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RESUMO 

 

Tenório JR. Avaliação dos níveis séricos e salivares de RANKL, OPG, IL-1β, IL-6 e 
TNF-α e sua relação com o índice da cortical mandibular em pacientes com cirrose 
hepática [tese]. São Paulo: Universidade de São Paulo, Faculdade de Odontologia; 
2019. Versão Original. 

 

Pacientes com cirrose hepática podem desenvolver osteoporose como complicação 

relacionada ao déficit funcional hepático. O objetivo desse estudo é o de avaliar a 

presença de proteínas relacionadas ao metabolismo ósseo (RANKL, OPG, IL-1β, IL-

6 e TNF-α) na saliva e no sangue de pacientes cirróticos e compará-los com o índice 

da cortical mandibular (ICM), relacionado à densidade mineral óssea, em 

radiografias panorâmicas. Trinta e oito pacientes cirróticos foram submetidos à 

anamnese, exame físico e tiveram amostras de sangue e de saliva não estimulada 

coletadas. Desses, 22 apresentavam radiografias panorâmicas que foram avaliadas 

segundo o ICM. As proteínas foram avaliadas através da tecnologia LuminexTM 

xMAP. Foram considerados estatisticamente significativos valores de p ≤0.05. A 

maioria dos pacientes era do sexo masculino (68,4%), com idade média de 50,61 

anos, média de MELD de 18 pontos no momento da consulta e média de 21,34 

meses na fila de espera para o transplante. A análise das radiografias panorâmicas 

permitiu constatar que a maior parte da amostra apresentava alguma modificação na 

cortical mandibular sugestiva de alterações osteoporóticas (72,7%). O perfil de 

expressão das proteínas foi bastante variável no sangue e na saliva. Correlação 

estatisticamente significativa foi observada entre a expressão salivar de RANKL e 

OPG em pacientes com ICM alterado. Não foi observada relação estatisticamente 

significante entre o perfil das proteínas e a etiologia da cirrose, tempo na fila de 

transplante hepático, idade e sexo dos pacientes. As proteínas RANKL, OPG, IL-1β, 

IL-6 e TNF-α se comportam de maneira diferente na saliva e no sangue. Valores 

elevados de RANKL e OPG em saliva estão relacionados com ICM sugestivo de 

osteoporose em pacientes cirróticos, e propõe-se que esse aumento ocorra devido 

ao microambiente inflamatório local. 

 

Palavras-chave: Cirrose Hepática. Osteoporose. Ligante RANK. Osteoprotegerina. 

Inflamação. Radiografia panorâmica. 

  





 

 

ABSTRACT 

 

Tenório JR. Evaluation of serum and salivary levels of RANKL, OPG, IL-1β, IL-6 and 
TNF-α and their association with mandibular cortical index in patients with liver 
cirrhosis [thesis]. São Paulo: Universidade de São Paulo, Faculdade de Odontologia; 
2019. Versão Original. 

 

Patients with liver cirrhosis may develop osteoporosis as a complication related to 

hepatic functional deficit. The aim of this study is to evaluate the presence of bone 

metabolism-related proteins (RANKL, OPG, IL-1β, IL-6 and TNF-α) in the saliva and 

blood of cirrhotic patients and to compare them with mandibular cortical index (MCI), 

related to bone mineral density, on panoramic radiographs. Thirty-eight cirrhotic 

patients underwent anamnesis, physical examination and had blood samples and 

unstimulated saliva collected. Of these, 22 had panoramic radiographs that were 

evaluated according to the MCI. Proteins were evaluated using LuminexTM xMAP 

technology. Values of p ≤0.05 were considered statistically significant. Most patients 

were male (68.4%), with a mean age of 50.61 years, with an average MELD of 18 

points at the time of consultation, and an average of 21.34 months in the waiting list 

of liver transplantation. The analysis of panoramic radiographs showed that most of 

the sample presented alterations in the mandibular cortex suggestive of osteoporotic 

alterations (72.7%). The protein expression profile was quite variable in blood and 

saliva. Statistically significant correlation was observed between salivary expression 

of RANKL and OPG in patients with altered CMI. There was no statistically significant 

relationship between protein profile and cirrhosis etiology, time of diagnosis of 

cirrhosis, age or gender. The RANKL, OPG, IL-1β, IL-6 and TNF-α proteins behave 

differently in saliva and blood. High RANKL and OPG values in saliva are related to 

MCI suggestive of osteoporosis in cirrhotic patients, and it is proposed that this 

increase occurs due to the local inflammatory microenvironment. 

 

Keywords: Cirrhosis. Osteoporosis. RANK Ligand . Osteoprotegerin. Inflammation. 

Panoramic radiography.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A cirrose hepática é uma consequência frequente do curso clínico de diversas 

doenças hepáticas crônicas e é caracterizada pela intensa fibrose tecidual e 

formação de nódulos na estrutura do fígado (Pinzani, 2015).  

Pacientes cirróticos em fila de transplante enfrentam diversas complicações 

relacionadas com o déficit funcional hepático, entre elas, a osteodistrofia hepática. A 

osteodistrofia hepática é a doença óssea associada à doença hepática crônica e 

inclui desde condições relativamente raras, como a osteomalácia, quanto condições 

mais comuns, como a osteoporose (Luxon, 2011). A patogênese da osteodistrofia 

hepática é complexa e inclui fatores genéticos, deficiência nutricional, baixas 

concentrações de cálcio e de vitamina D, baixo fator de crescimento semelhante à 

insulina tipo 1 e o consumo excessivo de álcool (Moschen et al., 2005). Sabe-se que 

essa condição é responsável por fraturas ósseas espontâneas ou sob traumas de 

baixa intensidade, as quais apresentam significativo impacto na qualidade de vida 

dos pacientes acometidos (Guañabens; Parés, 2010).  

No contexto dos distúrbios do metabolismo ósseo, como a osteoporose, 

efeitos importantes em osteoblastos e osteoclastos são exercidos por um sistema de 

proteínas composto por osteoprotegerina (OPG), receptor ativador do fator de 

transcrição NFκB (RANK), e o ligante do receptor ativador do fator de transcrição 

NFκB (RANKL) (Tyrovola, 2017). O sistema RANK-RANKL-OPG apresenta diversas 

funções biológicas tanto no metabolismo ósseo, quanto na homeostase do sistema 

imune (Walsh; Choi, 2014). O desajuste nesse sistema proteico já foi estudado em 

diversas condições como no processo de metástase e invasão de neoplasias 

malignas (Tan et al., 2011), na artrite reumatoide (Remuzgo-Martínez et al., 2016) e 

na osteoporose (Yasuda, 2013). 

Por outro lado, citocinas pró-inflamatórias como a interleucina (IL)-1β, IL-6 e o 

fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) têm sido alvo de estudo por participar não só 

dos processos de inflamação, esteatose, fibrose e carcinogênese, mas também do 

processo de perda óssea (Santos; Romeiro, 2016; Del Campo et al., 2017). Sendo 

importante ressaltar que pacientes cirróticos enfrentam uma importante 
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desregulação nas respostas imunológicas, visto que o fígado é um órgão central do 

sistema retículo-endotelial e por causa do sequestro de leucócitos realizado pelo 

baço (Bonnel et al., 2011).  

Ainda que o padrão ouro para o diagnóstico de alterações de densidade 

mineral óssea (DMO) seja a densitometria de raios X de dupla energia (DXA), 

alternativas podem ser utilizadas, como indicadores prévios, para auxiliar no 

diagnóstico de osteoporose. Diversos índices radiomorfométricos em radiografias 

panorâmicas comprovaram tanto ser ferramentas muito úteis na execução do 

rastreio de baixa DMO (Calciolari et al., 2015), como apresentar correlação com 

marcadores bioquímicos do turn over ósseo em pacientes com osteoporose 

(Taguchi et al., 2003; Vlasiadis et al., 2008; Nagi et al., 2014; Balto et al, 2018). 

Tendo em vista o que foi exposto, o objetivo desse estudo é o de avaliar a 

presença das proteínas RANKL, OPG, IL-1β, IL-6 e TNF-α no fluido salivar e no 

sangue de pacientes cirróticos e compará-los com evidências alterações 

osteoporóticas observadas em radiografias panorâmicas. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

2.1 CIRROSE HEPÁTICA E OSTEOPOROSE 

 

 

A cirrose hepática é a fase final de todas as doenças hepáticas crônicas e 

progressivas e caracteriza-se por dois eventos principais: hipertensão portal e 

insuficiência hepática. Esses eventos podem levar a muitas complicações que 

resultam, potencialmente, em múltipla falha de órgãos, uma vez que, além do fígado, 

a cirrose prejudica o funcionamento cardíaco, pulmonar, renal, imunológico e 

endócrino (Nusrat et al., 2014; Møller; Bendtsen, 2015).  

A história natural da cirrose é tradicionalmente dividida em duas fases: uma 

fase inicial de longa duração denominada cirrose compensada, caracterizada pela 

ausência de sintomas, seguida de um estágio avançado (ou seja, cirrose 

descompensada) que é caracterizado pelo desenvolvimento de complicações 

clinicamente evidentes da hipertensão portal (ascite, sangramento de varizes, 

encefalopatia hepática) ou da insuficiência hepática (icterícia) (D’Amico et al., 2006; 

Garcia-Tsao et al, 2010). 

O termo osteodistrofia hepática engloba uma variedade de doenças ósseas 

associadas ao comprometimento crônico do fígado, e compreende a osteomalácia e 

a osteopenia/osteoporose. A osteomalácia é caracterizada por falha na 

mineralização normal do osso e cartilagem epifisária, resultando em deformidade 

esquelética. Isso raramente é visto na cirrose hepática (Luxon, 2011).  

A osteoporose é uma condição esquelética sistêmica caracterizada pela 

diminuição da massa óssea e distorção microarquitetural do tecido esquelético, 

resultando em aumento da fragilidade óssea e risco de fratura e que tem impacto 

negativo na qualidade de vida devido à dor e deformidades. A Organização Mundial 

da Saúde classifica essa doença óssea com base na DMO, que é acessada através 

da DXA, geralmente medida na coluna lombar e no colo do fêmur. A DXA estabelece 

um T escore, no qual um desvio padrão da DMO <2,5 abaixo da média da massa 

óssea do adulto jovem (escore T ≤ − 2,5) é definido como osteoporose. Um escore T 

entre -1 e −2,5 é definido como osteopenia. A osteoporose grave ou estabelecida é 
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diagnosticada quando o escore T é ≤ −2,5 ou na presença de uma fratura por 

fragilidade (Nakchbandi, 2014). A DMO está inversamente relacionada ao risco de 

fratura. Fraturas comuns associadas à osteoporose incluem fraturas por compressão 

vertebral, fraturas proximais do fêmur e fraturas do rádio distal. A baixa DMO é 

observada em vários distúrbios hepáticos, como doença hepática colestática, 

hepatite viral, hemocromatose, cirrose alcoólica, esteato-hepatite não alcoólica e em 

pacientes transplantados hepáticos (Yadav; Carey, 2013). 

É importante destacar que a maior sobrevida de pacientes cirróticos 

aumentou o risco de algumas manifestações extra-hepáticas, como a osteoporose. 

Independentemente da etiologia da doença hepática, a presença de cirrose implica 

em um risco de fratura duas vezes maior do que em pessoas não-cirróticas. Além 

disso, essa é a única complicação da cirrose que persiste por anos após o 

transplante de fígado (Santos; Romeiro, 2016). 

Apesar da heterogeneidade entre os estudos, dados apontam para o aumento 

da prevalência da osteoporose em indivíduos com cirrose. Karoli et al. (2016) 

observaram que 70,8% dos pacientes cirróticos em seu estudo apresentavam um T 

score < -1. Por sua vez, Alcalde et al. (2012) mostrou que a osteoporose dentro do 

quadro clínico da cirrose hepática de pacientes em fila de transplante é altamente 

prevalente, particularmente na coluna vertebral, com uma prevalência global de 

70%. Lupoli et al. (2016) realizaram uma revisão sistemática com meta-análise que 

constatou que a prevalência de osteoporose em pacientes cirróticos é de 34,7% 

quando comparado com indivíduos saudáveis.  

No que ser refere à presença de fraturas, Liang et al. (2018) realizaram uma 

revisão sistemática com meta-análise que revelou que a cirrose está associada a um 

risco de 1,88 vezes maior de fratura. O risco relativo de fratura de quadril, fratura de 

coluna/tronco ou fratura de membro foi, respectivamente, 2,11, 2,00 e 1,82 vezes 

maior em pacientes cirróticos, Além disso, conforme Montomoli et al. (2018) cerca de 

18,5% dos pacientes com cirrose hepática que sofrem fratura de quadril costumam ir 

a óbito no primeiro ano após a fratura. Esses dados sugerem a necessidade do 

acurado rastreio da redução da DMO em pacientes com cirrose hepática a fim de 

planejar um adequado manejo dessa condição.  
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2.2 PATOGÊNESE DA OSTEOPOROSE NA CIRROSE HEPÁTICA 

 

 

A patogênese da osteoporose na cirrose é complexa e está relacionada tanto 

à reabsorção óssea aumentada quanto à redução da formação óssea. Este 

remodelamento ósseo instável é causado por uma série de mecanismos, alguns dos 

quais permanecem desconhecidos. Em alguns casos, a fisiopatologia da perda 

óssea está relacionada intimamente com a etiologia da cirrose, tal como é visto na 

cirrose biliar primária. Entretanto, um número relativamente significativo de fatores é 

comum independente da etiologia da doença hepática crônica, como é o caso da 

deficiência de vitamina D (Handzlik-Orlik et al., 2016). 

A vitamina D juntamente com o paratormônio e a calcitonina regulam os 

níveis séricos de cálcio e a remodelação óssea (Karoli et al., 2016). Por esse motivo, 

o fígado desempenha um importante papel na manutenção da homeostasia do 

metabolismo ósseo, pois é nesse órgão que ocorre uma das fases de hidroxilação 

da vitamina D (Udomsinprasert, 2019). 

A vitamina D2 e vitamina D3 são as das formas bioequivalentes da vitamina D 

e ambas são obtidas através de fontes dietéticas, como peixes gordos, ovos e 

alimentos fortificados. No entanto, elas se originam de fontes distintas. A vitamina 

D2, conhecida como ergocalciferol, é sintetizada em algumas plantas, mas 

predominantemente em fungos envolvendo a ação ultravioleta B no ergosterol. Nos 

seres humanos, a fonte natural principal da vitamina D3 é produzida na pele pela 

radiação de UVB da luz solar onde o dehidrocholesterol 7, que é um metabolito do 

colesterol, é convertido na pré-vitamina D3 na epiderme mais baixa. A pré-vitamina 

D3 é então transformada em vitamina D3 (colecalciferol) através de isomerização 

termo-dependente (Udomsinprasert, 2019). 

A vitamina D3 não é biologicamente ativa, sendo transportada da pele até ao 

fígado, pela proteína de transporte da vitamina D, na corrente sanguínea. No fígado 

a vitamina D3 é hidroxilada no carbono 25, pela ação da enzima vitamina D-25 

hidroxilase, originando a 25-hidroxivitamina D3 (25-OH-D3), também conhecida por 

calcidiol, cujo nível no sangue é um indicador dos níveis de vitamina D. O calcidiol é 

a forma de vitamina D mais abundante na circulação sanguínea, mas não é 

biologicamente ativo. Para apresentar atividade biológica, o calcidiol tem que ser 
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hidroxilado no carbono-1, pela enzima 25-hidroxivitamina D-1α-hidroxilase presente 

nos rins, originando a 1,25-dihidroxivitamina D3 (1,25(OH)2D3), também conhecida 

como calcitriol (Karoli et al., 2016). Uma vez ativa, a vitamina D proporciona a 

absorção intestinal do cálcio, excreção renal de fosfato, além de modular diversos 

eventos relacionados à homeostase do sistema imune (Udomsinprasert, 2019). 

A deficiência de vitamina D e o consequente prejuízo à homeostase óssea em 

indivíduos cirróticos têm sido relatados por alguns estudos recentes (Kizilgul  et al., 

2016, Kumar et al. 2017). Esses estudos estão de acordo que uma parcela 

significativa dos pacientes cirróticos apresentam concentrações séricas de vitamina 

D consideradas como deficientes (20-30ng/mL) ou insuficientes (<20ng/mL). 

Acredita-se que esse fenômeno ocorre principalmente por causa do prejuízo na 

hidroxilação da vitamina D em nível hepatocelular, além de outros motivos, incluindo 

exposição inadequada ao sol, ingestão dietética insuficiente e prejuízo cutâneo na 

síntese de vitamina D por causa da icterícia (Tsiaras; Weinstock, 2011).  

A liberação, ou aposição de cálcio no tecido ósseo é realizada, em nível 

celular, através dos osteoclastos e dos osteoblastos (Nakchbandi, 2014). O 

osteoclasto é uma grande célula multinucleada derivada dos progenitores de 

linhagem mieloide monocítico-macrofágico, e é a única célula capaz de reabsorver o 

osso. Os osteoclastos são essenciais para a remodelação óssea, um processo 

fundamental que controla o crescimento ósseo, a manutenção esquelética e reparo 

da fratura, além de desempenhar um papel central na patogênese no dano 

osteoarticular. Os osteoblastos, em contraste, secretam e mineralizam a matriz 

óssea, e são derivados de um precursor mesenquimal pluripotente primitivo que dá 

origem a outras células estromais locais, tais como adipócitos, condrócitos e 

fibroblastos de medula (Martin; Sims, 2015). 

A atuação dessas células é orquestrada mediante diversas citocinas, 

particularmente o grupo de citocinas da superfamília do fator de necrose tumoral 

(TNF), a citar: receptor ativador do fator de transcrição nuclear κB (RANK), ligante do 

receptor ativador do fator de transcrição nuclear κB (RANKL) e a osteoprotegerina 

(OPG) (Moschen et al., 2005). O sistema RANK–RANKL–OPG foi originalmente 

descoberto no final da década de 1990, o que o identificou como importante para a 

imunidade, principalmente por meio de ações em células dendríticas (Anderson et 

al., 1997), e como importante para a homeostase do tecido ósseo por causa de sua 

ação nos osteoclastos (Walsh; Choi, 2014).  
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O processo de proliferação e sobrevivência dos osteoclastos ocorre sob ação 

do fator estimulante de colônias de macrófagos, produzidos pelos osteoblastos. Por 

outro lado, o processo de diferenciação dos osteoclastos tem início após a ligação 

de RANKL ao RANK. Os osteoblastos são uma importante fonte de RANKL, mas a 

citocina também é expressa por osteócitos, fibroblastos e células do sistema 

imunológico (incluindo células T estimuladas por antígenos e células dendríticas 

maduras. A interação RANK-RANKL conduz à ativação do fator mestre da 

transcrição para a osteoclastogênese: o fator nuclear de células T ativadas 

citoplasmático 1 (NFATc1). NFATc1 coopera com outros fatores de transcrição para 

induzir genes relacionados à osteoclastogênese que produzirão, entres outras 

substâncias, a fosfatase ácida resistente ao tartarato, o receptor de calcitonina e a 

catepsina K, que são essenciais no processo de reabsorção óssea (Pietschmann et 

al., 2016).  

A descoberta do osteoprotegerina (OPG), um membro solúvel da superfamília 

do receptor de TNF expressada pelo gene TNFRSF11B, revelou-a como um inibidor 

poderoso da formação e ativação dos osteoclastos. A OPG tem um papel fisiológico 

essencial, pois inibe os osteoclastos por via parácrina, uma vez que, após ser 

produzida pelos osteoblastos, a OPG é capaz de se ligar ao RANKL, impedindo 

assim sua ligação ao RANK e, consequentemente, inibindo o processo de 

reabsorção óssea promovido pelos osteoclastos (Martin; Sims, 2015).  

É importante ressaltar que na cirrose hepática, particularmente em sua fase 

descompensada, se estabelece um estado de inflamação sistêmica associado ao 

prejuízo às respostas imunes, denominada de síndrome da disfunção imune 

associada à cirrose. Essa síndrome compreende o quadro de estimulação imune 

persistente causada pela translocação bacteriana e de suas endotoxinas, associada 

com a exaustão imune por causa desse constante estímulo, levando o paciente a 

um quadro de imunodeficiência nos estágios mais tardios. Diversas citocinas são 

constantemente liberadas no contexto dessa inflamação sistêmica, entre elas, 

proteínas com características pró-inflamatórias como a IL-1β, IL-6 e TNF-α que, 

como descrito anteriormente, apresentam função pró-osteoclastogênica (Dirchwolf et 

a., 2016). 
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Em acréscimo, novas evidências das interações entre o sistema imunológico 

e o osso se acumularam no estudo das doenças que envolvem o tecido ósseo, 

incluindo a osteoporose, periodontite e artrite reumatoide. Um desequilíbrio 

acentuado entre a reabsorção óssea e a formação é central para o início da perda 

óssea patológica. Desse modo, a osteoimunologia revelou que o sistema 

imunológico, incluindo células T, células B e citocinas inflamatórias, são reguladores 

chave da ação de osteoclastos e osteoblastos. Nesse contexto, tem-se aumentado o 

interesse no estudo de citocinas pró-inflamatórias e de seu papel no metabolismo 

ósseo (Liu et al., 2017). 

A interleucina 1 (IL-1) existe na forma de IL-1α e IL-1β, que, apesar de 

diferenças na estrutura química, possuem atividade biológica similar. A IL-1β induz a 

produção de prostaglandinas no tecido ósseo, aumenta a produção de RANKL e 

inibe a atividade da fosfatase alcalina. Isso leva a um aumento no número de 

precursores de osteoclastos e à inibição do processo de apoptose de osteoclastos 

(Rahnama et al., 2013). A IL-6, outra citocina de propriedade pró-inflamatórias, é 

secretada por uma variedade de células (macrófagos, células T, osteoblastos e 

células estromais) e é definida como uma proteína ligada ao processo de reabsorção 

óssea, estimulando a atividade de osteoclastos (Zhu et al., 2018). O TNF-α, uma 

citocina fundamental e multifuncional produzida principalmente por macrófagos, 

demonstrou afetar profundamente a diferenciação e a atividade de osteoblastos e 

osteoclastos durante condições inflamatórias crônicas, como artrite reumatoide e 

menopausa, promovendo a osteoclastogênese (Zhu et al., 2018). 

Além disso, alguns autores têm reportado que pacientes com cirrose hepática 

podem apresentar um prejuízo na função osteoblástica, que está relacionada à 

diminuição de fatores tróficos, como o fator de crescimento semelhante à insulina 

tipo 1, ou a ação prejudicial de substâncias retidas na colestase, como a bilirrubina e 

os ácidos biliares. Assim, foi relatado que os níveis séricos de fator de crescimento 

semelhante à insulina tipo 1 estão diminuídos em pacientes com cirrose e, por outro 

lado, dados experimentais indicam que a administração desse fator aumenta a 

massa óssea e a densidade mineral óssea em ratos cirrótico (Guañabens, Parés, et 

al., 2012). 
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2.3 DENSIDADE ÓSSEA E ÍNDICES RADIOMORFOMÉTRICOS 

 

 

A definição de osteoporose é baseada em uma DMO usualmente mensurada 

por meio de um exame de densitometria de raios X de dupla energia (DXA) em 

quadril ou coluna. Uma medida de DMO 2,5 desvios padrão abaixo do de adultos 

jovens saudáveis define a presença de osteoporose, enquanto valores entre -1 e -

2,5 configuram o status de osteopenia (Kanis  et al., 2008; Nakchbandi, 2014). 

Embora a DXA seja o padrão ouro para diagnosticar osteoporose, alguns 

autores acreditam que, devido ao custo financeiro, o acesso a este exame é limitado 

em um número significativo de países, particularmente países em desenvolvimento 

(Clò et al., 2015). Dessa forma, não seria ideal a utilização do DXA como ferramenta 

de rastreio populacional em pessoas que tenham maior propensão a apresentar 

osteoporose. Exames de imagem alternativos que possam identificar características 

sugestivas de alterações de densidade mineral óssea são bem vindos e começaram 

a ser propostos, como a ultrassonografia (Frost et al., 2001). 

O uso corriqueiro da radiografia panorâmica na prática clínica odontológica, 

sua ampla disponibilidade e seu baixo custo (Munhoz et al., 2018) fizeram deste 

exame um candidato, como método auxiliar, na detecção da osteoporose. Alguns 

pesquisadores começaram a verificar que a espessura, a morfologia e a porosidade 

das corticais em radiografias panorâmicas mostravam-se características 

potencialmente úteis para avaliar o risco individual de osteoporose sistêmica (Horner 

et al, 1996). 

Assim, obter evidências de alterações osteoporóticas tornou-se possível 

através da avaliação de índices radiomorfométricos que podem ser analisados 

através de radiografias panorâmicas (Klemetti et al., 1994; Ishii et al., 2007). Os mais 

utilizados são o índice mentoniano, o índice mandibular panorâmico e o índice de 

Klemetti (Calciolari et al., 2015).  

Uma recente revisão sistemática cujo objetivo era avaliar a acurácia (em 

relação ao DXA) dos diferentes índices morfométricos panorâmicos para o 

diagnóstico de osteopenia/osteoporose a partir de uma meta-análise de sua 

sensibilidade e especificidade, mostrou que os três índices são ferramentas úteis 

que podem ser potencialmente utilizadas por dentistas no rastreio de baixa DMO. As 
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limitações dessas análises estão normalmente relacionadas à experiência e a 

concordância entre diferentes examinadores, as diferenças na qualidade da imagem 

e as diferentes amplificações utilizadas (Calciolari et al., 2015).  

Nessa mesma revisão sistemática, o índice de Klemetti apresentou 

associação com, pelo menos, osteopenia em aproximadamente 80% dos casos o 

que faz dele um indicador útil na identificação da redução da DMO (Calciolari et al., 

2015). 

Esses índices também confirmaram seu potencial como ferramentas com 

valor preditivo no diagnóstico osteopenia/osteoporose em diferentes grupos de 

pacientes de risco, como em mulheres pós-menopausa (Navabi et al., 2018), 

pacientes em uso contínuo de bisfosfonatos  (Barngkgei et al., 2018; Kubo et al., 

2018), em pacientes com talassemia (Bayrak et al., 2019) e na acondroplasia  (Arita 

et al., 2013). 

O índice de Klemetti (índice da cortical mandibular) foi descrito pelo autor 

homônimo e colaboradores (1994) e classifica qualitativamente o grau de 

reabsorção do córtex mandibular distalmente ao forame mentoniano nas seguintes 

categorias: C1, quando a margem endosteal é uniforme e acentuada; C2, quando a 

margem endosteal apresenta reabsorção lacunar ou resíduos corticais em um ou 

ambos os lados; e C3, quando a camada cortical é claramente porosa, com densos 

resíduos corticais endosteais. 

Esses índices radiomorfométricos também tem sido associados às 

concentrações plasmáticas e urinárias de marcadores bioquímicos relacionados ao 

metabolismo ósseo, como a fosfatase alcalina e o N-telopeptídeos de ligação 

cruzada com colágeno tipo 1, respectivamente (Taguchi et al., 2003; Deguchi et al., 

2008; Vlasiadis et al., 2008). 

 

 

2.4 USO DA SALIVA COMO BIOMARCADOR PARA OSTEOPOROSE 

 

 

A saliva é uma solução hipotônica derivada dos ácinos glandulares salivares, 

fluido crevicular gengival e exsudados da mucosa oral. Aproximadamente 90% do 

conteúdo salivar é secretado pelas glândulas salivares. A saliva tem uma 
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composição complexa que inclui ureia, amônia, ácido úrico, glicose, colesterol, 

ácidos graxos, triglicérides, lipídios neutros, glicolipídeos, aminoácidos, hormônios 

esteróides, mucina, amilase, lectina, glicoproteína, lisozima, peroxidase e 

lactoferrina. Ele também contém altas concentrações de Na+, Cl–, Ca2+, K+, HCO3-, 

H2PO4-, F– e Mg2+. Além disso, a saliva contém microorganismos que estão 

relacionados com doenças orais e sistêmicas (Zhang et al., 2016). 

Devido ao rápido progresso dos estudos salivares, os pesquisadores 

propuseram o conceito de salivômica, que englobaria genômica, transcriptômica, 

proteômica, metabolômica e análise de microRNA (Zhang et al., 2016). Desde então, 

a saliva tem sido empregada no estudo de diversas doenças sistêmicas, como é o 

caso do lúpus eritematoso sistêmico (Stanescu et al., 2018), da síndrome de Sjögren 

(Katsiougiannis; Wong, 2016), das doenças cardiovasculares (Cozma et al., 2017), 

diabetes (Zygula et al., 2018), do câncer de boca (Sahibzada et al., 2017) e das 

infecções virais (Castro et al., 2018), entre outras. 

A coleta de saliva é um método que não requer pessoas especializadas, 

possui baixo-custo e é uma técnica não invasiva, uma vez que dispensa o uso de 

agulhas, provocando menor desconforto e ansiedade aos pacientes. Além disso, 

alguns estudos têm provado que as concentrações plasmáticas de alguns 

compostos estão correlacionadas com a excreção salivar dos mesmos. Bezinelli et al 

(2017), por exemplo, encontraram na saliva um substrato que pode ser utilizado 

como uma ferramenta para monitorar as concentrações de bussulfano no 

transplante de células tronco hematopoiéticas, evitando inúmeras punções para 

coleta de sangue periférico, reduzindo a dor dos pacientes, a necessidade de 

pessoal especializado para a coleta e custo da operação.  

Identificar biomarcadores que indiquem processos locais de perda óssea, tal 

qual acontece na periodontite já tem sido alvo de alguns estudos. Miricescu et al 

(2014) observou que biomarcadores relacionados ao estresse oxidativo (8-

hidroxidesoxiguanosina 8, malondialdeído, ácido úrico, e glutationa peroxidase) e à 

reabsorção óssea (telopeptídeo C-terminal de colágeno tipo 1, metaloproteinases da 

matriz e osteocalcina) estão presentes na saliva de pacientes com periodontite. Em 

adição, Fine et al (2014) provou que a presença de proteína inflamatória 

macrofágica 1 alfa na saliva é um preditor de perda óssea em indivíduos com 

periodontite agressiva.  
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No que se refere aos níveis salivares de RANKL e OPG e sua relação com 

processos de perda óssea, diversos trabalhos têm mostrado que a existência desses 

marcadores em saliva está vinculada com a presença e com o maior grau de 

severidade de periodontite. E a mensuração dessas proteínas em saliva é útil como 

uma ferramenta adjuvante no diagnóstico dessa condição (Tabari et al., 2013; 

Behfarnia et al., 2016; Ochanji et al., 2017). 

Além disso, alguns pesquisadores têm provado que a existência de 

determinados biomarcadores em saliva pode ser correlacionada com a reduzida 

DMO. McGehee & Johnson (2004) constataram que a saliva seria um bom fluido 

para analisar a presença de biomarcadores de remodelação óssea (deoxipiridineo e 

osteocalcina) e que a presença desses biomarcadores estava correlacionada com 

alterações na densidade mineral óssea analisada através de ultrassom quantitativo 

de calcâneo. Já Terracciano et al (2013) constatou que a presença de α-defensina 

humana derivada de neutrófilo em saliva está intimamente relacionada com maior 

reabsorção óssea em mulheres com osteoporose pós-menopausa vista através da 

DXA. Para Pereira et al (2018), aferir as concentrações salivares de cálcio pode ser 

uma importante ferramenta de rastreio para osteoporose e pode eventualmente ser 

usada no diagnóstico de alterações minerais ósseas. 
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3 PROPOSIÇÃO 

 

 

A avaliar a presença de proteínas relacionadas ao metabolismo ósseo 

(RANKL, OPG, IL-1β, IL-6 e TNF-α) na saliva e no sangue de pacientes cirróticos e 

compará-los com índices radiomorfométricos, relacionados à densidade mineral 

óssea, em radiografias panorâmicas. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 

 

 

O presente projeto foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da 

Faculdade de Odontologia da Universidade de São Paulo (FOUSP) via Plataforma 

Brasil e obteve aprovação sob número de parecer: 3.065.652 (Anexo A). Todos os 

participantes da pesquisa foram esclarecidos sobre os objetivos e procedimentos e 

solicitados a assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) 

(Apêndice A), obedecendo às diretrizes da Resolução 466/12 do Conselho Nacional 

de Saúde.  

 

 

4.2 DESENHO DO ESTUDO 

 

 

Foi realizado um estudo observacional de corte transversal em pacientes 

cirróticos em fila de transplante hepático. 

 

 

4.3 CASUÍSTICA 

 

Foi utilizada uma amostra de conveniência constituída 38 por indivíduos 

adultos, de ambos os sexos, que estavam em fila de transplante hepático e que 

eram atendidos no ambulatório do Centro de Atendimento a Pacientes Especiais 

(CAPE) da FOUSP. 
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4.3.1 Critérios de inclusão 

 

 

 Foram incluídos todos os pacientes cirróticos em fila de transplante hepático, 

maiores de 18 anos, atendidos no CAPE - FOUSP e que concordaram em 

participar da pesquisa assinando o TCLE; 

 

 

4.3.2 Critérios de exclusão 

 

 

 Pacientes que cuja quantidade de sangue e saliva coletados foi insuficiente 

para as análises laboratoriais; 

 

 

4.4 METODOLOGIA 

 

 

4.4.1 Exame clínico 

 

 

Os pacientes foram submetidos à anamnese e exame físico e os dados 

colhidos foram anotados em uma ficha específica (Apêndice 2).  

Durante a anamnese foram coletados os seguintes dados: sexo, idade, 

etilismo, tabagismo, presença ou ausência de doenças sistêmicas crônicas, 

medicações em uso. Sobre a cirrose hepática foram colhidas as seguintes 

informações: etiologia (hepatites virais, álcool ou outros), MELD (model of end stage 

liver disease) e complicações da cirrose (hiperesplenismo, encefalopatia hepática, 

hepatocarcinoma, circulação colateral, alterações nas séries vermelha e branca, 

coagulopatia, hemorragia digestiva alta, peritonite bacteriana espontânea e ascite). 
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No exame físico, os pacientes que necessitavam de algum procedimento 

odontológico, foram agendados e tratados no CAPE de acordo com suas 

necessidades odontológicas.  

 

 

4.4.2 Exame radiográfico 

 

 

Foram utilizadas radiografias panorâmicas realizadas nos últimos 6 meses, 

provenientes dos prontuários odontológicos dos pacientes, com o objetivo de 

mensurar o índice da cortical mandibular (ICM) e classificar o paciente de acordo 

com o índice proposto por Klemetti (Quadro 4.1). 

 
 

Quadro 4.1 – Índice da Cortical Mandibular proposto por Klemetti et al. (1994) 

 

ÍNDICE DA CORTICAL MANDIBULAR 

Esse índice avalia a cortical inferior da mandíbula, posterior ao forame 

mentoniano, em ambos os lados, classificando-a em 3 escores: 

C1 Margem endosteal do córtex se apresenta igualada e afilada em ambos 

os lados, esquerdo e direito; 

C2 Margem endosteal apresenta defeitos semilunares (reabsorção lacunar) 

ou parece formar resíduos corticais endosteais; 

C3 Camadas corticais formam camadas densas de resíduos corticais 

endosteais e está claramente porosa. 

 

Esta análise foi realizada por dois examinadores previamente calibrados (JRT 

– aluno de doutorado em patologia oral, maxilofacial e pacientes especiais e LM – 

mestre e especialista em radiologia oral) (Kappa = 0.7) e quando houve 

discordância, uma terceira opinião foi tomada (ESA – doutora e especialista em 

radiologia oral). Os pacientes que apresentaram padrões morfológicos sugestivos de 

alterações de densidade mineral óssea foram encaminhados para o hospital de 

referência, onde são tratados, para avaliação médica. 
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4.4.3 Coleta de sangue e saliva 

 

 

Sangue e saliva foram colhidos para a verificação da presença das seguintes 

proteínas: RANKL, OPG, IL-1β, IL-6 e TNF-α.  

Foi realizada coleta de saliva total não estimulada (SNE). Os pacientes foram 

orientados a não ingerir alimentos, bebidas e não realizar higiene oral por 60 

minutos antes do exame. Para a coleta da SNE os pacientes cuspiram no interior de 

um funil posicionado dentro de uma proveta plástica graduada, de forma que 

fornecessem toda a saliva produzida espontaneamente, pelo tempo de 10 minutos. 

A coleta foi feita por um único examinador e em ambiente bem ventilado, reservado 

e iluminado. Todas as amostras de saliva coletadas em que foram observados 

resíduos sanguíneos foram descartadas e coletadas nova amostra em outro 

momento oportuno. 

Após a coleta, a saliva foi imediatamente distribuída em tubos do tipo Safe-

Lock (Protein LoBind microcentrifuge tubes® - Eppendorf®, Hamburgo, Hamburgo, 

Alemanha) devidamente etiquetados e identificados. A saliva foi armazenada em 

freezer a -80°C até o momento das análises laboratoriais. 

O sangue utilizado nas avaliações foi proveniente das coletas de sangue 

executadas no CAPE-FOUSP para a execução de exames hematológicos e 

bioquímicos que são solicitados como procedimento de rotina antes da realização de 

procedimentos odontológicos invasivos. 

O material coletado foi armazenado em tubo com ativador de coágulo e ficou 

em repouso por 30 minutos sob refrigeração a 4ºC. Posteriormente foi centrifugado 

por 15 minutos em 3000 rotações por minutos. O soro foi separado com a utilização 

de pipeta e armazenado em tubos do tipo Safe-Lock (Protein LoBind microcentrifuge 

tubes® - Eppendorf®, Hamburgo, Hamburgo, Alemanha). Ambos foram etiquetados, 

identificados e congelados em freezer a -80°C até o momento das análises. 
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4.4.4 Análise LuminexTM 

 

 

Foi utilizada a tecnologia LuminexTM xMAP (Multiple Analyte Profiling), uma 

modalidade de imunoensaio que utiliza-se de microesferas coradas com fluoróforos. 

Anticorpos de captura específicos para cada analito foram imobilizados às 

microesferas através de ligações covalentes não reversíveis. Os ensaios se 

fundamentaram na metodologia sanduíche convencional, onde o mix de 

microesferas foi incubado com padrões e amostras em formato de placa de 96 

poços. Após a ligação do analito aos anticorpos de captura, a próxima etapa foi a 

adição do anticorpo de detecção biotinilado. O resultado final foi amplificado através 

da incubação com o conjugado estreptavidina-ficoeritrina, que se ligou ao anticorpo 

biotinilado e emitiu sinal fluorescente. A leitura foi realizada através do equipamento 

Luminex 200(Software xPonent/Analyst versão 4.2), o qual movimentou as esferas 

em fila única através de feixes de dois lasers diferentes em um citômetro de fluxo. O 

primeiro feixe de laser detectou/classificou as microesferas e o segundo quantificou 

o sinal.  

Para o presente estudo foram seguidas as instruções providas pelo fabricante 

com as seguintes especificações: Kit HBNMAG-51K-05 (OPN, OPG, IL1b, IL6 e 

TNF-α) e Kit HRNKLMAG-51K-01 (RANKL) - Millipore, St Charles, Missouri – USA. 

 

 

4.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 

Os dados foram analisados nos softwares BioEstat (versão 5.3) e Statistical 

Package for the Social Science (SPSS® for Windows, versão 20.0, SPSS Inc., 

Chicago, IL, USA). Foi realizado o teste de Shapiro-Wilk para testar a hipótese de 

normalidade das variáveis quantitativas, onde foi verificada distribuição não-

paramétrica dos dados. Foi realizada análise descritiva dos dados através de 

frequências, média, desvio-padrão, mediana, valor mínimo e máximo. Na análise 

bivariada para variáveis quantitativas, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis com pós-

teste de Dunn e o teste de Mann Whitney para comparação entre a distribuição dos 
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dados entre variáveis independentes e os valores das proteínas mensuradas em 

saliva e sangue. Para verificar a correlação entre os valores das proteínas em saliva 

e sangue, além da correlação dessas proteínas com a idade e o tempo na fila de 

transplante, foi aplicada correlação de Spearman. Foram considerados 

estatisticamente significativos valores p≤0,05. 
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5 RESULTADOS 
 

 

A amostra deste estudo foi constituída por 38 pacientes cirróticos em fila de 

transplante, sendo a maioria do sexo masculino (n=26/68,4%), com idade média de 

50,61 anos (mínimo=20 anos, máximo=71 anos, mediana=52,5), que apresentavam 

média de MELD de 18 pontos (mínimo=11, máximo=30, mediana=17) no momento 

da consulta e com média de 21,34 meses na fila de espera para o transplante 

hepático (mínimo=1, máximo=75, mediana=9).  

Foram observadas diversas etiologias para a cirrose, e destacam-se as de 

origem alcoólica (n=11), viral (n=10) e a cirrose criptogênica (n=06). Os pacientes 

apresentavam diversas complicações relacionadas à cirrose, entre elas, as mais 

frequentemente encontradas foram as alterações em série vermelha (n=37), 

coagulopatia (n=36) e a presença de circulação colateral (n=34). Essas informações 

estão dispostas com detalhes na tabela 5.1. 
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Tabela 5.1 - Caracterização da amostra (n=38): Dados demográficos, MELD, etiologia da cirrose, 

complicações da cirrose, índice da cortical mandibular, comorbidades e medicações de 
rotina 

 
 

Variáveis n (%)  

Idade (em anos) 50,61 ± 14,38 

MELD atual 18,00 ± 4,93 

Sexo  

Masculino 
Feminino 

26 (68,4) 
12 (31,6) 

Tempo de espera na fila de transplante (meses) 21,34 ± 24,48 

Escolaridade (em anos de estudo)  

Até 8 anos 
Mais de 8 anos 

15 (39,5) 
23 (60,5) 

Causa da cirrose  

Cirrose alcoólica 
Cirrose criptogênica 
Colangite esclerosante 
Esquistossomose 
Hepatite autoimune 
Hepatite C 
Cirrose hepática por esteatose não alcoólica 
Hepatite B 
Budd-Chiari 
Cirrose biliar secundária 

11 (28,9) 
06 (15,8) 
01 (2,6) 
01 (2,60 
04 (10,5) 
09 (23,7) 
02 (5,3) 
01 (2,6) 
02 (5,3) 
01 (2,6) 

Complicações da cirrose  

Hepatocarcinoma 
Não 
Sim 
Circulação colateral 
Não 
Sim 
Ascite 
Não 
Sim 
Peritonite bacteriana 
Não 
Sim 
Hemorragia digestiva alta 
Não 
Sim 
Alterações de série vermelha 
Não 
Sim 
Alterações de série branca 
Não 
Sim 
Coagulopatia 
Não 
Sim 

 
33 (86,8) 
05 (13,2) 

 
04 (10,5) 
34 (89,5) 

 
20 (52,6) 
18 (47,4) 

 
34 (89,5) 
04 (10,5) 

 
16 (42,1) 
22 (57,9) 

 
01 (2,6) 

37 (97,4) 
 

16 (42,1) 
22 (57,9) 

 
02 (5,3) 

36 (94,7) 

Índice Radiomorfométrico  

C1  
C2 
C3 

06 (27,3) 
13 (59,1) 
03 (13,6) 

Comorbidades  

Cardiopatias 
Não 
Sim 
Nefropatias 
Não 
Sim 
Diabetes 
Não 
Sim 
Comorbidades pulmonares 
Não 
Sim 

 
37 (97,4) 
01 (2,6) 

 
33 (86,8) 
05 (13,2) 

 
27 (71,1) 
11 (28,9) 

 
33 (86,8) 
05 (13,2) 
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Medicações de rotina  

Anti-hipertensivos 
Hipoglicemiantes orais 
Insulina 
Hipoamonêmicos 
Protetores gástricos 
Suplementos vitamínicos 
Hormônios 
Corticoides 
Antivirais 
Anticonvulsivantes 
Antidepressivos 

27 (71,1) 
04 (10,5) 
05 (13,2) 
22 (57,9) 
14 (36,8) 
06 (15,8) 
04 (10,5) 
02 (5,3) 
02 (5,3) 
02 (5,3) 
02 (5,3) 

 

 



49 

 

Dos 38 pacientes avaliados, 22 apresentavam radiografias panorâmicas 

disponíveis para estudo. A análise destas permitiu constatar que a maior parte da 

amostra apresentava alguma modificação na cortical mandibular sugestiva de 

alterações osteoporóticas (n=16/72,7%) (Figura 5.1) de acordo com o índice 

radiomorfométrico avaliado (Tabela 5.1).   

Todas as amostras de sangue e de saliva apresentaram imunopositividade 

para todos os anticorpos avaliados. A Tabela 2 traz uma análise descritiva dos 

valores absolutos. Os apêndices B e C mostram os valores dessas proteínas em 

cada participante da pesquisa. 

 

Figura 5.1 – Índice da cortical mandibular de Klemetti encontrados no presente estudo: A) C1 – 
Cortical mandibular preservada em sua morfologia; B) Defeitos semilunares discretos na 
porção endosteal; C) Defeitos profundos na cortical mandibular com redução de 
espessura da mesma 

 
 

 
Fonte: CAPE-FOUSP. 
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Tabela 5.2 – Análise descritiva dos valores de RANKL, OPG, RANKL/OPG, IL-1β, IL-6, TNF-α em 
amostras de sangue e saliva (n=38). Valores em pg/mL 

 
 

 

Variável MED DP MIN MAX 
Percentis 

25 50 75 

Sangu
e 

RANKL 7,45 
19,5

0 
0,31 99,85 0,87 1,46 3,77 

OPG 468,10 
229,
93 

191,00 1244,00 
275,
50 

442,00 570,50 

RANKL/ 

OPG 
0,018 

0,05
4 

0,000 0,328 
0,00

1 
0,003 0,011 

IL-1β 0,64 1,02 0,18 6,52 0,31 0,39 0,59 

IL-6 19,30 
30,7

2 
1,83 172,00 4,92 9,95 18,88 

TNF-α 2,43 2,43 0,40 15,94 1,38 2,08 2,71 

Saliva RANKL 74,44 
181,
96 

0,27 1122,00 7,20 26,62 75,31 

OPG 342,71 
384,
84 

44,65 1903,00 
116,
00 

216,00 342,25 

RANKL/ 

OPG 
0,337 

0,41
5 

0,000 1,432 
0,02

7 
0,137 0,579 

IL-1β 45,91 
49,9

0 
1,07 240,00 8,38 27,80 68,16 

IL-6 67,69 
89,3

6 
6,30 464,00 

20,5
0 

32,53 80,10 

TNF-α 5,97 5,37 0,68 23,82 2,58 4,14 7,54 

MED: média; DP: desvio padrão; MIN: valor mínimo; MÁX: valor máximo. 

 

 

Quando se associou a idade com o índice radiomorfométrico empregado, não 

se observou associação estatisticamente significativa (p=0.655). 

Conforme apresentado, as concentrações das proteínas aqui estudadas 

apresentaram uma ampla variação. Ao se correlacionar os valores encontrados na 

saliva com aqueles observados no sangue, não foi possível estabelecer fortes 

correlações, como apresentado na tabela 5.3.  
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Tabela 5.3 – Correlação entre os valores de RANKL, OPG, RANKL/OPG, IL-1β, IL-6, TNF-α 
encontrados na saliva e em sangue 

 

 
Saliva x Sangue 

RANKL γ 

p 

0,226 

0,172 

OPG γ 

p 

-0,137 

0,411 

IL-1β γ 

p 

0,101 

0,547 

IL-6 γ 

p 

0,092 

0,584 

TNF-α γ 

p 

0,097 

0,563 

γ = Coeficiente de Spearman 
 
 

Também se tentou correlacionar as concentrações plasmáticas e salivares 

das referidas proteínas com a idade dos pacientes e com o tempo na fila de 

transplante hepático. Entretanto, não foi possível constatar correlações fortes 

conforme disposto nas tabelas 5.4 e 5.5. Também não foi possível encontrar 

associações estatisticamente significativas entre as concentrações dessas proteínas 

nos referidos fluidos e as complicações da cirrose hepática.  

 

Tabela 5.4 – Correlação entre a idade e os valores de RANKL, OPG, RANKL/OPG, IL-1β, IL-6, TNF-α 
encontrados na saliva e sangue 

 

Proteínas em sangue X Idade Proteínas em saliva x Idade 

RANKL γ 

p 

0,044 

0,794 

RANKL γ 

p 

-0,016 

0,924 

OPG γ 

p 

0,268 

0,104 

OPG γ 

p 

0,043 

0,799 

IL-1β γ 

p 

-0,264 

0,110 

IL-1β γ 

p 

-0,391  

0,015 

IL-6 γ 

p 

-0,048 

0,774 

IL-6 γ 

p 

-0,099 

0,556 

TNF-α γ 

p 

0,184  

0,269 

TNF-α γ 

p 

0,206 

0,216 

γ = Coeficiente de Spearman 
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Tabela 5.5 – Correlação entre o tempo na fila de transplante hepático os valores de RANKL, OPG, 

RANKL/OPG, IL-1β, IL-6, TNF-α encontrados na saliva e sangue 

 

 

Proteínas em sangue X Tempo na fila de 
transplante hepático 

Proteínas em saliva x Tempo na fila de 
transplante hepático 

RANKL γ 

p 

-0,217 

0,191 

RANKL γ 

p 

-0,115 

0,493 

OPG γ 

p 

-0,188 

0,258 

OPG γ 

p 

0,098 

0,559 

IL-1β γ 

p 

-0,084 

0,617 

IL-1β γ 

p 

0,225 

0,175 

IL-6 γ 

p 

-0,232 

0,160 

IL-6 γ 

p 

0,221 

0,181 

TNF-α γ 

p 

-0,279 

0,089 

TNF-α γ 

p 

-0,113 

0,499 

γ = Coeficiente de Spearman 

 

 

De acordo com a de Klemetti et al. (1994), radiografias panorâmicas com 

índice da cortical mandibular nas categorias C2 e C3 são indicativas de pacientes 

com densidade óssea relativa diminuída. Dessa forma, quando se relacionou as 

proteínas estudadas com o índice da cortical mandibular, se tornou possível 

constatar que pacientes que apresentavam maiores valores de RANKL e OPG em 

saliva, possuíam menor integridade óssea da cortical mandibular (C2 e C3) e esse 

dado foi estatisticamente significativo. Esse resultado pode ser observado na tabela 

5.6. 
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Tabela 5.6 – Média e desvio-padrão dos valores de proteínas avaliadas segundo o índice da cortical 
mandibular (n=22) 

 

 

Variáveis Índice Radiomorfométrico Média Desvio-Padrão P* 
 

RANKL – sangue 
C1 
C2 
C3 

9,51 
1,56 
1,12 

14,62 
1,43 
1,18 

0,324  

OPG – sangue 
C1 
C2 
C3 

608,33 
411,31 
520,00 

369,78 
182,53 
255,69 

0,428  

RANKL/OPG – sangue 
C1 
C2 
C3 

0,019 
0,004 
0,003 

0,026 
0,004 
0,006 

0,398  

IL-1β – sangue 
C1 
C2 
C3 

0,48 
0,47 
0,42 

0,25 
0,26 
0,08 

0,981  

IL-6 – sangue 
C1 
C2 
C3 

9,22
a 

11,62
a 

54,10
b 

5,33 
7,57 

34,86 
0,045 

 

TNF- α – sangue 
C1 
C2 
C3 

4,66 
2,14 
3,10 

5,57 
0,79 
2,04 

0,465 
 

RANKL – saliva 
C1 
C2 
C3 

27,24
a 

141,30
a 

3,37
b 

21,59 
300,95 

3,37 
0,036 

 

OPG – saliva 
C1 
C2 
C3 

149,04
a 

290,44
a 

734,33
b 

53,94 
239,29 
367,84 

0,038 
 

RANKL/OPG – saliva 
C1 
C2 
C3 

0,234
a 

0,499
b 

0,003
c 

0,219 
0,521 
0,003 

0,022 
 

IL-1β – saliva 
C1 
C2 
C3 

32,88 
42,38 
46,62 

35,23 
41,39 
34,49 

0,737 
 

IL-6 – saliva 
C1 
C2 
C3 

44,34 
82,72 
25,20 

41,21 
90,82 
10,56 

0,440 
 

TNF- α – saliva 
C1 
C2 
C3 

4,28 
7,08 
12,10 

1,50 
6,68 

11,26 
0,713 

 

P – Teste de Kruskall-Wallis. Realizado Pós-teste de Dunn. Letras diferentes significam valores de p 
<0,05. 

 

 

Por causa da ampla variedade de causas que levaram os pacientes à cirrose, 

no presente estudo, optou-se por agrupar categorias: 1) Cirrose Alcoólica, 2) 

Hepatites Virais (B, C) e 3) Outras etiologias. Contudo, quando se relacionou a 

expressão das proteínas estudadas com estas categorias, não foi possível encontrar 

diferenças estatisticamente significativas como pode ser observado na Tabela 5.7. 
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Tabela 5.7 – Média e desvio-padrão dos valores de proteínas avaliadas segundo causa da 
hepatopatia crônica (n=38) 

 
 

Variáveis 
Causa da hepatopatia 

crônica 
Média Desvio-Padrão P* 

 

RANKL – sangue 
Cirrose alcoólica 
Hepatites virais 
Outras causas 

14,28 
3,19 
5,53 

30,40 
3,15 

15,77 

0,376  

OPG – sangue 
Cirrose alcoólica 
Hepatites virais 
Outras causas 

405,63 
446,10 
521,47 

133,61 
178,30 
295,30 

0,834  

RANKL/OPG – sangue 
Cirrose alcoólica 
Hepatites virais 
Outras causas 

0,040 
0,008 
0,009 

0,097 
0,009 
0,020 

0,449  

IL-1β – sangue 
Cirrose alcoólica 
Hepatites virais 
Outras causas 

0,548 
0,389 
0,853 

0,327 
0,248 
1,481 

0,084  

IL-6 – sangue 
Cirrose alcoólica 
Hepatites virais 
Outras causas 

12,55 
28,32 
18,36 

16,98 
51,01 
21,33 

0,421 
 

TNF- α - sangue 
Cirrose alcoólica 
Hepatites virais 
Outras causas 

1,61 
3,74 
2,19 

0,61 
4,35 
1,08 

0,063 
 

RANKL – saliva 
Cirrose alcoólica 
Hepatites virais 
Outras causas 

34,89 
40,30 
120,12 

33,76 
39,48 
266,38 

0,902 
 

OPG – saliva 
Cirrose alcoólica 
Hepatites virais 
Outras causas 

305,93 
443,29 
307,35 

272,06 
592,14 
300,69 

0,995 
 

RANKL/OPG – saliva 
Cirrose alcoólica 
Hepatites virais 
Outras causas 

0,33 
0,32 
0,42 

0,44 
0,43 
0,41 

0,913 
 

IL-1β – saliva 
Cirrose alcoólica 
Hepatites virais 
Outras causas 

66,39 
29,47 
42,33 

70,67 
39,12 
36,12 

0,263 
 

IL-6 – saliva 
Cirrose alcoólica 
Hepatites virais 
Outras causas 

72,67 
73,90 
60,82 

130,60 
100,05 
45,64 

0,795 
 

TNF- α - saliva 
Cirrose alcoólica 
Hepatites virais 
Outras causas 

5,16 
3,92 
7,69 

4,19 
3,25 
6,61 

0,210 
 

P – Teste de Kruskall-Wallis. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

O presente estudo possibilitou reforçar que o desequilíbrio no metabolismo 

ósseo é uma complicação presente na cirrose hepática. Aqui se ressalta mais uma 

vez que a osteodistrofia hepática é multicausal, o que significa que diversos fatores 

podem influenciar na perda da DMO nos pacientes com cirrose hepática. Além 

disso, uma importante parcela dos pacientes analisados apresentavam imagens de 

radiografia panorâmica com imagens sugestivas de redução da DMO e mostraram 

um perfil de citocinas bastante variável.  

A deterioração da cortical mandibular observada através do índice de Klemetti 

foi observada em vários pacientes nesse estudo. O uso de ferramentas de rastreio 

para a osteoporose parte do princípio da utilização de técnicas menos onerosas e 

menos invasivas que permitam o diagnóstico presuntivo de alterações na DMO. De 

modo semelhante ao presente trabalho, Wakolbinger et al. (2019) investigou a 

microarquitetura óssea de pacientes cirróticos através de uma técnica de imagem 

denominada tomografia computadorizada quantitativa periférica, utilizando o osso 

rádio como referência. Esses autores observaram que microarquitetura cortical e 

medular desse osso estava alterada e que essas alterações estavam 

correlacionadas com a diminuição da DMO vista através da DXA e que modalidades 

de exames de imagem mais simples são importantes no rastreio de alterações 

osteoporóticas.  

É bem sabido que o avanço da idade é um fator que deve ser levado em 

consideração quando se trata de redução da DMO, uma vez que o turnover ósseo 

se torna acelerado após os 40 anos de idade, principalmente em mulheres pós-

menopausa (Lane, 2006). Entretanto, no presente estudo não foi possível 

estabelecer associação estatisticamente significativa entre a idade e os valores do 

índice de Klemetti e, tampouco, com as proteínas estudas. Esse é um dado que se 

justifica, possivelmente, ao tamanho da amostra. Não há estudos que comparem o 

perfil das proteínas estudadas com o avanço da idade. Por outro lado, Toshima et al. 

(2018) mostrou que a osteopenia em pacientes cirróticos pode ser avaliada através 

de tomografia computadorizada de vértebras e que está relacionada com o avanço 

da idade.  
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Também é relatado que a redução da DMO é um evento tardio na cirrose 

hepática, onde as alterações morfológicas e qualitativas do esqueleto se 

estabelecem em indivíduos com longo tempo de duração da mesma (Karoli et al., 

2016). No presente estudo foi possível observar uma ampla faixa de tempo de 

espera na fila do transplante, que variou de 1 até 75 meses, e não foi possível 

encontrar relação estatisticamente significativa com as proteínas estudadas ou com 

o índice de Klemetti.  

Aqui não foi possível estabelecer uma relação entre as proteínas em saliva e 

sangue com as etiologias da cirrose hepática, um fato que se deve provavelmente 

ao tamanho da amostra. Todavia, algumas etiologias da cirrose têm sido associadas 

com alterações no metabolismo ósseo de um modo mais evidente, como é o caso 

da cirrose alcoólica, da hepatite C e das doenças hepáticas colestáticas (Danford et 

al., 2019). Além do fato de o abuso de álcool ser, por si só, um fator de risco 

independente para osteoporose e fratura, na cirrose alcoólica outros fatores estão 

associados com a redução da DMO, entre eles a má nutrição e o prejuízo na 

absorção intestinal de cálcio. García-Valdecasas-Campelo et al. (2006) mostrou que 

pacientes com doença hepática alcoólica apresentavam maiores valores de OPG, 

TNF-α e IL-6 no sangue quando comparados com pacientes saudáveis; todavia os 

autores não encontraram relação desse perfil de proteínas com a DMO, a qual foi 

avaliada através de densitometria de vértebra lombar. Na hepatite C acredita-se que 

o estado de inflamação sistêmica influencie no desequilíbrio da homeostasia óssea e 

que as terapias antivirais empregadas restabeleçam esse equilíbrio (Danford et al., 

2019). Uma meta-análise conduzida recentemente mostrou que pacientes infectados 

cronicamente pelo vírus da hepatite C apresentam 65% de chances de desenvolver 

osteoporose quando comparado a indivíduos saudáveis (Wijarnpreecha et al., 2017). 

Porém, o perfil de diferentes citocinas envolvidas no metabolismo ósseo de 

pacientes infectados pelo vírus C é bastante variável e são poucos os estudos que 

avaliam as proteínas RANKL e OPG no sangue desses pacientes e, ainda assim, 

com resultados conflitantes (Pelazas-González et al., 2013). Nas doenças hepáticas 

colestáticas, acredita-se que a hiperbilirrubinemina afete diretamente a função dos 

osteoblastos. Guañabens et al. (2009) mostrou, por exemplo, que pacientes com 

cirrose biliar primária apresentavam valores elevados de OPG e reduzidos de 

RANKL no sangue, quando comparados com o grupo controle, evidenciando o 

desequilíbrio existente nessa via.  
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Nesse estudo constatou-se que não havia correlação entre as proteínas 

estudas em sangue e saliva, demonstrando que essas proteínas de comportam de 

modo diferente dos fluidos analisados. Em acréscimo, pacientes com C2 e C3 

apresentavam significativamente maiores valores de RANKL e OPG na saliva, 

todavia essa relação não foi encontrada quando se comparou com as proteínas em 

sangue. É importante ressaltar que a osteoporose é uma condição sistêmica e, na 

ausência de correlação entre as proteínas nos fluidos analisados, se torna difícil 

estabelecer uma relação de causa-efeito entre as alterações ósseas visualizadas na 

radiografia panorâmica e o perfil de citocinas na saliva. Para explicar esse aumento 

de citocinas inflamatórias e de metabolismo ósseo em saliva, sugere-se a 

coexistência de doenças inflamatórias em cavidade oral, como a doença periodontal, 

uma condição frequente em pacientes cirróticos. O estudo conduzido por Di Profio et 

al (2018) revelou que pacientes com cirrose apresentam maior prevalência, 

extensão e severidade de periodontite do que pacientes saudáveis, apresentando 

maior perda de inserção e maiores médias de recessão gengival. Por outro lado, 

quando há aumento significativo de proteínas relacionadas com a reabsorção óssea 

em nível sérico, se torna mais plausível estabelecer uma relação entre esses fluidos 

e cavidade oral, com é o caso do estudo de Panezai et al (2018) o qual mostrou que 

a doença periodontal em pacientes com artrite reumatoide é capaz de influenciar a 

expressão sérica de RANKL e OPG. Assim, no presente trabalho, presume-se que 

os valores elevados de RANKL e OPG em saliva de pacientes cirróticos estão 

provavelmente relacionados com o microambiente inflamatório local e não com a 

osteoporose propriamente dita.  

Este estudo apresenta algumas limitações que necessitam ser abordadas. 

Por se tratar de um trabalho de corte transversal, os resultados aqui obtidos 

carecem de estudos futuros com delineamento longitudinal que objetivem testar as 

mesmas hipóteses e tracem relações de causa-efeito entre a presença das 

proteínas aqui estudadas com a presença de alterações sugestivas de osteoporose 

ao longo da história natural da cirrose. Outro aspecto a ser mencionado é o tamanho 

da amostra que ainda é um número tímido, entretanto, esse estudo parece ser o 

primeiro a testar as hipóteses já referidas. Também não foi possível realizar a 

densitometria óssea naqueles pacientes com o índice da cortical mandibular C2 e 

C3, todavia, as recentes evidências referem que a radiografia panorâmica funciona 

como ferramenta de rastreio para a redução da DMO. Por último, destaca-se que 
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não foi possível estratificar os pacientes por sexo e idade, assim, mulheres em 

estágio pós-menopausa também foram incluída, mesmo sendo poucos os pacientes 

nessa condição (n=6). 
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7 CONCLUSÃO  

 

 

As proteínas RANKL, OPG, IL-1β, IL-6 e TNF-α se comportam de maneira 

diferente na saliva e no sangue. Valores elevados de RANKL e OPG em saliva estão 

relacionados com maiores índices sugestivos de osteoporose em pacientes 

cirróticos, todavia, propõe-se que esse aumento ocorra devido ao microambiente 

inflamatório local e não a osteoporose propriamente dita. 
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APÊNDICE A – Termo de consentimento livre e esclarecido. 
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APÊNDICE B – Descrição dos valores individuais (pg/mL) das proteínas estudadas em sangue.  

Participante RANKL OPG Ratio rankl/opg IL-1β IL-6 TNF-α 

1 0,36 289 0,001 0.39 5.32 1.09 

2 99,85 304 0,328 1.39 18.67 2.18 

3 2,71 904 0,002 0.46 20.53 2.18 

4 1,52 442 0,003 0.41 20.95 1.04 

5 38,1 557 0,068 0.18 5.32 2.35 

6 2,32 218 0,01 0.21 2.4 1.12 

7 0,84 463 0,001 0.33 4.46 1.15 

8 0,63 822 0 0.81 18.67 3.53 

9 0,97 235 0,004 0.76 7.71 1.61 

10 2,47 454 0,005 0.71 5 2.09 

11 3,85 199 0,019 0.46 4.04 0.94 

12 0,57 221 0,002 1.02 14.97 2.13 

13 2,97 442 0,006 0.28 29.77 2.45 

14 1,1 578 0,001 0.29 9.79 0.4 

15 1,41 503 0,002 0.29 9.03 1.92 

16 66,48 779 0,085 6.52 53.05 2.79 

17 5,39 379 0,014 1.07 10.01 3.28 

18 3,25 457 0,007 0.52 14.01 2.28 

19 4,76 382 0,012 0.33 3.31 1.45 

20 3,75 390 0,009 0.26 172 1.77 

21 1,3 373 0,003 0.33 2.8 2.3 

22 1,58 223 0,007 0.29 7.5 1.01 

23 1,41 410 0,003 0.6 19.5 1.8 

24 11,18 366 0,03 0.37 10.34 15.94 

25 0,57 657 0 0.52 60.26 1.18 

26 1,35 625 0,002 1.07 5 1.96 

27 1,3 516 0,002 0.33 28.3 2.08 

28 2,63 232 0,011 0.42 4.68 2.69 

29 0,88 830 0,001 0.22 11.32 1.78 

30 0,84 568 0,001 0.29 1.83 3.43 

31 0,38 1244 0 0.32 9.9 2.89 

32 5,79 426 0,013 0.45 3.41 1.65 

33 0,31 678 0 0.39 85.48 5.26 

34 2,47 225 0,01 0.36 16.57 2.88 

35 1,41 535 0,002 0.46 14.87 2.95 

36 0,97 191 0,005 0.39 15.4 2.27 

37 0,36 224 0,001 0.34 5 1.69 

38 5 447 0,011 0.59 2.4 0.92 

MÉDIA 7,45 468,10 0,018 0,64 19,30 2,43 
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APÊNDICE C – Descrição dos valores individuais (pg/mL) das proteínas estudadas em saliva 

Participante RANKL OPG Ratio rankl/opg IL-1β IL-6 TNF-α 

1 8,11 358 0,022 11.44 19.4 1.16 

2 13,19 780 0,016 240 464 8.38 

3 32,4 1161 0,027 34.79 73.79 6.05 

4 4,4 462 0,009 106 26.61 15.39 

5 20,69 116 0,178 5.93 25.72 4.07 

6 162 274 0,591 119 42.82 4.7 

7 112 139 0,805 50.2 70.48 4.21 

8 47,67 80.25 0,594 13.47 35.36 3.6 

9 59 155 0,389 66.24 29.77 2.98 

10 34,12 60.42 0,564 3.73 30.36 4.28 

11 153 260 0,588 46.05 79.11 10.22 

12 155 116 1,336 118 17.52 2.59 

13 30,07 1903 0,015 15.18 83.88 7.27 

14 3,35 117 0,028 46.26 103 5.04 

15 121 221 0,547 3.69 23.7 1.5 

16 82,72 211 0,392 23.17 31.91 2.54 

17 98,89 81.05 1,22 7.16 33.16 3.87 

18 1122 964 1,163 8.55 154 16.21 

19 29,1 135 0,215 101 19.5 2.97 

20 23,97 381 0,062 126 20.33 2.22 

21 25,71 169 0,152 27.39 83.07 4.62 

22 6,36 85.15 0,074 3.36 20.43 4.99 

23 23,12 297 0,077 28.21 30.16 2.82 

24 22,57 123 0,183 16.92 38.84 4.36 

25 2,89 803 0,003 7.86 37.15 1.36 

26 5,52 44.65 0,123 6.87 20.53 1.96 

27 21,48 108 0,198 26.58 56.55 2.69 

28 27,53 306 0,089 106 47.63 8.87 

29 11,18 192 0,058 14.12 166 0.94 

30 52,94 57.77 0,916 1.07 6.3 0.68 

31 7,28 193 0,037 6.65 10.34 7.2 

32 6,22 227 0,027 88.09 126 3.51 

33 0,27 337 0 73.94 17.09 23.82 

34 6,97 1063 0,006 58.06 21.36 11.13 

35 29,1 326 0,089 49.19 325 2.29 

36 190 329 0,577 30.48 133 15.06 

37 4,29 337 0,011 22.2 19.71 18.13 

38 72,84 50.85 1,432 31.96 28.79 3.13 

MÉDIA 74,44 342,71 0,337 45,91 67,69 5,97 
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ANEXO A – Parecer Comitê de Ética em Pesquisa 
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