grupos, assim como nos estudos desenvolvidos por Rocha (2005) 

e Sukenari et al. (2015), que também utilizaram ratas ovariectomizadas.  

As primeiras alterações na espessura do osso cortical e no diâmetro do canal 

medular em fêmur e tíbia são percebidas entre 90 e 120 dias após a ovariectomia 

(Yamamoto et al., 1995). O diâmetro ósseo e o diâmetro medular não apresentaram 

diferenças significativas entre os diferentes grupos, corroborando com o estudo de 

Moraes (2006).  

Os marcadores imunoistoquímicos utilizados foram o RANKL, a 

osteoprotegerina (OPG), e a osteocalcina (OCC). A OPG e a OCC foram expressas 

por osteoblastos, osteócitos, células da medula óssea e condrócitos. O RANKL, além 

dessas células também apresentou marcação em osteoclastos. A marcação dos 

condrócitos não era objetivo do estudo, mas os achados imunoistoquímicos dos 

anticorpos utilizados revelaram uma reação positiva. 

Concordando com os resultados obtidos neste trabalho, Mahabir et al. (2014), 

não encontraram alterações nos marcadores bioquímicos da remodelação óssea em 

mulheres no período após a menopausa, que fizeram uso de álcool em diferentes 

quantidades (sem álcool, 15 g por dia e 30 g por dia) durante 8 semanas.  

A diferenciação e maturação de osteoclastos é regulada por hormônios e 

citocinas que modificam a síntese de OPG e RANKL pelas células estromais. 

Geralmente quando ocorre aumento na proporção de RANKL/OPG, o número e a 

atividade de osteoclastos também aumentam (Wang et al., 2014).   

Após a menopausa, o decréscimo nos níveis de estrógeno resulta na 

diminuição da atividade da osteoprotegerina (OPG) e no aumento da atividade do 

RANKL, levando ao aumento de reabsorção óssea (Gallagher, 2008). No presente 

trabalho, os grupos ovariectomizados apresentaram menor porcentagem de células 

imunomarcadas pela osteoprotegerina quando comparadas com o RANKL. No 

entanto, observou-se que a porcentagem de imunomarcação das células pelo RANKL 

era sempre maior do que pela OPG também nos Sham operados.  
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Entre os grupos sham operados, o Sham álcool apresentou menor 

porcentagem de células imunomarcadas para o RANKL, o que não está de acordo 

com a hipótese inicial do presente estudo, já que se esperava encontrar maior 

expressão do RANKL nos grupos álcool, como foi observado em outros estudos (Chen 

et al., 2008; Callaci et al., 2009). 

Nos animais ovariectomizados, a maior porcentagem de células 

imunomarcadas pela OPG ocorreu no grupo álcool, níveis aumentados da 

osteoprotegerina em pacientes alcoólatras já foram relatados por Garcia-Valdecasas-

Campelo (2006), e foram interpretados como um mecanismo compensatório da 

osteopenia. 

A proporção OPG/RANKL é significantemente maior em alcoólatras (Santori et 

al., 2008), acredita-se que o aumento da OPG é uma medida de proteção contra a 

perda óssea induzida pelo álcool. Entretanto, analisando os grupos deste estudo, 

encontrou-se maior proporção para o Ovz álcool (0,77), mas sem diferença 

significativa com relação ao Ovz isocalórico e Ovz dieta livre, e no grupo Sham álcool 

a proporção foi menor (0,57) que no grupo Sham isocalórico que não fez uso de álcool. 

Estes achados sugerem que apenas o álcool não apresentou alterações no tecido 

ósseo, mas a associação deste com a deficiência de estrógeno pode ter iniciado uma 

perda óssea, que teria resultado em um aumento compensatório da expressão da 

osteoprotegerina, que segundo os autores acima aumenta com o consumo do álcool. 

A expressão da OCC em osteoblastos, no estudo feito por Wattanachanya et 

al. (2015), mostrou que esta proteína é expressa por osteoblastos maduros, indicando 

que esta proteína é marcadora da fase final de formação óssea. Ramirez-Yañez et al. 

(2004), relataram a expressão da OCC em condrócitos, e acreditam que esta pode 

estar relacionada com o estágio de maturação dos mesmos, sugerindo que os 

condrócitos hipertróficos desenvolveram um marcador fenotípico de mineralização da 

matriz, semelhante aos osteoblastos, mostrando que a OCC é uma indicadora da 

maturação tardia de condrócitos. Esses achados estão em concordância com Salgado 

et al. (2015) e com o presente estudo, em que tanto os osteoblastos quanto os 

condrócitos exibiram a marcação da OCC.  

A ovariectomia alterou a expressão da osteocalcina no estudo realizado por 

Luvizuto et al. (2010), em que os autores verificaram expressão mais fraca deste 

marcador no grupo ovariectomizado, o que atribuíram à apoptose de osteoblastos que 
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a ovariectomia provoca. Contudo, a expressão da OCC foi verificada através de 

análise semi-quantitativa, baseada nas intensidades de marcação, diferindo das 

análises do presente estudo. Salgado et al. (2015) analisaram a expressão da OCC 

no côndilo mandibular de ratas, e observaram que a ovariectomia não alterou a 

expressão da OCC, assim como no presente estudo. 

Os níveis séricos da OCC refletem diretamente na síntese de osteoblastos e 

consequentemente nas atividades dessas células (Hozuki et al., 2010).  Os níveis da 

osteocalcina aumentam com a idade, e após a menopausa em mulheres idosas 

(Oana-Roxana et al., 2016), e diminuem na presença do álcool (Gaddini et al., 2016, 

Calacci et al., 2009).  

Os grupos ovariectomizados expressaram maior quantidade de osteocalcina, 

dentre esses, o Ovz dieta livre apresentou maior imunomarcação das células, o que 

pode estar relacionado ao aumento dos níveis séricos da osteocalcina em mulheres 

após a menopausa (Oana-Roxana, et al., 2016).   

Os resultados encontrados neste estudo permitem sugerir que a idade das 

ratas, o período de consumo de álcool (oito semanas) e a intensidade moderada do 

consumo de álcool, podem não terem sido suficientes para promover alterações 

significativas no processo de remodelação óssea.  
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6 CONCLUSÃO 

 

 

As condições experimentais deste estudo permitiram concluir que ratas adultas 

jovens, esqueletalmente imaturas, submetidas ao alcoolismo crônico moderado, à 

remoção dos ovários ou à associação de ambos, mantêm as características de 

remodelação óssea cortical e trabecular do fêmur preservadas. 
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ANEXO A – Certificado de Comitê de Ética em Pesquisa 

 


