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RESUMO

O consumo de alcool tem sido considerado um problema de saude
publica. Entretanto, também existem evidéncias de eventuais beneficios do
consumo leve a moderado de algumas bebidas alcodlicas, no que se refere a
doencas crbnicas nao transmissiveis. As doencas periodontais, sendo a sexta
doenca crénica mais prevalente, também tém sido associadas ao consumo de
alcool com resultados controversos. Esta tese avaliou, através de trés artigos a
relacdo entre consumo de alcool e doencas periodontais. O primeiro artigo de
divulgacéo, tem por objetivo alertar a profissdo a respeito do estado atual do
conhecimento em relacéo a associacdo entre alcool e doencas periodontais. O
segundo artigo € um estudo experimental em modelo animal que avaliou o
efeito da dependéncia quimica &lcool sobre desfechos periodontais. Os
resultados ndo mostraram diferencas estatisticamente significativas na perda
Ossea alveolar e secrecdo de TNF-a. O terceiro artigo, também em modelo
animal, abordou o consumo do vinho tinto e valeu-se de controles total, alcool a
12%, suco de uva e resveratrol. A andlise de ocorréncia de periodontite
espontanea demonstrou que o vinho tinto tem potencial protetor para a perda
Ossea alveolar e secrecdo de TNF- a . Os resultados encontrados nessa tese
sao instigantes e estdo em linha com a literatura que demonstra uma relacdo
do tipo curva J entre alcool e doencas periodontais, na qual até um
determinado nivel, o fator comporta-se como protetor. Assim, essa relacado
deve ser considerada na abordagem clinica, sem incentivo ao consumo, mas
compreendendo até onde este € toleravel e/ou benéfico no que se refere a

doencas periodontais.

Palavras - chave: periodontite, consumo de alcool, vinho tinto,

resveratrol, marcadores inflamatorios, ratos Wistar.



ABSTRACT

Alcohol consumption has been considered a public health problem.
Otherwise, there is evidence of eventual benefits of a light to moderate
consume of some alcoholic beverage, in relation to non-transmissible chronic
disease. The periodontal diseases, being the sixth most prevalent chronic
disease, also have been associated to alcohol consumption with controversial
results. This thesis evaluated, through three articles the relationship between
alcohol consumption and periodontal diseases. The first article has the objective
of alerting the professionals about the actual knowledge about the relationship
between alcohol and periodontal diseases. The second article is an
experimental study in animal model which evaluated the alcohol dependence
over periodontal outcomes. The results did not show statistically significant
differences in alveolar bone loss and TNF- a secretion. The third article, also in
animal model, studied the red wine consumption and used total controls, 12%
alcohol, grape juice and resveratrol. The analysis of the occurrence of
spontaneous periodontitis demonstrated that red wine has a protector potential
for alveolar bone loss and TNF- a secretion. The results found in this thesis are
curious and they are in line with the literature that demonstrates a relationship
like J-curve between alcohol and periodontal diseases, until some level, the
factor behave as protector. So, this relation must be considered in clinical
approaches, without encouraging the consumption, but understanding how

much is tolerable and/or benefit according to periodontal diseases.

Keywords: periodontitis, alcohol consumption, wine, resveratrol,

inflammatory markers, Wistar rats.
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1. Apresentacao

Esta tese de doutorado € composta por trés artigos.

O primeiro artigo é uma revisdo de literatura sobre a relacdo do
consumo de alcool e as doencas periodontais em humanos, ja publicado, em
uma revista de divulgacdo com foco em cirurgiGes-dentistas clinicos
interessados em atualizagao profissional.

O segundo e o terceiro artigos séo trabalhos de pesquisa em modelo
animal. O segundo artigo estuda a relacdo entre a dependéncia de alcool a
15% sobre a perda éssea alveolar induzida e espontanea em ratos Wistar e a
secrecdo de TNF-a. O terceiro artigo estuda a relagdo entre o consumo de
vinho tinto e seus componentes de forma isolada (suco de uva, alcool a 12% e
resveratrol) sobre a ocorréncia de periodontite espontanea e niveis de TNF-a e
IL-6 em ratos Wistar.

O detalhamento sobre as metodologias utilizadas em cada artigo
encontra-se no corpo de cada um. Tanto o segundo quanto o terceiro artigo
caracterizam-se por um modelo animal, prospectivos, randomizados, cegos e
controlados por grupo controle. Ao final desta tese, consideracdes finais
procurando conjugar informagdes dos trés artigos sdo apresentadas.
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2. Antecedentes

2.1. Consumo de alcool

O consumo de A&lcool representa na sociedade atual um grande
problema de saude publica, resultando em milhdes de mortes anualmente,
sendo também precursor de discussdes e violéncia. Seu impacto negativo pode
se espalhar através de comunidades ou paises, influenciando nos niveis e
padrées de consumo ao redor do mundo. Um relatorio da Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) sobre o consumo de alcool estima que 0 consumo excessivo
de alcool (= 40g de alcool / dia para homens e = 20g de alcool / dia para
mulheres) seja responsavel por aproximadamente 2,5 milhdes de mortes no
mundo (OMS, 2011). Para melhor compreensdo este mesmo relatério
quantifica a dose de é&lcool da seguinte maneira: bebidas destiladas (dose =
25mL contendo 8g de &lcool puro), cerveja (dose = 200mL contendo 8g de
alcool puro) e vinho tinto (dose = 100mL contendo 9,6g de alcool puro).
Também é demonstrado neste relatério que o consumo de alcool é o terceiro
maior fator de risco mundial para doencas e condi¢bes incapacitantes, sendo
que, em paises pobres ele é o principal fator de risco.

Dados de 2005 mostram que, dentre as pessoas com mais de 15 anos
de idade gque consomem algum tipo de bebida alcodlica, 0 consumo per capita
mundial anual é de 6,13 litros de alcool puro, sendo que no Brasil este valor é
de 9,2 litros de alcool puro ou 18,51 litros de bebida alcodlica (24,38 litros para
homens e 10,62 litros para mulheres) sendo que a cerveja € a bebida de
eleicdo (54%) seguida pelos destilados (40%) e vinho (6%) (OMS, 2013).

A literatura médica mostra que um consumo elevado de alcool pode
levar a complicacdes no figado, problemas cardiovasculares e problemas
comportamentais (McClain et al., 1999; Meyerhoff et al., 2005; Mukamal et al.,
2006). Por outro lado, o consumo moderado de alcool tem sido relacionado a
menores indices de marcadores inflamatorios no organismo. Um estudo com
aproximadamente 1400 profissionais da saude mostrou que, tanto homens
quanto mulheres que faziam um consumo moderado de &lcool possuiam
menores taxas de proteina C reativa, Interleucina 6 e fator de necrose tumoral

alfa, o que esta relacionado também a um menor risco para doencas
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coronarianas (Pai et al., 2006). Este comportamento do alcool no organismo
(fator de risco e fator de protecdo) é explicado pelo fendmeno chamado na
bioestatisitca de curva J, onde até um determinado ponto um agente é
considerado fator de protecdo e, a partir deste ponto, fator de risco. O
fenbmeno da curva J tem sido bastante estudado principalmente para
problemas de hipertensdo desde o final dos anos 80 (Cruickshank, 1988) até
os dias atuais (Tanna e Bangalore, 2015). Quanto ao consumo de &lcool, o
grande problema tem sido em determinar este ponto de corte, tendo em vista
que existem diferencas quanto ao tipo de bebida consumida, teor alcodlico,
quantidade ingerida, questdes referentes a biodisponibilidade no organismo e

questdes culturais.

2.2. Consumo de &lcool e doencas periodontais

As doencas periodontais sdo doencas infecto-inflamatérias que
acometem os tecidos de sustentacdo e protecdo do dente e sdo basicamente
causadas por bactérias (Socransky et al., 1998). As formas mais comuns séo
as gengivites e as periodontites (Armitage, 1999; Flemmig, 1999; Mariotti,
1999). As gengivites acometem aproximadamente 100% da populacdo
(considerando-se pelo menos um sitio sangrante por individuo), porém a
ocorréncia das periodontites é bastante variavel. Em relacdo a periodontite, nos
Estados Unidos, a prevaléncia de individuos com mais de 30 anos com
profundidade de sondagem (PS) = 5mm foi de 8,9%, enquanto que a perda de
insercéo clinica (NIC) = 5mm foi de 19,9% (Albandar, Brunelle e Kingman,
1999). No Brasil, a prevaléncia de individuos com pelo menos um dente com
NIC e PS = 5mm foi de 79% e 65% respectivamente (Susin et al., 2004).

Quanto as doencas periodontais, ndo esta clara a relacdo entre o
consumo de alcool e a progressdo da doenca periodontal. A literatura mostra
que o alcool pode modificar o processo saude-doenca periodontal pela
interferéncia com a resposta do hospedeiro, através da modulagdo de
mediadores quimico-inflamatérios (McClain et al., 1999; Szabo, 1999). Estudos
tanto em animais quanto em humanos tém sido realizados para aferir qual o
real efeito do consumo do alcool (quantidade e tipo de bebida consumida)

sobre os tecidos periodontais.
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2.2.1. Estudos em animais

Modelos animais permitem aos pesquisadores a utilizacdo de métodos
que ndo seriam éticos em pesquisas em humanos, principalmente em relagéo a
administracdo de drogas que tenham consequéncias fisicas e patoldgicas
(Tabakoff e Hoffman, 2000). Dentre os modelos animais existentes, ratos tém
sido bastante utilizados, pois é possivel a indu¢do de uma doenca periodontal
que apresenta caracteristicas muito semelhantes aquela observada em
humanos, dentre elas mesmo padrao de perda 0ssea, microbiota e mediadores
inflamatorios (Klausen, 1991).

Estudos onde ratos foram expostos a um alto consumo de alcool
(solucéo alcodlica com concentracdo igual ou maior do que 20%) mostraram
uma associacdo entre consumo de alcool e perda 6ssea alveolar induzida por
ligadura (Souza et al., 2006; Souza et al., 2009). O consumo de alcool a 36%
(Irie et al., 2008) foi responsavel por um aumento na inflamacéo periodontal, no
estresse oxidativo, na producgdo de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), além
de aumentar a infiltracdo de leucdcitos polimorfonucleares e dano oxidativo
gengival, aumentando a gravidade da inflamacéo periodontal em dentes com
ligadura. Em animais onde a doenca periodontal foi induzida pela aplicagcéo de
lipopolissacarideos de Porphiromonas gingivalis diretamente no tecido gengival
trés vezes por semana, o consumo de alcool a 20% foi responsavel por um
aumento na condicdo inflamatéria apenas nas areas sem aplicacdo do desafio
microbiano (Surkin et al., 2014). A literatura mostra também que o consumo
cronico de alcool por um curto periodo de tempo (12 dias) pode representar um
aumento de risco para a doenca periodontal em ratos devido ao aumento na
expressdo de marcadores inflamatérios como interleucina 18 (IL-1B) e 6xido
nitrico (Dantas et al., 2012). Animais expostos a uma alta concentracdo diaria
de alcool de 6,5g de alcool puro / Kg de animal / dia via gavagem [0 que seria
equivalente a um animal de 300g ingerir aproximadamente 200mL de cerveja
(5% de alcool) por dia] durante 55 dias tiverem maior perda éssea alveolar
espontanea comparados ao grupo controle (Bannach et al., 2015).

Por outro lado, o consumo de alcool em baixa concentracao (5%) esta
inversamente relacionado a perda 0ssea espontanea, mostrando-se como um
fator de protecéo (Liberman, et al., 2011), assim como o consumo de alcool a

20% via gavagem também esta relacionado a menores indices de perda 0ssea
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espontanea (Oballe et al., 2014); essa situacado chega ao ponto de ndo haver
uma diferenca estatistica entre 0s grupos experimentais tanto no lado com
ligadura quanto no lado sem ligadura quando os animais Sao expostos a um
consumo de alcool a 15% de forma espontanea (Wagner et al., 2013).

Estes resultados conflitantes podem ser explicados devido a
metodologia utilizada para consumo de alcool (gavagem ou ingestdo
espontanea), tipo de doenga periodontal (induzida ou espontanea), tempo de
estudo (12 dias a 55 dias) e forma de andlise da perda Ossea (analise

histol6gica, morfometria, radiografias e tomografias).

2.2.2. Estudos em humanos

N&o existem ensaios clinicos que analisaram a questdo do consumo de
alcool e doencas periodontais em humanos. As evidéncias provém de estudos

de caso-controle, observacionais transversais e longitudinais.

Em relacdo aos estudos de caso-controle, os resultados em individuos
alcodlatras mostram que, quanto maior a perda de insercao clinica, maior a
concentragdo da enzima Gama Glutamil Transferase (GGTP), que € uma
enzima que mede a quantidade de alcool no sangue do individuo (Khocht et al.,
2003). A literatura também mostra que dependentes quimicos do alcool
apresentam maiores perdas de insercdo clinica e profundidade de sondagem
comparados com ndo-dependentes, além de existir uma relacdo positiva entre
dependéncia quimica e niveis de insercdo e profundidade de sondagem
(Amaral, et al., 2008). Este mesmo grupo mostrou que individuos dependentes
apresentam também maiores contagens de colbnias bacterianas do grupo
laranja, vermelho e Aggregatibacter Actinomycetemcomitans (Aa) no meio
subgengival comparados a n&o-dependentes (Amaral, et al., 2011). Mais
recentemente foi demonstrado que individuos dependentes quimicos e que
possuem doenca periodontal destrutiva apresentam piores parametros clinicos
e microbiologicos e também uma alteracdo imunolégica comparados a néao-

dependentes (Lages et al., 2015).

Quanto aos estudos transversais e longitudinais, a literatura tem

apresentado uma relacdo positiva entre consumo de alcool e doenca
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periodontal, independente da quantidade de alcool consumida, da metodologia
utilizada para afericdo do consumo de alcool (questionarios), da populagéo alvo
(amostras de conveniéncia, levantamentos epidemiologicos), do tipo de exame
periodontal realizado (radiografias, exames completos, exames parciais,
CPITN), da definicdo de doenca ou progressao de doenca periodontal (nivel de
insercéo clinica, profundidade de sondagem, perda Ossea radiografica) e do
tempo de acompanhamento (2 a 20 anos) (Tezal et al., 2001; Pitiphat et al.,
2003; Nishida et al., 2004; Tezal et al., 2004; Shimazaki et al., 2005; Nishida et
al., 2010; Park et al., 2014; Hach et al., 2015).

Por outro lado, a literatura também mostra que um consumo moderado
de alcool pode ser considerado um fator de protecdo para as doencas
periodontais quando comparado com consumidores pesados e nao-
consumidores (Bouchard et al., 2006) e que, o consumo de vinho tinto pode
estar associado inversamente a perda de insercdo periodontal quando
comparados a outros tipos de bebidas alcodlicas (Kongstad et al., 2008). Um
estudo demonstrou que o consumo de vinho tinto é um fator de protecédo as
doencas periodontais em pessoas do sexo masculino e que o consumo de
cerveja para as mulheres representa um fator de risco as doencas periodontais
(Susin et al., 2014).

2.3. Efeitos do consumo de vinho tinto e suco de uva para o

organismo

Dentre as bebidas que contém &lcool, o vinho tinto tem se destacado
por seus possiveis beneficios para a saude (Saleem e Basha, 2010). O
consumo moderado de vinho tinto estd sendo relacionado como um possivel
fator de protecdo para doencas crbnicas degenerativas como a doenca
cardiovascular (Leifert e Abeywardena, 2008a), doencas isquémicas (Mannari
et al., 2010), perda da visdo (Sheu, Liu e Chen, 2010), diminui¢cdo do colesterol
(Natella et al., 2011), melhorias na reposta do sistema imune inato e adaptativo
(Magrone e Jirillo, 2010), acidente vascular cerebral (Elkind et al., 2006),
inclusive nas doencas periodontais (Bouchard et al., 2006; Kongstad et al.,
2008; Susin et al., 2014).
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Um estudo dinamarqués demonstrou que mulheres que consomem
vinho tinto regularmente possuem menores chances de ter perdas dentarias do
gue mulheres que ndo consomem vinho tinto. Para homens, esta relacao foi

observada para consumo de cerveja (Heegaard et al., 2011).

A literatura tem procurado demonstrar que o efeito benéfico do
consumo moderado de vinho tinto esta relacionado as substancias nele
encontradas como o acido fendlico e os polifenois como os flavonoides
(presentes em frutas, vegetais, nozes e sementes) (Hertog, Kromhout e
Aravanis, 1995; Coimbra et al., 2005). Foi observado também que o consumo
diario de vinho tinto pode alterar a quantidade de placa aderida na superficie
dental. Quando comparados a pessoas que consumiram apenas Aagua,
consumidores de vinho tinto apresentaram menor quantidade de placa
acumulada tanto supra quanto subgengivalmente (Signoretto et al., 2010). Esta
relacdo parece ser devida aos flavonoides encontrados no vinho tinto que
agem dificultando a adesdo de colonizadores iniciais da pelicula adquirida
(como, por exemplo, bactérias do grupo Streptococcus), diminuindo, deste

modo, a quantidade de placa formada (Signoretto et al., 2006).

Os polifenois tém recebido atengcédo devido ao seu amplo espectro
antimicrobiano e a sua capacidade de suprimir alguns fatores de viruléncia
microbiana (inibicdo do biofilme bacteriano, reducédo da adesédo ao hospedeiro,
e neutralizacdo de toxinas bacterianas) além de mostrar sinergismo com
antibioticos (Daglia, 2012). O potencial efeito protetor dos polifenois esta
atribuido as suas propriedades antioxidativas, anti-radicais livres e quelacao de
alguns metais, além de inibir ou reduzir a acdo de algumas enzimas como a
telomerase (Naasani et al., 2003), ciclooxigenase (O'Leary et al., 2004; Hussain
et al.,, 2005) e lipooxogenase (Schewe et al., 2001; Sadik, Sies e Schewe,
2003). Estudos mostram que os flavonoides possuem atividade antibacteriana
contra bactérias gram-positivas como Staphylococcus aureus, Actinomyces
naeslundii e bactérias gram-negativas como Prevotella oralis, Prevotella
melaninogenica, Porphyromonas gingivalis e Fusobacterium nucleatum,
provavelmente devido aos seus diferentes mecanismos de acdo (Cushnie et
al., 2007).
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A ingestdo de suco de uva rico em flavonoides diminui o estresse
oxidativo associado as doencas cardiovasculares e inflamatérias (Davalos et
al., 2009). Polifenois encontrados nas uvas foram testados em mulheres em um
periodo pré e pdés-menopausa. Os autores mostraram que a ingestdo destes
polifenois altera 0 metabolismo de lipoproteinas, diminui o estresse oxidativo e
marcadores inflamatdrios e reduz o risco de doenca cardiaca coronariana (Zern
et al., 2005). Em triatletas, a ingestdo de suco de uva organico foi responsavel
por uma melhora na homeostase da glicose, acdo antioxidante e aumento na
funcdo da microcirculacdo sanguinea, tendo um efeito positivo em atletas de

resisténcia (Gongalves et al., 2011).

2.4. Resveratrol

Dentre os polifenois estudados na literatura, o resveratrol € o que tem
recebido maior destaque devido aos seus beneficios para a saude, sendo
encontrado no vinho tinto, no suco de uva, em grdos como o amendoim e em
raizes de algumas plantas (Wu e Hsieh, 2011).

O resveratrol € um composto naturalmente produzido pelas plantas em
resposta a infeccdes, principalmente de fungos, a estresse ambiental como
clima, ozbnio, luz UV, entre outras situacfes (Harikumar e Aggarwal, 2008).

Sabe-se que a casca fresca da uva contém aproximadamente 50 a 100
Mg de resveratrol por grama, sendo que a concentracdo no vinho tinto varia
entre 1,5 a 3 mg/L (Jang et al., 1997). Esta substancia tem sido alvo de
pesquisas devido ao seu amplo espectro de acdo como antioxidante, anti-
inflamatorio, antiviral, cardioprotetor (Lin et al., 2008), neuroprotetor,
quimiopreventivo, na protecdo contra infeccbes e isquemia, reducdo da
obesidade e doencas metabdlicas associadas ao envelhecimento quanto
terapia e prevencao (Baur et al., 2006).

Estudos em ratos mostram que a administracdo crénica de alcool
produz toxicidade, perda de peso, diminuicdo da ingestdo de alimentos, bem
como induz a hepatoxicidade. Porém, quando é feita a suplementacéo da dieta
com resveratrol estes efeitos adversos foram minimizados devido a inibicdo da
peroxidacdo de lipidios e melhora da atividade de enzimas antioxidantes
(Kasdallah-Grissa et al., 2007).
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A literatura mostra também que a administracédo de resveratrol é capaz
de melhorar os efeitos causados por uma dieta altamente calérica (Baur et al.,
2006) e melhora a capacidade muscular (Lagouge et al., 2006). Estes efeitos
sdo devidos a acado da sirtuina 1 (SIRT1), enzima que é modulada pela
ingestao de resveratrol. Diversos autores tém relacionado a acéo das sirtuinas,
dentre elas a SIRT1 e a Sirtuina 3 (SIRT3) como um possivel caminho para
aliviar os efeitos e complicacbes do envelhecimento, diabetes, doencas
cardiovasculares e neurodegenerativas (Michan e Sinclair, 2007; Yamamoto,
Schoonjans e Auwerx, 2007). As sirtuinas sdo responsaveis também pela
modulagédo da resposta inflamatéria através da diminuicdo da expressédo de
TNF-a (Wang et al., 2013)

Quanto a relacdo entre a administracdo de resveratrol e as doencas
periodontais, a literatura tem mostrado esta substancia como fator de protecéo
tanto em nivel antibacteriano como na resposta tecidual produzida pelo
organismo. Estudos in vitro mostram que o resveratrol age contra a formacéao
de colbnias bacterianas de Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa) e de
Porphyromonas gingivalis (Pg), diminuindo a quantidade de colbnias viaveis
apo6s 1 hora, resultando em nenhuma unidade formadora de col6nias apos 24
horas (O'Connor, Wong e Rabie, 2011). Em relacdo a resposta tecidual
induzida pelo Porphyromonas gingivalis, o resveratrol diminuiu a expressao de
oxido nitrico e a produc¢éo de citocinas pro-inflamatdrias como Interleucina 183,
Interleucina 6 (IL-6), Interleucina 8 (IL-8), Interleucina 12 (IL-12) e TNF-a
(Antonietta et al., 2012). O resveratrol é responsavel também pela ativacdo da
SIRT1. Esta substancia tem envolvimento na diferenciacdo de células do
ligamento periodontal em células tipo osteoblastos, cuja implicacéo clinica pode
auxiliar na regeneracao do osso alveolar (Lee et al., 2011).

Estudos em ratos mostram que o resveratrol foi responsavel por menor
destruicdo periodontal e niveis de Interleucina 17 (IL-17) quando comparados a
um grupo controle que recebeu placebo, porém ndo foram observadas
diferengas quanto aos niveis de Interleucina 183 (IL-1B) e Interleucina 4 (IL-4)
(Casati et al., 2013).

Frente a presenca de resultados conflitantes na literatura no que tange
a relacédo entre consumo de alcool e doencgas periodontais e ao possivel efeito

benéfico do consumo de vinho tinto e/ou resveratrol, este estudo se justifica.
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Objetivos

3.1. Geral

Avaliar os efeitos do consumo de alcool sob diferentes concentracdes e

do consumo de vinho tinto e seus componentes isoladamente (alcool, suco de

uva e resveratrol) sobre a perda O0ssea alveolar espontanea e induzida por

ligadura e sobre os marcadores inflamatorios em ratos Wistar.

3.2. Especificos
a) Apresentar uma detalhada revisdo de literatura sobre a relacéo

b)

d)

f)

entre o consumo de alcool e doencas periodontais em humanos;
Comparar a perda 6ssea induzida por ligadura e espontdnea em
ratos Wistar dependentes quimicos de uma solucdo de alcool a
15% e ndo-dependentes;;

Comparar o mediador inflamatoério Fator de Necrose Tumoral alfa
(TNF-a) em ratos Wistar dependentes quimicos de uma solucao de
etanol a 15% e nao-dependentes;

Comparar a perda 6ssea induzida por ligadura e espontanea em
ratos Wistar submetidos ao vinho tinto, suco de uva, solugdo de
alcool a 12% (mesma graduacgéao do vinho) e resveratrol,

Comparar a ocorréncia de periodontite espontanea em ratos Wistar
submetidos ao vinho tinto, suco de uva, solu¢do de alcool a 12%
(mesma graduacéao do vinho) e resveratrol;

Comparar os mediadores inflamatérios sanguineos Interleucina 6
(IL-6) e Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a) de ratos Wistar
submetidos ao vinho tinto, suco de uva, solugdo de alcool a 12%

(mesma graduacéo do vinho) e resveratrol
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ALCOOL COMO POSSIVEL MODULADOR DAS PERIODONTITES

Alcohol as a possible modifier of periodontitis. A literature review

Marcius Comparsi Wagner'
Cassiano Kuchenbecker R6sing?

RESUMO

0 consumo de alcool tem sido estudado como um possivel
modulador das doencas periodontais. Estudos em animais e
em humanos mostram uma relacao de associacao. Entretanto, a
literatura sobre 0 tema ainda carece de mais estudos. A presente
revisao da literatura aborda, através de estudos de caso-controle,
transversais e longitudinais, a relacao entre alcool e periodon-
tite. Observa-se alta heterogeneidade nos estudos, amostras e
critérios, tanto de doenca periodontal quanto de consumo de
alcool. Genericamente, os efeitos do consumo excessivo do alcool
parecem refletir em piores condicdes periodontais. Entretanto,
alguns estudos, especialmente observando consumo moderado de
baixas doses de alcool, tendem a demonstrar uma relacao oposta,
sendo o alcool um eventual fator de protecao. A Odontologia
necessita incorporar esse conhecimento em sua pratica clinica.
Unitermos - Etanol; Bebidas alcoolicas; Periodontite; Risco.

"Doutorando em Periodontia - Faculdade de Odontologia UFRGS.

ABSTRACT

Alcohol consumption has been studied as a possible modifier
of periodontal diseases. Animal and human studies show such
association. However, the literature about the subject needs
more studies. The present literature review demonstrates, by
means of case control, cross-sectional and longitudinal studies
the relationship between alcohol and periodontitis. A high
heterogeneity is observed among studies, samples, periodontal
disease criteria, alcohol consumption cutooff points. Generically,
the effects of excessive alcohol consumption seem to reflect in
worse periodontal conditions. However, some studies, especially
dealing with moderate consumption of low doses off alcohol
tend to demonstrate na opposite relationship, being alcohol an
eventual protective factor. Dentistry needs to incorporate this
knowledge in its clinical practice.

Key words - Ethanol; Alcoholic beverages; Periodontitis; Risk.

2Professor titular do Depto. de Odontologia Conservadora (Periodontia) — Faculdade de Odontologia UFRGS.

Recebido em fev/2014
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O CONSUMO DE ALCOOL REPRESENTA NA SOCIEDADE ATUAL

UM GRANDE PROBLEMA DE SAUDE PUBLICA, RESULTANDO EM
MILHOES DE MORTES ANUALMENTE E RESPONSAVEL POR MUITAS
CONDICOES INCAPACITANTES'. O CONSUMO ELEVADO DE ALCOOL
ESTA RELACIONADO A PROBLEMAS CARDIOVASCULARES, HEPATICOS,
COMPORTAMENTAIS, DENTRE OUTROS?*. UM LEVANTAMENTO
REALIZADO NAS AMERICAS MOSTRA QUE O BRASILEIRO CONSOME
EM MEDIA 18,571 LITROS DE BEBIDA ALCOOLICA ANUALMENTE,
SENDO QUE A BEBIDA DE ELEICAO E A CERVEJA (54%), SEGUIDA
PELOS DESTILADOS (40%) E 0 VINHO (6%)°. DENTRE AS
BEBIDAS QUE CONTEM ALCOOL, O VINHO TEM RECEBIDO ESPECIAL
DESTAQUE, POIS SEU CONSUMO MODERADO TEM SIDO ASSOCIADO
A MELHORIAS NO SISTEMA IMUNE®, CONTROLE DOS NIVEIS DE
COLESTEROL” E FATOR DE PROTECAO PARA DOENCAS CRONICO-
DEGENERATIVAS, COMO DOENCA CARDIOVASCULAR® E DOENCAS

ISQUEMICAS®.

Introducgao

O consumo de élcool representa na sociedade atual um
grande problema de salde publica, resultando em milhdes de
mortes anualmente e responsavel por muitas condigdes inca-
pacitantes’. O consumo elevado de alcool esté relacionado a
problemas cardiovasculares, hepaticos, comportamentais, dentre
outros?“. Um levantamento realizado nas Américas mostra que
o brasileiro consome em média 18,51 litros de bebida alcéolica
anualmente, sendo que a bebida de eleigdo ¢ a cerveja (54%),
seguida pelos destilados (40%) e o vinho (6%)°. Dentre as
bebidas que contém 4dlcool, o vinho tem recebido especial
destaque, pois seu consumo moderado tem sido associado a
melhorias no sistema imune®, controle dos niveis de colesterol”
e fator de protecéo para doencas cronico-degenerativas, como
doenca cardiovascular® e doencas isquémicas®.

As doengas periodontais séo infectoinflamatérias, que aco-
metem os tecidos de sustentagéo e protecao dos dentes, sendo
basicamente causadas por bactérias'™. As formas mais comuns
de doengas periodontais sdo as gengivites e as periodontites™ ™2,
Um levantamento realizado na regido metropolitana de Porto

Alegre (Estudo de Porto Alegre) mostra uma alta prevaléncia de
periodontite (prevaléncia de 79% e 65% para nivel de inser¢éo
clinica (NIC) e profundidade de sondagem (PS) > 5 mm res-
pectivamente)'®. Até o momento, a literatura mostra dois fatores
de risco comprovados para as doengas periodontais: fumo™ e
diabetes'™. Assim, € importante que novos fatores que possam
influenciar nesses problemas sejam estudados.

Quanto a relagéo entre o consumo de élcool e as doencas
periodontais, a literatura apresenta resultados conflitantes, tanto
em estudos animais quanto em humanos. Estudos mostram que
o dlcool pode modificar o processo de salde-doenca periodontal
pela interferéncia com a resposta do hospedeiro®®. O objetivo
desta revisao de literatura foi apresentar algumas evidéncias
sobre a relagéo entre o consumo de élcool e as periodontites.

Revisdo da Literatura

Para esta revisao, foram selecionados artigos que abordaram
a doenga periodontal e o consumo de 4lcool. Para facilitar a
leitura, os artigos foram classificados de acordo com seu desenho
experimental: estudos de caso-controle, estudos transversais e
estudos longitudinais. Para melhor compreenséo do leitor, dados
de consumo de élcool dos estudos foram convertidos para sua
equivaléncia em mililitros (ml) de cerveja (contetido de 5% de
alcool puro), para facilitar na extrapolagéo dos resultados. O
Quadro 1 mostra um resumo dos estudos encontrados.

Estudos de caso-controle

Tanto nos Estados Unidos quanto no Brasil, estudos foram
conduzidos com grupos de alcodlatras (dependentes quimicos
de dlcool), pareados com grupos de néo dependentes quimicos
de é&lcool. Individuos alcodlatras apresentaram maior perda de
insercéo periodontal (p=0,01)", maior contagem bacteriana de
periodontopatégenos do grupo vermelho de Socranski e Ha-
ffajee (p < 0,01)" e maiores indices da enzima gama glutamil
transpeptidase (GGTP) - que é marcadora da funcéo hepética e
estd alterada em alcodlatras - (p < 0,05), quando comparados
com grupo de pessoas nao alcodlatras.

Estudos transversais
Existe uma grande diversidade quanto a populacéo estudada
(amostras de conveniéncias, levantamentos epidemiol6gicos),
critérios para diagndstico de doencga periodontal, métodos e
pontos de corte para mensuragéo do consumo de &lcool.
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QUADRO 1- ESTUDOS QUE ABORDAM A RELAGAO ENTRE ALCOOL E DDENGAS PERIODONTAIS

Autor, ano do

estudo e pais T

Aferigdo de alcool

Exame periodontal
e desfecho

Estudos de caso-controle

Principais achados

Observacdes

n=65 Exame periodontal completo. Nao houve diferenca entre Amostra de conveniéncia;
Khacht, 40 casos (alcodlatras) Andlise enzima GGTP Desfecho de acordo com o alcodlatras e nao alcodlatras. fatores de confusdo: mé
2003 (EUA) e 25 controles ' NIC e presenca de recessao | Correlacéo de Pearson para niveis | nutricdo, estresse, depressao e
(ndo alcodlatras). gengival, de GGTP e NIC (p < 0,05). fatores comportamentais.
L Exame periodontal completo. Encontrada relagao entre Amostra de conveniéncia;
n=98 Questiondrio Cage: duas L _
Amaral et al, o Desfecho de acordo com NIC dependéncia quimica e NIC fatores de confusao: ma
, 49 casos e respostas positivas = . - - <
2008 (Brasil) 19 controles dependéncia quimica médio (< 4 mme >4 mm) e (p < 0,013), e dependéncia nutrigao, estresse, depressao e
' p a " | PS média (< 4 mm e > 4 mm). quimica e PS (p < 0,001). fatores comportamentais.
Nao hd diferengas quanto aos -
L . . Amostra de conveniéncia;
n=98 Questionario Cage: duas Presenca e contagem de tipos bacterianos presentes. _
Amaral et al, Py . . . X . fatores de confusdo: ma
. 49 casos e respostas positivas = | bactérias periodontopatogénicas Alcodlatras possuem maior - _
2012 (Brasil) P ) nutrigéo, estresse, depressao e
49 controles. dependéncia quimica. subgengivalmente. contagem de Aa, Fn, Pg e Tf .
fatores comportamentais.
(p < 0,001).
Estudos transversais
Exame periodontal completo. <5vs. 2 5: OR = 1,36 (IC 95% )
Desfecho de acordo com NIC A relagéo dose-resposta
n=1.371 QF - doses/sem: . ) 1,02-1,80) para NIC grave. W
Tezal et al, médio: saudavel (0 a 1 mm), encontrada pode ser atribuida a
661 H/ 710 M <bvs. 25 <10vs. 210: 0OR =144
2001 (EUA) leve (1,1 a 2 mm), moderado mudanca do ponto de corte do
25-74 anos. <10vs. 210 (1C 95% 1,04-2,00) .
(2,1 a3 mm), alto (3,1 a 4 mm) consumo de alcool.
para NIC grave.
e grave (> 4 mm).
Quanto maior o consumo, maior
113198 Exame periodontal parcial - a perda de insercao clinica A relagéo dose-resposta
Tezal et al, 6007 H /.6716 " QF - doses/sem: Nhanes IlI. com OR variando entre 1,22 | encontrada pode ser atribuida a
2004 (EUA) > 90 anos. >5,>10,>15e >20. | Desfecho de acordo com NIC (IC 95% 1,02-1,47 (> cinco mudanca do ponto de corte do
’ médio: < 1,5mme > 1,5mm. | doses/semana)) a 1,67 (IC 95% consumo de élcool.
1,25-2,23 (> 20 doses/semana)).
Associagao positiva OR 1,98
_ 20 R 0, =
Nishida et a, n=372 operérios. e i Exame periodontal completo. (IC .95A1 1,04-3,76), qua.ndn S D O T
2004 (Japéo) 290H/82M <33y, > 33 Desfecho de acordo com PS existe consumo excessivo valor or dente
p 20-59 anos. B média: < 35 mme > 35 mm. | (> 33 g/dia), e doenga avangada p '
(PS > 3,5 mm).
Exame periodontal parcial - Individuos com consumo
Nhanes Il1 .
Desfecho de acordo com % de ML) 6]
QF - gramas/dia: dentes: apresentaram 2,7 (IC 95% Estudo aninhado em um
. . n=961 Nao (0). . 1,1-6,6) e 2,5 (IC 95% 1,1-5,7) | acompanhamento longitudinal
Shimazaki et al, PS > 4 mm: nenhum (0%), . .
N 378 H /583 M Leve (0,1-14,9). ) . vezes maior chance de ter > 35% de base populacional
2005 (Japao) baixo (0,1 a 19,9%), médio (20
40-79 anos. Moderado (15-29,9). dos dentes com PS > 4 mm para o estudo de doencas
a 34,9%) e alto (> 35%). _ )
Pesado (> 30). Nenhuma relagao com o NIC cardiovasculares.
LG & Uity 1) foi observada no modelo
baixo (0,1 a 9,9%), médio (10 a multivariado
21,9%) e alto (> 22%). '
n=1.089 Exame periodontal parcial -
Akhter et al, Area rural. QF - doses/dia: Nhanes I1I. Sem relaco entre consumo de | Nao existe cdlculo do consumo
2005 (Japao) 531 H/ 558 M <2vs. 22 Desfecho de acordo com o NIC alcool e doenca periodontal. de alcool.
18-96 anos. médio: < 1,5mme > 1,5 mm.
BB T T e Nao especifica as categorias
Desfecho de acordo com % de | Tanto ndo consumidores quanto p i 0
n=2.132 ~ . de consumo de élcool, nem
Bouchard et al, 1,004 H/1.088 M QF - ndo consumidores, dentes: regulares possuem OR = 1,6 célculo da quantidade ingerida
2006 (Franca) ’ : ocasionais e regulares. | NIC localizada (< 30% dentes | (IC 95% 1,2-2,2) para NIC grave, a . 0 o
35-64 anos. ) i > """ | apenas menciona que sequiu 0S
> 5 mm) e generalizada (> em comparagao aos ocasionais. arimetros da OMS
30% dentes > 5 mm). r '
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Estudos transversais

Exame periodontal completo LI LRI
TR, Desfecll]m' resenca depNIC. LD C I B Pl DD Relagdo ndo encontrada para
2008 n=1.521 adultos QF - diario. . + presen . por dia tém 76% menos chance ¢ P
) média > 3 mm SS no minimo o mulheres.
(Dinamarca) 959 dos dentes de ter periodontite (OR = 0,24
' (IC 95% 0,09-0,62)).
Estudo realizado com populagao
) n=425 individuos o CPITN. Nao foi encontrada relagao entre marginalizada (baixo nivel
Jamieson, . Questiondrio de sim N X . N
2010 (Austrlc) nascidos entre . Desfecho de periodontite 0 consumo de 4lcool e a doenca socioecondmico).
1987 e 1990. ' moderada/severa. periodontal. Nao existe calculo do consumo
de dlcool.
Estudos longitudinais
WIS, Exame periodontal completo
Ogawa et al, n=394 QF - Didrio Desfechl:)- roaressio dep e d.a Sem relaco entre consumo de | Nao existe cdlculo do consumo
2002 (Japao) 208 H /186 M ou ndo didrio. . .~p 0 p“ alcool e progressao de doenca. de alcool.
de insercdo > 3 mm > 1 sitio.
> 10 anos
wr~ | Quanto maior o consumo, maior o
Dez anos. . Doenca autorreportada: “Vocé | . L N )
) QF - gramas/dia: .. . risco para ocorréncia de doenca Validagao por meio de
Pitphat et al, n=39.461 ) ; ) | ja teve doenca periodontal com . . o
2003 (EUA) Homens 0;0,1-4,9; 5-14,9; 15-29,9; A s periodontal com RR variando radiografias em uma
1075 anos > 30. rofissionalmente?” entre 1,18 (IC 95% 1,04-1,35) e subamostra.
' 4 ' 1,24 (IC 95% 1,09-1,42).
Sem relacao entre 0 consumo de
Quatro anos. o Exame periodontal parcial - alcool e.a qoenga periodontal. CPITN
Okamoto et al, n=1.332 . ) CPITN. Associagao apenas entre 0 . L
- ndo consumidores X Individuos saudaveis no inicio
2006 (Japao) Homens ) ) Desfecho: escores 3 ou 4 no consumo de alcool e a perda
< 20 g/dia vs. > 20 g/dia. . . . do estudo.
30-59 anos. exame. dentdria na faixa mais jovem
(30-39 anos).
QF - cl/dia: - . . Nao houve relagéo entre o Grande lacuna entre os dois
Jansson, 20 anos. i . Indice gengival de Ainamo e . o
. R > 5 ¢l dlcool puro/dia. L consumo de alcool e a doenca | exames. Falta de padronizagéo
2008 (Suécia) n=513 individuos. i ) Bay, e radiografias. .
< 5 ¢l lcool puro/dia. periodontal. ¢ falta de exame completo.
Exame periodontal completo. Individuos que consomem >
Nishida, Quatro anos. QF - gramas/dia: Progressao de doenga: aumento | 33 g de dlcool/dia tém OR=3,54 | PS é critério inflamatdrio e ndo
2010 (Japao) n=183 < 33vs. >33 de 2 mm na PS em, no minimo, (IC 95% 1,68-7,47) para ter de destruico.
dois dentes progressao de doenga.

N = amostra; H = homens; M = mulheres; QF = questionario de quantidade e frequéncia; Cage = questiondrio de dependéncia quimica de &lcool; sem = semana; ml = mililitro; ¢l = centilitro; OR = odds ratio; RR = risco
relativo; IC 95% = intervalo de confianga de 95%; GGTP (Gama Glutamil Transpeptidase - enzima marcadora da presenga de dlcool); PS = profundidade de sondagem; SS = sangramento a sondagem NIC = nivel de insergio
clinica; CPITN = indice comunitério de necessidade de tratamento periodontal; Aa = Agreggatibacter actinomycetemeomitans; Fn = Fusobacterium nucleatum; Pg = Porphyromonas gingivalls; Tf = Tannerella forsythia; EUA =
Estados Unidos; OMS = Organizagao Mundial da Sadde; Nhanes Il = Third National Health and Nutrition Examination Survey; NPASES | = First National Periodontal and Systemic Examination Survey; HPFS = Health Professionals

Follow-up Study; CCHS = Copenhagem City Heart Study; AABC = Australian Aboriginal Birth Gohort.

No Japdo, uma amostra de 372 trabalhadores de uma
fébrica foi examinada, sendo realizado um exame periodontal
completo. Quanto ao consumo de &lcool, ele foi dicotomizado
entre pessoas que consumiam menos do que 33 g de alcool/
dia (equivalente a 700 ml de cerveja — 5% de dlcool — por dia)
e pessoas que consumiam uma quantidade maior ou igual a 33
g de alcool por dia. Os resultados mostram que individuos que
consumem uma quantidade maior ou igual a 33 g de &lcool por
dia tém maior risco de ter um elevado nimero de dentes com
PS > 35 mm (OR = 1,98 (IC 95% 1,04-3,76), j4 ajustado para
idade, género e indice de massa corporal)?°. Shimazaki investigou
arelacéo entre consumo de élcool e doenga periodontal em uma

populagéo de 961 individuos com idade entre 40 e 79 anos.
O exame periodontal conduzido foi o Community Periodontal
Index (CPI), e os individuos foram categorizados de acordo
com o consumo didrio de &lcool (0 - 14,9 g de élcool por dia,
equivalente a até 375 ml de cerveja (5%) por dia, 15 - 299 g
de &lcool por dia, equivalente de 375 ml até 750 ml de cerveja
(5%) por dia, e = 30 g de alcool por dia, equivalente a mais de
750 ml de cerveja (6%) por dia). O estudo mostrou que individuos
que consomem entre 15-29,9 g de dlcool por dia e 2 30 g de
alcool por dia possuem um OR de 2,7 (IC 95% 1,1-6,6) e 2,5
(IC 95% 1,1-5,7), respectivamente, de terem mais de 35% dos
dentes com PS > 4 mm?',
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Na Franca, foram examinados 2.132 individuos com idade
entre 35 e 64 anos, e realizado exame periodontal completo.
O consumo de dlcool foi categorizado em néo consumidores,
consumidores ocasionais e consumidores regulares (n&o foi
especificada a quantidade de dlcool em cada categoria). O
estudo mostra que consumidores ocasionais tém 38% menos
risco de ter NIC (nivel de insercéo clinica) > 5 mm?? quando
comparados a ndo consumidores e consumidores regulares.
Este resultado vai ao encontro dos achados de Kongstad, em um
levantamento dinamarqués com 1.621 adultos, demonstrando
que homens que consomem no minimo 250 ml de vinho tinto
tém 76% menos chance de apresentar periodontite (OR=0,24
-1C 95% 0,09-0,62)%.

Nos Estados Unidos, 1.371 pessoas com idade entre 25 e
74 anos foram submetidas a um exame completo periodontal
e, para efeitos de comparacéo, foram feitas duas andlises: a
primeira era para quem consumia uma quantidade maior ou igual
a cinco doses de &lcool por semana (> 250 ml de cerveja por
dia), contra quem consumia uma quantidade menor do que cinco
doses de dlcool por semana; e a segunda foi feita para quem
consumia uma quantidade maior ou igual a dez doses de &lcool
por semana (= 500 ml de cerveja por dia), contra quem consumia
uma quantidade menor do que dez doses de &lcool por semana.
Tanto na primeira anélise quanto na segunda, quem consome 2 5
doses de élcool por semana e > 10 doses de alcool por semana,
apresenta maior risco de perda de insercéo severa (OR=1,36-1C
95% 1,02-1,80 e 1,44 -1C 95% 1,04-2,00, respectivamente) e
sangramento gengival (OR=1,65-1C 95% 1,22-2,23 e 1,62-IC
95% 1,12-2,33, respectivamente), comparado a quem consome
< b doses de é&lcool por semana e < 10 doses de &lcool por
semana®’. O 3° Levantamento Nacional de Salde e Nutricdo
(Nhanes lll) = n=13.198, também realizado nos EUA, mostrou
uma relagdo de dose-resposta entre o consumo de &lcool e a
doenga periodontal. Quanto maior o consumo de &lcool, maior
orisco para ter NIC médio > 1,56 mm (OR variando de 1,22 -IC
95% 1,02-1,47 a 1,67 - IC 95% 1,25-2,23)%.

Estudos longitudinais
Foram realizados dois estudos de incidéncia de doenca, nos
quais individuos saudéveis foram acompanhados durante quatro
anos e depois foi verificada a incidéncia de doenga periodontal
nestes grupos. O primeiro estudo, realizado nos Estados Unidos,
acompanhou 39.461 homens trabalhadores da drea da salide
(Health Professionals Follow-up Study — HPFS). O critério de
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doenga periodontal era autorreportado (método validado em uma
subamostra com exames radiograficos). Quanto ao consumo
de dlcool, foram classificados de acordo com a quantidade de
alcool ingerida diariamente: 0,1 — 4,9 g por dia (0,1 — 1225
ml de cerveja por dia), 5,0 - 14,9 g por dia (122,5 - 372,5 ml
de cerveja por dia), 15,0 - 29,9 g por dia (372,56 — 7475 ml de
cerveja) e > 30 g por dia (> 7475 ml de cerveja). Os resulta-
dos mostram uma relacdo entre o consumo de alcool diério e
o estabelecimento de doenca periodontal (RR=1,24 - IC 95%
1,09-1,42,1,18-1C 95% 1,04-1,35,1,18-1C 95% 1,01-1,38 e
1,27 -1C 95% 1,08-1,49, respectivamente)?. O segundo estudo,
realizado no Japao, acompanhou 1.332 individuos também por
quatro anos. O exame periodontal conduzido foi o CP, e o cri-
tério para diagnéstico de doenga foi de apresentar escores 3 e
4 no CPI (PS 4-5 mm e PS > 6 mm, respectivamente). Quanto
ao consumo de élcool, foram divididos em nao consumidores,
0,1 - 20,0 g de &lcool por dia (0,1 - 500 ml de cerveja por
dia) e > 20 g de dlcool por dia (> 500 ml de cerveja por dia).
Nao foi encontrada associagio entre o consumo de dlcool e o
estabelecimento de doenca periodontal®”.

Além dos estudos de incidéncia de doenga, existem também
aqueles que avaliaram a progresséo de doenca. Na Suécia,
513 adultos (47% homens) foram acompanhados durante
20 anos (1970-1990). Individuos que apresentaram um elevado
consumo de dlcool (> 50 ml de &lcool puro por dia— > 1.050 ml
de cerveja por dia) apresentaram maior nimero de superficies
cariadas (p < 0,01), maior quantidade de célculo supragengival
(p=0,04) e maior quantidade de lesdes apicais (p < 0,01). Nao
foi encontrada relacéo entre consumo de &lcool e progressao
de doenga periodontal destrutiva.

Na regido metropolitana de Porto Alegre, 561 individuos
(238 homens e 323 mulheres) com idades entre 19 e 65 anos
foram acompanhados por um periodo de cinco anos (estudo de
Porto Alegre). Para este levantamento, foram incluidos aqueles
que n&o possuiam histérico de diabetes, nem outro problema
sistémico, e que tivessem no minimo seis dentes naturais. Foi
realizado exame periodontal completo e, para definigéo de
progressao de doenca periodontal, constatou-se a presenca
de no minimo quatro dentes com aumento no NIC > 3 mm. Os
resultados mostram que, quanto maior o consumo de &lcool,
maior o risco para progresséo de doenca periodontal®®,

No Japéo, 183 trabalhadores de uma fabrica foram acom-
panhados durante quatro anos. Foi realizado exame completo
periodontal nesta populagéo. O critério para progresséo de



doenga foi: apresentar acréscimo de 2 mm na PS de no minimo
dois dentes. Quanto ao consumo de &lcool, foram dicotomizadas
pessoas que consumiam uma quantidade menor do que 33 g de
dlcool por dia (< 700 ml de cerveja por dia) e igual ou maior do
que 33 g de dlcool por dia. O estudo mostra que individuos que
consomem 2 33 g de dlcool por dia possuem mais risco de ter
progresséo de doenca (OR=354 - IC 95% 1,68-7,47), quando
comparados aos que consomem < 33 g de élcool por dia®.

Consideragoes Finais

Apesar da grande heterogeneidade apresentada nos estudos,
a literatura mostra uma relacéo entre o consumo de dlcool e as
doengas periodontais, quer seja em estudos de caso-controle™ ™,
estudos transversais?*?', estudos de incidéncia®®?” ou estudos
de progressao de doenga®*3°. Quando se leva em consideragéo
apenas a quantidade de lcool ingerida, 0 consumo de &lcool esta
relacionado as doengas periodontais. Essa relagao prioritariamente
se da com o consumo excessivo de alcool relacionando-se a
piores quadros periodontais. Por outro lado, quando se avalia
o consumo de dlcool por tipo de bebida ingerida, o vinho tinto
parece comportar-se como um fator de protecéo para a perda
de insercgao periodontal®??,

O grande problema na comparagéo dos resultados en-
contrados é devido aos diferentes métodos, tanto na afericéo
do consumo de é&lcool quanto nos exames periodontais e na
definicdo de doenga periodontal. Da mesma forma, os diferentes

mecanismos que a literatura tem demonstrado relativos ao
consumo de baixas doses de dlcool necessitam ser mais bem
elucidados no que tange a relagédo entre alcool e doengas
periodontais. Nesse sentido, até o presente, é importante que
se tenha claro que o consumo excessivo de dlcool tende a ser
deletério ao periodonto. Entretanto, ainda hé espago de estudo
sobre eventuais efeitos protetores do consumo de alcool em
relacéo as doengas periodontais.

Sendo a Odontologia uma profissao da area da saudde, é
importante que os profissionais estejam alertas a esta relagéo,
incluam esse conhecimento nas entrevistas com seus pacientes
e abordem os possiveis efeitos deletérios do consumo de dlcool
sobre o periodonto.
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SUMMARY:

The aim of the present study was to evaluate the effect of 15% alcohol dependence on
ligature-induced alveolar bone loss and TNF-a secretion in Wistar rats. Thirty-three
male Wistar rats aged 45-60 days (mean weight = 253 g) were randomly allocated test
or control groups. Test group (n = 18) received 15% alcohol as liquid intake and control
group (n = 15) received water during the experimental period. TNF-a was analyzed by
ELISA in 11 animals per group. After 14 days of alcohol/water intake, alcohol
dependency was assessed and silk ligatures were placed around the left second upper
molars. Ligature presence and body weight were checked weekly. After 40 days,
animals were sacrificed and the maxillae defleshed for morphometric analysis in
standardized pictures. All animals in the test group displayed signs of alcohol
dependency at Day 14. No statistically significant differences in final body weight
(334.83 £ 21.38 vs. 322.48 + 30.65 grams, P = 0.20) were observed between groups. In
relation to alveolar bone loss, no statistically significant difference was observed among
test and control groups both for ligated teeth (0.76 = 0.06 vs. 0.74 = 0.10 mm, P = 0.60)
and unligated teeth (0.41 £ 0.16 vs. 0.35 = 0.05 mm, P = 0.22). The TNF-a secretion
also did not display statistically significant differences between test and control groups
(10.78 £ 1.84 vs. 12.13 £ 2.11 pg/mL, P =0.12). It may be concluded that 15% alcohol
dependency was not capable to alter alveolar bone loss and TNF-a secretion in Wistar

rats.

KEY-WORDS: periodontitis, rats, alcohol dependence, alveolar bone loss
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INTRODUCTION

The relationship between alcohol consumption and several chronic diseases has
been reported as a U- or J-shaped curve attributed to a dose-related combination of
beneficial and harmful effects. While alcoholism or alcohol abuse can lead to
cardiovascular, liver and pancreatic diseases, light to moderate consumption of alcohol
may display a protective effect (1,2,3). Several biological mechanisms can be involved
in the pathogenesis or prevention of these chronic diseases, such as the modulation of
some pro-inflammatory markers (e.g. IL-6 and TNF-a)(4,5). The drinking pattern can
also impair or repair the immunological function by modulation of neutrophills,

macrophages and T-cells (6,7).

Periodontal diseases have an infecto-inflammatory nature and are associated
mainly to gram-negative bacteria (8,9). The relationship between alcohol consumption
and periodontal diseases remains unclear in the literature. Similarly to the relationship
with other chronic diseases, results from animal and human studies seem to report a U-
or J-shaped curve (4,10). However, there is no sense in the literature about what pattern
of alcohol consumption is considered safe, beneficial or harmful. Studies in rats with
high alcohol concentration (20%) suggest that alcohol can have a destructive effect on
the ligature-induced alveolar bone loss (11,12); on the other hand, low alcohol
concentration (5%) seems to present a protective effect in spontaneous alveolar bone
loss (13). Additionally, it has been demonstrated that moderate alcohol consumption is

associated with lower levels of cytokines linked to periodontitis in humans (5).

Few studies have sought to clarify the relative role of alcohol dependence on
periodontitis in humans and are scarce in animal models (14,15,16). Therefore,
important questions remain regarding this issue. Among these, the role of alcohol
dependence on pro-inflammatory cytokines and what is the concentration that could be
attributed as beneficial or harmful to the periodontium. The aim of the present study is
to evaluate the impact of alcohol consumption on the pathogenesis of periodontal
diseases in rats. The hypothesis to be tested is that 15% alcohol dependence can alter

both periodontal breakdown and TNF-a secretion in Wistar rats.

MATERIAL AND METHODS

https://mc04.manuscriptcentral.com/bdj-scielo
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Animals

Thirty-five male Wistar rats aged 45-60 days with mean weight of 253 + 19.86 g
were used in the present study. Animals were housed in cages with five animals at a
temperature range from 18 °C to 20 °C and a 12 h light and dark cycle. The Ethical
Committee on Animals Use of the Federal University of Rio Grande do Sul, Brazil

approved the experimental protocol (protocol number 18979/10, September 14, 2010).

Sample size calculations

Sample size estimates were based on data from a previous study (11). A
difference of 0.2 mm in alveolar bone loss was expected as significant. Considering
alpha and beta errors of 0.05 and 0.10 respectively, a minimum number of 14 animals

per group was considered necessary.

Experimental groups and procedures

Animals were randomly assigned to two groups stratified by weight. The control
group (N = 15) was fed with a standard laboratory rat chow (Nuvilab CR1®, Nuvital
Nutrientes SA, Colombo, Brazil) and tap water ad libitum for 6 weeks. The test group
(N = 20) received the same diet except for the water, which was replaced by a 15%
ethylic alcohol solution (Vetec®, Rio de Janeiro, Brazil) that was available ad libitum
throughout the experiment. Prior to ligature placement, the test group was submitted to
a 2—week period of 15% alcohol intake. Two animals of the test group were lost. The
first died in the first week due to complications of alcohol intake and the second died in
the day that the ligature was placed during the anesthesia. These deaths resulted in 15

animals for control and 18 animals for test group.

General anesthesia was performed by intramuscular administration of
xylazine/ketamine (10 mg/kg — 1:1). Alveolar bone loss was induced by placement of
4.0 silk ligatures (Ethicon®, Johnson & Johnson®, S3o Paulo, Brazil) around the
maxillary right second molars. The contra-lateral tooth remained as intra-group control
(13,17). Animals were killed after 4 weeks of ligature placement. Figure 1 shows the

flowchart of the study.

https://mc04.manuscriptcentral.com/bdj-scielo
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The liquid and solid intake was monitored during the study. Body weight and

presence of ligature of the animals were evaluated weekly.

Alcohol dependence test

Prior to periodontal breakdown induction, animals from test and control groups
were submitted to an alcohol dependence test (18,19). Animals were exposed to a 14 h
of alcohol/water abstinence. Following, they were removed from their cages and then
were gently manipulated and placed in another cage with minimum light and noise.
Physical signs of alcohol withdrawal were observed and recorded. Animals from control
group were used as negative controls. The examiner was unaware of the groups. The

signs observed were trembles in tail and body, jaw grind and hyperactivity.

TNF-a analysis

TNF-a analysis was performed in a randomly selected subgroup sample (11
animals per group). Animals were killed by decapitation and immediately trunk blood
collected and centrifuged for 5 minutes in 5000 x g at room temperature. The levels of
TNF-a in supernatants were determined using commercially available enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) kit for rats TNF-a (Uscn Life Science Inc., Houston,
USA), according to manufacturer protocols. Samples were incubated on 96-well flat
bottom plates previously coated with anti-TNF-a antibody for 2 h at 37 °C. After this
first incubation, a TNF biotin-conjugated antibody preparation specific for TNF-a was
added to each well and incubated for 1 h and avidin-conjugated horseradish peroxidase
for 30 min at 37 °C. The reactions were stopped with 150 mL of 1.0 M H,SO,, and
ELISA reader measured the absorbencies at 490 nm. The standard TNF-a curve was
performed on each plate, ranging from 0 to 1.000 pg/mL. The tests were performed in

duplicate for each sample.

Morphometric analysis

https://mc04.manuscriptcentral.com/bdj-scielo



©CoO~NOUTA,WNPE

Brazilian Dental Journal

Following sacrifice, the right and left segments of the maxillae were defleshed in
sodium hypochlorite with 8.5% active chlorine (Mazzarollo®, Gravatai, Brazil) for 5 h.
After rinsing, the specimens were washed and dried. After that, maxillae were stained
during 1 minute in 1% methylene blue (Quinta Esséncia, Porto Alegre, Brazil) to

delineate the cemento-enamel junction (13,17).

Standardized digital pictures were taken from the buccal, palatal and proximal
aspects of each specimen using a millimetric ruler and a Nikon D100 (Nikon®,
Ayuthaia, Thailand) camera coupled in a tripod and equipped with a 100 mm macro-
lenses with minimal focal distance. Each specimen was placed with the occlusal surface
parallel to the floor. Linear measurements were performed with Adobe Photoshop CS4®
software (Adobe Systems Inc., San Jose, USA). Alveolar bone loss was defined as the
distance between the cemento-enamel junction and the alveolar bone crest. Buccal and
palatal measurements were made at five points (13,17). Following, in order to perform
proximal measurements, removal of the first and third molars was necessary. After these
procedures, measurements were made at three points in each proximal surface (20). For
each surface, mean values were calculated and, following, a mean value for the tooth

was generated.

The examiner was unaware of the group distribution as well as of the presence
or absence of ligature. Measurements were converted into millimeters, utilizing a
precision ruler as reference. Reproducibility was performed by re-analyzing the
specimens with a one-week interval. Intraclass Correlation Coefficient (ICC) was 0.96

and 0.89 for buccal/palatal and proximal surfaces, respectively.

Statistical analysis

For each evaluated parameter normality was tested by means of Shapiro—Wilk
analysis and the appropriate statistical test was selected according to this assumption.
The rat was considered the unit of analysis in this study. All tests were performed by
SPSS® version 17.0 (SPSS Inc., Chicago, USA). Mean body weight throughout the
study was calculated and compared by repeated measurements ANOVA. Intragroup
mean body weight, alveolar bone loss and the TNF-o secretion were compared by

independent samples #-test.
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RESULTS

At day 0, animals were tested for alcohol dependence. All animals from the test
group demonstrated signs of alcohol dependence (trembles in tail and body, jaw grind

and hyperactivity) whereas this characteristic was not detected in animals from control

group.

The body weight of the animals was monitored throughout the study.
Statistically significant differences in mean body weight were observed between control
and test groups at days 7 (P = 0.01) and 28 (P = 0.04). During the entire study, higher
values of body weight were observed in the control group (Figure 2). Body weight
increased both in test and control groups, with statistically significant differences being
detected by Repeated Measures ANOVA within each group along the study when
compared to day -14 (P < 0.00).

During the experimental period, animals from the test group had a mean daily
alcohol consumption of 21.69 milliliters. Figure 3 shows the evolution of alcohol
consumption for test group from day O to day 28 (Repeated measures ANOVA).
Animals from test group presented less daily alcohol consumption in day 14 (P = 0.01)
and day 21 (P = 0.03) compared to day 0. At day 28, no differences were observed
compared to day 0 (P = 0.08).

The main outcome of the present study is periodontal breakdown. Table 1
shows the mean alveolar bone loss in teeth with and without ligature in control and test
groups. Data are demonstrated for each tooth surface and also combining all tooth
surfaces. Statistically significant differences between groups were observed only in the
distal aspect of teeth with ligatures (P = 0.02). It can be observed that teeth without
ligature present approximately 40% less periodontal breakdown than teeth with

ligatures.

TNF-o secretion analysis (mean + SD) showed no statistically significant
differences between control and test group (12.13 + 2.11 and 10.78 £ 1.84 pg/ml)
respectively, (P =0.12).

DISCUSSION

https://mc04.manuscriptcentral.com/bdj-scielo
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This study analyzed the influence of 15% alcohol dependence on alveolar bone
destruction and TNF-o secretion in male Wistar rats. No differences in the mean
alveolar bone loss were found in this study, when the whole tooth is considered.
Previously, studies showed that a low concentration of alcohol consumption (5%) had a
protective effect on spontaneous periodontitis (13). while a higher concentration of
alcohol consumption (20%) had a destructive effect on the periodontium (11). Similarly,
in epidemiologic studies, a moderate consumption of alcohol can have a protective
effect for periodontal disease while a heavy consumption is associated with a
destructive pattern (10). These evidences seem to confirm a U- or J-shaped curve
relationship between alcohol consumption and periodontal disease, similarly to what
happens in relationship with cardiovascular diseases and the consumption of alcohol. In
this sense, it would be interesting to determine the cut-off point of the curve in order to

better understand this relationship.

One interesting finding of the present study is that when surfaces are analyzed
separately, considering the distal aspects, a statistically significant difference was
detected among groups, demonstrating, for these surfaces, a protective effect of alcohol.
This is in line with other studies, and this result should not be ruled out. Therefore, a
potential protective effect was demonstrated in this study. The findings of the present

study seem mimic low/moderate alcohol consumption.

Low/moderate alcohol consumption has been considered a preventive factor by
reducing the risk for myocardial infarction, stroke and other systemic disorders.
However, high concentration of alcohol consumption confers a higher risk of
myocardial infarction. It is not clear which kind of beverage or what is the concentration
of alcohol that would have a preventive effect and why low/moderate regular alcohol
intake should be beneficial to humans (3,21). A drinking pattern of 3—4 times per week

has been found inversely associated with the risk of myocardial infraction in men (1).

Alcohol can have an anti-bacterial role, however the potential effect of regular
low/moderate alcohol intake on the oral microbiota has not been fully demonstrated.
Drinking patterns have been assessed and seem to alter the oral bacterial profile.
Consumption for at least two years of coffee or red wine is associated with a reduction
of the frequency of anaerobes in supra- and subgingival plaque samples compared to

water drinkers (22). Studies on alcohol dependence and alcohol consumption on

https://mc04.manuscriptcentral.com/bdj-scielo
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periodontal diseases are controversial. While some studies reveal increased risk with
increasing daily consumption of alcohol, other studies verified no association
(10,16,23). If alcohol consumption reduces the bacterial load in the oral cavity, this

effect would be observed on the prevalence of infectious diseases in the mouth.

Pathogenesis of periodontal breakdown has been widely studied in rat models.
Previous studies evaluated alveolar bone loss only in buccal and palatal surfaces
(11,13,17). In the present study a new approach was conducted in order to measure
proximal surfaces. Therefore, first and third molars were gently removed followed by
standardized pictures of the mesial and distal surfaces, allowing the same as the
measurements performed in buccal and palatal surfaces. It’s important to emphasize that
a positive correlation between alveolar bone loss in buccal/palatal and proximal surfaces
has been shown, which improves the use of this new approach to quantify alveolar bone

loss in Wistar rats (20).

Several mechanisms have been suggested by which alcohol intake could lower
the risk of inflammatory diseases, such as beneficial effects on C-reactive protein, IL-6,
and TNF-a (5,24,25). The present study showed no differences in TNF-a levels between
groups, although there is a reduction of approximately 18% in production of TNF-a in
the test group. This mean percent reduction is very similar to human studies that found

significant results between groups exposed or not to alcohol (5,24).

Adverse effects of high consumption of alcohol on human health are well
known described in the literature. One possible explanation is that this seems to occur
because the episodic consumption of large amounts of alcohol has been associated with
increase of the host susceptibility to infections. This effect has biological plausibility to
clarify its influence on periodontal diseases, since the high consumption of alcohol can
cause damage in neutrophills, macrophages, and function of T cells, increasing the

likelihood of infections (6).

The findings of the present study are challenging, with possibilities of better
understanding the relationship between alcohol consumption and periodontal
breakdown. The possible biological mechanisms still need better comprehension, as
well as longitudinal follow-up is required. It can be concluded that 15% alcohol
consumption generated dependence, however was not able to consistently modify

alveolar bone loss and TNF-a secretion in male Wistar rats.

https://mc04.manuscriptcentral.com/bdj-scielo
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RESUMO EM PORTUGES:

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da dependéncia de alcool a
15% sobre a perda Ossea alveolar induzida e secrecao de TNF-o em ratos Wistar. Trinta
e trés ratos wistar com idade entre 45 e 60 dias (peso médio = 253 g) foram alocados
aleatoriamente para o grupo teste ou controle. O grupo teste (n = 18) recebeu alcool a
15% como ingestdo liquida e o grupo controle (n = 15) recebeu dgua durante o periodo
experimental. TNF-a foi analisado por meio de ELISA em 11 animais por grupo. Apos
14 dias de ingestdo de alcool/agua a dependéncia do alcool foi determinada e ligaduras
de seda foram colocadas ao redor dos segundos molares superiores esquerdos. A
presenca das ligaduras e o peso corporal foram verificadas semanalmente. Depois de 40
dias os animais foram sacrificados e as maxilas foram preparadas para analise
morfométrica em fotografias estandardizadas. Todos os animais do grupo teste
apresentaram sinais de dependéncia de alcool no dia 14. Nao foram observadas
diferengas estatisticamente significativas no peso corporal final entre os grupos (334.83
+ 21.38 vs. 322.48 + 30.65 gramas, P = 0.20) Em relagdo a perda dssea alveolar, ndo
foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos teste e
controle tanto para dentes com (0.76 + 0.06 vs. 0.74 £ 0.10 mm, P = 0.60) como para
dentes sem ligadura (0.41 = 0.16 vs. 0.35 = 0.05 mm, P = 0.22). A secrecdo de TNF-a
também nao demonstrou diferencas estatisticamente significativas entre os grupos teste
e controle (10.78 = 1.84 vs. 12.13 £ 2.11 pg/mL, P = 0.12). Pode-se concluir que a
dependéncia de alcool a 15% nao foi capaz de alterar a perda Ossea alveolar e a secregdo

de TNF-o em ratos Wistar.
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Table 1: Mean alveolar bone loss (mm (= SD)) in teeth with and without ligatures in control

and test groups.

Group Teeth with ligature
Mesial Distal Palatal Buccal Total
Control 0.86 (£ 0.15) 0.81 (=0.10) 0.69 (=0.13) 0.89 (= 0.15) 0.76 (= 0.06)
Test 0.89 (£0.16) 0.69 (+x0.16) 0.69 (£0.12) 0.84 (=0.20) 0.74 (+0.10)
p* 0.58 0.02 0.96 0.44 0.60
Group Teeth without ligature
Mesial Distal Palatal Buccal Total
Control 0.50 (£0.16) 0.49 (+£0.56) 0.46 (£0.10) 0.29 (+=0.05) 0.41(£0.16)
Test 0.48 (£0.12) 031 (x0.12) 0.42(+0.04) 0.26(=0.03) 0.35(+0.05)
p* 0.80 0.19 0.17 0.10 0.22
*Independent samples #-test
4
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Figure captions

Figure 1. Study flowchart.

©CoO~NOUTA,WNPE

Figure 2. Mean body weight (grams) for control and test groups throughout the study.
12 *Independent samples #-test (P < 0.05).

Figure 3. Mean daily alcohol consumption (milliliters) per animal in the test group from

16 day 0 to 28.
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Abstract

Objective: to evaluate the influence of red wine consumption, alcohol, grape
juice and resveratrol in the occurrence of spontaneous and ligature induced
periodontitis as well as TNFa and IL-6 levels in Wistar rats.

Methods: 50 male Wistar rats were randomly assigned to 5 groups (Control,
Red Wine, Grape Juice, 12% Alcohol and 0.04-0.05mg/mL Resveratrol). All
groups were fed with laboratory rat chow and solutions according to each
group. After 8 weeks, a ligature was placed around the maxillary right second
molars. The contra-lateral molars remained as controls. After 14 days, all
animals were killed and blood samples collected and specimens prepared for
morphometric analysis. A cut-off point in the 75" percentile in the side without
ligature was used for definition of spontaneous periodontitis. Body weight, food,
liquid and calories intake were monitored weekly.

Results: all animals completed the experiment. No differences were observed in
body weight between groups throughout the study. Significant differences were
found in food and liquid intake between control and other groups (p<0.01) and
for calories intake for grape juice and alcohol 12% compared to Control
(p<0.01). According to mean alveolar bone loss, no statistically significant
differences were found both in sides with ligature and without ligature. Animals
which consumed red wine presented a lower occurrence of spontaneous
periodontitis compared to the other groups and lower levels of TNF-a (0.97
ng/mL) compared to controls (1.97 ng/mL, p = 0.008).

Conclusion: Red wine consumption decreases the occurrence of spontaneous

periodontitis and TNF-a levels in Wistar rats.

Keywords: wine, resveratrol, alcohol consumption, Wistar rats, periodontitis,

tumor necrosis factor - a.
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Introduction

Alcohol consumption represents a major health problem, resulting in
approximately 2.5 millions of deaths in the world according to the World Health
Organization (1). Studies demonstrate that heavy alcohol consumption
(=40g/day for men and =20g/day for women) (2) can lead to liver complications,
cardiovascular diseases and behavioral handicap (3-5). Not only the amount of
alcohol consumed, but also the type of alcoholic beverage may alter the
response. Moderate consumption of red wine is known to have a protective
effect in chronic diseases such cardiovascular, ischemic, circulatory, blindness
and periodontitis (6-12). Moreover, red wine consumption may lower the
amount of plaque attached to tooth surfaces supra and subgingivally (13) due to
substances such as polyphenols which display anti-adhesive properties against
Streptococcus mutans, as well as inhibition of substances involved in synthesis
of an adherent, water-insoluble glucan from sucrose which evolves to dental
biofilm (14).

The potential benefits observed from exposure to red wine are not
completely understood in the literature. The anti-inflammatory potential might be
either related to the presence of alcohol or to other substances in the
composition of the wine. Resveratrol is one of the supposed beneficial
substances present in wine. It has been demonstrated that resveratrol is an
important antioxidant, anti-inflammatory, cardioprotector (15) and assists in the
obesity loss and metabolic diseases associated to aging process (16). It also
has a potential to decrease the formation of viable colonies of Agregatibacter
actinomycetemcomitans (Aa) and Porphyromonas gingivalis (Pg) in vitro (17).
Resveratrol reduces the expression of nitric oxid, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12 and

TNF-a in the damaged tissue induced by Pg (18).

Animal studies are important to better understand the causal chain of
periodontal diseases and, in this respect, the literature shows that lower
concentration of alcohol protects against spontaneous alveolar bone loss (19,
20); on the other hand, increases in alcohol concentration seems to potentialize
both induced (21, 22) and spontaneous alveolar bone loss (23, 24). In addition,

high concentrations of alcohol consumption seems to increase the levels of
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TNF-a (25) and of the inflammatory signs in otherwise healthy gingiva (23). To
the best of our knowledge, animal models have been used only testing the

amount and concentration of alcohol consumed, but not a specific beverage.

Taking into consideration the positive effects of red wine
consumption in humans and the lack of studies in animal model, the aim of this
study was to evaluate the influence of red wine consumption, alcohol
consumption at 12% (same as red wine), grape juice and resveratrol (a
polyphenol found in Red Wine and Grape Juice) in the occurrence of
spontaneous and ligature induced periodontitis in Wistar rats and TNF-a and IL-
6 levels. The hypothesis to be tested is that the combination of different
substances in red wine rather than each one isolated is responsible for the
beneficial effects.

Materials and Methods
Ethical considerations

The present study was approved by Institutional Review Boards both
of the Federal University of Rio Grande do Sul (number 26632) and Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (project number 14/0335). This study was funded by

the Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
Sample size calculation

In order to estimate the sample size, a difference of 0.7mm between
groups submitted to alcohol at 10% and 20% in a previous study was utilized
(22). Considering alpha and beta errors of 0.05 and 0.10 respectively, 8 animals
per group were necessary. Considering a possible attrition rate of 20% (26),

soon 10 animals per group were used.
Animals

Fifty male Wistar rats, 45 days old and a mean body weight of
308.75g (£25.26g) were randomly assigned to 5 groups of 10 animals each

stratified by weight, by means of draw: Control (water), Red Wine, Grape Juice,
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12% Alcohol (same concentration of red wine) and 0.04-0.05mg/L Resveratrol
(the same concentration of the red wine). The Control group was fed with a
standard laboratory rat chow and tap water ad libitum. Test groups received the
same standard diet but the water was replaced with the respective solutions
Red wine (Almaden® Cabernet Sauvignon, Bento Goncalves, Brazil), Grape
Juice (Sunny Days®, Bento Gongcalves, Brazil), 12% Alcohol (Vetec®, Rio de
Janeiro, Brazil) and 0.04-0.05 mg/L Resveratrol (Equilibrium Pharmacy®, Porto
Alegre, Brazil). Solutions and food intake were spontaneous and ad libitum.
Animals were housed in boxes of 5 animals each in a controlled environment
(temperature 22°C + 2°C and dark/light cycle of 12 hours) during whole
experimental period. Food and liquid intake were measured daily and body

weight measured once a week. Figure 1 shows the study flowchart.
Spontaneous and ligature-induced alveolar bone loss

Prior to ligature placement all specimens were exposed to the
respective liquid regimen (water, red wine, grape juice, alcohol at 12% and

resveratrol) during 56 days.

General anesthesia was obtained by inhalation of Isoflurane in all
animals. In both groups, alveolar bone loss was induced by placement of 4-0
cotton ligatures (Ethicon®, Johnson & Johnson®, S&o Paulo, Brazil) around the
maxillary right second molars. The contra-lateral tooth remained as intra-group
control (19, 26-28) and used for the analysis of spontaneous periodontitis. After
14 days of the ligature placement, animals were sacrificed, blood samples
collected and specimens prepared for morphometric analysis.

Morphometric analysis

Following sacrifice, the right and the left segments of the maxillae
were defleshed in sodium hypochlorite with 9% active chlorine (Mazzarollo®,
Gravatai, Brazil) for 2 hours. After rinsing, the specimens were stained with
methylene blue 1% (Quinta Esséncia, Porto Alegre, Brazil) to delineate the

cement-enamel junction (19, 27, 28).

Standardized digital pictures were taken from the buccal and palatal

aspects of each specimen using a millimetric ruler and a Nikon D5100® camera
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coupled with medical lenses and minimal focal distance. Each specimen was
placed with the occlusal surface parallel to the floor. Linear measurements were
performed with Adobe Photoshop CS6® (Adobe Systems Software Ireland Ltd).
These measurements resulted in a pixel value, which was converted into
millimeters. Periodontal bone loss was defined as the distance between the
cement-enamel junction (CEJ) and the alveolar bone crest. Buccal and palatal
measurements were made at five points and a mean of these values was

considered as the bone loss (Fig. 2).

The examiner was unaware of the group distribution as well as of the
ligature presence or absence. A trained and calibrated examiner performed all
the measurements. Prior to measurements, calibration was performed by
double measurement of randomly chosen pictures (n=20) with one-week
interval. The intra-class correlation coefficient (ICC) between measurements
was 0.99. During the experiment a new calibration was performed with 10% of

the sample and the ICC between measurements was also 0.99.

For definition of spontaneous periodontitis, a cut-off point was
established, in order to define the occurrence of destruction. An analysis of data
from the contra-lateral tooth (without ligature) was performed and the 75
percentile was considered the cut-off point (20). Thus, teeth that presented a
mean alveolar bone loss = 0.39mm were considered as having spontaneous

periodontitis.
TNF-a and IL-6 analysis

TNF-a and IL-6 were determined by enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) using serum samples (Mini ELISA Development Kit, 900-M21,
PeproTech Inc, New Jersey, USA). The intra-assay coefficient of variation was
<7.5% for all cytokines. Briefly, plates of 96 wells were incubated in overnight
with capture antibody anti-IL-6 or TNF-a diluted in 1x PBS buffer. After blocking
for 1 hour to avoid non-specific binding, 100uL of standard IL-6 or TNF-a and
serum samples were placed. The cytokines were detected by horseradish
peroxidase-labeled monoclonal antibody to each target after addition of 100uL
anti-human IL-6 or TNF-a biotinylated antibodies were placed in each well and

incubated for 2 hours at room temperature. The microplate was washed to
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remove unbound enzyme-labeled antibodies. The amount of horseradish
peroxidase bound to each well was determined by the addition of 100uL
substrate solution. The reaction was stopped by the addition of 100 pl of 1 M
sulfuric acid, and the plates were read at 405 nm (ThermoPlate, S&o Paulo,
Brazil). The concentrations of cytokines were determined by interpolation from

standard curve and presented as pg/mL, and converted into ng/mL.
Statistical analysis

Shapiro-Wilk test for normality was used and a normal distribution
was detected in all continuous variables. Means and standard deviations were
calculated and intergroup analyses were performed by ANOVA followed by
Bonferroni. All analyses were performed using IBM SPSS Statistics 20.0 for

Windows.

Results

All animals completed the experimental protocol. The body weight
throughout the study is show in Figure 3. No statistically significant differences

were observed in body weight between groups during the study.

Table 1 summarizes the mean daily food (g), liquid (mL) and calories
(cal) intake per animal. For both food and liquid consumption, statistically
significant differences were observed between control and all the test groups
(p<0.01). Animals exposed to red wine and 12% alcohol had a lower daily liquid
intake (22.78mL + 1.07 and 23.44mL * 0.42) compared to control (32.51mL *
1.91) (p < 0.01); and those exposed to grape juice and resveratrol had a higher
daily liquid intake (38.17mL £ 1.44 and 38.50mL % 1.14) also compared to
control (p < 0.01).Groups exposed to red wine, grape juice and 12% alcohol
showed lower food intake (19.05g + 0.34, 19.55g + 0.42 and 19.43g + 0.17),
when compared to control (p < 0.01). In respect to daily calories intake, grape
juice and 12% alcohol demonstrated higher and lower calories intake (84.41cal
*+ 2.27 and 72.09cal + 0.83) compared to control group (74.46cal £ 1.77) with
p<0.01.
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Table 2 shows the average alveolar bone loss (mm + SD) for all
groups. No statistically significant differences were observed between groups
both in sides with and without ligature.

Figure 4 demonstrates the occurrence of periodontitis according to
the established cut-off point. In sides without ligature, animals which consumed
red wine, presented a lower occurrence of periodontitis compared to the other
groups (Red Wine: 1 case; Control, 12% Alcohol and 0.04-0.05mg/mL
Resveratrol: 2 cases; Grape Juice: 6 cases). Table 3 demonstrates the cytokine
profile obtained after sacrifice. For IL-6, no statistically significant differences
were observed between groups, however animals which consumed red wine
presented lower levels of TNF-a (0.97ng/mL = 0.49) compared to control group
(12.97ng/mL £ 1.06) (p = 0.008).

Discussion

The objective of this study was to evaluate the influence of red wine
consumption, alcohol consumption at 12%, grape juice and resveratrol in the
occurrence of spontaneous and ligature induced periodontitis as well as TNF-a
and IL-6 levels in Wistar rats. The main results demonstrated that rats, which
consumed red wine, had lower levels of TNF-a and a lower occurrence of

spontaneous periodontitis compared to the other groups.

The hypothesis behind the study was that the consumption of red
wine could be one protective factor for the occurrence of periodontal
breakdown. This hypothesis rises from the studies demonstrating the anti-
inflammatory properties of red wine, as well as the benefits it seems to cause in
non-communicable chronic diseases (6-8, 10, 29). In fact, the actual
mechanisms by which red wine benefits in such cases has not been completely
understood. Some studies infer that the presence of alcohol in such
concentration is responsible for the outcomes and others report that
components of the red wine, such as polyphenols are the main source of benefit
(15, 16, 30-32).
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The present study follows a line of research by our group, in which
we previously demonstrated in animals that alcohol in low/moderate
concentrations could decrease spontaneous alveolar bone loss in Wistar rats
(19, 20). The experimental groups include the main objective of test (red wine),
as well as three groups which have parts of the composition of the red wine:
grape juice, alcohol and resveratrol. The comparison of these groups with a
control group should allow for the understanding if and what part of the

components of red wine would be beneficial for periodontal tissues.

The main results of the present study are in line with those found in
humans where red wine consumption had a protective effect over periodontal
tissues (11, 12, 33) and decreased levels of inflammatory markers such TNF-a
(18, 34). The understanding of the present study should be contextualized in
terms of its methodological characteristics. The methodology applied for the
present study includes all contemporary research principles for animal studies,
including randomization, blindness, comparison and sample size calculation.
This increases the validity of the results, allowing for the highest degree of

translation, within the limitations of rat studies for periodontal diseases (35).

For experimental periodontitis, rats have been used due to some
similarities with human such as anatomical, immunological and microbiological
characteristics. In addition, rat studies have demonstrated the occurrence of
both spontaneous and induced alveolar bone loss, with shifts in the periodontal
microbiota and concomitant increase in inflammatory markers (35). To the best
of our knowledge, this was the first study in the literature which used a specific
alcoholic beverage in an animal model for spontaneous and ligature-induced
alveolar bone loss. In addition, red wine was chosen due to the fact that it is an
alcoholic beverage with mild alcohol concentration, as compared to beer (low

concentration) and distilled beverages (high concentration).

The published literature has used the red wine components (alcohol,
resveratrol, red grape juice) isolated in studies for other diseases with varying
concentrations (9, 29, 30, 36-40). For example, it seems that there is a
relationship between the amount and concentration of alcohol consumed and

the severity of disease. This has been referred as a J-shaped curve and it has
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been extensively studied for hypertension (41, 42). Lower concentrations of
alcohol (5%) represent a protective effect on spontaneous alveolar bone loss
(19); on the other hand, higher concentrations (= 20% ) represent a risk factor
both for ligature-induced (21, 22, 25) as well as spontaneous alveolar bone loss
(23, 24).

The fact that higher concentrations of alcohol intake represent a risk
may be explained because alcohol decreases neutrophil function (43) and
increases production of pro-inflammatory cytokines such IL-1, IL-6 and TNF-a
(44), and the presence of these markers in gingiva is associated with
periodontitis (45).

When rats that have a chronic alcohol intake are submitted to
resveratrol, the side effects of alcohol (weight loss, hepatoxicity, anti-oxidant
agents) decreases and there is an improvement of general health of these
animals (38). Resveratrol also decreases TNF-a expression (34) and IL-17 in
rats submitted to alveolar bone loss induced by ligature (46). Despite of the
positive results of the compounds isolated, interestingly we demonstrated that
only the combination of the components (red wine) was capable of reducing the

occurrence of spontaneous periodontitis and TNF-a levels in an animal model.

It is important to consider that the differences could be detected in
the present study are restricted to spontaneous alveolar bone loss. This has
also been the case in other studies (19, 20). A possible explanation for this fact
is that when a ligature is placed in order to induce periodontal breakdown, this
agent may promote an acute inflammation which is not equivalent to the human
process (47). Also, the challenge represented by the ligature could be of such
magnitude that it could mask subtle effects. In order to evaluate the side without
ligature, our research group has used the concept of spontaneous periodontitis
where a cut-off point in the 75" percentile of the distribution is used. Animals
which present losses above this point are considered as cases of spontaneous
periodontitis (20, 48).

In the present study, differences among groups could not be
detected with the mean values. This could be explained by a regression

towards the mean, as well as that, contemporarily other forms of analysis have
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been used, in addition to averages. Studies have used this model of analyzing
the occurrence of periodontal breakdown with this cut-off point in the 75"
percentile of the control group (20, 48). This allows for the understanding of the
highest impacting effects, since in the simple mean analysis, the ones with no
impact are considered together. Instead of using one site for statistical analysis,
we used the tooth for analysis. In such an analysis, a clear impact of red wine
consumption was detected in the occurrence of a more impacting alveolar bone
loss. This outcome should be compared with the concomitant pattern of

cytokines, in other to see if there is a possible explanation.

In the present study, red wine consumption decreased TNF-a levels
in the serum, demonstrating a possible anti-inflammatory effect. The levels of
interleukin-6 were did not reach a statistically significant difference. However,
TNF-a is clearly a marker associated with periodontal breakdown in different
studies (25, 49, 50). The fact that no statistically significant differences had
been observed in IL-6 in the serum, does not mean that there are not in the
periodontal site, which was not object of evaluation in the present study. Rats

are animals which an immune system with a significant adaptive capacity.

The results of the present study also support the epidemiological
data in which moderate alcohol consumption seems to have a beneficial effect
in males (11, 12). High consumption, on the other hand, is demonstrated to be
detrimental (51, 52). The information from such studies should be included both
in preventive as well as in therapeutic approaches. This is a challenge, since
alcohol consumption should never be incentivated to a level that alcoholism is
present. The literature is still controversial in this respect and despite of the
positive results both in human and animal models, additional studies are
needed to explain the mechanisms of red wine and its components in the

development or inhibition of periodontitis.

In conclusion, red wine consumption decreases TNF-a levels and is
a protective factor for the occurrence of spontaneous alveolar bone loss in

Wistar rats.
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differences were observed between groups along the study (ANOVA, p>0.05).
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Tables

Table 1: Mean daily liquid (mL), food (g) and calories intake (cal) for each

animal cage;
Control Red Wine Grape Juice Alcohol 12% Resveratrol P
Liquid 32.51 (+1.91) 22.78 (+1.07)* 38.17 (+1.44)* 23.44 (+0.42)* 38.50 (+1.14)* <0.01
Food 25.24 (+0.60)  19.05 (+0.24)* 19.55 (+0.42)* 19.43 (+0.17)* 25.83 (x0.24)* <0.01
<0.01

Calories 7446 (+1.77) 73.74 (+1.54) 84.41 (+2.27)* 72.09 (+0.83)*  76.18 (+0.70)

* Significant difference compared to control group

Table 2: Mean alveolar bone loss (mm, £SD) in teeth with and without ligature

according the experimental group.

Control Red Wine Grape Juice  Alcohol 12% Resveratrol p*
With
ligature 060 (¥0.07) 059 (0.04)  0.64(:0.10) 059 (0.09) ~ 0.67 (+0.08) 0.12
Without
ligature 0.36 (+0.04)  0.35(+0.04)  0.39 (+0.05)  0.35(+0.04) 0.36 (+0.03) 0.17
*ANOVA

Table 3: Levels of IL-6 and TNF-a (mean + SD in ng/mL) according to test

groups.

Control Red Wine Grape Juice  Alcohol 12% Resveratrol P

0.97 (+0.47)  0.67 (+0.20) 0.06

IL-6  0.77(x0.38) 0.66 (+0.28)  0.54 (+0.23)
0.008*

TNF-a 797 (+1.06) 0.97*(x0.49) 1.63(+0.38)  2.05(+0.57)  1.72 (+0.30)

* Significant difference compared to control group




65

5. Consideracdes finais

Alcool é uma droga licita que pode causar dependéncia e é
responsavel por cerca de 2,5 milhdes de morte anualmente no globo (OMS,
2011). Por ser consumido em padrdes diferentes [no Brasil a bebida mais
consumida € a cerveja, enquanto que na Argentina e no Uruguai € o vinho, por
exemplo (OMS, 2013)] e quantidades diferentes, além da disponibilidade no
organismo também ser diferente, uma mesma quantidade de alcool pode
representar um fator de risco ou protecdo dependendo da pessoa. Por isso,
estudos ainda sdo necessarios para o real entendimento dos mecanismos do
alcool no organismo.

A relacdo entre o consumo de alcool e as doencas periodontais tem
sido estudada desde a década de 60. Dois estudos de caso-controle utilizaram
pacientes com cirrose hepéatica e foram observadas piores condicdes
periodontais nestes pacientes comparados a pacientes saudaveis (Sandler e
Stahl, 1960; Movin, 1981). Porém, em virtude dos métodos de diagndstico
usados na época, e, da falta do real entendimento da acdo do alcool sobre o
organismo, esta relacdo encontrada fora atribuida a questdes
comportamentais, onde o individuo, sobre o efeito do &lcool, ndo escovava os
dentes e, portanto, tinha maior quantidade e severidade de doenca periodontal
comparados a outros individuos. Tendo este pressuposto, o estudo da relacdo
entre consumo de alcool e doencgas periodontais fora deixado de lado até os
anos 2000.

A literatura mostra que o consumo excessivo de alcool (OMS, 2000)
pode levar a complicagcbes no figado (McClain et al., 1999), problemas
cardiovasculares (Mukamal et al., 2006) e comportamentais (Meyerhoff et al.,
2005), aléem de alterar a expressao de alguns marcadores pro-inflamatorios
como IL-6 e TNF-a (McClain et al., 1999) e prejudicar a funcao de neutrofilos,
macrofagos e células T, aumentando deste modo a probabilidade de ocorréncia
de infecgbes (Szabo, 1999). Problemas na quimiotaxia e fagocitose de
neutrofilos, assim como a presenca de mediadores inflamatoérios (IL-6 e TNF-a)
no fluido crevicular gengival tém sido associados as periodontites (Hart,
Shapira e Van Dyke, 1994; Van Dyke e Vaikuntam, 1994; Offenbacher, 1996).
Através desta possivel inferéncia de que o alcool modula negativamente a
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resposta do organismo, aumentando o risco as periodontites, novos estudos,
tanto em animais quanto em humanos foram conduzidos.

Poucos artigos na literatura abordam a questdo da dependéncia
quimica de alcool e doenca periodontal e sdo estudos apenas em humanos
(Enberg et al., 2001; Amaral et al., 2008; Amaral et al., 2011; Lages et al.,
2015). Estes trabalhos mostram uma relacdo estatisticamente significativa
entre piores indices gengivais (nivel de insercdo clinica, profundidade de
sondagem e microbiota) e alcoolismo.

Quanto a estudos animais, este trabalho teve o ineditismo de ver a
relacdo entre a dependéncia quimica de alcool a 15% e perda Gssea alveolar.
O modelo para dependéncia quimica e afericdo da mesma, apesar de ser
datado da década de 80 é usado até os dias atuais por ser um modelo de facil
aplicacao e reproducéo (Movin, 1981). Todos os animais que foram submetidos
a inducdo da dependéncia quimica, apresentaram sinais de dependéncia 15
dias ap6s (desorientacdo, tremores no corpo e ranger de dentes). Neste
estudo, apesar de comprovada a dependéncia quimica de éalcool, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre o grupo dependente quimico de
alcool a 15% e o grupo controle que ndo fez consumo de &lcool, tanto nos
niveis de TNF-a quanto na perda dssea alveolar induzida e espontanea. Uma
possivel explicacdo para o fato da ndo-ocorréncia da diferenca significativa
pode estar na moderada concentracdo de alcool oferecida (15%), tendo em
vista que, quando sdo oferecidas concentracdes de alcool superiores a 20% €&
demonstrado uma correlacdo positiva entre consumo de alcool e perda éssea
alveolar (Irie et al., 2008; Souza et al., 2009), enquanto que, para
concentracdes inferiores a 10% esta correlacdo se inverte, passando a ter um
efeito protetor (Liberman et al., 2011).

Este foi o primeiro estudo em modelo animal que ndo somente avaliou
o teor alcéolico, como também um tipo de bebida consumida (no caso o vinho).
Similarmente a resultados encontrados em humanos (Bouchard et al., 2006;
Kongstad, Hvidtfeldt, Gronbaek, et al., 2008; Susin et al., 2014), o consumo de
vinho esta associado com menor ocorréncia de doenca periodontal destrutiva.

A hipotese por tras deste estudo € a de que o consumo de vinho tinto
poderia ser um fator de protecao para as doencas periodontais, tendo em vista

suas propriedades anti-inflamatérias e seus beneficios para doencgas crénico-
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degenerativas como doencas cardiovasculares (Leifert e Abeywardena, 2008b),
doencas isquémicas (Mannari et al., 2010), acidente vascular cerebral (Elkind
et al., 2006), melhorias na resposta do sistema imune inato e adaptativo
(Magrone e Jirillo, 2010), assim como doenca periodontal em humanos
(Bouchard et al., 2006; Kongstad et al., 2008; Susin et al., 2014). Tendo em
vista que muitas “melhorias” atribuidas ao consumo do vinho poderiam ser
devidas aos componentes nele envolvidos como o resveratrol (Baur et al.,
2006; Lin et al., 2008), além do vinho tinto, foram analisados os efeitos do
consumo do suco de uva, alcool a 12% e do resveratrol (componentes do vinho
tinto). Neste estudo foi demonstrado que, apesar dos resultados encontrados
na literatura para os componentes de forma isolada, apenas 0s componentes
unidos, sob a forma de vinho tinto, foram capazes de reduzir a ocorréncia de
periodontite espontanea e niveis de TNF-a.

Para este estudo, todos os principios contemporaneos para pesquisa
em animais foram seguidos (randomizag¢do, cegamento, calculo amostral,
grupos de comparacado), o que aumenta a validade dos resultados, permitindo
maior extrapolacdo dos resultados para humanos, respeitando as limitacdes
dos estudos com ratos para doencas periodontais (Klausen, 1991).

E importante ressaltar também que, além de utilizar simplesmente a
qguantidade de perda Ossea alveolar, este trabalho segue também uma nova
linha de definicdo de doenca periodontal para ratos, a qual foi atribuida como
periodontite espontanea, se baseando na distribuicdo da perda éssea no lado
sem ligadura conforme estudo prévio de linha de pesquisa desenvolvida no
grupo (Cavagni et al., 2013; Oballe et al., 2014). Animais que estdo acima do
percentil 75 desta distribuicdo sdo considerados como casos de periodontite
espontanea.

Apesar dos resultados positivos encontrados tanto neste estudo quanto
na literatura, o consumo de alcool ndo deve ser incentivado devido aos
maleficios que ele representa para a saude (fenbmeno da curva J). Como a
literatura ainda apresenta resultados conflitantes, mais estudos séo
necessarios para o real entendimento dos mecanismos da agéo do alcool sobre
os tecidos periodontais.

Finalizando, por ndo existirem ensaios clinicos em humanos (todos os

estudos até o momento sdo observacionais), estudos com esta metodologia
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para o entendimento dos efeitos da suspensdo do consumo de alcool sobre os
tecidos periodontais ou sobre a terapéutica periodontal s&o necessarios.

Por enquanto, para o clinico geral, € importante que perguntas
relacionadas ao consumo de bebidas alcodlicas sejam incorporadas para uma
melhor compreensdo e entendimento da doenca que 0 paciente possui,
lembrando que o héabito de beber ndo deve ser estimulado devido aos seus
maleficios e que estes dados de consumo de alcool sirvam de apoio para

planejamento de politicas de saude publica visando o bem-estar da populacéo.
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