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RESUMO

Evidéncias cientificas tém apontado para inameros beneficios do
consumo baixo/moderado de cerveja sobre a saude dos individuos. Uma
recente meta-andlise com mais de 290.000 pessoas confirma a redugdo no
risco de doencas cardiovasculares tanto para o vinho, como também para a
cerveja, desde que consumido em doses baixas ou moderadas. A essas
substancias tém se atribuido efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios, bem
como acgbes na funcdo vascular. Uma vez que as doencas periodontais
apresentam uma natureza infecto-inflamatéria, € licito supor que o consumo
de cerveja possa trazer beneficios para os tecidos periodontais. Para isso, o
presente estudo abordou de forma prospectiva a acdo da cerveja rica ou nao
em lUpulo sobre a perda 6ssea alveolar (POA) em modelo animal. Para isso,
64 ratos Wistar machos com 60 dias foram utilizados, divididos em 8 grupos
experimentais. Ap0s a eutanasia, o padrdo de destruicdo Ossea foi avaliada
morfometricamente nos diferentes grupos experimentais. Para 0s grupos
submetidos a inducdo de POA por meio de ligadura, menores médias de
destruicdo periodontal foram encontradas nos grupos expostos a cerveja,
especialmente no que se refere a face palatina (p<0.01) e a média de POA
no dente (p<0.01). Ja na comparacdo entre os grupos que nao sofreram
inducdo de POA, a média de destruicdo periodontal foi estatisticamente
menor somente na face palatina do grupo que recebeu cerveja com alto teor
de ldpulo (p=0.01), quando comparada ao controle. Além disso, os ratos
expostos a cerveja com alto teor de lUpulo apresentaram uma menor
ocorréncia de periodontite quando comparado aos demais grupos
experimentais. Concluiu-se que o0 consumo de cerveja enriquecida com
lGpulo parece trazer um efeito protetor sobre a POA induzida ou n&o por meio
de ligadura em modelo animal. Além disso, a presenca de lUpulo na cerveja

pode ser benéfica na diminuicdo da ocorréncia de periodontite experimental.

Palavras-chave: Lupulo, perda Ossea alveolar, ratos, periodontite,

alcool.



ABSTRACT

Effects of a low/moderate consumption of beer on human health has
been reported. A recent meta-analysis confirms an important reduction in
cardiovascular risk as much for wine as for a beer. Vascular improvement and
antioxidant/anti-inflammatory effects should be related with this point.
Periodontal diseases have an infectious-inflammatory nature. Therefore, beer
consumption can benefits the periodontal health. For that, the aim of the
present study was assessed the effect of beer enriched with hops on alveolar
bone loss (ABL) in animal model. Sixty-four, 60-days-old, male Wistar rats in 8
experimental groups were stratified. After euthanasia, the ABL in the different
experimental groups was evaluated. The groups that were not ligature-induced
presented less ABL in beer group, especially regarding the palatal face (p
<0.01) and mean of ABL in the tooth (p <0.01). In the comparison between
groups that did not undergo ABL induction by ligature, mean periodontal
destruction was statistically lower in the group that received beer with high hops
concentration (p = 0.01) when compared to control group. In addition, the rats
that were exposed to beer with high hops concentration to experienced less
occurrence of periodontitis than others groups. It can be concluded that the
consumption of beer enriched with hops seems protect to ABL induced or not
by ligature. In addition, lower occurrence of experimental periodontitis was

experienced in the enriched hops beer group.

Key words: Hops, alveolar bone loss, rats, periodontitis, alcohol
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1.INTRODUCAO

O interesse cientifico em investigar os possiveis efeitos benéficos para a
saude do consumo de alcool comecou no final da década de 1950 com o
“Seven Countries Study” (Feinleib, 1981). Em 1979, St Leger et al. publicaram
uma analise na Lancet, mostrando que paises com alto consumo de vinho
apresentavam taxas de mortalidade bastante baixas por doencas
cardiovasculares. O estudo baseou-se em dados agregados em um modelo
de analise transversal, ndo em individuos seguidos ao longo da vida. Com
isso, os métodos e as conclusdes utilizados receberam inUmeras criticas. Em
1981, Marmot et al. relataram pela primeira vez uma relacdo em forma de U
entre o consumo de alcool e qualquer causa de mortalidade em funcionarios
publicos de Whitehall, Londres. Desde entdo, numerosos estudos
epidemioldgicos corroboram a relacdo inversa entre consumo de alcool e risco
cardiovascular, morbidade e mortalidade. Muito embora resultados dispares
possam ser observados na literatura, diferentes meta-analises tém apontado
para um efeito benéfico do consumo leve/moderado de alcool sobre a saude
dos individuos.

Diferentes mecanismos foram propostos para explicar esse efeito
protetor do alcool em doencas cardiovasculares, morbidade e mortalidade.
Por exemplo, o aumento dos niveis de colesterol de lipoproteinas de alta
densidade (HDL), diminuicdo dos niveis de colesterol de baixa densidade
(LDL), reducdo da agregacédo plaquetéria, além de efeitos benéficos sobre a
inflamacéo ja foram relatados (Rimm et al., 1999; Di Castelnuovo et al., 2009).
Por outro lado, efeitos anti-aterogénicos e anti-tromboticos e a regulacdo da
funcdo endotelial foram atribuidos principalmente aos constituintes do vinho
(Gresele et al., 2011) e da cerveja (Piazzon et al., 2010; Martinez et al., 2011),
respectivamente. Além disso, ha substancial evidéncias para sugerir que
bebidas alcodlicas ricas em polifenéis, como vinho e cerveja, impedem a
supresséao do sistema imunoldgico, desencadeando um efeito protetor sobre a
imunidade. Em outras palavras, adultos saudaveis que consomem

regularmente uma quantidade baixa ou moderada de cerveja/vinho podem ser



menos propensos a infeccdes e inflamacdes. Esses fatos podem explicar os

efeitos protetores do consumo moderado sobre a saude (Romeo et al., 2007).

Uma vez que a periodontite tem na sua etiopatogénese caracteristicas
de uma doenca infecto-inflamatodria, € licito supor entdo que o consumo de
alcool possa afetar os tecidos periodontais de alguma forma. Diversos estudos
ja foram reportados na literatura e os resultados apresentam-se conflitantes.
Isso ocorre muito provavelmente devido a grande heterogeneidade entre os
estudos, além da inclusdo de fatores de confundimento e das diferentes
definicbes do que é periodontite. Entretanto, estudos longitudinais como o de
Wagner et al (2017) apontam para um potencial efeito benéfico do vinho sobre
a progressdo de perda de insercdo em homens né&o-fumantes quando
consumido em baixas doses diarias. Muito embora exista conflito de
resultados na literatura sobre o assunto, muito pouco se sabe sobre o
consumo de cerveja rica em lapulo sobre as estruturas do periodonto durante

0 processo de doenca, sendo este o assunto da presente dissertacao.



2.REVISAO DA LITERATURA

2.1.Historia da Cerveja

E dificil definir com precisdo o inicio do histérico da cerveja. No entanto,
evidéncias arqueoldgicas mostram que o nascimento da cerveja foi o mais
tardar em 3000 a.C., pelos sumérios. Evidéncias também estdo presentes em
sua linguagem. Eles criaram a palavra "kasto", referindo-se a cerveja. Muitas
outras palavras para os ingredientes, tipos de cerveja e utensilios de cerveja
foram criadas. Além disso, poemas sobre o processo de fabricacao de cerveja
também sao fortes evidéncias da sua criacdo nesse periodo (Walther et al.,
2015).

Depois que 0s sumeérios comecaram a fabricar cerveja, as populacées
do Oriente Médio se tornaram fas leais.Ja na Grécia e em Roma, a cerveja
N&ao era aceita porque as pessoas preferiam o vinho. No entanto, nas terras ao
norte das fontes de uva, a cerveja era popular por seu préprio charme. Apés a
descoberta do Novo Mundo, os imigrantes trouxeram as técnicas de
fabricacdo de cerveja para a América, e na sequéncia, ela foi introduzida na
Asia com forte aceitacdo (Walther et al., 2015). Na histéria do Brasil, devido a
colonizagdo portuguesa que priorizava 0 consumo de vinho, a cerveja
demorou a tornar-se popular. Inicialmente, a cerveja no Brasil era produzida
de forma caseira e consumida somente pelas familias de imigrantes. Foi com
a abertura dos portos em 1808 que se iniciou a entrada de cervejas
importadas, principalmente as inglesas (Coutinho, 2008). Atualmente, o
consumo anual global de cerveja atinge cerca de 190 bilhdes de litros,

tornando-se a bebida alcodlica mais popular em todo o mundo.
2.2.Efeitos sobre a saude
Os possiveis efeitos benéficos ou ndo do alcool sobre o organismo ja

vém sendo estudados h& décadas. A relacdo de risco atribuido entre o
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consumo de alcool e os eventos cardiovasculares ou mortalidade em pessoas
aparentemente saudaveis € descrita como uma curva em forma de “J” ou “U”,
atribuida a uma combinacdo relacionada a dose de efeitos benéficos e
nocivos ao seu consumo. Isso significa dizer que individuos com algum
consumo de alcool encontram-se protegidos de doencas
cardiovasculares/morte, quando comparados aqueles que ndo estdo expostos
ao alcool ou aqueles que consomem altas doses. Além da quantidade, o tipo
de bebida alcodlica consumida também tem sido alvo de diferentes estudos.

E sabido que a cerveja tem na sua composi¢cdo propriedades
antioxidantes, que sdo de grande interesse para a manutencao do equilibrio
oxidante/antioxidante necessario para um estiio de vida saudavel.
Fisiologicamente o corpo humano responde ao estresse oxidativo ativando
suas defesas antioxidantes enddgenas. Entretanto, essa resposta natural
pode ser insuficiente por si s6 e, portanto, a ingestdo de compostos
antioxidantes bioativos exdgenos podem desempenhar um importante papel
no fortalecimento das defesas do organismo. Como tal, o consumo de
alimentos contendo antioxidantes naturais podem contribuir para
manutencdodo equilibrio entre antioxidantes e antioxidantes. Ou até mesmo,
para inclinar essa balanca em favor dos antioxidantes pode ser de vital
importancia na homeostase. Sendo assim, o consumo de frutas, legumes,
azeite e certas bebidas, como cerveja, café e cha tém sido inversamente
associados a diferentes situagfes fisiopatoldgicas ligadas ao dano oxidativo
(Codofier-Franch et al., 2013).

A cerveja € uma bebida com alta capacidade antioxidante, devido ao seu
conteudo de compostos polifendlicos, vitaminas e melanoidinas, entre outros
componentes. Essa capacidade antioxidante tem sido amplamente estudada
nas ultimas décadas e sugeremum importante papel da cerveja na prevencgao
de vérias doencas (Joshipura et al., 1999; Gerhausser et al., 2003; Patil et al.,
2009; Sohrabvandi et al., 2012). Diferentes delineamentos de estudo tém

mostrado isso de forma muito consistente.

A capacidade antioxidante da cerveja tem sido estudada in vitro por

varios autores usando diferentes métodos (Vinson et al., 2003; Rivero et al.,
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2005; Tedesco et al., 2005). Esses estudos obtiveram valores diferentes para
a capacidade antioxidante da cerveja, que tendem a ser maiores para
cervejas mais escuras do que para suas contrapartes mais leves e sem alcool
(Rivero et al., 2005). Esses achados podem ser atribuidos especialmente aos
diferentes teores de polifendisencontrados nas cervejas. Esses modelos de
estudos mostram uma correlacéo positiva entre o teor de polifendis da cerveja
e sua capacidade antioxidante (Tedesco et al., 2005). Rivero e colaboradores
(2005) também estudaram in vitro do efeito da cerveja sobre biomarcadores
de estresse oxidativo. Eles mostram que a cerveja exerce um efeito protetor
contra danos no DNA(Rivero et al., 2005).

Outros mecanismos também podem estar ativados e podem explicar
esse efeito protetor da cerveja sobre a saude dos individuos: aumento dos
niveis de HDL (Hendriks et al, 1998; Sierksma et al., 2002), aumento da
atividade da paraoxonase (Van der Gaag et al., 1999), melhor efluxo do
colesterol (Van der Gaag et al., 2001), estimulo da fibrindlise (Hendriks et al.,
1994) e a diminuicdo da formacdo de coagulos (Dimmitt et al., 1998) estédo
descritos na literatura. Um recente consenso publicado em 2016 (Gaetano et
al., 2016) por experts na area, concluiu que o consumo moderado/leve de
cerveja pode sim trazer beneficios adicionais a saude do individuo,
especialmente as condi¢cdes cardiovasculares. Entretanto, os autores sao
enfaticos sobre os danos causados pelo consumo excessivo desse produto,
que pode causar diversos efeitos deletérios tanto para a satude dos individuos
guanto para a sociedade. sEfeitos como degeneragcao do sistema nervoso
central e periférico, hepatite, cirrose, além do aumento da incidéncia de
canceres, cardiomiopatia e miopatia estdo bem documentados na literatura
(Cooper, 1994). Além disso, o consumo excessivo de alcool é descrito por
acarretar problemas na pele e no epitélio do trato digestoério (Reidy; McHugh;
Chen et al, 2014). Ainda, a cerveja possui grandes quantidades de proteinas,
além de conter peptideos derivados das prolaminas, conhecidas por
desencadear alergias em celiacos (Colgrave et al, 2013).
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2.3.Bioquimica da cerveja — Lupulo

Além da &gua que € o principal constituinte em quantidade, a cerveja €
também composta pela cevada, lupulo e fermento. Em relac&o ao lapulo, este
€ uma espécie de videira perene, que pertence ao género Humulus da familia
Urticaceae. Os antigos consideravam-no como um material medicinal. A
planta é didica e as flores tém valor de fermentagdo. As flores sdo verdes ou
amarelo-verde, em forma de pinha, de 3 a 6 cm de comprimento, com 30 a 50
pedacos de flores cobertos por uma coluna vertebral. A base do cone de
lGpulo tem muitas particulas amarelas, comumente conhecidas como "pdlen”,
mas na verdade sao resina e 6leo de ldpulo secretado pelas glandulas de
lapulo. E a eficacia Gnica dessas secrecdes que faz do lGpulo uma

matériaprima indispensavel no processo de fermentacdo(Nogueira, 2005).

A resina de lupulo e o 6leo de lupulo, que sédo solUveis em agua, sao
substancias com grande valor de fermentacdo. O ldpulo contém 20-25% de
ingredientes solUveis em agua, incluindo aclUcares, aminoacidos, proteinas,
polifendis e sais inorganicos, que podem ser dissolvidos diretamente no mosto
fervente. Sabe-se que h& cerca de 2% de acgucar contido no ldpulo, que é

principalmente frutose e glicose (Malowicki& Shellhammer, 2005).

Os polifendis no lupulo séo responsaveis por 4 a 8% dos componentes
do lapulo, dependendo principalmente das espécies de IUpulo e do histérico
de crescimento. Eles podem ser divididos em quatro categorias: acidos
fendlicos, flavondides, catequinas e antocianidinas. As propriedades
dependem muito do grau de polimerizacdo. Os polifendis de baixo peso
molecular sdo antioxidantes naturais e representam, em grande medida, o
poder redutor do mosto, protegendo assim a cerveja contra a oxidacao e
melhorando a estabilidade do sabor. Polifendéis de peso molecular maior
contribuem para a formacao de cor e 0 aspecto turvo da cerveja. Além disso,
no entanto, os polifendis podem causar uma adstringéncia desagradavel ao
sabor (Nogueira, 2005).
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O ldpulo é a principal fonte de muitos produtos naturais e a flavona é
uma das mais importantes. A flavona é um polifenol vegetal com atividade
antioxidante e quelante. Como consequéncia, suas caracteristicas
farmacoldgicas e bioldgicas sédo notaveis. Além do lupulo, frutas, legumes, ch&a
e cacau em po também sdo importantes fontes de producdo de flavonas.
Atualmente, existem 4000 tipos de flavonas que foram descobertas e
identificadas. No entanto, o lUpulo é a Unica fonte que contém flavondides
naturais de prenilo. Na dieta humana, beber cerveja € a principal maneira de

absorver as flavonas (Malowicki& Shellhammer, 2005).

2.4.Doencas Periodontais

Existem diferentes tipos de doencas periodontais que podem afetar a
populacdo. No entanto, as de maior ocorréncia sdo a gengivite (somente
inflamagéo) e a periodontite (inflamacdo e destruicdo dos tecidos
periodontais). Estas se caracterizam por serem doengas com uma natureza
infecto-inflamatéria que acometem os tecidos de sustentacdo e protecao do
dente (Socransky, et al, 1998). Muito embora a infeccdo bacteriana seja
essencial para o inicio da doenca, elas sdo insuficientes para explicar todo o
processo etiopatogénico. Fatores ligados ao hospedeiro, como o meio
ambiente, doencas sistémicas, habitos comportamentais assumem
fundamental importancia na explicacdo do inicio, desenvolvimento e
severidade da doenca (Page, et al, 2000). Apesar de existirem centenas de
diferentes tipos de bactérias na cavidade bucal que se aderem sobre a
superficie ndo descamativa do dente, algumas poucas estdo associadas a
cadeia causal. No caso das periodontites, a presenca aumentada de bactérias
anaerobias gram-negativas na area subgengival como a Porphyromonas
gingivalis,  Bacteroides  forsythus, @ Treponema denticola e A.
actinomycetemcomitans estdo associadas a destruicdo gengival (Socransky,
et al 1998).

Por outro lado, a presenca ou ndo, bem como a severidade dessa
destruicdo, € melhor explicada pelo desequilibrio existente entre os

mecanismos de resposta imune-inflamatérios do hospedeiro frente ao
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acumulo dessas bactérias. Entre os principais componentes dessa quebra de
homeostase estdo o desequilibrio na producdo de citocinas préo e anti-
inflamatorias (Birkedal-Hansen, 1993), a producéo de grandes quantidades de
espécies reativas de oxigénio (Bartold, Van Dyke, 2013) e alteracbes nas
funcdes de células de defesa, como o neutréfilo e o macréfago (Guentsch, et
al, 2009).Muito embora ainda ndo sejam completamente compreendidos,
esses sdo 0s mecanismos, que melhor elucidam a etiopatogénese das
doencas periodontais. Esses processos acima citados ja foram extensamente
estudados e associados aos principais fatores de risco para o
desenvolvimento e severidade das doencas gengivais, tais como a exposi¢cao
ao fumo (Carvajal, et al, 2016; Johnson, Hill, 2004) e a presenca do diabetes
mellitus descontrolado (Campus et al, 2005). Por outro lado, pouco se sabe
sobre possiveis fatores de protecdo a essas doencas. MedicacBes anti-
inflamatorias e antibidticos ja foram estudados previamente e mostram
resultados clinicos insatisfatérios para seu uso indiscriminado, tendo sua

aplicacao restrita a poucos casos (Van Dyke, 2008; Lai et al, 2011).

O consumo de alcool em baixas doses/concetracfes tem apresentado
resultados interessantes no que se refere a preservacdo dos tecidos
gengivais. Recentemente, Wagner e colaboradores (2017) realizaram um
levantamento epidemioldgico longitudinal e abordaram o assunto. Nesse
artigo, os autores encontram que individuos homens ndo-fumantes que
consumiam baixas doses de alcool apresentavam menor progressao de perda
de insercdo periodontal do que aqueles que bebiam doses elevadas de
alcool.Por outro lado, uma recente meta-analise encontra resultados
diferentes do efeito do alcool sobre o periodonto (Wang et al.,, 2016).
Entretanto, cabe ressaltar que ndo ha estratificacdo para tipo de bebida
alcodlica, além do que a maior parte dos estudos incluidos ndo apresenta
dados sobre controle do biofilme. No entanto, quando a analise é estratificada
para quantidade consumida, os autores encontram um pequeno efeito protetor
do alcool (menos de 30g/dia) sobre a periodontite. Além disso, pouco se sabe
sobre a plausibilidade biolégica desses achados, pois 0s mesmos séo
gerados na maior parte das vezes por estudos com natureza epidemioldgica
observacional (Tezal et al., 2001; Pitiphat et al., 2003; Tezal et al., 2004).
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Além disso, ndo ha dados sobre o consumo de cerveja sobre o periodonto em

estudos populacionais.

Até o presente momento, a cerveja enriquecida com lUpulo foi testada
apenas em modelos celulares in vitro. De acordo com Inaba et al. (2005), a
estimulacdo de células do ligamento periodontal (células conjuntivas) com
lpulo foi capaz de proteger essas células da acdo da Porphyromonas
gingivalis. Da mesma forma, Kou e colaboradores (2008) estimularam células
epiteliais com P. gingivalis e avaliaram a a¢éo do lupulo sobre a expressao de
ciclooxigenase (COX)-2, IL-6 e 8 e metaloproteinase da matrix (MMP)-1 e 3
por meio de PCR em tempo real. Os autores evidenciaram que o lUpulo se
apresentou como um potente inibidor de resposta inflamatoria celular. Muito
embora existam resultados motivadores no que se refere ao uso em modelos
in vivo, nenhum estudo foi publicado mostrando os possiveis beneficios da

cerveja enriquecida ou ndo com lupulo sobre os tecidos periodontais.

3.JUSTIFICATIVA DA PESQUISA

Por se tratar de uma bebida amplamente consumida na populagao,
pesquisas envolvendo o consumo de cerveja sao relevantes para o
conhecimento cientifico. Além disso, pouco se conhece sobre os possiveis
efeitos benéficos do consumo consciente da cerveja sobre o organismo. Até o
presente  momento, ndo € encontrado na literatura nenhum artigo
correlacionando os efeitos da cerveja sobre o que diz respeito ao
aparecimento, desenvolvimento e gravidade das doengas periodontais
destrutivas (doenca com danos permanentes e com alta prevaléncia nas
populacdes). Nos dias de hoje, essa doenca € a principal causa de perda de
dentes e um importante preditor de risco para perda futura de implantes
(Konstantinidis et al., 2015). Wright e colaboradores (2008) demonstraram que
a cerveja é no minimo equivalente ao vinho sob a ética nutricional no combate
as doencgas cardiovasculares. A justificativa mais plausivel diz respeito a

grande quantidade de polifenois encontrados na cerveja, o que contribui para
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o equilibrio e melhora dos processos imune-inflamatorios do organismo por
diferentes mecanismos biolégicos (Pietta, 2000). Uma vez sabido que as
cervejas possuem grande quantidade desses compostos (Gerhauser, 2005) e
tendo a doenca periodontal um carater infecto-inflamatorio, é licito supor que
possa haver beneficios da cerveja ou de seus componentes sobre o

aparecimento e desenvolvimento das doencas periodontais.
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4.OBJETIVOS
4.1.Geral

Avaliar em ratos Wistar o efeito do consumo de cerveja rica ou hao em
lpulo sobre a perda éssea alveolar induzida por ligadura. A hipotese
experimental € que devido o alto teor de lUpulo presente na cerveja IPA, esta
podera representar um importante fator de protecdo ao desenvolvimento da

periodontite induzida em modelo animal.

4.2 .Especificos

a) Comparar morfometricamente a perda Ossea alveolar induzida
por ligadura e espontaneamente em ratos machos Wistar quando expostos a

cerveja rica ou ndo em lapulo, solucao alcodlica e controle;

b) Determinar a ocorréncia de doenca periodontal entre o0s

diferentes grupos experimentais.
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5.METODOLOGIA
5.1.Delineamento da Pesquisa

Este estudo foi realizado em modelo animal, sendo prospectivo,

randomizado, controlado e cego.

5.2.Consideracdes éticas

Os procedimentos propostos para pesquisa cientifica em animais do
presente projeto obedeceram a normas propostas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) através da Lei Federal
11.794/2008, Resolucdo Normativa n°30 (fevereiro de 2016) e Diretriz
Brasileira para o Cuidado e a utilizacdo de Animais para fins Cientificos e
Didaticos (DBCA). Para a eutanasia dos animais o presente estudo seguiu as
normas propostas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal (CONCEA) através da Lei Federal 11.794/2008, Resolu¢cdo Normativa
n°13 e Diretrizes da Préatica de Eutanasia do Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal. O presente projeto de pesquisa foi submetido a
Comissdo Cientifica e Comissdo de Etica de Uso de Animais (CEUA/HCPA)

do Hospital de Clinicas de Porto Alegre e aprovado.

5.3.Local de Origem e Local de Realizacdo da Pesquisa

Os animais foram obtidos no Centro de Reproducédo e Experimentacdo
de Animais de Laboratério (CREAL) da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (UFRGS). Previamente ao inicio do estudo, os animais foram pesados,
randomizados e agrupados, conforme grupo experimental. Cada animal
recebeu uma marcacdo em seu rabo (humeracao) com caneta permanente e

as caixas foram identificadas de acordo com o grupo experimental.

Foram utilizados 64 ratos Wistar machos com idades de 60 dias divididos
em 8 grupos (4 controles e 4 testes), por meio de randomizagao estratificada
por peso. Foram alocados de 2 a 3 animais por caixa-moradia de plastico,

mantidas na Unidade de Experimentacdo Animal (UEA) do Hospital de
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Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Os animais foram mantidos em um ciclo
fotoperiodico de 12 horas claro/escuro em temperatura ambiente (22°C + 2°C)
e umidade relativa do ar de 40-60%. Os animais permaneceram os 14 dias
iniciais em periodo de aclimatacdo. Foi oferecida dieta comercial peletizada ad
libitum padrdo para a espécie e liquido de acordo com o0 grupo experimental.
Quanto ao consumo de liquido, os animais receberam o liquido destinado ao
seu grupo experimental por um periodo de 12 horas (noite), e 4gua pelas
demais 12 horas (dia). Foram realizados todos os procedimentos para

minimizar a dor e o desconforto durante o estudo.

5.4.Grupos experimentais e calculo amostral

Os grupos experimentais foram os seguintes:

Controles:

e Grupo 1: os animais receberam racao ad libitum e agua,;

e Grupo 2: os animais receberam racao ad libitum e solucéo alcéolica de
6,7% (mesma graduacao alcodlica das cervejas oferecidas aos grupos
3ed),

e Grupo 3: 0s animais receberam comida ad libitum e cerveja tipo Indian
Pale Ale (IPA), conforme descrito no item ‘Administracdo de solucdes

alcodlicas’;

e Grupo 4: os animais receberam comida ad libitum e cerveja tipo Pilsen,

conforme descrito no item ‘Administragao de solugGes alcodlicas’;
Testes:

e Grupo 5: os animais receberam racéo ad libitum e agua e foi induzida a
doenca periodontal através da colocacédo de ligadura nos segundos

molares superiores;

e Grupo 6: os animais receberam ragéo ad libitum e solucéo alcoolica de

6,7% (mesma graduacao alcodlica das cervejas oferecidas aos grupos
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3 e 4) e foi induzida a doenca periodontal através da colocacédo de

ligadura nos segundos molares superiores;

e Grupo 7: os animais receberam comida ad libitum e e cerveja tipo IPA,
conforme descrito no item ‘Administracéo de solu¢des alcodlicas’. Aléem
disso, tiveram induzida a doenca periodontal através da colocacéo de

ligadura nos segundos molares superiores;

e Grupo 8: os animais receberam comida ad libitum e e cerveja tipo
Pilsen conforme descrito no item ‘Administragdo de solucdes
alcodlicas’. Além disso, tiveram induzida a doenca periodontal através

da colocacao de ligadura nos segundos molares superiores;

De acordo com o Beer Judge Comission Program que classifica as
cervejas (BJCP Beer Guidelines 2015 — www.bjcp.org), os animais do grupo 3,
4, 7 e 8 receberam cerveja do tipo Indian Pale Ale, com teor alcoolico de 6,7%

(rica ou ndo em lapulo).

Para o célculo amostral utilizou-se como base o estudo de (Souza,
Ricardo et al. 2009). Neste estudo foram observadas diferencas de
aproximadamente 0,7 mm entre 0S grupos experimentais expostos a alcool
em concentracdes de 10%. Assumindo-se um alfa de 5% e um beta de 10%,
chegou-se a um numero total de 8 animais por grupo experimental. A Figura 1

demonstra esquematicamente o desenho experimental do estudo.
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Consumo dos liquido de acordo com os grupos experimentais

Obtencéo
dos animais Dia 0 Dia 14 Dia 54 Dia 64
Pesagem dos Colocagéao de Eutanasia e obtengao
animais, ligaduras nos grupos = das maxilas, tecido
n=64 aloclaga_o I 56,7e8 Induga_o de Doenca gengival, figados e
randomizada e Periodontal linguas
aclimatagao
(quarentena)
Controle Teste
Grupo 1 - Agua Grupo 5 - Agua e doenga periodontal
Grupo 2 - Solugao alcoolica 6,/% | Grupo 6 - Solugéo alcoolica 6,7% e doenca periodontal
Grupo 3 - Cerveja IPA 6,T% Grupo 7 - Cerveja IPA 6,T% e doenga periodontal
Grupo 4 - Cerveja Pilsen 6,7% Grupo 8 - Cerveja Pilsen 6,7% e doenga periodontal

Figura 1.Desenho do estudo

6.PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

6.1.Induc&o da Doenca Periodontal

Foi induzida doenca periodontal (inflamagdo de gengiva com
consequente perda de tecido 6sseo), por meio de colocacdo de ligadura no
segundo molar superior de ambos os lados (direito e esquerdo). A colocacao
da ligadura foi feita mediante anestesia geral, sob supervisdo de médico-
veterinario. Os grupos que n&o receberam a ligadura também foram
anestesiados nesse momento para que se tenha controle do viés de estresse.
As ligaduras foram colocadas através de anestesia inalatoria por isoflurano
vaporizado em 100%V de oxigénio por meio de mascara facial. Para a
inducdo anestésica utilizou-se o isoflurano 5V% e para manutencdo 2-3V%.
Usou-se para a analgesia trans e poés-operatorio o farmaco Tramadol
(10mg/Kg) administrada por via intra-peritonial, logo apos o procedimento. A

ligadura consiste na colocacao de fio de seda (4-0) - Ethicon® nos espacos
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interdentais. Esta foi colocada com auxilio de duas pincas porta agulha do tipo
Castro Viejo. O n6 foi sempre realizado na face vestibular do dente. As
ligaduras foram posicionadas subgengivalmente nos segundos molares
superiores direitos e esquerdos para a indugcdo de inflamacéo

periodontal(Fernandes et al. 2007).

6.2.Administracdo das Solug¢fes Alcbolicas

Foram utilizadas cervejas artesanalmente produzidas a partir de receita
criada para esta pesquisa baseada no estilo Indian Pale Ale e Pilsen, segundo
o BJCP 2015, em virtude da suas caracteristicas, quantidades de lapulo (a
primeira tem alto teor; a segunda, um teor reduzido). Desta forma, foi possivel
saber exatamente com qual tipo de insumos a cerveja foi feita e inferir sobre a
influéncia das mesmas nos efeitos eventualmente observados durante os
experimentos. As cervejas foram produzidas pela Cervejaria Estilingue LTDA,
com matéria prima altamente selecionada, obtendo-se uma bebida de alto
padrdo de qualidade e artesanal. A concentracao alcodlica foi de 6,7% e, para
tanto, uma solucdo alcoolica na mesma concentracdo foi administrada para
outro grupo, uma vez que sabe-se que o &lcool em baixas concentracdes
pode ter efeitos benéficos sobre a perda 6ssea alveolar espontanénea e sobre
a doenca periodontal induzida em ratos (Oballe et al., 2104; Wagner et a.,
2016). Tanto as garrafas de alcool quanto as garrafas de cerveja rica ou nao
em lUpulo permaneceram nas caixas-moradias somente durante o ciclo
fotoperiddico de escuro (12 horas). Apds esse periodo, as garrafas foram
trocadas por agua. Durante toda a fase experimental, o0 consumo dessas
substancias, bem como da &agua nos grupos controles, foi mensurado

diariamente.

6.3.Consumo de Alimento e Peso Corporal dos Animais

O consumo da racédo (em gramas) foi avaliado a cada dois dias nos

diferentes grupos experimentais em balanga eletrénica. Da mesma forma, os
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animais também foram pesados semanalmente. A variacdo de peso ao longo

do estudo serviu também como um indicador de salde dos animais.

6.4.Avaliacdo Clinica dos Animais

Os sinais de dor aguda ou crénica como 0 ato excessivo de lamber-se,
cocar-se, vocalizar, bem como postura anormal, prostracao e atividade motora
reduzida (Classen, 2000) foram monitorados ao longo do experimento. Além
disso, foi realizada a avaliacdo clinica-comportamental por parte da veterinaria
da UEA.

6.5.Eutanésia e Descarte das Carcacas dos Animais

Os animais foram mortos por decapitacdo nas 24 horas apos a ultima
avaliacdo in vivo e em sala distinta da qual os animais eram mantidos de
acordo com a normativa numero 13 do CONCEA (2013). O método para o
eutanasia destes animais foi a decapitacdo apO6s anestesia geral com
isoflurano (5% em 0,5 L/min de O2) em sala distinta da qual os animais

estavam mantidos, realizada por experimentador treinado.

As carcacas dos animais foram acondicionadas em sacos plasticos
brancos préprios para descarte de material biolégico e armazenadas em
freezer em uma camara de congelamento cientifica com temperatura -20° C,

da UEA/HCPA, até o recolhimento pela empresa responsavel.

6.6.0btencdo das Pecas MaxilareseAnalise Morfométrica da Perda
Ossea Alveolar

As hemi-maxilas superiores do lado direito dos animais foram coletadas
logo apdés a eutanasia. As analises morfométricas destas pecas foram
realizadas no Laboratério de Periodontia da Faculdade de Odontologia da
UFRGS e seguiram a metodologia proposta por (Fernandes, et al. 2007).
Essas maxilas foram imersas em hipoclorito de sédio a uma concentracao de
9% de cloro ativo, durante duas horas e os tecidos moles mecanicamente

removidos. Passado este periodo, as pecas foram lavadas e secas. Para a
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tomada das fotografias, foi utilizada uma camera fotogréafica digital de 6.1
megapixels modelo D100, com lente macro 100 (Nikon® Coolpix, Ayutthaya,
Tailandia), acoplada a um tripé com distancia focal minima, de modo que o

cone ficava o mais paralelo possivel em relacdo ao solo.

Foi confeccionado um aparato utilizando pasta pesada de Silicona de
Adicdo para promover fixacdo de uma régua endoddntica a uma posicéo
perpendicular em relacdo ao solo. As pecas foram fixadas a régua com lamina
de cera 07, de modo que o plano oclusal da peca ficasse paralelo ao solo.
Foram realizadas fotografias das faces vestibular e palatina das maxilas do
lado direito (hemimaxilas) sendo que a medida da distancia da juncédo amelo-
cementaria a crista 6ssea foi feita através programa ImageJ(National Institutes
of Health, MD, EUA), por dois examinadores treinados e que desconheciam a

gue grupo experimental pertenciam os espécimes.

A analise morfométrica permite a mensuracao da perda éssea alveolar,
tanto por vestibular quanto por palatino. A mensuracao foi feita em regides
distintas somente do segundo molar (regido que foi colocada a ligadura),
sendo elas: duas na raiz mesial, duas na distal e uma na regido da furca
(central). A perda 6ssea do dente segundo molar (lado vestibular + lado
palatino) foi gerada a partir da média dessas medidas lineares. Sendo assim,
a distancia entre a juncdo amelo-cementaria e a crista 0ssea seré o indicador
de progresséo de perda éssea (doenca periodontal), ou seja, quanto maior a

distancia entre eles maior serd a gravidade da doenca.

6.7.Futuras Anéalises

Também foram coletados amostras de genviga, lingua e figado, assim
como a hemi-maxila superior esquerda dos animais. Os tecidos gengivais ao
redor dos segundos molares superiores do lado direito foram removidos e
lavados com solucéo salina fria (0,9%), triturados e homogeneizados em 300
mL de tampé&o contendo inibidores de protease (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,

EUA). Apés isso, foram centrifugados por 10 minutos a cada 10.000 g. O total
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de proteinas extraidas serdo medidas por colorimetria usando kit de analise
de proteina especifica. O tecido sobrenadante foi congelado a -80°C até o

momento dos ensaios laboratoriais.

Além disso, foram realizados imediatamente apds a morte dos animais
os procedimentos de preparo das pecas anatdémicas para posterior analise
histol6gica e imunohistoquimica/fluorescéncia. As maxilas do lado esquerdo
superior dos animais foram removidas cuidadosamente para que todos os
tecidos (moles e duros) permanecam integros para avaliacdo histoldgica. As
pecas foram armazenadas em potes contendo solugcdo de formalina
tamponada a 10%, devidamente etiquetados com o nimero do animal e grupo
ao qual pertencia. Apds 48 horas, as pecas foram colocadas em &cido citrico
por um periodo médio de 5 dias. As linguas também foram fixadas em solugéo
de formalina a 10% tamponada por até 48 horas. O material foi enviado ao
Laboratério de Patologia Experimental do HCPA onde foi processado e imerso
em parafina utilizando-se os procedimentos de rotina histopatol6gica. Analises
futuras serdo realizadas no Laboratério de Biologia Epitelial da Faculdade de
Odontologia da Universidade de Michigan (EUA). Salienta-se que ja existe o
vinculo do orientador desse estudo com o referido laboratério, uma vez que

esse foi o local de seu pds-doutoramento.

7.CONTROLE DE QUALIDADE DO ESTUDO

O presente estudo seguiu as recomendacdes do ARRIVE (Guidelines for
Reporting Animal Research) para experimentacao animal (Kilkenny, Browne et
al. 2010).

O cegamento dos pesquisadores aconteceu no momento da analise
morfométrica/laboratorial. As pecas foram codificadas, por um examinador
externo ao estudo e nomeadas de acordo com esse cdodigo, de modo que o
examinador que fez a analise das fotografias ndo sabia a que grupo cada

espécime pertencia.
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Apos a analise morfométrica, todos os dados dos dois examinadores
foram comparados pelo teste do Coeficiente de Correlacao Intra-classe (CCl).

O resultado indicou uma boa correlagéo entre os examinadores (CCI=0,89).

8.ANALISE DOS DADOS

8.1.Hipotese estatistica

A hipotese de nulidade a ser testada estatisticamente € a de que nao
existe nenhuma diferenca entre os grupos experimentais para os desfechos
primérios e secundarios. A hipotese experimental é de que pelo menos um

dos grupos € estatisticamente diferente dos demais.

8.2.Andlise estatistica

Foi verificada a distribuicdo dos dados por meio da avaliacdo de
histogramas e pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. A andlise estatistica foi

realizada conforme segue:

o Medidas de tendéncia central e de dispersdo dos dados referentes
ao peso dos animais, consumo de alimentos e bebidas e perda 6ssea
alveolar foram realizadas e comparadas entre 0s grupos experimentais.
O teste Post Hoc foi aplicado conforme necessidade e distribuicdo
amostral. O nivel de significancia assumido foi de P < 0,05.

o Para definicdo da ocorréncia de periodontite entre 0s grupos
experimentais, foi atribuido um ponto de corte para a perda Ossea
alveolar, conforme ordenamento das medidas de todos os grupos

experimentais. O ponto de corte atribuido refere-se ao percentil 75%.
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9.RESULTADOS

ApGs a pesagem inicial individual, os ratos foram ordenados e
numerados do menor ao maior peso. Em seguida, os ratos foram
randomizados em 8 grupos experimentais de acordo com o0 programa
‘Random.org”. O peso médio (xdesvio padrdo) dos diferentes grupos
experimentais esta representado na figura 2. Ao inicio do estudo, o peso dos
animais variou entre 278,33 (x24,6) e 315,98 (£23,07) gramas, nhao
apresentando diferenca significativa entre os grupos (ANOVA, p=0.06). Ao
longo do estudo, também néo foram observadas diferencas significativas entre
0S grupos experimentais em relacdo ao peso. Apenas pode-se observar
diferencas no ganho de peso dentro do mesmo grupo, em todos 0S grupos
experimentais, ao longo das 6 semanas (ANOVA de medidas repetidas,
p=0.001). Ao término da fase experimental, o peso médio dos grupos variou
entre 401,71 (£38,9) e 450,17(x£45,08) gramas (ANOVA, p=0.21).

500

425

— Controle (lig)
Solugao alcodlica (lig)
Cerveja com Luapulo (lig)
350 — Cerveja sem Ltipulo (lig)
— Controle
— Solugao alcodlica
Cerveja com Lupulo

Peso médio (gramas) po grupo

275

200

Semana

Figura 2. Peso médio (g) em cada grupo experimental ao longo periodo experimental.

O consumo de liquidos durante o ciclo escuro (12 horas) foi mensurado
diariamente em mililitros (mL) ao longo de toda a fase experimental (figura 3).
No primeiro dia do estudo, o consumo médio de liquido estimado variou entre
23,75 e 46,25 mL por animal. Interessantemente, apdés a colocacdo das
ligaduras, todos o0s grupos experimentais apresentaram uma queda no
consumo das bebidas. Entretanto, em nenhum momento houve diferengas
significativas no padrdo de consumo dos diferentes insumos entre 0S grupos,

nem mesmo ao longo do tempo (ANOVA de medidas repetidas). Ao término
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do periodo experimental, o consumo meédio estimado por animal/dia variou
entre 40,62 e 53,15 mL.

Também foi estimada a quantidade de alcool ingerida por animal/dia ao
longo de toda a fase experimental. No inicio do estudo, o consumo estimado
de alcool variou entre 1,31 e 2,16 gramas por animal/dia e ao término do
estudo o consumo estimado por animal/dia variou de 1,89 a 2,36 gramas. Nao
foram observadas diferengas significativas entre 0s grupos experimentais

(ANOVA), nem mesmo ao longo do tempo (ANOVA de medidas repetidas).

60

— Controle (lig)
Solugao alcodlica (lig)
Cerveja com Lupulo (lig)
— Cerveja sem Lupulo (lig)
— Controle
— Solugéo alcodlica
— Cerveja com Lupulo
Cerveja sem Lupulo

Gonsumo médio (mL) por animal

0
12 3456 7 8 91011121314151617 18 1920212223 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Dias de experimento

Figura 3. Consumo médio de liquido estimado (em mililitros) por animal de acordo com o grupo
experimental ao longo de toda fase experimental.

O consumo de alimentos em gramas (g) foi avaliado a cada dois dias
durante todo o periodo experimental e esta representado na figura 4. Ao inicio
do estudo, a estimativa do consumo médio variou entre 18,97 e 24,50
gramas/dia por animal. Ao fim do periodo experimental, o0 consumo médio
variou de 16,66 a 24,95 gramas/dia por animal. Nao foram observadas
diferencas significativas para o consumo de ragdo em nenhum momento da
fase experimental entre os grupos experimentais (ANOVA), nem mesmo ao

longo do tempo (ANOVA de medidas repetidas).
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38

A — Controle (lig)
TN Solugéo alcodlica (lig)
M Cerveja com Lupulo (lig)
— Cerveja sem Lupulo (lig)

— Controle
— Solugéo alcodlica
— Cerveja com Lupulo

Cerveja sem Lupulo

Consume médio (g) por animal

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

Dias de experimento

Figura 4.Consumo médio de racéo estimado (em gramas) por animal de acordo com o grupo
experimental ao longo de toda fase experimental

Tabela 1. Perda 6ssea alveolar média em milimetros (desvio padréo) entre os diferentes
grupos experimentais estratificada pela presenca ou nédo de ligadura.

Grupos Com Ligadura Sem Ligadura
Vestibular Palatina Dente Vestibular Palatina Dente
Controle 0,40 (+0,03)2 0,59 (+0,05)2 0,49 (£0,03)2 0,25 (+0,03)2 0,48 (+0,05)2 0,37 (+0,02)2

Solugdo Alcodlica 0,36 (+0,07)2 0,58 (£0,04)2 0,47 (+0,05)2 0,26 (£0,05)2 0,48 (:0,04)® 0,37 (+0,02)2
Cervejacom ldpulo 0,37 (20,032 0,49 (0,05)> 0,43 (+0,03)> 0,26 (+0,03)2 0,41 (+0,05)> 0,34 (+0,03)

Cervejasem Lipulo 0,33 (+0,04)2 0,53 (+0,05)2 0,43 (£0,03)° 0,24 (+0,04)2 0,48 (+0,07)2 0,36 (+0,02)

P 0.08 0.001 0.006 0.56 0.01 0.08

*ANOVA: letras distintas significam diferencas estatisticas entre o grupo experimental e o controle.

A anadlise de perda 6ssea alveolar (POA) foi avaliada por meio de
estratificacdes conforme grupo experimental, presenca ou ndo da ligadura,
distribuidas nas diferentes faces/dentes (Tabela 1). Pode-se observar que
para os grupos com ligadura, as menores médias de POA estdo nos grupos
gue foram expostos a cerveja, especialmente no que se refere a face palatina
(p<0.01) e a média de POA no dente (p<0.01). J&4 na comparacdo entre 0s
grupos que nao receberam ligadura, a média de POA foi estatisticamente
menor somente na face palatina do grupo cerveja com IlUpulo (p=0.01),

guando comparada ao controle.
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Tabela 2. Ocorréncia de periodontite de acordo com os diferentes grupos experimentais apos
definicdo do ponto de corte (POA = 0,51 mm).

Definicdo de
Doenca

Controle

Solucéo Alcodlica

GRUPOS

Cerveja com Lupulo

Cerveja sem Lupulo

Total

Sem Periodontite

Com Periodontite

23

9

22

10

30

2%

21

11

96

32

Total

32

32

32

*Teste exato de Fisher, p=0.02 (post-hoc: residuos ajustados)

32

128

A tabela de contingéncia 2 mostra a ocorréncia de periodontite apoés

definicdo do ponto de corte para a presente amostra. Essa definicdo se deu

apos ranqgueamento da média da POA, da menor para o maior. O ponto de

corte escolhido foi o percentil 75%. Portanto, toda face que apresentava um

valor médio de POA superior ou igual a 0,51 mm, foi considerado como

doente (periodontite). Sendo assim, pode-se observar que 0s ratos expostos a

cerveja com lUupulo apresentaram uma menor ocorréncia de periodontite

guando comparado aos demais grupos experimentais (teste exato de Fisher,

p=0.02; post-hoc: residuos ajustados).
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10.DISCUSSAO

O presente estudo traz uma abordagem sobre o consumo de cerveja
(rica ou ndo em lupulo) e de uma solucao alcodlica com mesma concentracao
de alcool sobre a perda 6ssea alveolar induzida (ou ndo) por meio de ligadura.
Os resultados mostram um desfecho de protecdo a destruicdo 0ssea,
especialmente a favor do grupo exposto a cerveja rica em lupulo, tanto na
auséncia quanto na presenca da ligadura. Os resultados séo corroborados de
forma semelhante quando a analise de ocorréncia de periodontite foi
realizada. J& a solucéo alcodlica per se ndo interferiu nos resultados.

Existe na literatura alguns estudos que ja abordaram o consumo de
alguns insumos que utilizam alcool na sua composi¢cdo sobre a doenca
periodontal/periodontite. De uma maneira geral, os estudos mostram
resultados divergentes. Muito disso se deve ao fato da utilizacdo de diversas
doses/concentragdes, assim como da utilizacéo de diferentes tipos de bebidas
e das variadas definicbes do que é doenca periodontal. Interessantemente, 0s
achados a respeito do tema tém reportado um efeito do alcool sobre o
periodonto em forma de curva “J”, assim como ocorre na literatura médica.
Por exemplo, estudos que utilizaram baixas doses/concentracbes de alcool
tém encontrado resultados positivos sobre a perda 6ssea alveolar (Oballe et
al., 2014; Liberman et al, 2011). Ja aqueles que usam altas
doses/concentracBes, encontram efeitos deletérios sobre as estruturas
periodontais (Irie et al., 2008; Souza et al., 2006). Esses achados também tém
sido encontrados e corroborados em levantamentos epidemiolégicos
transversais e longitudinais (Pitiphat et al., 2003; Nishida et al., 2010; Susin et
al., 2015; Wagner et al., 2017), dando consisténcia ao que foi encontrado. De
qualquer forma, no presente estudo, a solugéo alcodlica pura néo foi capaz de
prevenir perda o6ssea alveolar nem mesmo reduzir a ocorréncia de
periodontite, diferentemente de outros estudos (Oballe et al., 2014; Liberman
et al., 2011). Além disso, esse estudo ndo se prop6s a estudar os possiveis
efeitos de dose e resposta sobre o periodonto. Apenas sugere-se que ha um

efeito em curva “J” quando se analisa a literatura.
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A proposta do presente estudo foi de mimetizar o consumo
baixo/moderado de alcool durante toda a fase experimental da pesquisa. Para
isso, proveu-se a bebida somente durante o periodo de ciclo escuro (12
horas) dos animais. Esse acesso limitado garantiu um consumo estimado que
variou durante toda a pesquisa de 1,31 a 2,36 gramas por animal/dia. De
acordo com outros estudos, a ingestao diaria de no maximo 4g/dia de alcool
corresponde a um consumo baixo/moderado em modelos animais como o rato
(Pautassi et al., 2011; Probyn et al.,, 2013). Outros pontos fortes também
devem ser destacados, como randomizacdo da amostra, cegamento pré-
mensuracdo da perda Ossea alveolar, reprodutibilidade dos achados e
monitoramento diario do consumo de liquidos. Soma-se a isso todos os
cuidados com a manutencao da refrigeracdo das cervejas pré-consumo e a
troca diaria por um novo produto afim de evitar oxidacdo e perda dos

principios ativos.

Os possiveis eventos biolégicos que melhor explicam esses achados
ainda sao pouco estudados na odontologia. A maior parte da literatura que
pode sustentar esses achados advém da literatura médica, que encontra
resultados semelhantes, especialmente sobre os eventos cardiovasculares
guando existe um baixo/moderado consumo de bebidas como o0 vinho ou
cerveja. Pesquisas tém demonstrado que os polifendis encontrados na
cerveja, quase exclusivamente nas que contém Ilapulo, atuam sobre
biomarcadores de estresse oxidativo, revelando que essas bebidas exercem
um papel protetivo contra danos no DNA (Rivero et al., 2005; Tedesco et al.,
2005). De forma consistente, estudos mostram que existem efeitos de
protecado relacionados ao consumo baixo/moderado de cerveja em relacdo ao
perfil lipidico de adultos jovens (25-50 anos) (Romeo et al., 2008). Resultados
semelhantes relacionados ao perfil lipidico e biomarcadores de estresse
oxidativo também j& foram observados em populagdo mais velha (58-73 anos)
(Martinez- Alvarez et al., 2009). Além disso, estudos vém demonstrando que o
conteudo fendlico da cerveja € capaz de reduzir o nivel de moléculas
envolvidas em leucécitos e biomarcadores de adesédo, como E-selectina, I1L-6
e IL-15, entre outros. Isso € uma clara contribuicdo da cerveja na reducdo dos

niveis plasmaticos de alguns biomarcadores inflamatérios associados a
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doencas cardiovasculares (Chiva- Blanch et al. (2015). Outra caracteristica
importante da cerveja rica em polifendis sobre a inflamacédo esta na sua acgéao
que envolve sua capacidade de inibir a enzima sintaxe de Oxido nitrico
induzivel (iNOS), além da inibicdo de enzimas como a ciclooxigenase (COX-1)
(Milligan et al., 2000; Arranz et al., 2012).Sendo assim, € possivel transpor da
literatura médica que o consumo de cerveja rica em polifendis possa estar

modulando a inflamag&o periodontal.

Entretanto, o consumo por via oral dos insumos nao permite avaliar se o
efeito protetor que a cerveja esta exercendo sobre o periodonto é de origem
sistémica, topica ou se existe um sinergismo de ambos. Ha relatos na
literatura que o alcool/polifendis podem ser capazes de tal feito,
especialmente pelo controle do crescimento e presenca de determinadas
bactérias na boca (Thomas et al., 2014; Jabbour et al., 2013) e pela atuagéo
sistémica sobre mediadores inflamatérios (Tverdar et al., 2017). Por outro
lado, pecas anatdmicas do figado e da gengiva foram congelados para
avaliacdo de estresse oxidativo e de outros marcadores inflamatorios no
futuro. Essa analise irA com certeza contribuir para um melhor entendimento

sobre a origem da protec&o desses tecidos periodontais.

O modelo de disponibilidade de bebida em “mamadeira” que foi utilizado
nesse estudo nao permite estabelecer o consumo exato de bebida por animal,
apenas uma estimativa do que foi consumido. De qualquer forma, o consumo
nos mais diferentes grupos experimentais mostrou-se muito semelhante ao
longo de todo o estudo, ndo apresentando nenhuma diferenga significativa
entre 0s grupos. Assim como o consumo de bebida, ndo é possivel
estabelecer com precisdo o consumo de ragdo por animal. Mesmo assim, o
ganho médio de peso entre 0s grupos experimentais expostos as bebidas
alcodlicas manteve-se sem diferencas significativas quando comparados ao

grupo controle ao longo de todo estudo.

As cervejas consumidas pelos animais foram produzidas pela empresa
Estilingue Cervejaria LTDA e seguem 0s mais rigidos principios de producéo e
qualidade do produto. Muito embora as informacdes nutricionais do produto

sejam conhecidas, amostras do produto foram guardadas para futura

34



realizacdo de espectrofotometria por empresa externa ao estudo. Essa analise
vai poder apurar com precisdo a presenca da quantidade de polifendis, teor
alcodlico e presenca de proteinas nos diferentes produtos, agregando
confiabilidade nos achados para futura publicagéo.

Apesar do modelo de inducdo de perda Ossea alveolar por meio de
ligadura em roedores estar consagrado na literatura, diferentes tempos de
permanecia da ligadura, além da sua presenca em diferentes dentes/arcadas
estdo reportados. No presente estudo foram utilizados os segundos molares
superiores para inducdo da perda éssea alveolar. Esse dente foi escolhido
devido ao fato deque os autores possuem experiéncia na sua colocacéo, além
de diversos estudos ja publicados (Oballe et al., 2014; Liberman et al., 2011,
Cavagni et al. 2016, Fernandes et al., 2010). Entretanto, o tempo de
permanéncia da ligadura por 10 dias foi um fato novo nesse estudo. Isso se
explica uma vez que a presenca de ligadura é capaz de promover uma
determinada destruicdo dos tecidos de suporte do dente, como 0 0sso. ApGs
esse periodo, parece haver uma estabilidade na perda do tecido GOsseo.
Recentemente, um estudo corrobora com esse pensamento, mostrando
claramente que ap6s o 15° dia da colocacdo da ligadura ndo ha ganhos
adicionais importantes na destruicdo 0ssea. Isso significa dizer estudos sobre
a modulacdo da destruicdo dos tecidos periodontais podem ser melhor
visualizadas dentro desse periodo inicial de 15 dias (Vargas-Sanchez et al.,
2017).

Cabe ainda ressaltar que néo existe uma definicdo clara na literatura
sobre o que € periodontite em modelo animal. Afim de ajudar nesse
importante ponto, foi proposto uma analise de ocorréncia de periodontite
baseada no ranqueamento de todas as medidas de perda Ossea alveolar.
Apos isso, foi criado de um ponto de corte baseado no percentil 75%, ponto
esse bastante usado em modelos estatisticos epidemiolégicos e clinicos
(Demmer et al., 2012; Xiong et al., 2009). Esse modo de inferir periodontite
tem sido bastante utilizado pelo grupo e tem sido bem aceito no meio
académico (Cavagni et al., 2013; Oballe et al., 2014). O estabelecimento de
um ponto de corte permite associar os casos de maior severidade de doenca

com diferentes variaveis.
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11.CONCLUSOES

O presente estudo buscou elucidar um assunto até entdo nédo abordado
pela literatura, que € o efeito da cerveja rica em lapulo sobre a perda 6ssea
alveolar em modelo animal. Diante dos resultados, parece ficar claro que
existe sim um efeito protetor do consumo desse produto, quando em doses
baixas/moderadas, sobre o tecido 0sseo adjacente ao dente. Esses achados
estdo de acordo com diversos estudos, inclusive com consensos e meta-
andlises, que avaliam o efeito protetor do consumo de baixas/moderadas

doses de vinho/cerveja sobre eventos cardiovasculares.

As provaveis vias biologicas ativadas para tal efeito protetor reportadas
na literatura referenciam o potente efeito anti-inflamatério que os polifendis
possuem. Para ajudar nesse entendimento, analises de marcadores
inflamatorios locais (gengiva) e sistémicos (figado) serdo avaliados no futuro.
Além disso, a regulacdo de vias epigenéticas por meio de imunofluorescéncia
também serédo realizadas nas maxilas que foram processadas e armazenadas
em parafina. Os provaveis marcadores moleculares que serdo utilizados para
melhor compreenséo dos achados serdo aqueles que avaliam a (des)ativagao
da acetilagdo de histonas 3 e 4, bem como de marcadores associados a
regulacdo da inflamacéao a nivel de DNA, como o BRD4, G9a, NFkB, Sirtuina

1, entre outras.

Cabe aqui também ressaltar que esse € um estudo experimental sem
aplicacdo clinica e que ndo tem por objetivo fazer recomendacdo do uso
cerveja de forma terapéutica em nenhuma situagédo. Os autores entendem que
o consumo de bebida alcodlica de maneira indiscriminada pode levar a
importantes eventos deletérios sobre a saude do individuo e a sociedade.
Ademais, estudos para melhor compreender os mecanismos biolégicos ainda
sdo escassos, além do que estudos clinicos sdo inexistentes sobre o tema
dessa dissertagao. Isso significa dizer que o nivel de evidéncia ainda é baixo e

a discusséo deve ficar tdo somente no meio académico.

Portanto, diante do presente estudo pode-se concluir que o consumo de
doses baixas/moderadas de cerveja enriquecida com lUpulo parece trazer um

efeito protetor sobre a perda Ossea alveolar induzida ou ndo por meio de
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ligadura em modelo animal. Além disso, a presenca de lUupulo na cerveja pode
ser benéfica na diminuicdo da ocorréncia de periodontite experimental. De

forma isolada, baixas/moderadas doses de alcool ndo apresentaram nenhum

efeito sobre o tecido 6sseo.
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