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RESUMO 

 

O álcool é uma substância que vem sendo amplamente consumida em todo mundo. 
A ingestão crônica desta substância tem sido associada a efeitos deletérios ao 
tecido ósseo, como por exemplo: diminuição da massa e da densidade óssea, 
aumento do risco de fraturas, alteração do processo de formação de novo osso e 
apoptose de células osteoprogenitoras. Embora alguns estudos tenham associado o 
alcoolismo com a ocorrência e aumento da gravidade da doença periodontal, 
resultados controversos podem ser encontrados na literatura. O presente estudo 
teve como objetivo avaliar o efeito do consumo crônico de etanol sobre a perda 
óssea alveolar (POA) induzida por ligadura e a densidade óssea alveolar (DOA) em 
ratos jovens. Trinta ratos Wistar foram distribuídos em um dos grupos: Controle: sem 
ingestão de etanol (n=15); Etanol: ingestão de concentrações crescentes de cachaça 
durante 100 dias (n=15).  No 70º dia após o início da ingestão de etanol, o primeiro 
molar inferior recebeu a ligadura, enquanto o dente contralateral foi deixado sem 
ligadura. Após 30 dias os ratos foram sacrificados. Foram analisadas na região de 
furca dos molares inferiores com e sem ligadura, a perda óssea alveolar, a 
densidade óssea alveolar, as célula positivas para: fosfatase ácida tartarato-
resistente (TRAP), o ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa beta 
(RANKL) e osteoprotegerina (OPG). Teste t pareado foi utilizado para comparações 
dentro do mesmo grupo de POA entre dentes com e sem ligadura e, para peso 
corpóreo inicial e final. Teste t não pareado foi empregado para avaliar as diferenças 
significativas entre os grupos controle e etanol em relação ao peso, POA, DOA, e 
número de células positivas para TRAP, RANKL, OPG e proporção RANKL/OPG. O 
nível de significância de todas as análises foi estabelecido em 5% (p< 0.05). O grupo 
Etanol apresentou maior perda óssea e número de células positivas para RANKL e 
OPG, menor densidade óssea e número de células positivas para TRAP no osso 
alveolar ao redor dos dentes com ligadura quando comparado ao grupo controle 
(p<0.05). O grupo Etanol também apresentou uma maior perda óssea ao redor de 
dentes sem ligadura quando comparado ao grupo controle. O consumo de etanol na 
presença e ausência de ligadura afetou negativamente o osso alveolar por aumentar 
a perda óssea alveolar e reduzir a densidade óssea. 
 

Palavras-chave: Etanol, perda óssea alveolar, ligadura, TRAP, RANKL, OPG. 
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ABSTRACT 

 

Alcohol has been widely consumed in worldwide. The chronic ingestion of this 

substance has been associated with deleterious effects on bone tissue, such as: a 

decreased of mass and bone density, increase the risk of fractures, changing the 

formation of new bone process and osteoprogenitor cell apoptosis. Although some 

studies have associated the chronic alcoholism with the occurrence and increased 

severity of the periodontal disease, controversial results can be found in the 

literature. The aim of the present study was to assess the impact of chronic 

consumption of ethanol on alveolar bone loss (BL), induced by ligature, and on 

alveolar bone density (BD) in peripubertal rats. Rats were assigned into one of the 

groups: Control: non-ingestion of ethanol (n=15); Ethanol: ingestion of ascending 

concentrations of cachaça during 100 days (n=15). On the 70th day after the 

beginning of ethanol ingestion, one first mandibular molar received a ligature, while 

the contralateral tooth was left unligated. After 30 days, the rats were killed. BL, BD, 

the positive cells for tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP), receptor activator of 

nuclear factor Kappa beta ligand (RANKL) and osteoprotegerin (OPG) were 

analyzed in the furcation area of the ligated and unligated mandibular molars. Paired 

t test was used for intragroup comparisons of BL between ligated and unligated teeth 

and between initial and final body weights. Unpaired t test was employed to evaluate 

the significant differences between control and Ethanol groups regarding body 

weights, BL, BD and number of TRAP+ cells, RANKL+ cells, OPG+ cells and ratio of 

RANKL/OPG+ cells. The significance level established for all analyses was 5% (p< 

0.05).The Ethanol group presented greater BL and number of RANKL and OPG+ 

cells and lower BD and number of TRAP+ cells around ligated teeth (p<0.05), when 

compared to the control group. The Ethanol group also presented a higher BL 

around unligated teeth when compared to the control group. The ethanol 

consumption, both per se and in the presence of ligature, negatively affected 

alveolar bone by increasing the alveolar BL and reducing BD.  

 

Key Words: Ethanol, alveolar bone loss, ligature, TRAP, RANKL e OPG. 
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1. INTRODUÇÃO                                                                                                                    

 

1.1 Tecido Ósseo 

 

 Trata-se de um tecido conjuntivo altamente especializado e dinâmico 

composto por células específicas, matriz extracelular (orgânica e inorgânica), 

espaços que incluem a medula óssea, canais vasculares, canalículos e trabéculas. A 

matriz orgânica ou não-mineralizada apresenta 95% de sua constituição por 

colágeno tipo I, além de outros tipos de colágenos, proteínas não-colagenosas e 

proteoglicanos. A matriz inorgânica ou mineralizada contém predominantemente 

íons de cálcio e fosfato que se arranjam para formar os cristais de hidroxiapatita, 

depositados dentro da matriz colagenosa (Mirosavljevic et al., 2003).  

Dentre suas inúmeras funções pode-se citar a proteção de órgãos, apoio de 

estruturas corporais, ligação com os músculos permitindo a locomoção, resistência 

às cargas, forma cavidade adequada para a hematopoese na medula óssea e 

participação como reservatório de minerais. 

Das células ósseas, os osteoblastos são derivados do mesênquima e 

responsáveis pela formação, deposição e manutenção deste tecido. Sintetizam os 

componentes de matriz orgânica extracelular e controlam a mineralização desta 

matriz. São responsáveis pela produção de colágeno tipo I e outros tipos de 

colágeno, fosfatase alcalina, osteocalcina, osteopontina e receptores do hormônio 

da paratireóide. Diferenciam-se em células ósseas de revestimento e osteócitos. As 

células ósseas de revestimento são células alongadas que recobrem a superfície do 

tecido ósseo e são responsáveis pelo início da remodelação óssea por degradação 

da matriz (Everts et al., 1992). Os osteoblastos se transformam em osteócitos depois 

de terem sido circundados pela matriz óssea. Os osteócitos maduros alteram sua 

morfologia, formando processos dendríticos que lhes permitem comunicar com 

outros osteócitos incorporados (Nobel et al., 2003). Osteócitos são células com 

poucas organelas, no entanto atuam como sensores de carga mecânica e 

transmitem essa informação às outras células dentro do osso, e assim participam da 

homeostasia do cálcio sanguíneo, regulando a massa e estrutura óssea (Hughes et 

al., 2006). 

 



11 
 

 Para que ocorra a formação óssea, as células progenitoras mesenquimais 

indiferenciadas migram para o local, proliferam e então se diferenciam em 

osteoblastos. Estas células osteoprogenitoras estão presentes na medula óssea, 

endósteo e no periósteo. A diferenciação e o desenvolvimento dos osteoblastos 

pelas células osteoprogenitoras são dependentes da liberação dos fatores de 

crescimento osteoindutores, como por exemplo, as proteínas morfogenéticas 

(BMPs), fatores de crescimento semelhantes à insulina (IGF), fatores de crescimento 

derivado de plaquetas (PDGF) e fatores de crescimento de fibroblasto (FGF) (Khaled 

et al., 2011). 

 A atividade de formação óssea esta constantemente associada à reabsorção 

óssea, que é iniciada e mantida pelos osteoclastos. Estas são as únicas células 

capazes de quebrar osso mineralizado, cartilagem calcificada e dentina (Udagawa et 

al., 1990). Morfologicamente os osteoclastos são células precursoras hemapoéticas, 

gigantes, multinucleadas, com muitas mitocôndrias e lisossomos. A fusão através de 

projeções da membrana dos osteoclastos é considerada essencial para 

reorganização do citoesqueleto e para selar o sítio de reabsorção (Miyamoto, 2011). 

O componente mineral da matriz é dissolvido por ácidos dentro dos sítios de 

reabsorção e a matriz orgânica é degradada por enzimas específicas. Os 

componentes da matriz óssea são degradados e endocitados, processados pelo 

osteoblasto e liberados para o exterior através da membrana do lado oposto ao que 

está ocorrendo à reabsorção (Manolagas, 2000).   

 Ao longo da vida, o osso está em constante remodelamento, por osteoclastos 

que desmineralizam e reabsorvem o osso antigo e por osteoblastos que depositam 

osso novo para manter uma massa óssea adequada. Qualquer desequilíbrio neste 

processo de remodelação óssea pode alterar a densidade óssea mineral, 

comprimento e a micro arquitetura do tecido ósseo.  A causa mais comum desse 

desequilíbrio é o aumento da atividade osteoclástica (Wright et al., 2009). 

 Mudanças hormonais e produção de citocinas inflamatórias podem alterar o 

equilíbrio da função dos osteoclastos e osteoblastos, levando a uma perda de massa 

óssea (osteoporose) ou a um aumento de massa óssea (osteopetrose) (Del Fattore 

et al., 2008; Rauner et al., 2007). 

 Recentes avanços neste campo de pesquisa levaram à descoberta dos 

mecanismos moleculares e as proteínas envolvidas no processo de reabsorção 

óssea. Atualmente, compreende-se que este processo é controlado por um sistema 
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composto principalmente por três proteínas: o receptor ativador do fator nuclear 

kappa-beta (RANK), o ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa-beta 

(RANKL) e a osteoprotegerina (OPG), que é o “competidor natural’’ por RANKL 

(Leibbrandt et al., 2008). A descoberta do sistema RANKL, RANK, OPG tem sido um 

dos mais importantes avanços em biologia óssea nos últimos anos. Este sistema de 

sinalização é essencial para a homeostase esquelética e a sua ruptura leva a 

mudanças no padrão de reabsorção óssea in vitro e in vivo (Holm et al., 2009). 

 OPG é uma glicoproteína solúvel secretada por diversas células 

mesenquimais, tais como osteoblastos e células da medula óssea e expressa em 

uma grande variedade de tecidos, incluindo pulmão, fígado, rim, coração, estômago, 

intestino, cérebro, medula espinhal, glândula tireóide, tecido muscular liso e osso, 

indicando possíveis funções múltiplas (Yun et al., 1998). Atua como um inibidor da 

maturação e ativação dos osteoclastos, devido à sua alta afinidade de ligação com o 

RANKL, prevenindo a interação de RANKL com o RANK, consequentemente a 

ligação de OPG ao RANKL inibe a reabsorção óssea (Boyce e Xing, 2008). 

Diferentes mediadores aumentam a produção de OPG, tais como: Interleucina-1 (IL-

1), TNF-α e TNF-β (Mirosavljevic et al, 2003) e outros diminuem a sua síntese, como 

paratormônio (PTH) e prostaglandina E2 (PGE2) (Hofbauer e Schoppet, 2004).O 

fato do OPG naturalmente antagonizar os efeitos do RANKL e assim preservar a 

integridade óssea, torna importante a avaliação da proporção entre RANKL e OPG 

para regulação da atividade osteoclástica (Del Fattore et al., 2006). 

 RANKL é um membro da família do fator de necrose tumoral (TNF) e pode ser 

encontrado na superfície de inúmeros tipos celulares, tais como: linfócitos T, 

linfócitos B, osteoblastos, precursores de osteoblastos, megacariócitos. Além disto, 

pode também ser encontrado em sua forma solúvel (sRANKL) (Wong et al., 1997). 

Kartsogiannis et al. (1999), detectaram a expressão do mRNA e da proteína RANKL 

em uma variedade de tecidos, incluindo osso, cérebro, coração, rim, fígado, pulmão, 

intestino, músculo esquelético, tecido mamário, placenta, baço, timo e testículo. A 

principal função do RANKL é regular a osteoclastogênese, estimulando sinais de 

diferenciação e ativação de precursores osteoclásticos, gerando assim a reabsorção 

óssea e contribuindo com o processo de remodelação óssea. Um aumento na 

produção de RANKL por células osteoblásticas leva a diferenciação, ativação e 

aumento do tempo de sobrevivência de osteoclastos e consequente aumento da 

reabsorção óssea (Gallagher, 2011). A expressão de RANKL pode ser estimulada 
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pela ação de PTH, 1,25 (OH)2 vitamina D3, glicocorticoides, prostaglandina E2, IL-6, 

IL-8 e IL-11 (Khosla, 2001). 

 O terceiro participante do sistema de remodelação óssea é o RANK, que foi 

descoberto por Anderson et al. (1997), por sequenciamento de cDNA a partir de 

células dendríticas mielóides derivadas da medula óssea humana. RANK é uma 

glicoproteína transmembrana composta por 616 aminoácidos e membro da família 

de receptores do TNF-α, que pode ser expressa em células precursoras de 

osteoclastos (monócitos circulantes), osteoclastos maduros, células dendríticas 

(Miyamoto, 2011), na superfície de células mamárias epiteliais glandulares (Fata et 

al., 2000), células de câncer de mama (Kim et al., 2006) e células de câncer de 

próstata (Chen et al., 2006). 

 A interação de RANKL com RANK presente na superfície de células 

precursoras de osteoclastos é o principal mecanismo molecular de reabsorção 

óssea (Mackiewicz et al., 2011). Esta ligação ativa o fator nuclear kappa beta (NF-

кβ), que é um fator de transcrição pleiotrópico que promove a expressão de vários 

genes responsáveis pela diferenciação de pré-osteoclastos em osteoclastos e 

também na ativação de osteoclastos maduros (Soysa e Alles, 2009). Desta maneira, 

o NF-кβ regula a formação, função e sobrevivência de osteoclastos e a síntese de 

vários mediadores, dentre estes, a fosfatase ácida tartarato resistente (TRAP) (Wada 

et al., 2006).  

 O TRAP é uma fosfatase ácida que apresenta localização intracelular 

(lisossomal) em osteoclastos, macrófagos e células dendríticas, embora alguns 

estudos demonstrem que esta enzima possa ser secretada (Habermann et al., 

2007). Possui importante participação no desenvolvimento do esqueleto, devido ao 

efeito negativo que apresenta sobre a atividade de osteoblastos, sendo essencial 

para a reabsorção exercida pelos osteoclastos. O TRAP tem sido utilizado como 

marcador histoquímico da atividade osteoclástica, por estar envolvido na síntese e 

processamento de colágeno tipo I e também devido seu efeito sobre a mineralização 

do tecido ósseo por degradar osteopontina (Habermann et al., 2007; Roberts et al., 

2007; Haymam, 2008). 
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1.2 Alcoolismo 

 

 O alcoolismo é o consumo vicioso e imoderado do álcool (Mulligan et al., 

2011). Caracterizado pelo controle deficiente de ingestão, episódios frequentes de 

intoxicação e obsessão pelo consumo, apesar das suas consequências adversas.  

Dentre os 26 fatores de risco avaliados pela Organização Pan-americana da Saúde 

(OPS), o álcool foi o quinto fator de risco em relação à morte prematura e 

incapacidade em todo o mundo (OPS, 1994). 

O uso prejudicial de álcool resulta na morte de 2,5 milhões de pessoas 

anualmente. Existem 60 tipos diferentes de doenças em que o álcool tem um papel 

causal significativo. Em 2005, o consumo mundial total foi 6,13 litros de álcool puro 

por pessoa acima de 15 anos (Global Information System on Alcohol and Health-

OMS, 2012). 

Segundo a OPS (2007), o Brasil apresenta 57,40% de indivíduos que fazem 

uso de quantidades elevadas de bebida alcoólica, sendo 65,52% do sexo masculino 

e 46,32% do sexo feminino. Na Argentina observa-se um alto consumo, de 30,07%, 

sendo o sexo masculino responsável por 55,52% e o feminino por 36,7%. O Peru 

relata uma prevalência geral de 37,2%, o sexo masculino com 59,06% e o feminino 

com 26,11%. A população uruguaia exibe 18,40% do alto consumo, o sexo 

masculino autores de 36,70% e o feminino de 7,37%.  A Costa Rica descreve uma 

prevalência de 26,93% para o sexo masculino, 33,98% e o feminino, 11,29%. Os 

mexicanos assumem porcentagem geral de 28,54%, o sexo masculino de 56,60% e 

o feminino de 9,04%. A Nicarágua relata uma baixa porcentagem geral de 16,8%, já 

no sexo masculino, 40,23% e no sexo feminino, 6,64%. O Canadá expõe uma 

porcentagem de 48,26%, com uma prevalência no sexo masculino, 63,45% em 

comparação ao feminino com 36,7%. 

A porcentagem de consumo do álcool nos EUA foi de 51,8% acima de 12 

anos, isso se traduz em cerca de 133,4 milhões de consumidores de álcool. Na faixa 

etária de 21 a 25 anos observou-se o maior consumo do álcool, com 69,7%. Quanto 

ao sexo, indivíduos do sexo masculino apresentaram maior consumo (56,8%) e o 

sexo feminino com 47,1%, em idade acima dos 12 anos (SAMHSA, U.S. Department 

of Health and Human Services, 2011). 
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 A utilização generalizada de bebidas alcoólicas está associada a possíveis 

consequências sociais e de saúde, desde a redução da produtividade de trabalho 

até o comportamento violento, assim como às diversas formas de doenças 

hepáticas, cardíacas, do sistema nervoso central e periférico (Borges et al., 2004; Do 

et al., 2011; Mulligan et al., 2011). O álcool também tem sido relacionado a 

comportamentos de risco, incluindo sexo inseguro e transmissão do vírus HIV, uso 

do cigarro e outras substâncias psicoativas (Delorenze et al., 2011). Cerca de 67% 

dos alcoólatras, também são fumantes. Os alcoólatras tendem a iniciar o consumo 

de tabaco mais cedo, fumam durante mais tempo, consomem maior número de 

cigarros por mês e apresentam fluxo expiratório mais baixo do que os abstêmios 

(Chahaieb, 1998). 

 O álcool tem vários alvos, uma vez que afeta diversos processos celulares e 

moleculares. O desarranjo da resposta inflamatória desencadeado pelo consumo de 

álcool leva a alteração da produção de citocinas e quimiocinas por vários tipos de 

células, influenciando respostas de outros tipos celulares. Os transtornos da 

resposta inflamatória associado ao álcool afeta negativamente o processo de 

cicatrização de feridas. O efeito da exposição aguda do álcool sobre o processo de 

cicatrização persiste por muitos dias durante a cicatrização, a recuperação de fratura 

óssea, bem como após queimaduras (Jung et al, 2011). 

Por meio de uma revisão sistemática da literatura Rehm et al. (2012), 

identificaram doenças relacionadas ao uso do álcool em humanos. Em associação 

ao consumo médio de álcool foram evidenciadas as seguintes doenças: tuberculose, 

câncer (boca, faringe, nasofaringe, orofaringe, cólon, reto, fígado e mama), diabetes 

mellitus, transtornos depressivos unipolares, epilepsia, doença cardíaca 

hipertensiva, doença isquêmica do coração, acidente vascular cerebral isquêmico e 

hemorrágico, distúrbios de condução e outras arritmias, infecções respiratórias, 

cirrose do fígado, complicações no parto, síndrome alcoólica fetal.   

A influência do consumo leve de álcool e tabagismo na densidade óssea foi 

investigada por Venkat et al. (2009) em jovens soldados do sexo masculino, 

fisicamente ativos. Foi observado que em homens fisicamente ativos, com condições 

bem definidas de estilo de vida, o consumo do álcool foi associado à uma maior 

densidade do fêmur. 

O estudo de Tucker et al. (2009), também avaliou a relação da ingestão de 

bebidas alcoólicas e DMO. Um total de 1.182 homens e 1.289 mulheres no período 
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de pós-menopausa e 248 em idade fértil participaram deste estudo. Os autores 

demonstraram que o consumo baixas quantidades de álcool pode ser benéfico para 

o osso, em ambos os sexos. No entanto, nos homens, o alto consumo foi 

significativamente associado com menor DMO.  A cerveja e o vinho apresentaram 

forte correlação com os níveis de DMO quando comparada ao licor, o que sugere 

que outros componentes presentes nas bebidas alcoólicas, além do etanol, podem 

interferir no efeito do etanol sobre o tecido ósseo.  

Resultados similares foram encontrados por Sommer et al. (2012), no qual foi 

explorado o estilo de vida, a associação da ingestão de álcool com a densidade da 

matriz óssea em mulheres idosas. Foi observado que a densidade da matriz óssea 

estava significativamente maior nas mulheres que consumiam álcool mais que 3 

vezes na semana em comparação às abstêmias, o que sugere que o consumo de 

álcool leve pode exercer efeitos protetores sobre a saúde óssea em mulheres 

idosas.  

O consumo do álcool também pode causar uma pancreatite crônica, que 

consequentemente pode levar à perda da massa da óssea corpórea. Esta relação foi 

pesquisada por Schnitzler et al. (2010), em 13 pacientes do sexo masculino negros 

com 41 anos. O consumo foi considerado crônico excessivo quando maior que 170 

g/dia por um período entre 7 a 26 anos. Foram avaliados parâmetros 

histomorfométricos da crista ilíaca cortical e trabecular, bioquímica relevante ao 

tecido ósseo, função hepática e sobrecarga de ferro. Houve uma redução da 

espessura cortical e trabecular e também do volume trabecular. Além disto, foi 

observada uma diminuição da taxa de formação óssea, de aposição mineral, assim 

como um aumento da superfície corroída, diminuição dos níveis de magnésio e 

insuficiência de vitamina D.  

Estudos em animais são muito válidos para avaliar as associações já 

conhecidas e até outras possíveis relações do álcool com organismo. Dai et al. 

(2000), investigaram a indução do alcoolismo crônico na osteoclastogênese e perda 

de massa óssea por meio da Interleucina (IL)-6 em ratos. Os animais foram 

alimentados com dietas controle ou etanol, durante quatro meses. Constatou-se que 

ingestão de etanol no grupo teste, diminuiu a densidade mineral óssea, o volume de 

osso trabecular, a largura trabecular e o perímetro dos osteoblastos. Além disso, o 

etanol aumentou o espaçamento trabecular, a superfície dos osteoclastos, as 

unidades formadoras de granulócitos-macrófagos e a osteoclastogênese. Os autores 
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ainda sugeriram que o etanol induz à perda óssea por meio do aumento dos níveis 

da IL-6 via indução de RANKL. 

A cicatrização óssea alveolar pode ser modificada por fatores locais e 

sistêmicos. Bombonato-Prado et al. (2004), avaliaram o possível efeito de 

administração de bebida alcoólica durante a formação óssea em torno de implantes 

de hidroxiapatita/fosfato tricálcio no interior de alvéolos dentários pós-extração em 

ratos machos. Este estudo mostrou um atraso no processo de cicatrização alveolar 

causada pela ingestão prolongada do álcool. Isto foi visto principalmente através da 

diminuição da formação de osso novo. 

O consumo crônico de álcool também reduz a massa e a força óssea, 

aumentando o risco de fraturas e também apresenta possível efeito na reabsorção 

óssea. Callaci et al. (2004), examinaram os efeitos do uso compulsivo e repetido de 

álcool na reabsorção óssea, DMO e resistência à compressão vertebral em ratos 

machos adultos tratados com risedronato. O modelo de consumo de álcool foi 

realizado por meio de injeções intraperitoneais de 20% de álcool v/v por 3 semanas. 

Não foram observados efeitos após a primeira e segunda semana de tratamento, 

porém após 3 semanas, os resultados do grupo álcool foram: redução significativa 

da DMO da coluna lombar e distal do fêmur, diminuição da resistência à compressão 

vertebral, menor volume de osso trabecular e um aumento da separação trabecular. 

O grupo que fez uso do risedronato manteve o nível de DMO e as propriedades 

biomecânicas vertebrais.  

O efeito do consumo de álcool sobre o sistema músculo-esquelético em longo 

prazo em ratos foi pesquisado por Maddalozzo et al. (2009). O álcool foi incluído na 

dieta (35%) durante três meses. Os ratos alimentados com álcool apresentaram 

menor peso, massa magra, massa gorda e percentual de gordura corporal, quando 

comparados aos grupos controle. Além disso, tiveram menor contratura lenta e 

rápida, menor conteúdo ósseo mineral, menor DMO e menor volume de osso 

esponjoso na vértebra lombar e na região proximal da tíbia. O álcool diminuiu a 

formação de osso, de leptina e IGF-I e aumentou a adiposidade da medula óssea.  

Mercer et al. (2012) avaliaram o efeito da suplementação com vitamina D 

sobre a perda óssea associada à administração crônica do álcool em ratas. A 

exposição crônica do álcool foi associada a uma diminuição significativa da 

densidade óssea trabecular e cortical, resultando na perda de resistência óssea. A 

suplementação dietética pode evitar a toxicidade esquelética causada pelo álcool, 
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por normalizar a homeostasia de cálcio, mediante a prevenção de apoptose e 

reabsorção óssea. 

Estudos in vitro encontrados na literatura também relatam o efeito do álcool 

sobre as células do tecido ósseo. A habilidade de diferenciação das células-tronco 

mesenquimais de indivíduos que consumiam álcool foi avaliada por Suh et al. 

(2005). As células foram isoladas da medula óssea durante substituições de quadril 

em pacientes com osteonecrose induzida pelo uso crônico excessivo de álcool na 

região de epífise do fêmur. O grupo controle foi composto por indivíduos com 

fraturas de colo de fêmur. As células obtidas a partir de pacientes com osteonecrose 

induzida pelo álcool apresentaram capacidade reduzida para diferenciação nas 

linhagens osteogênicas, quando comparadas com as células dos pacientes com 

fraturas de colo de fêmur. A alteração da função das células mesenquimais pode ser 

responsável pela patogênese da osteonecrose. 

O efeito do álcool sobre a diferenciação de células-tronco clonadas da medula 

óssea de rato foi investigado por Cui et al. (2006). As células foram dividas em dois 

grupos (teste e controle), apenas o grupo teste foi tratado com concentrações 

crescentes de etanol. As células do grupo teste apresentaram acúmulo de vesículas 

de triglicerídeos a partir do sétimo dia e foi observado o aumento significativo do 

número de adipócitos e da percentagem da área que continha estas células. O nível 

de atividade da fosfatase alcalina e de expressão de osteocalcina foi diminuída. Os 

resultados indicam que o abuso do álcool pode ser um dos mecanismos que levam à 

osteoporose e osteonecrose.  
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1.3 Doença Periodontal 

 

 A doença periodontal é um processo infeccioso que afeta o tecido periodontal 

e está relacionado à presença de microrganismos e seus subprodutos (Loesche et 

al., 1985). 

 Em uma fase inicial, o tecido gengival responde ao acúmulo de biofilme com 

um processo inflamatório agudo, que é caracterizada pela intensificação do fluxo 

sanguíneo e aumento da permeabilidade vascular a neutrófilos e monócitos-

macrófagos, que partem do sangue periférico para o sulco gengival. 

Subsequentemente, as células T e B surgem no local da infecção, produzindo 

citocinas (IL-1β, IL-6, TNF-α) e imunoglobulinas como uma resposta antigéno-

específica. A alteração funcional dos fibroblastos resulta na perda de colágeno 

perivascular. A degradação de tecidos está limitada a células epiteliais e fibras de 

colagénio do tecido conjuntivo. Em seguida, na fase da lesão estabelecida, ainda 

não há perda óssea e predominam-se os plasmócitos, podendo permanecer estável 

por anos ou décadas, ou ainda pode progredir para uma lesão destrutiva (Page et 

al., 1976). 

 Há um consenso na literatura que os agentes primários das doenças 

periodontais são os microrganismos específicos presentes no biofilme dental. Das 

mais de 600 espécies bacterianas identificadas no biofilme subgengival, apenas um 

pequeno número parece ter envolvimento na patogênese das doenças periodontais. 

Associações entre 40 espécies bacterianas presentes na microbiota subgengival de 

indivíduos saudáveis e com doença periodontal, foram analisadas por Socransky et 

al. em 1998. No ambiente subgengival foram descritos cinco complexos bacterianos 

e proposto uma possível sequência de colonização dessas espécies. Os três 

primeiros complexos são compostos por espécies relacionadas à saúde periodontal 

e demonstraram grande associação entre si. Dentre eles o complexo roxo 

(Actinomyces odontolyticus e Veillonella parvula), o complexo amarelo (Streptoccus 

mitis, Streptoccus sanguinis, Streptoccus oralis, Streptoccus intermedius, 

Streptoccus gordonii) e o complexo verde (Capnocytophaga sputigena, 

Capnocytophaga gingivalis, Capnocytophaga ochracea, Eikenella corrodens) 

(Socransky e Haffajee, 2002). Os complexos laranja e vermelho são formados por 

espécies consideradas patogênicas. O laranja composto por (Fusobacterium 
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nucleatum, Fusobacterium periodonticum, Prevotella intermedia, Prevotella 

nigrescens e Parvimonas micra, Eubacterium nodatum, Campylobacter rectus, C. 

showae, Campylobactergracilis e Streptoccus constellatus). O complexo vermelho foi 

fortemente relacionado com profundidade de sondagem e sangramento à sondagem 

e é composto pelas espécies (Tannerella forsythia, Porphyromonas gingivalis e 

Treponema denticola). Posteriormente, algumas espécies de actinomicetos 

(Actinomyces gerencseriae, Actinomyces israelii, Actinomyces naesludii sorotipos 1 

e 2) foram agrupadas em um novo complexo, denominado Actinos (Socransky e 

Haffajee, 2002). O microorganismo Aggregatibacter actinomycetemcomitans sorotipo 

a e b não pertencem a nenhum complexo e tem sido associado à doença periodontal 

agressiva (Zambon, 1996). 

 Além do biofilme bacteriano outros fatores podem desempenhar um 

importante papel na exacerbação da periodontite. Por tal motivo, tem-se pesquisado 

vastamente possíveis fatores de risco. A intensidade da associação, plausibilidade 

biológica, efeitos dose-resposta, consistência temporal e de descobertas, são alguns 

quesitos que um fator de risco necessita para obter reconhecimento. Nos dias atuais 

o fumo e a Diabetes Mellitus não controlada preenchem esses quesitos (Grossi et 

al., 1995). Outros possíveis indicadores tem sido alvo de investigações, tais como: 

alcoolismo (Irie et al., 2008), estresse (Peruzzo et al., 2008), osteoporose 

(Kobayashi, 2012), obesidade (Kraus et al., 2012), consumo de cafeína (Bezerra et 

al., 2008), hipertensão (Bonato et al., 2012), doenças cardiovasculares (Dhadse et 

al., 2010). 

 

1.4 Consumo Crônico de Álcool e Doença Periodontal 

 

Inúmeros fatores influenciam a progressão da periodontite, incluindo: 

características individuais, fatores sociais e comportamentais, fatores sistêmicos, 

fatores genéticos, fatores bucais e a composição do biofilme dental (Genco, 1996; 

Numm, 2003).  

A associação do consumo crônico do álcool e a doença periodontal vêm 

sendo investigada por diversos estudos. E percebe-se uma ligação entre o abuso do 

álcool e uma piora nos indicadores de saúde periodontal (De Souza et al., 2006; Irie 

et al., 2008; Souza, 2009; Dantas et al., 2012). Estudos a respeito da patogênese 
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existente entre o alcoolismo e a periodontite são importantes instrumentos para 

entendimento deste assunto. 

Tezal et al. (2001) avaliaram a ligação entre o consumo de álcool e a 

gravidade da doença periodontal em 1.371 indivíduos com idades entre 25 a 74 

anos. O consumo de álcool foi avaliado por meio de questionários autoaplicáveis. As 

variáveis de desfecho foram sangramento gengival , perda de inserção clínica, perda 

óssea alveolar e presença de microrganismos subgengivais. Os resultados 

mostraram um aumento significativo do risco de sangramento gengival (p <0,001), 

perda de inserção (p <0,001), perda de osso alveolar (p <0,05) proporcionalmente 

ao nível de ingestão de álcool. Os grupos com consumo elevado tinham níveis 

significativamente maiores de cálculo, sangramento gengival e perda de inserção 

clínica em comparação aos grupos com baixo consumo. O consumo de álcool não 

foi significativamente relacionado com a perda de osso alveolar, nem aos 

microrganismos subgengivais pesquisados. Os autores concluem que o álcool está 

associado moderadamente ao agravamento da doença periodontal. Em 2004, Tezal 

et al.  avaliaram o efeito do alto consumo de álcool sobre o agravamento da doença 

periodontal em 13.198 trabalhadores com idade a partir de 20 anos. Após o controle 

das variáveis de confundimento, observou-se que o risco de perda de inserção 

clínica aumenta proporcionalmente com o maior consumo de álcool (p= 0,0001), 

caracterizando uma relação dose-dependente.  

A associação entre consumo de álcool e periodontite também foi pesquisada 

por Pitiphat et al. (2003). O estudo prospectivo selecionou 39.461 homens com 

idade de 40 a 75 anos, livres de periodontite no início do acompanhamento. O 

consumo de álcool foi avaliado no início e atualizado a cada quatro anos por um 

questionário. O estado da doença periodontal foi auto-relatado e validado com 

radiografias. A análise multivariada foi ajustada para idade, tabagismo, diabetes, 

índice de massa corporal, atividade física, período de tempo e ingestão calórica. Foi 

constatado 2.125 casos de periodontite. Os resultados mostram uma associação 

positiva entre a ingestão de álcool e a periodontite. Os homens que bebiam álcool 

tinham um risco 18-27% maior desta doença do que os abstêmios. Os autores 

concluem que o consumo de álcool é um fator de risco independente e modificável 

para periodontite. 

Bouchard et al. (2006), em um estudo transversal identificaram as variáveis 

relacionadas com a perda de inserção clínica em uma população adulta francesa. 
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Foram selecionados 2.132 indivíduos com idades entre 35 e 64 anos, cada um com 

pelo menos seis dentes em boca. Os participantes foram submetidos à avaliação 

clínica periodontal, de dentes perdidos e também a testes laboratoriais e 

questionários. Os resultados indicaram que o hábito de consumir bebidas alcoólicas 

influiu na perda de inserção clínica.  

A dependência do álcool e a doença periodontal foi investigada por Amaral et 

al. (2008), em um estudo transversal com 49 homens usuários de álcool e 49 não-

usuários. Foram coletados dados sociodemográficos, comportamentais e 

periodontais, tais como índice de placa visível (IPV), sangramento à sondagem 

(BOP), profundidade de sondagem (PD) e nível clínico de inserção (CAL). Após a 

análise de regressão linear múltipla constatou-se que o grupo de usuários de álcool 

tiveram maior média de idade (p = 0,006), mas não foram encontradas diferenças 

significativas de renda, educação e condições de vida entre os grupos. 

A média da PD, do CAL e da porcentagem dos sítios com PD ou CAL ≥ 4mm, foram 

estatisticamente maiores para o grupo de usuários de álcool. Não foram encontradas 

diferenças significativas entre os dois grupos para os percentuais médios de sítios 

com IPV e BOP.  

Em uma revisão sistemática da literatura, Amaral et al. (2009) pesquisaram a 

relação da dependência do consumo de álcool com a periodontite. Uma busca por 

estudos foi realizada de Janeiro de 1965 a Julho de 2008. Dos 1.530 artigos 

identificados, 11 transversais e 5 longitudinais observacionais preencheram os 

critérios de inclusão. Sete dos 12 estudos sobre o consumo de álcool e todos os 4 

estudos sobre a dependência de álcool, relataram associação positiva entre 

consumo de álcool e periodontite. Houve heterogeneidade entre os estudos sobre os 

métodos de avaliação de dependência de álcool, consumo de álcool e periodontite. 

Os autores sugeriram que o consumo de álcool pode ser considerado um indicador 

de risco para periodontite. Estudos longitudinais sobre a associação de dependência 

de álcool e consumo de álcool com a periodontite são necessários para confirmar ou 

não essa associação. 

Os hábitos de higiene bucal, a capacidade de acesso ao dentista e o tipo de 

serviço recebido em um grupo de indivíduos alcoólicos e não-alcoólicos, foi 

analisada por Khocht et al. (2009). Eles concluíram que a saúde bucal de alcoólicos 

e tóxico dependentes é muitas vezes negligenciada, sendo eles incapazes de 

praticar uma higiene dental básica adequadamente, aumentando os níveis de placa. 
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O que pode ser explicado pelo déficit da atividade motora associado ao uso 

prolongado e excessivo do álcool.  

A composição da microbiota subgengival de indivíduos alcoólatras foi descrita 

por Amaral et al. (2011). Quarenta e nove homens consumidores de álcool e 49 

abstêmios tiveram amostras de biofilme subgengival coletadas a partir de 4 sítios, 

sendo dois com profundidade de sondagem < 4 milímetros e dois ≥ 4 milímetros. A 

prevalência das espécies bacterianas entre grupos não mostrou diferença 

significativa. No entanto, os consumidores de álcool apresentaram contagens 

médias significativamente mais altas de A. aggregactibacter, F. nucleatum e P. 

gingivalis (p < 0,001). Além disso, níveis médios significativamente mais elevados de 

C. sputigena, Fusobacterium nucleatum vincentii, F. nucleatum, Gemella 

morbillorum, Neisseria mucosa, P. gingivalis, S. gordonii e T. forsythia em locais com 

profundidade de sondagem < 4 milímetros ou ≥ 4 milímetros em comparação aos 

não-alcoolistas (p ≤ 0.001). Os sítios rasos de alcoolistas apresentaram níveis 

significativamente maiores de F. nucleatum vincentii, F. nucleatum nucleatum, P. 

gingivalis e T. forsythia do que sítios com profundidade de sondagem ≥ 4 milímetros 

de não-alcoólicos (p ≤ 0.001). Portanto os indivíduos alcoólatras exibiram maior 

número de periodontopatógenos na microbiota subgengival aos indivíduos 

abstêmios.  

A associação entre o consumo de álcool e periodontite, foi exposto por Lages 

et al. (2012). Uma amostra composta por 542 indivíduos de ambos os sexos, 35 a 55 

anos de idade, foi submetida a exame periodontal completo e dividida em quatro 

grupos de acordo com a frequência de uso de álcool. As associações entre a 

ocorrência de periodontite e variáveis de riscos potenciais foram analisadas. A 

prevalência da doença periodontal nos grupos, uso ocasional, uso moderado, uso 

intenso e dependência de álcool foram: 17,2%, 24%, 29,6% e 53%, 

respectivamente. A ocorrência de periodontite entre usuários de álcool foi alta e a 

frequência de consumo de álcool aumentou as chances de periodontite de forma 

incremental principalmente em fumantes. 
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1.5 Justificativa 

 

Considerando que ainda não há um esclarecimento completo disponível na 

literatura a partir de um modelo in vivo que avalie o efeito do alcoolismo crônico na 

doença periodontal, o objetivo deste estudo foi avaliar, o efeito do consumo crônico 

do etanol sobre a densidade, perda óssea alveolar, atividade de fosfatase ácida 

tartarato resistente (TRAP) e expressão de osteoprotegerina (OPG) e ligante do 

receptor ativador do fator nuclear kappa beta (RANKL) na periodontite induzida por 

ligadura em ratos. 
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2. PROPOSIÇÃO 

 

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do consumo crônico do 

etanol sobre a densidade e a perda óssea alveolar induzida por ligadura. Também 

foram avaliados a atividade de fosfatase ácida tartarato resistente (TRAP) e 

expressão de osteoprotegerina (OPG) e ligante do receptor ativador do fator nuclear 

kappa beta (RANKL) na periodontite induzida por ligadura em ratos. 
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3. ARTIGO CIENTÍFICO 

EFFECTS OF ETHANOL, ON ALVEOLAR BONE LOSS AND BONE 

DENSITY: A STUDY IN RATS. 

 

ABSTRACT 

 

Background: The aim of the present study was to assess the impact of chronic consumption 

of ethanol on alveolar bone loss (BL), induced by ligature, and on alveolar bone density (BD) 

in rats.  

Methods: Rats were assigned into one of the groups: Control: non-ingestion of Ethanol 

(n=15); Ethanol: ingestion of ascending concentrations of ethanol during 100 days (n=15). On 

the 70
th

 day after the beginning of ethanol ingestion, one first mandibular molar received a 

ligature, while the contralateral tooth was left unligated. After 30 days, the rats were killed. 

BL, BD, the positive cells for tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP), receptor activator of 

NF-КB ligand (RANKL) and osteoprotegerin (OPG) were analyzed in the furcation area of the 

ligated and unligated mandibular molars.  

Results: The Ethanol group presented greater BL and number of RANKL and OPG+ cells 

and lower BD and number of TRAP+ cells around ligated teeth (p<0.05), when compared to 

the control group. The Ethanol group also presented a higher BL around unligated teeth when 

compared to the control group.  

Conclusions: Ethanol consumption, both per se and in the presence of ligature, negatively 

affected alveolar bone by increasing the alveolar BL and reducing BD.  

Key Words: alcohol, alveolar bone loss, ligature, TRAP, RANK ligand, osteoprotegerin  
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INTRODUCTION 

 

The World Health Organization (WHO) estimates that approximately 6.13 liters of pure 

alcohol were consumed per person in 2005. Moreover, 4% of all deaths in world were 

attributed to heavy alcohol consumption, which was especially fatal for males aged 15 to 59 

years (WHO, 2011). In addition, epidemiological data indicates that a high rate of adolescents 

aged between 12 and 20 years are drinkers and, had drunk alcohol for the first time before the 

age of 13 years (Boekeloo and Novik, 2011). 

In Brazil, 31.8% of the population are considered former drinkers, whereas 11.2% of the 

population are alcohol dependent. Liver cirrhosis and traffic accidents are the main causes of 

alcohol-associated deaths in this country (WHO, 2012). Cachaça is a typical Brazilian 

alcoholic beverage produced from fermentation and distillation of fresh sugarcane juice, 

which possesses an high alcoholic content that usually varies from 38 to 48% v/v at 20°C 

(Ministry of Agriculture, 2005 and 2009).  

Long-term alcohol consumption has been associated with an increased risk of oral diseases 

such as caries and periodontitis (Khocht et al., 2009). Clinical studies regarding the 

relationship between periodontitis and alcohol consumption presented contradictory results. 

While some studies have demonstrated a positive correlation between alcohol and periodontal 

diseases (Tezal et al., 2000; Tezal et al., 2001; Novacek et al., 1995; Pitiphat et al., 2003; 

Nishida et al., 2004), others have shown no or a weak association between both conditions 

(Torrungruang et al., 2005; Shimazaki et al., 2005). Some investigations have suggested that 

the association between alcohol and periodontal diseases is attributed to the disability of 

alcoholics to practice an adequate oral hygiene (Larato et al., 1972; Sakki et al., 1995). 

However, Amaral et al. (2008) demonstrated negative effects of alcohol consumption on 

important periodontal parameters, such as clinical attachment level and probing depth even in 

the presence of an adequate plaque control.  

In rats, studies have suggested that alcohol consumption may increase the alveolar bone loss 

(Souza et al., 2006; Souza et al., 2009) and the expression of inflammatory mediators (e.g. 

inducible nitric oxide synthase) in gingival tissues in a ligature-induced periodontitis model 

(Irie et al., 2008; Dantas et al., 2012). Nevertheless, Liberman at al. (2010) concluded that the 

intake of low concentrations of alcohol did not affect the alveolar bone loss in this 

experimental model. However, animal studies differ regarding the type of alcoholic beverage, 

dose of ethanol, time and via of alcohol administration and animal age. Therefore, the aim of 

the present study was to assess the impact of chronic consumption of Ethanol on alveolar 
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bone loss (BL), induced by ligature, and on alveolar bone density (BD) in rats. It was 

hypothesized that the chronic consumption of Ethanol would promote the greatest level of 

alveolar BL and the lowest percentage of alveolar BD.   

 

MATERIAL AND METHODS 

 

Animals 

Thirty male Wistar rats presenting 50 days of age, acquired from the Butantan Institute (São 

Paulo, São Paulo, Brazil), were used in this study. The rats weighed 182.83 ± 4.49 g at the 

beginning of the experiments. During the entire experimental period (100 days), each animal 

was housed in a plastic cage in the Bioscience Laboratory of Guarulhos University in a room 

with a 12-hour light/dark cycle and temperature of between 22 and 25ºC. The animals were 

maintained with access to food (Labina, Purina®, Paulinia, SP, Brazil) ad libitum. The 

Institutional Committee for Animal Care and Use at São Paulo University (São Paulo, São 

Paulo, Brazil) approved the study protocol.  

 

Ethanol consumption and experimental groups  

After the acclimatization period (5 days), the rats were randomly assigned to one of the 

following groups: Control (n=15): animals without ethanol ingestion; Ethanol (n=15): animals 

subjected to ingestion of ethanol. The ethanol group consumed ethanol ad libitum (Cachaça 

51; Müller Compania de Bebidas, Pirassununga, São Paulo, Brazil), while the control group 

consumed water ad libitum during 100 days.  

The protocol of ethanol ingestion was adapted from Pereira et al (2003). Briefly, in the 50 

initial days, the animals ingested increasing doses of ethanol (10% v/v and 15% v/v for 15 

days/concentration; 20% v/v and 25% v/v for 10 days/concentration). Subsequently, the 

animals ingested 30% v/v of ethanol during the remaining 50 days. The animals consumed 40 

ml of ethanol per day during the experiment 

 

Ligature placement  

Seventy days after the beginning of the ethanol consumption, the animals were anesthetized 

by intraperitoneal administration of xylazine (0.3 ml/kg, Virbaxil; Virbac do Brasil Industria e 

Comércio LTDA, Roseira, SP, Brazil) and ketamine (0.5ml/Kg, Francotar; Virbac do Brasil 

Industria e Comércio LTDA, Roseira, SP, Brazil) for ligature placement. A cotton thread was 

placed around the first right mandibular molar, in a cervical position, in order to induce 
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alveolar bone loss, while the contralateral molar remained without a ligature for use as a 

control. Thirty days after the ligature placement the animals were killed by CO2 inhalation. As 

such, the animals ingested ethanol during 70 days before the ligature placement and during 30 

days after ligature permanence. 

 

Histological procedures and histometric analysis  

Bone loss (BL) and bone density (BD) measurements were performed in ligated and unligated 

mandibular first molars. Rats’ lower jaws were removed and fixed in formalin buffer for 12 

hours. Subsequently, the specimens were decalcified in a solution containing 4.13% ethylene-

diamine tetraacetic acid for 60 days, dehydrated in an ascending series of ethanol solutions, 

cleared in xylene and embedded in paraffin. Serial sections (5 µm) were obtained in a mesio-

distal vertical direction of the mandibular molars. After excluding the first and last sections, in 

which the furcation area was totally evident, nine sections, 30 µm apart, from each 

mandibular first molar were obtained. Of these nine sections, five sections were stained with 

hematoxylin and eosin (HE) solutions for histometric analyses while four sections were used 

for histochemistry and immunohistochemistry evaluations. For BL, the areas between the 

inter-radicular bone crest and the furcation roof (mm
2
) of the mandibular molars were 

histometrically determined. For the analysis of tooth-supporting alveolar BD, a standardized 

rectangular area (1 mm
2
) was delimited in the furcation area of the unligated and ligated teeth. 

Afterwards, a checkered diagram was overlaid on this area, constituting a drawing with 360 

intersections. The number of intersections, under which bone tissue was present, was counted. 

BD was calculated according to the following formula: BD = number of intersections with 

bone counted x 100/320. All analyses were performed using image analysis software (Image-

Pro®, Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA) by one trained and blinded examiner 

(GLDG). 

 

TRAP analysis 

TRAP staining was performed to identify and quantify bone-resorption associated cells (Cole 

and Walters, 1987). Two sections of the central portion of the mandibular molars were 

deparafinized and incubated at 37°C for 30 min in a solution containing 4mg Naphthol AS-

BI, 24 mg red violet salt (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA), 30mL acetate buffer 

(pH 5.2) and 0.3 mmol/L tartrate (pH 5) (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA). The 

sections were then washed in distilled water and counter-stained with 1% Fast Green (Sigma 

Chemical Co., St Louis, MO, USA). As a negative control for TRAP activity, sections were 
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incubated in substrate-free medium. The numbers of cells with granules of TRAP reaction 

products presenting ≥ 3 nuclei were counted in the furcation bone of ligated and unligated 

molars by one trained, calibrated and blinded examiner (GLDG), using image analysis 

software (Image-Pro®, Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA). Data were expressed as 

number of TRAP+ cells per mm
2
 of bone. 

 

Receptor activator of NF-КB ligand (RANKL) and osteoprotegerin (OPG) analyses 

Two sections of the central portion of the mandibular molars were mounted on glass slides 

pre-treated with 3-aminopropyltriethoxy-silane (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) 

and used for RANKL and OPG immunohistochemical analysis. Sections were treated with 

3% hydrogen peroxide for 5 minutes to eliminate endogenous peroxidase. The sections were 

blocked with PBS-1% bovine serum albumin for 30 minutes at room temperature before 

incubation with the primary antibody (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA; 

polyclonal antibodies against RANKL [5µg/ml] or OPG [5µg/ml]) for 3 hours at room 

temperature. Sections were then incubated with biotinylated secondary antibody for 45 

minutes at room temperature. Subsequently, slides were treated with the streptavidin 

peroxidase conjugate (Goat ImmunoCruz
TM

 Staining System, Vector Laboratories, 

Burlingame, CA, USA) for 30 minutes at room temperature. The specific reaction for each 

antibody was visualized using 3,3’diaminobenzidine and counter-stained with Mayer’s 

hematoxylin, dehydrated through graded ethanol, cleared in xylene, and mounted on slides 

with the aid of Entelan mounting media(Merck, Darmstadt, Germany). The specificity of 

staining was established by withdrawal of the primary antibodies. The number of RANKL+ 

and OPG+ cells was counted in the furcation bone of ligated and unligated molars by one 

trained, calibrated and blinded examiner (GLDG), using image analysis software(Image-

Pro®, Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA). Data were expressed as number of 

RANKL+, OPG+ and ratio of RANKL/OPG+ cells per mm
2
 of bone.  

 

Statistical analysis 

The ideal sample size to assure adequate power in this study was calculated considering 

differences of 0.5 m
2
  between groups for BL in ligated teeth. In addition, a standard deviation 

of 0.5 mm
2
 was determined based on a previous study. Based on these data, it was determined 

that 14 rats per group would be necessary to provide an 85% power with an alpha of 0.05. 

However, considering the possibility of loss of animals during the experimental procedures, 

15 rats were included in each group.  All analyses were performed using Prism statistical 
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software (GraphPad Software Inc., San Diego, California, USA). Data were first examined for 

normality by the Kolmogorov-Smirnov test and, since data demonstrated normality, analyses 

were performed using parametric methods. BL, BD, TRAP+ cells and the ratios of 

RANKL/OPG+ cells were computed for each tooth and averaged for the unligated and ligated 

teeth of the experimental groups. Paired t test was used for intragroup comparisons of BL 

between ligated and unligated teeth and between initial and final body weights. Unpaired t test 

was employed to evaluate the significant differences between control and Ethanol groups 

regarding body weights, BL, BD and number of TRAP+ cells, RANKL+ cells, OPG+ cells 

and ratio of RANKL/OPG+ cells. The significance level established for all analyses was 5% 

(p< 0.05). 

 

RESULTS  

 

Body weight 

All animals gained weight during the study; however, the mean body weights were similar 

between groups at the end of the experimental period (p>0.05). The final mean body weights 

were 308 ± 35 g and 364 ± 43g for control and ethanol groups, respectively. 

 

Histometric analysis  

As expected, the ligated teeth presented greater BL when compared to unligated teeth for both 

groups (p<0.05), showing that the ligature model was able to induce loss of alveolar bone.  

Figure 1 A-D presents the means of BL and BD for unligated and ligated teeth of the control 

and Ethanol groups. The Ethanol group presented a greater BL than the control group around 

unligated (p<0.001; Figure 1A) and ligated teeth (p=0.0310; Figure 1C). There was no 

difference between the control and Ethanol groups with regard to BD in unligated (p=0.8213, 

Figure 1B). On the other hand, a lower BD was observed in the ligated teeth of the Ethanol 

group when compared to the control group (p=0.0084, Figure 1D). The histological images 

(Figure 2A-D) show a larger distance between the bone crest and the furcation roof around the 

unligated (figure 2B) and ligated teeth (Figure 2 D) of the Ethanol group, when compared to 

the control group (figure 2A and 2D, respectively). 
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TRAP staining  

There was no difference between groups in relation to the number of TRAP+ cells in the 

alveolar bone of unligated teeth (p=0.3027; Figure 3A). However, the bone around the ligated 

teeth of the Ethanol group demonstrated a lower number of TRAP+ cells, when compared to 

the control group (p<0.001; Figure 3D). The representative histological sections of TRAP 

staining for control and Ethanol groups for unligated and ligated teeth are shown in Figure 3 

B, C, E and F. 

 

Immunohistochemical analysis 

There were no differences between groups in relation to the number of RANKL+ cells 

(p=0.7034), OPG+ cells (p=0.6836) and the ratio of RANKL/OPG+ cells (p=0.8901) in the 

alveolar bone around unligated teeth (Figure 4A-C). The Ethanol group showed a higher 

number of RANKL+ (p=0.023) and OPG+ (p=0.0186) cells in the alveolar bone around the 

ligated teeth (Figures 4D and 4E). However, there were no significant differences in the ratio 

of RANKL/OPG+ cells in the alveolar bone of the ligated teeth of the Ethanol group (Figure 

4F). Figures 5A-F shows the representative histological sections of immunohistochemical 

staining for RANKL and OPG around the unligated teeth of the control and Ethanol groups. 

Figure 6A-D presents the immunohistochemical staining around the ligated teeth of both 

groups. 
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DISCUSSION 

 

The actual influence of alcohol consumption on periodontal diseases is still unclear, especially 

when considering that there is a wide difference among the alcoholic contents of beverages 

worldwide.  This study evaluated the effects of chronic consumption of Cachaça, a Brazilian 

distilled beverage, extensively consumed in the world, on alveolar BL and BD in peripubertal 

rats. A rat model for alcohol abuse was used to circumvent the limitations of human studies in 

which the levels of alcohol consumption are difficult to precisely control. In addition, the 

alcohol consumption model used allows the assessment of additional parameters to those of 

clinical studies, such as bone microarchitecture and  histomorphometry, and the microscopy 

of bone cells (Lelovas et al., 2008). Overall, results show that ethanol intake may affect 

adversely alveolar bone in the presence and absence of biofilm accumulation. Therefore, the 

hypothesis that the chronic consumption of ethanol would promote greater levels of alveolar 

BL and lower percentages of alveolar BD was accepted.  

In the present study, according to the histometric analysis, the consumption of ascending 

concentrations of ethanol during 100 days by peripubertal rats caused a harmful impact on BL 

and BD in the presence of the ligature. These findings may suggest that ethanol intake may 

exacerbate the bone destruction induced by pathogens on alveolar bone. In fact, chronic 

alcohol consumption has been associated with a lower bone mineral content and BD in 

trabecular and cortical long bones, increasing the risk of osteoporotic fracture (Sampson et al., 

1998; Shankar et al., 2006; Maurel et al., 2012). In addition, studies performed in growing 

rats indicate that chronic consumption of alcohol results in alterations in trabecular 

architecture and decreased cortical bone thickness (Wezeman et al., 1999; Turner et al., 

2001). However, to date, there is no study regarding the effects of alcohol ingestion on 

alveolar BD. Although, the specific effects of Cachaça on periodontal tissues have not been 

previously reported, the present BL findings are in accordance with previous studies that 

evaluated the influence of ethanol on alveolar bone, using a similar ligature-induced 

periodontitis model. Souza et al. (2006, 2009) demonstrated a lower percentage of periodontal 

bone support and an increased BL in the ligated teeth of adult rats that ingested alcohol for 56 

days. More recently, Dantas et al. (2012) observed a lower alveolar bone volume and an 

increased expression and activity of inducible nitric oxide synthase in the gingival tissue 

around ligatures in rats under short-term ethanol administration. On the other hand, other 

investigations did not demonstrate any effect of alcohol consumption upon alveolar bone. Irie 

et al. (2008) reported that chronic ethanol ingestion increased periodontal inflammation, 
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oxidative damage and TNF- production, but did not affect ligature-induced bone resorption 

or apical migration of the junctional ephitelium in adult rats. In addition, a previous study 

showed that alveolar BL around ligated teeth did not differ between animals that ingested low 

concentrations (ethanol 5% v/v) of ethanol and those that ingested tap water (Liberman et al., 

2010). RANKL and OPG are well recognized as positive and negative controllers of 

osteoclastogenesis, respectively (Tanaka et al., 2005). In this study, the expressions of both 

RANKL and OPG were increased in the bone around the ligated teeth of the rats of the 

Ethanol group. However, the ratio of RANKL/OPG did not differ between the Ethanol and 

control groups. Based on the damaging effects of ethanol on BL and BD, a lower level of 

OPG and an increased ratio of RANKL/OPG in the Ethanol group were expected. Therefore, 

it is supposed that the unexpected finding regarding increased levels of OPG may be the result 

of a negative feedback in an attempt to control the osteoclastogenesis process caused by 

RANKL in alveolar bone damage, associated with alcohol and periodontitis.  

This study also found an increased BL around the unligated teeth of the animals receiving 

ethanol, suggesting that this alcoholic beverage may cause BL by itself, regardless of the 

presence of biofilm. This result is in accordance with Irie et al (2008), who also showed a 

greater distance between the cement-enamel junction and the alveolar bone crest in teeth 

without the induction of periodontitis in rats that consumed a liquid diet containing ethanol at 

36% of the total caloric value. On the other hand, other studies showed no significant 

differences in alveolar BL in the absence of biofilm challenge between the ethanol and control 

groups (Souza et al., 2006; Souza et al., 2009, Dantas et al., 2012). More interestingly, 

Liberman et al. (2010) showed that animals that ingested low concentrations of ethanol for 

nine weeks presented lower alveolar BL than control animals around teeth without ligatures.  

Previous investigations have demonstrated an increase in the levels and activity of TRAP, a 

marker of osteoclasts, in the long bones of rats that ingested low (5%) or high (35%) 

quantities of ethanol (Shankar et al., 2006; Iitsuka et al., 2012). Unexpectedly, in this study, 

the animals submitted to ethanol consumption presented a lower number of TRAP+ cells in 

alveolar bone around the teeth with ligature, when compared to controls. To the authors’ 

knowledge, there is no study evaluating the TRAP staining on alveolar bone in rats that 

ingested ethanol or other alcoholic beverages, which hampers a thorough comparison with the 

findings of the present study. In serum, the TRAP activity seems to be decreased in rats and 

humans that consumed ethanol (Maurel et al., 2012). It is worthy of note that this study 

evaluated the TRAP reaction products in a single stage after ligature placement (at 30 days) 

and ethanol consumption (at 100 days). Therefore, based on the negative impact of ethanol 
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ingestion on alveolar bone, confirmed by our histometric analyses, it is supposed that at any 

time before the sacrifice of the animals, ethanol probably increased the activity and the 

number of osteoclasts (i.e. the activity TRAP).  

It is important clarify that the conflicting results among studies regarding the effects of 

alcohol on alveolar bone in the presence or absence of ligature may be related to the different 

experimental protocols. In this study, the ethanol was offered via drinking water without 

restriction of solid food, in attempt to mimic the alcohol consumption pattern in human 

(Lieber et al., 1989; Maurel et al., 2012). Other protocols of ethanol administration have been 

used by studies assessing the effects of alcohol upon bone tissues; these include 

intraperitoneal injections, admistration by gavage and liquid diet containing 35% of the 

calories as ethanol, named the Lieber-DeCarli liquid diet. However, intraperitoneal injections 

and gavage are stressful for the animals and may lead to inflammation and necrosis of tissues 

(Lieber et al., 1989). Although the Lieber-DeCarli liquid diet is widely used by in studies, it 

restricts the access to solid foods and, therefore, does not exactly simulate regular ethanol 

consumption in humans (Lieber et al., 2004; Mak et al., 2008). Another important issue is 

increase in animal age that occurs during the study, which may affect mechanical and content 

properties of the bone tissues, in association with alcohol consumption (Hogan et al., 1997; 

Hogan et al., 1999; Wezeman et al., 1999; Turner et al., 2001). In this study, the animals were 

in the peripubertal age while the majority of the other investigations used adult rats. Finally, 

differences in the number of animals per group, period of ligature permanence, dose and 

duration of ethanol ingestion and methods of bone evaluation may also contribute to the 

contradictory findings among the studies available in the literature.  

Some mechanisms have been proposed to explain alcohol-related bone loss, including 

impairment of bone formation as well as activation of bone resorption (Farley et al., 1985; 

Friday and Howard, 1991; Cheung et al,. 1995; Wezeman et al., 1999; Zhang et al., 2002; 

Callaci et al., 2009, Maurel et al., 2012). In humans, chronic alcohol abuse is associated with 

reductions in BD and in the number and function of osteoblasts (Marrone et al., 2012). In 

vitro and in vivo studies have suggested that the inhibition of bone formation is the primary 

mechanism of the deleterious effects of alcohol consumption on bone metabolism (Farley et 

al., 1985; Friday and Howard, 1991; Dyer et al., 1998; Wezeman et al., 1999; Turner et al., 

2001). Bone cell proliferation, protein synthesis and alkaline phosphatase activity were 

reduced in a dose-dependent manner after exposure to ethanol (Farley et al., 1985; Friday and 

Howard, 1991, Dyer et al., 1998). On the other hand, other studies have suggested that the 

increased bone resorption activity is the main process by which alcohol consumption 
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negatively affects bone tissue (Cheung et al., 1995; Zhang et al., 2002; Callaci et al., 2009). 

Cheung et al. (1995) demonstrated that the number and extent of osteoclastic resorption were 

increased when bone-derived cells were cultured with ethanol (up 0.01%). Zhang et al. (2002) 

showed that OPG administration is able to diminish the ethanol-induced bone loss through its 

ability to abrogate osteoclastogenesis. Callaci et al. (2009) showed an increased expression of 

important regulators of maturation and osteoclastic activity, such as RANKL and interleukin 

(IL)-6, as well as decreased levels of OPG in the bone of rats after binge alcohol exposure.  

In conclusion, ethanol consumption per se, or in the presence of ligature, negatively affected 

alveolar bone by increasing the alveolar BL and reducing BD. These findings support the 

clinical data that indicate alcohol consumption as a risk indicator for periodontal diseases. 
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Figure 1. (A-D) Means (± SD) of the area between the interradicular bone crest and furcation root (BL/mm²) and bone density (BD,%) of 

Control and Ethanol groups. *Differences between groups by impaired Unpaired t test (p<0.05). White bars represent unligated teeth and Black 

bars represent ligated teeth. 
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Figure 2. Photomicrographs illustrating the area between the interradicular bone crest and furcation root of unligated (A: Control and B: Ethanol) 

and ligated (C: Control and D: Ethanol) teeth of both groups (40x magnification). 
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Figure 3. Means (± SD) number of TRAP+ cells/mm² of unligated (A) and ligated (D) teeth. Photomicrographs counterstained with Fast Green 

illustrating the TRAP+ cells around unligated (B: Control; C: Ethanol) and ligated (E: Control; F: Ethanol) teeth of both groups (100 x 

magnification). * Differences between groups by Unpaired t test (p<0.05). The arrows illustrate the TRAP+ cells. 
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Figure 4. Means (±SD) number of RANKL+ (A,D), OPG+ (B,E) and ratio RANKL/OPG+ cells/mm² (C,F) for unligated (White bars) and 

ligated teeth (Black bars). * Differences between groups by Unpaired t test (p<0.05). 
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Figure 5. Photomicrographs counterstained with Mayer’s hematoxylin illustrates the RANKL+ (A: Control ; B: Ethanol) and OPG+ (C: Control; 

D: Ethanol) cells around unligated teeth (100 x magnification). The arrows illustrate the RANKL or OPG + cells.  
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4. CONCLUSÃO 

O consumo crônico de etanol, por si só ou na presença da ligadura, afetou 

negativamente o osso alveolar por aumentar a perda óssea alveolar. E em 

associação com a ligadura, o consumo crônico de etanol promoveu a diminuição da 

densidade óssea alveolar. Estes resultados sugerem que o consumo crônico de 

etanol pode influenciar a severidade da doença periodontal.  
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