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RESUMO

MINOWA, E. L. Efeitos sistémicos do consumo de vinho desalcoolizado no
reparo de alvéolos apés extracao de dentes com periodontite apical induzidaem
ratos. 2024. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagédo) — Faculdade de
Odontologia, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Aracatuba, 2024

O objetivo do estudo consistiu em analisar os efeitos sistémicos decorrentes da
ingestdo do vinho tinto desalcoolizado (VTD) no processo de reparo alveolar pés-
exodontia de dentes com periodontite apical (PA) induzida em ratos. Utilizou-se uma
amostra de 24 ratos machos Wistar, os quais foram distribuidos em 3 grupos distintos
conforme a suplementacao recebida: controle (C) - agua, VTD, vinho tinto (VT). O
protocolo experimental iniciou-se com a administracdo diaria das respectivas dietas
ao longo de 75 dias, sendo a dose de 4,28 mL/kg. No 15° dia de administracdo das
dietas, ocorreu a inducéo da PA nos quatro primeiros molares dos animais. Apos 30
dias do estabelecimento da lesdo periapical, foi realizada a extracdo dos primeiros
molares, mantendo a administracao das dietas por mais 30 dias. Ao término dos 75
dias, os animais foram submetidos a eutanasia, foi coletado o sangue para analise
sanguinea e as mandibulas para posterior analise histolégica. Os dados obtidos foram
submetidos a andlise estatistica, considerando um nivel de significancia de 5%,
utilizando os testes de Shapiro-Wilk, Kruskal-Wallis e Student-Newman-Keuls.
Observou-se que o grupo VTD apresentou uma menor intensidade da resposta
inflamatoria local e um melhor padrao celular e estrutural do tecido 6sseo quando
comparado aos grupos VT e C (p < 0,05). Nao foram identificadas diferencas
estatisticamente significativas quanto ao padrdo celular e a estrutura do tecido
epitelial, bem como em relacdo as extensdées inflamatorias entre os grupos (p > 0,05).
Identificou-se que os grupos VTD E C permaneceram dentro dos parametros
sanguineos de referéncia, porém VT destacou-se na discrepancia de valores em
hemoglobina, hematocrito, VCM, plaquetas e PDW (p < 0,05). Conclui-se que a
suplementacao diaria com VTD reduziu o infiltrado inflamatdrio e contribui para reparo
0sseo alveolar em ratos com PA apés a exodontia dentéria, diferentemente de VT que

aumentou a resposta inflamatoria local e causou oscilagdo de padrdes sanguineos.

Palavras-chave: periodontite periapical; extracdo dentaria; vinho; polifendis;

alcoolismo; remodelagéo 6ssea.



ABSTRACT

MINOWA, E. L. Efeitos sistémicos do consumo de vinho desalcoolizado no
reparo de alvéolos apo6s extracao de dentes com periodontite apical induzida em
ratos. 2024. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacédo) — Faculdade de
Odontologia, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Aragatuba, 2024

The aim of the study was to analyze the systemic effects resulting from the ingestion
of dealcoholized red wine (DRW) on the alveolar repair process following tooth
extraction of teeth with induced apical periodontitis (AP) in rats. A sample of 24 male
Wistar rats was used, which were divided into 3 distinct groups based on the
supplementation received: control (C) - water, DRW, red wine (RW). The experimental
protocol began with daily administration of the respective diets over 75 days, at a dose
of 4.28 mL/kg. On the 15th day of diet administration, AP was induced in the first molars
of the animals. After 30 days from the establishment of the periapical lesion, extraction
of the first molars was performed, with continued administration of the diets for another
30 days. At the end of 75 days, the animals were euthanized, blood was collected for
blood analysis, and the mandibles were collected for subsequent histological analysis.
The data obtained were subjected to statistical analysis, considering a significance
level of 5%, using the Shapiro-Wilk, Kruskal-Wallis, and Student-Newman-Keuls tests.
It was observed that the DRW group showed lower intensity of local inflammatory
response and better cellular and structural patterns of bone tissue compared to the
RW and C groups (p < 0.05). There were no statistically significant differences in
cellular pattern and epithelial tissue structure, as well as inflammatory extents between
the groups (p > 0.05). It was identified that the DRW and C groups remained within
reference blood parameters, but RW stood out in discrepancies in values of
hemoglobin, hematocrit, mean corpuscular volume (MCV), platelets, and platelet
distribution width (PDW) (p < 0.05). It is concluded that daily supplementation with
DRW reduced inflammatory infiltrate and contributed to alveolar bone repair in rats with
AP after dental extraction, unlike RW which increased local inflammatory response and

caused fluctuations in blood patterns.

Keywords: periapical periodontitis; tooth extraction; wine; polyphenols; alcoholism;

bone remodeling.
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1 INTRODUCAO

A periodontite apical (PA) € uma doenga inflamatéria decorrente de uma
infeccdo bacteriana que afeta a polpa dentéria, suas causas variam desde céaries,
restauracfes defeituosas, trauma ou até a falha de tratamentos endodoénticos
realizados anteriormente (Park, Ok-Jin, et al., 2020). A PA uma doencga altamente
prevalente, onde 52% da populacdo adulta mundial tem pelo menos um dente com
PA em desenvolvimento e progressao ou em processo de cicatrizacao, além disso, e
63% das pessoas com alguma condi¢ao sistémica tinham pelo menos um foco de PA
(Tiburcio-Machado et al., 2021).

Em resposta a infec¢cao causada pelos microrganismos, o sistema imunologico
do hospedeiro leva a formacéo de um processo inflamatério e consequentemente a
reabsorcéo 6ssea na regiao apical (Nair 2004; Subramanian & Mickel, 2009; Cintra et
al., 2018). A presenca de inflamacgédo afeta o equilibrio da homeostase 0Ossea,
aumentando a reabsorcao e diminuindo a formacao 6ssea. A gravidade do processo
inflamatorio e o volume de perda O6ssea sao influenciados por fatores locais e
sistémicos, como citocinas e hormonios, que regulam esses processos (Holland 2017,
Nair 2004; Kajiya et al., 2010).

Com o estabelecimento da periodontite apical, procedimentos endoddnticos
e/ou cirargicos como a extracdo dentaria, sdo escolhidos como tratamento para
neutralizar os antigenos presentes (Kasra Karamifar et al., 2020). Porém, nem sempre
o tratamento endodoéntico é eficaz, ja que as bactérias podem persistir devido a
complexidade do sistema de canais radiculares. A resolucédo da inflamacao por meio
da extracdo dentaria € um processo ativo que envolve uma cascata de mediadores
anti-inflamatorios, que séo acionados para remover as células inflamatorias do local.
Esse processo ndo se trata simplesmente de desativar as vias pré-inflamatoérias
(Georgiou et al., 2020). Apés o controle da infec¢cdo endoddntica, ocorre a modulagéo
do processo inflamatorio, osteoclastogénese e osteogénese, e 0 processo de
reabsorcéo 6ssea € interrompido, dando-se inicio ao estagio de reparo e ao processo
cicatricial para resgatar a homeostase (Ricucci et al., 2014; Paula-Silva et al., 2021).

A existéncia focos de PA pode elevar os niveis sistémicos de mediadores pro-
inflamatorios (Cintra et al., 2016), aumentar o numero de leucdcitos totais, incluindo
linfécitos, mondcitos e eosinofilos, assim como, os sinais de inflamacgéo cronica pela

predominéncia de células mononucleares e menores niveis de neutréfilos (Azuma et
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al., 2021). Estudos indicam que a PA pode levar a um aumento das células
inflamatorias e dos mediadores inflamatorios (Cintra et al. 2014; Cintra et al.,2014 b).
Os mediadores produzidos localmente atraem células inflamatérias de outras partes
do corpo e se difundem para a corrente sanguinea. A inflamacéo € crucial na vigilancia
imunolégica e na defesa do hospedeiro, porém, um estado inflamatério crénico de
baixo grau caracteriza diversas condi¢des patologicas, como sindrome metabdlica,
doenca hepética gordurosa nao alcodlica, diabetes mellitus tipo 2 e doenca
cardiovascular (Minihane et al., 2015).

O vinho tinto (VT) esta entre as bebidas alcodlicas mais consumidas no mundo,
e esté relacionada com diversos beneficios & saide como na prevencéo e tratamento
de doencas cronicas, cardiovasculares, sindrome metabolica e cancer (Pavlidou et al.,
2018). O VT possui em sua composicdo agua, etanol, glicerol, polissacarideos,
diversos acidos e polifendis (Snopek et al., 2018). Acredita-se que os beneficios
fornecidos pelo VT séo provenientes dos compostos fendlicos presentes (Haseeb et
al. 2017), uma vez que pesquisas apontam que os polifendis tém como propriedade
aumentar a capacidade antioxidante do plasma humano, eliminar diversos radicais
livres e a cicloxigenase, modula leucécitos e mediadores inflamatorios (Majkic et al.,
2019). A producédo do VT a base de uvas Merlot abrange mais de 41 compostos,
inclusos antocianinas e taninos condensados ou proantocianidinas, sendo capazes de
efeitos bioldgicos como sequestrar ou inibir espécies reativas de oxigénio e nitrogénio,
transferir elétrons para radicais livres, ativar enzimas antioxidantes, melhora o
estresse oxidativo e a inflamacao se presente (de Araujo et al., 2021).

No geral, esses compostos podem ser divididos em flavonoides e nao
flavonoides. Dentre os flavonoides, que correspondem a mais de 85% dos compostos
fendlicos, esta a quercetina, flavonas e antocianidinas (Stockley, Teissedre, Boban,
Di Lorenzo, & Restani, 2012). Essas substancias podem ser encontradas em frutas e
vegetais, compondo cor e sabor, sintetizando enzimas e minimiza efeito de
peroxidacéo lipidica (de Araujo et al., 2021). A quercetina, € responsavel por diversas
propriedades biolégicas como antialérgicos, anti-inflamatorios, gastroprotetores,
imunomoduladores, antitumorais, protetor cardiovascular e pode até mesmo atuar na
inibicdo da RANKL, diminuindo atividade de osteoclastogénese, além de potencializar
a capacidade da fosfatase alcalina em osteoblastos de linhagem MG-63 (Stockley,
Teissedre, Boban, Di Lorenzo, & Restani, 2012; Singh et al., 2021; Wattel et al., 2004
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Entretanto, em quantidades excessivas trazem danos a saude, por iSso
acredita-se que as vantagens ocorram a partir do consumo moderado a baixo do VT,
sendo recomendada a ingestédo de aproximadamente 150 ml/dia para mulheres e 300
ml/dia para os homens (Rotondo, Di Castelnuovo, & de Gaetano, 2001; Walzem,
2008). A ingestao excessiva de bebidas alcodlicas tende a potencializar possiveis
inflamacgbes presentes no organismo, além de causar imunossupressao (Szabo &
Saha, 2015). Ratos sob uma dieta alcodlica (20%) cronica submetidos a PA
apresentaram maior nivel de fésforo e menor valor de densidade radiogréafica do que
0 grupo que nao recebeu dieta alcéolica, a atividade da fosfatase alcalina também foi
maior em ratos alcoolatras crénicos (Dal-Fabbro et al., 2019a).

Pensando em uma alternativa que possa suprimir as caracteristicas negativas
do alcool presente no vinho, o processo de desalcoolizagéo foi criado. Esse método
pode nao interferir no teor das concentracdes dos compostos fendlicos ou pode
aumenta-las no produto (Belisario-Sanchez et al., 2009, Corona, et al., 2019, Pham et
al., 2019). Uma das técnicas para a desalcoolizacdo do VT € a destilagcdo osmotica,
utiliza-se uma membrana de destilacdo isotérmica em que duas solucdes aquosas,
uma contendo os compostos volateis, no caso o vinho, e outra sendo agua. Os
beneficios fornecidos por esse processo € o0 baixo consumo energético e sem danos
térmicos aos compostos presentes na solugcdo principal, ou seja, conservando os
polifendis do VT (Sam, Faisal Eudes, et al., 2021).

Embora o metabolismo dos polifendis isolados tenha comprovadamente
efeitos benéficos ao organismo, estudos que avaliem o conjunto de compostos
fendlicos e sem interferéncia do ALC ainda sdo ausentes. Com isso, ha a possibilidade
do vinho tinto desalcoolizado (VTD) como um composto com producéo idéntica ao VT
convencional, ou seja, com maceracado, fermentacéo e engarrafamento, apenas tendo
diferenciacdo na desalcoolizacdo, ter uma relevancia terapéutica, principalmente se
relacionado a endodontia e, mais especificamente, com 0s seus possiveis efeitos

positivos no reparo das lesfes periapicais apos a extracdo do dente envolvido.
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2 OBJETIVO

Analisar e comparar os efeitos sistémicos do reparo dos alvéolos apds a
extracdo de dentes com periodontite apical induzida em ratos Wistar com dieta
suplementada com VTD e &gua, via gavagem, por meio da analise histolégica e

hemograma completo.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Analisar e comparar o perfil inflamatério da regido de reparo periapical apés a
extracdo dentaria em ratos Wistar, por meio da analise histolégica em H&E;

o Analisar e comparar o ganho de peso dos animais durante o periodo
experimental;

o Analisar o perfil hematologico por meio da contagem de leucadcitos, plaquetas,
eritrocitos (RBC), hemoglobina, hematocrito (HTC), volume corpuscular médio (VCM),
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHMC), volume plaquetario médio
(VPM) largura da distribuicdo das células vermelhas (RDW-CV) e largura de
distribuicdo de plaquetas (PDW), por meio da andlise sanguinea em analisador

automatico;
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3 MATERIAL E METODOS

Os procedimentos experimentais in vivo propostos neste estudo foram
submetidos e aprovados pelo comité de conduta e ética no uso de animais (CEUA —
FOA/Unesp) (0221-2022) da Universidade Estadual Paulista, Sdo Paulo, Brasil.

Foram utilizados ao todo 24 ratos machos (Rattus albinus, Wistar), pesando
aproximadamente 250g, provenientes do biotério da Faculdade de Odontologia de
Aracgatuba- UNESP. Os animais foram mantidos em mini-isoladores (Alesco- Monte
Mor, Sao Paulo, Brasil) com temperatura entre 22 e 24°C com ciclo de luz controlada
(12 horas claro e 12 horas escuro), foram alimentados durante todo o periodo
experimental com dieta sélida e agua “ad libitum”, exceto nas primeiras 24 horas apos

intervencao.

3.1 Anestesia

Para a realizacdo dos procedimentos cirdrgicos dos animais foi utilizado
anestesia via intra-muscular, um sedativo a base de xilazina a 2% (Dopasere, Calier
S.A - Barcelona, Espanha - 10mg/kg) e um anestésico a base de cloridrato de
guetamina a 10% (Vetanarcol, Konig S.A.- Avellaneda, Argentina- 50-70mg/kg).

Apoés a inducdo da lesdo periapical e extracdo dentaria foi administrado o
analgésico Dipirona (Medley® Farmacéutica Ltda — Campinas, Brasil - 150mg/kg) via
intravenosa, de 12 em 12 horas por um periodo de 3 dias.

Para eutanasia foi utilizado o Tiopental Sodico (Thiopentax® Cristalia —
Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda — Itapira, SP, Brasil- 150mg/kg) e o anestésico
Cloridrato de Lidocaina 20mg/ml (Novafarma Industria Farmacéutica Ltda — Anapolis,

GO, Brasil - 10mg/Kg), ambos pela via intraperitoneal.

3.2 Célculo amostral e divisdo dos grupos

A amostra foi calculada com base em estudos anteriores com metodologia
semelhante, com erro alfa de 5% e poder de 95%, valores satisfatorios para
apresentar diferenca, que foi obtida conforme exigido com minimo de sete animais por
grupo (Cintra et al., 2014; Cosme-Silva et al., 2021). Porém, considerando a longa
duracgéo do experimento e ciente da suscetibilidade a complicagdes, foi adicionado um

animal a cada grupo, num total de oito animais por grupo.
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Os animais foram alocados em 3 grupos: controle (C): ratos submetidos a
extracdo dentaria de dentes com PA; vinho tinto desalcoolizado (VTD): ratos
suplementados com VTD submetidos a extracdo dentaria de dentes com PA; e vinho
tinto (VT): ratos suplementados com VT submetidos a extragdo dentéria de dentes
com PA.

3.3 Administracao das dietas de suplementacao

As solugbes foram administradas por gavagem de forma terapéutica, tendo
inicio antes da inducao da leséo periapical por 15 dias e prolongada de por mais 30
dias durante seu desenvolvimento, e mais 30 dias ap0s a extracdo dentaria,
totalizando 75 dias.

O VTD e o VT (Vinoh, Bento Gongalves, RS, Brasil) utilizados séo elaborados
com uvas merlot. As uvas merlot e cabernet sauvignon sdo as que apresentam
maiores concentracdes de polifendis (Pervaiz & Holme, 2009).

A administracao foi realizada diariamente pela manha, num volume igual a 4,28
mL/kg de peso corporal dos animais para todos os grupos, conforme estudos
anteriores (Schmatz et al., 2013; Dal Fabbro et al., 2021). Esta dose € equivalente a
uma pessoa de 70 kg consumindo diariamente 300 mL (duas tacas) de VTD.

Para o grupo C, agua potavel esterilizada, no mesmo volume ao VTD, foi
administrada via gavagem para simular o estresse sofrido pelos outros animais. Para
todos os grupos, agua e racao solida (Labina Purina®, Paulinia, Brasil) ficaram
livremente disponiveis ao longo do experimento.

Figura 1 — Cronograma experimental
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Suplementagao (30 dias) (30 dias)
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Desenvolvimento da PA Reparo (30 dias)
(30 dias)

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2024
3.4 Avaliacéo da alteracéo de peso dos animais
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Os animais foram pesados no inicio e ao final do experimento (75 dias). A
alteracao de peso foi obtida em porcentagem calculando a diferenca entre o peso final

e 0 peso inicial.

3.5Inducéo da lesao periapical

A inducdo da leséo periapical foi realizada sob efeito de anestesia, como ja
citado anteriormente, foi realizada a abertura coronaria dos primeiros molares superior
e inferior do lado direito e esquerdo dos grupos C, VT e VTD (4 dentes) (Cintra et al.,
2016) com auxilio de broca em ago carbono (Broca Ln Long Neck - Maillefer, Dentsply)
com 0,0omm de diametro, desta forma, todas as exposi¢cdes pulpares seréo

padronizadas com 0,05mm de diametro.

3.6 Exodontia

A exodontia foi realizada em todos os animais de todos os grupos sob sedacéao
como descrito anteriormente, apos 30 dias da inducéo da leséo periapical, os animais
foram posicionados na mesa de operacao; foi feita a antissepsia bucal com PVPI 10%
(PVPI 10%, Riodene Degermante, Rioquimica, Sao José do Rio Preto), foi realizada
a sindesmotomia dos tecidos adjacentes ao dente, luxacao e, por fim, extracdo dos
primeiros molares superior e inferior direito e esquerdo, utilizando materiais cirargicos

odontologicos adaptados aos animais (Figura 2)(Okamoto & Russo, 1973).

Figura 2 — Procedimento de exodontia do primeiro molar inferior esquerdo (A).

Alvéolo logo apds a extracao (B).

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2024

3.6 Analise sanguinea
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Ao final do periodo experimental, ou seja, no dia da eutanasia, os animais foram
novamente anestesiados com o mesmo protocolo ja descrito anteriormente, e uma
puncdo cardiaca foi realizada para coletar 5 mL de sangue. As amostras foram
colocadas em EDTA 10% e homogeneizado para processamento. Os seguintes
parametros do hemograma foram analisados por meio de um analisador automatico
(ABX Micros ABC et; Horiba ABX Diagnostics,Montpellier, Franca): leucdcitos,
plaquetas, RBC, hemoglobina, HTC, VCM, HCM, CHCM, RDW-CV e PDW (Azuma et
al., 2021).

3.6 Coleta das amostras e processamento laboratorial

Decorrido o periodo total de experimento (75 dias), os animais foram
anestesiados, conforme protocolo descrito anteriormente, e eutanasiados com
150mg/Kg de Tiopental, e a mandibula do lado esquerdo de cada animal foi coletada
(Cintra et al. 2016).

A mandibula esquerda foi fixada em solucéo de formol a 4%, tamponado com
pH neutro, durante 24 horas e depois lavadas em agua corrente por 12 horas. Apos a
fixacdo, as mandibulas foram desmineralizadas em solucdo de EDTA 10%, lavadas
em agua corrente, desidratadas em alcool, diafanizadas em xilol e incluidas em
parafina. Apos incluséo, foram obtidos cortes semi-seriados com 5 um de espessura,
realizados em microtomo (Leica - RM 2045). Para a técnica de coloracéo, os cortes
foram desparafanizados em xilol, reidratados em série crescente de etanol e lavados
em agua corrente. Em seguida, para a coloracdo de HE, corados em solucéo de
Hematoxilina de Harris, lavados em agua corrente, imersos em solucao de Eosina e
novamente lavados em agua corrente. Os cortes foram desidratados em série

crescente de etanol, diafanizados em xilol e as laminas montadas em Permount.

3.7 Analise histolégica

Foi realizada analise descritiva e qualitativa. As laminas contendo os cortes
representativos de cada espécime foram avaliadas sob a microscopia éptica de
ambas.

A andlise descritiva consistiu na descricdo dos fendbmenos histopatologicos,
procurando caracterizi-los globalmente em funcdo das variaveis experimentais
(Gomes-Filho et al., 2015).
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A andlise qualitativa foi realizada por meio da atribuicéo de escores, graduando
as magnitudes dos fenémenos histopatoldgicos de forma dissociada por meio da
analise histolégica das mandibulas, que serve para caracterizacdo do pefrfil
inflamatério dos alvéolos em processo de reparo (Gomes-Filho et al., 2015; Ervolino
et al., 2019). O alvéolo do primeiro molar inferior esquerdo foi escolhido para ser a
regido de interesse (ROI) para esta andlise. A analise histologica foi baseada em
Statkievicz et al., (2018). Os seguintes parametros foram avaliados na ROI (I): 1)
intensidade da resposta inflamatéria local; 2) extensao do processo inflamatério; 3)
padrao celular e estrutural do tecido epitelial; 4) padréao celular e estrutural do tecido
conjuntivo; 5) padrao celular e estrutural de ossos e tecidos.

Andlise histométrica também foi utilizada para a andlise qualitativa, a
guantidade total de tecido Osseo foi calculada utilizando software de analise de
imagens do proprio microscopio (Leica QWin Plus - Leica Microsystems, Nussloch —
Germany) examinados em aumento de 2.5X. A seguir, a porcentagem da area do
tecido osséo recém-formado e a éarea inflamada foram calculadas e comparadas

utilizando o mesmo software (Martelli et al., 2017).

3.8 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada por meio do programa SigmaPlot 14.0™
(Chicago, IL, EUA) e foi utilizado nivel de significancia de 5% (p<0,05) para todas as
analises estatisticas. Os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para
distribuicdo normal, e para as analises que ndo seguirem uma distribuicdo normal foi
aplicado o teste de Kruskal-Wallis.

Para os valores para cada um dos parametros hematologicos os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey, para dados
nao paramétricos foi utilizado o teste de Dunn.

Para as analises histolégicas foram atribuidos escores, e quando observada
alguma diferenca significativa, foi realizado o cruzamento entre 0s grupos, pelo teste

de comparacdes multiplas de Student-Newman-Keuls.
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4 RESULTADOS

4.1 Condicao de saude geral e controle da alteracdo de peso dos

animais

Durante o experimento o estado de saude geral dos animais se manteve
adequada. Na fase precoce com a suplementacao profilatica todos os grupos tiveram
0 aumento esperado de peso. Porém, apés a inducao da PA no 15° dia e exodontia
no 45° dia os ratos tiveram um leve decréscimo de peso, que ao decorrer de seus
desenvolvimentos se normalizaram. No entanto, n&o houve diferenga estatisticamente
significativa em relagéo a diferenca entre o peso final e o peso inicial na comparacao

entre grupos (P<0,05).

4.2 Analise Histologica

Os resultados da analise histologica podem ser encontrados na tabela 2 e as
imagens representativas de cada grupo podem ser observados na figura 2. A presenca
de células inflamatdrias foi estatisticamente maior nos grupos controle e VT, ambos
com uma mediana de 3.5 (P<0,05). No grupo VTD, a maioria dos animais apresentou
auséncia de infiltrado inflamatdrio, com uma mediana de 2 (P<0,05). Estatisticamente,
os grupos C e VTD mantiveram-se semelhantes em relacéo a cobertura de area de
tecido conjuntivo e 6sseo, ambos com uma mediana de 4 (P<0,05). O grupo VTD teve
uma mediana de 3.5, indicando uma extensao inflamatoria ligeiramente menor
(P<0,05). O preenchimento 6sseo foi estatisticamente diferente no grupo VTD, com
uma mediana de 1, indicando melhor preenchimento 6sseo (P<0,05). Os grupos C e
VT mantiveram-se sem diferencas significativas, ambos com uma mediana de 2.5. A
presenca de tecido epitelial para a recuperacdo do local da extracdo foi
estatisticamente similar entre os grupos C, VT e VTD, todos com uma mediana de 1,

indicando auséncia de diferencas significativas entre os grupos (P<0,05).

Tabela 1 - Escores e Mediana atribuidos ao infiltrado inflamatério e o padrédo do

reparo do tecido 6sseo.

Analises Histologica Valor de P
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Grupos
Parametros e escores c
(n=8) VT(n=8) VTD(n=8)
Intensidade da 1 - Auséncia de inflamacéo; 0 3 6
resposta 2 - Quantidade leve de células inflamatérias; 1 0 1
inflamatéria 3 - Quantidade moderada de células inflamatéria 3 1 1 P<0,05
local 4 - Quantidade grave de células inflamatérias. 4 4 0
Mediana 3,5% 3,5° 2°
1 - Auséncia de inflamacao; 1 1 2
Extensoes 2 - Extenséo parcial do tecido conjuntivo; 1 1 1
inflamatorias 3 - Extensdo completa do tecido conjuntivo, sem atingir o tecido 6sseo; 1 2 0 P>0,05
4 - Extenséo total do tecido conjuntivo e do tecido ésseo; 5 4 5
Mediana 42 42 3,5°
1 - Tecido epitelial com espessura moderada recuperando completamente o local 8 5 7
Padréo celular e da extragao;
2 - Tecido epitelial com espessura fina recuperando completamente o local da
estrutura do ., 1 1
tecido epitelial —SXragao; P>0,05
3 - Camada fina de tecido epitelial apenas nas bordas da ferida cirurgica aberta; 0 1 0
4 - Auséncia de tecido epitelial na ferida cirurgica aberta; 0 1 0
Mediana 12 12 12
1 - Auséncia de osso nao vital nas imediacées do local de extragao e 1 3 8
preenchimento 6sseo trabecular em mais da metade do alvéolo dentario;
2 - Auséncia de osso nao vital nas imediagdes do local de extragao e 3 1 0
Padrao celulare preenchimento ésseo trabecular em menos da metade do alvéolo dentario;
estrutura do 3 - Presenga de ossos nao vitais em areas adjacentes ao local de extragao e 3 3 0 P<0.05
tecido 6sseo preenchimento 6sseo trabecular em menos de um terco do alvéolo dentario; ’
4 - Presenca de muitas areas com osso nao vital em areas adjacentes ao local de
extragédo e preenchimento 6sseo trabecular em menos de um tergo do alvéolo 1 1 0
dentario;
Mediana 2,5% 2,5% 1°

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2024

*Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica, considerando um nivel de

significancia de 5%, utilizando os testes de Shapiro-Wilk, Kruskal-Wallis e Student-Newman-

Keuls. As diferentes letras minUsculas na mesma linha mostram as diferengas estatisticas.

Figura 3 — Andlise Histoldgica
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Fonte: Elaborado pelo Autor, 2024

Aspectos histolégicos do local da extracdo dentaria e area adjacente. Fotomicrografias
mostrando caracteristicas histoldgicas do tecido conjuntivo e tecidos 6sseos no local da
extracdo e area adjacente aos 28 dias pos-operatorios. Coloragdo: HE. Ampliagao original:
400x.

4.3 Analise Histométrica

As areas de lesédo foram maiores no grupo VT quando comparados com o VTD
(P<0,05) durante todo o periodo experimental. O tamanho das les6es dos grupos C e
VT foram semelhantes (P<0,05). As areas de tecido 6sseo do grupo VTD

apresentaram maior area quando comparado com os grupos C e VT(Tabela 2).

Tabela 2 — Analise histométrica.

Area da Les&o Area do Tecido
Grupos 2 . 2 Valor de P
(mm*<) 0sseo (mm*)
C 7,348 £1,5702 5,070 £1,6712
VT 7,923 £1,7422 4,940+0,9732 P<0,05
VTD 5,798 +0,675P 6,514+0,719"

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2024

*Média + desvio padrao obtida no teste ANOVA e as diferentes letras minusculas na
mesma coluna mostram as diferencgas estatisticas encontradas no teste de Tukey (p

< 0,05) entre os grupos.

4.4 Analise do Sanguinea

O resultado dos parametros sanguineos dos glébulos vermelhos (plaquetas,
RBC, hemoglobina, hematécrito, VCM, CHCM, RDW-CV, VPM, PDW) podem ser
observados na Tabela 3, em relacdo aos glébulos brancos, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa na comparacao entre grupos e todos os valores entao
dentro dos valores de referéncia (P<0,05).

Tabela 3 — Média e desvio padrao desvio padrao dos parametros celulares dos
glébulos vermelhos do sangue.
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Parametros Valores de Grupos (médiatDP)
Hematolégicos Referéncia C VT VTSA
RBC 10"/L 7,21-9,12 8,682+0,5152 9,625+1,5732 9,056+1,520°
Hemoglobina (g/dL) 12,80-15,80 15,800+1,2772 17,850+2,209° 15,113+0,455°
Hematocrito (%) 40,50-49,81 46,444+3,617° 52,500+7,616° 42,759+1,389°
VCM (f) 49,20-60,61 53,233+1,972° 54,025+1,545° 51,462+0,883°
CHCM (g/dL) 29,56-34,80 34,656+1,015° 34,925+0,5122 35,250+0,607 @
RDW-CV (%) 13-184 14,156+0,617 2 14,338+0,870° 13,663+0,630
Plaquetas (103/pL) 412,25-849,25 811,111+£89,505  756,250+91,486" 695,000+80,000°
VPM (fL) 6,9-8,0 7,033+0,656° 7,13810,354 @ 7,088+0,309°
PDW (fL) 6,75-8,85 15,944+0,456° 16,587+0,528° 15,91310,405°

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2024

*Média £ desvio padrao obtida no teste ANOVA e as diferentes letras minisculas na mesma
linha mostram as diferengas estatisticas encontradas no teste de Tukey (p < 0,05) entre os
grupos. Os valores de referéncia vém do artigo de Patel et al. (2024), He et al. (2017) e Lima
et al. (2014).

O grupo C apresentou o menor indice de RBC dentro dos valores de referéncia,
seguido pelo grupo VTD, que também estava dentro do padrdo. Em contraste, o grupo
VT obteve uma média de RBC acima do valor de referéncia. Para Hemoglobina,
Hematdcrito e VCM, os grupos C e VTD permaneceram dentro da faixa de referéncia,
apresentando quantidades similares, enquanto o grupo VT foi o Unico a apresentar
um desvio significativo dos parametros estabelecidos, com valores mais altos.

O grupo VTD apresentou o maior valor de CHCM, enquanto os grupos C e VT
permaneceram dentro dos valores de referéncia. No caso do RDW-CV, todos os
grupos mantiveram padrbes similares, com o grupo VTD mais proximo do valor
minimo, mas ainda dentro da referéncia estabelecida.

A contagem de plaguetas no grupo C foi significativamente maior em
comparag¢do com os grupos VT e VTD. Embora todos estivessem dentro dos valores
de referéncia, a discrepancia foi notdria, com o grupo VTD apresentando o menor
valor. Para VPM, todos os grupos mantiveram-se dentro da faixa de referéncia, sem
desvios significativos entre eles. Em relacdo ao PDW, todos 0s grupos apresentaram
valores abaixo da faixa de referéncia, com o grupo VT destacando-se por ter o maior

valor entre 0s grupos.
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4 DISCUSSAO

Este estudo representa uma abordagem inovadora ao analisar, em ratos, o
efeito da suplementacao diaria de VTD no reparo dos alvéolos dentéarios afetados pela
PA. A analise, conduzida de maneira local e sistémica, considerou parametros
hematoldgicos e histologicos das areas de extracdo. Assim, hipétese nula foi rejeitada
no presente estudo, uma vez que a suplementacao diaria de VTD demonstrou reduzir
a resposta inflamatéria e melhorar a qualidade do tecido 6sseo alveolar em dentes
afetados pela PA, os polifendis presentes na composicédo podem ter efeitos sinérgicos
na modulacdo da resposta inflamatoéria e na promocéo da regeneragao 6ssea.

O volume das bebidas que foram utilizadas foi baseado em estudos que
recomendam o consumo de 300 ml/dia de vinho tinto para um humano de 70 kg, por
isso, a dose utilizada para a suplementacao foi calculada com base no peso diario dos
animais (Pavlidou et al., 2018). O VTD oferece diversos beneficios a saude, incluindo
a prevencao e tratamento de doencas cronicas, cardiovasculares, sindrome
metabolica e cancer (Pavlidou et al., 2018). Sua principal propriedade protetora esta
na capacidade de combater o estresse oxidativo e atenuar a inflamacéo causada pelas
espécies reativas de oxigénio (EROs), conforme evidenciado por Wagner et al. (2019)
e Movahed et al. (2012).

O modelo animal foi escolhido para a realizacdo deste estudo pela ampla
aceitacdo em pesquisas com bebidas alcoodlicas. Os ratos apresentam caracteristicas
fisiolégicas e neurobiolégicas semelhantes as dos humanos, além de oferecerem
conveniéncia experimental gracas a facilidade de manuseio, ao baixo custo e diversas
informacdes cientificas disponiveis (Malherbe & Messaoudi, 2022; Ponnappa & Rubin,
2000).

Para simular a remocéo da infeccdo e inflamacdo associadas a PA, como
comumente realizados nos tratamentos endodénticos humanos, utilizamos a extracao
dentaria. Esse procedimento permitiu observar a resolucdo direta do processo
inflamatoério e o subsequente reparo 0sseo alveolar. O desenho experimental foi
delineado conforme estudos anteriores de Gomes-Filho et al. (2015) e Tobias Duarte
et al. (2014), que corroboram que 30 dias séo suficientes para o desenvolvimento e
comprometimento do tecido 6sseo periapical, que garante o tempo adequado para a
exodontia. Hassumi et al. (2018) afirma que 28 dias séo suficientes para observar a

consolidacéo 6ssea e o reparo 6sseo. Assim definimos o periodo experimental de 75
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dias e a avaliacdo do tecido 6sseo, foi realizada através da andlise histologica
avaliando inflamacéo, tecido epitelial, conjuntivo e ésseo (Ervolino et al., 2019).

O reparo 0sseo em locais de extracdo comprometidos pode ser
significativamente retardado em comparacdo com o processo de reparo observado
apos a extracao de dentes de sitios saudaveis (Ahn & Shin, 2008). Em sitios doentes,
a formacao fibrosa do tecido cicatricial, em vez de osso, pode ser um resultado
inevitavel, mesmo que seja utilizado um protocolo rigoroso que envolva
desbridamento cuidadoso e intervalos de cicatrizacdo que se estendam além de 12
semanas (Kim et al., 2014). Os resultados do grupo C, mostram animais que passaram
pela inducdo da PA e da exodontia com a suplementacdo de agua obtiveram uma
intensidade da resposta inflamatoria que variou de moderada a grave, com células
inflamatorias envolvendo todo o tecido conjuntivo e 6sseo. Observou-se tecido 0sseo
de espessura moderada, recuperando completamente o local da extracéo. E o padrao
celular e estrutural do tecido 0sseo revelou que o preenchimento 0sseo trabecular
ocorreu em menos da metade do alvéolo, com ou sem a presenca de 0sso néo vital
nas redondezas do local de extracao.

Corroborando com Kim et al. (2017) que também avaliou padrées de reparo
0sseo em locais de extracdo com historico de periodontite e PA em um modelo canino,
mostrando que a PA influencia significativamente o reparo dos alvéolos apds a
extracdo, retardando e comprometendo a formacdo e maturacdo 0ssea (Kim et al.,
2017; Pietrokovski & Massler, 1967). Um historico de patologia periodontal e
endodontica resulta na presenca de tecido de granulacao inflamatério, formacéo tardia
da medula 6ssea e alteracdo na orientacao das fibras do ligamento periodontal, que
afetam o processo de reparo (Amler, 1969).

Neste estudo, o grupo suplementado com VT apresentou uma resposta
inflamatoria moderada, com tendéncia para maior gravidade e extensao inflamatéria
envolvendo todos os tecidos conjuntivo e 6sseo. Apesar disso, o tecido epitelial
mostrou boa recuperacdo, e o0 tecido 6sseo apresentou regeneracdo moderada,
embora algumas areas ainda contivessem 0sso ndo vital. Esses resultados
corroboram a literatura, que destaca a atividade anti-inflamatéria do vinho tinto (Dal-
Fabbro et al., 2021; Wagner et al., 2019).

A suplementacdo com VT demonstrou um efeito positivo na reducdo da

inflamacgéo e na qualidade do tecido 0sseo alveolar neste estudo. Dal-Fabbro et al.
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(2021) relataram que a suplementacdo profilatica de VT reduziu a intensidade
inflamatdria em ratos com periodontite apical induzida.

No estudo conduzido por Dal-Fabbro et al., que avaliou a suplementa¢cdo com
VT no desenvolvimento da PA, também foi realizada a suplementagcdo com dois
polifendis isolados, Resveratrol e Quercetina, combinados e sem a presenca do
componente alcodlico. Os animais que receberam essa suplementacdo com
Resveratrol+Quercetina apresentaram resultados estatisticamente superiores em
comparacdo com o grupo controle, que recebeu suplementacdo de agua. Esses
resultados mostram uma resposta inflamatéria diminuida e um tamanho menor da
leséo, conforme detectado pela microtomografia, além de uma expressao aumentada
de osteoprotegerina. Isso indica que tanto o VT quanto os compostos presentes no
vinho, como os polifendis, possuem propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias
significativas (Dal-Fabbro et al., 2021).

Entretanto, a resposta inflamatéria no grupo VT foi moderada, com uma
tendéncia para maior gravidade, possivelmente € devido a presenca do componente
alcodlico em sua composicdo. Esse achado € corroborado por um estudo in vivo
realizado com ratos com periodontite apical, que demonstrou que a ingestéao de alcool
(ALC) resultou em reducéo da area 0ssea cortical, das taxas de formacao 0ssea e das
taxas de deposi¢cao mineral, especialmente a partir de 8,1% v/v de ALC (Hogan et al.,
1997). Além disso, o efeito é agravado pelo aumento da resposta inflamatoria local e
reabsorcédo 6ssea (Almeida et al., 2020). Em outro estudo avaliando a PA em ratos
submetidos ao consumo de ALC nas concentracfes de 14%, 25% e 36% tiveram
agravamento com aumento da resposta inflamatéria local e reabsorcdo Ossea
(Almeida et al., 2020). Em concentracdes de 20%, a dieta alcodlica com teve um efeito
significativo na gravidade da periodontite apical em ratos. (Dal-Fabbro et al., 2019c).
Todavia, mesmo que em concentracdes baixas (5% e 10%), ndo se obteve um efeito
positivo na defesa em comparacdo aos ratos do grupo controle (Dal-Fabbro et al.,
2019a).

Essas diferencas podem ser observadas nos resultados do grupo VTD
evidenciam a diferenca entre a auséncia e a presenca de alcool no vinho. Os animais
suplementados com VTD apresentaram auséncia de inflamacéo, e nenhum deles
desenvolveu inflamagéo grave. Quando houve inflamacao, ela se estendeu para os
tecidos conjuntivo e 0sseo. A espessura do tecido epitelial foi moderada, com

recuperagdo completa do local da extracdo, e todos 0s animais mostraram auséncia
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de osso ndo vital e preenchimento trabecular em mais da metade do alvéolo. O que
indica que a suplementacao diéria de VT e VTD, pode interferir no processo de reparo
0sseo. Os resultados apontam melhor qualidade e estrutura do tecido 6sseo nos
animais que receberam a suplementacdo com VTD comparado ao grupo VT e C (p <
0,05).

A PA cronica também esta associada a uma inflamacéo sistémica de baixo grau
com imunossupressao compensatoéria, impactando negativamente a formacao e
remodelacao 6ssea apoés a extracao (Cardaropoli, Araudjo, Lindhe, 2003). A reparacéo
da PA em dentes tratados endodonticamente depende de varios fatores terapéuticos,
condicdes clinicas, fatores locais e sistémicos podem afetar a o reparo de lesdes
periapicais, como nutricdo, estresse, debilitacdo cronica, hormdnios, vitaminas,
desidratacéo, resposta imune comprometida, as alteracdes na renovacao 0ssea,
mudancas na vascularizacéo, suprimento de oxigénio e idade (Holland et al., 2017;
Segura-Egea et al., 2023). A resposta imune inata desempenha um papel crucial
como a primeira linha de defesa contra patégenos, iniciando os processos de reparo
tecidual. Qualquer condicdo sistémica que afete a funcdo das células imunes inatas,
reduzindo a quimiotaxia ou a atividade fagocitica de neutrofilos e macrofagos, pode
retardar a cicatrizacao de feridas e prejudicar a regeneracao pulpar ou periapical (Lin
& Rosenberg, 2011).

Até onde sabemos, este é o primeiro estudo a observar o perfil hematoldgico
de ratos para examinar a influénciado VT e VTD, na homeostase corporal em resposta
ao reparo apés a extracdo de dentes comprometidos com PA, sugerindo uma
adaptacao do sistema imunolégico. A analise comparativa da homeostase das células
sanguineas foi realizada com base em um estudo que estabeleceu intervalos de
referéncia especificos para parametros hematolégicos e bioquimicos (Patel et al.,
2024; He et al., 2017; Lima et al., 2014). Os resultados hematoldgicos indicam que a
suplementacdo com VT e VTD afeta significativamente alguns parametros do sangue
em comparacgao ao grupo C,

O grupo VT demonstrou aumentos significativos em hemoglobina, hematdcrito,
VCM e PDW, enquanto o grupo VTD nao apresentou diferencas estatisticamente
significativas em comparacao ao grupo C para a maioria dos parametros analisados.
Os globulos brancos neste estudo mantiveram padrdes normais e sem diferencgas
estatisticamente significativas. Esses achados sugerem que o VT, tanto alcodlico

guanto desalcoolizado, pode influenciar marcadores hematolégicos. O grupo VT
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mostrou efeitos mais pronunciados em relacdo a hemoglobina média e proteina
transportada pelos eritrocitos. O grupo VT apresentou um aumento significativo de
hemoglobina (17,850+2,209) em comparagéao com os grupos C (15,800£1,277) e VTD
(15,113+0,455), ainda dentro dos valores de referéncia (12,80-15,80). Acredita-se
gue o aumento esteja relacionado com a presenca do componente alcoodlico (12,5%)
no VT, possivelmente devido a influéncia do alcool nos niveis de ferritina, uma proteina
de armazenamento de ferro que pode aumentar a absor¢éo de ferro da dieta (Charlton
etal., 1964; Milman & Pedersen, 2009). Este pode ser um efeito sistémico do processo
inflamatério da PA que afeta a disponibilidade de ferro por meio da acéo bacteriana,
prejudicando a eritropoiese (Ross, 2017).

Anormalidades relacionadas ao alcool na producédo de globulos vermelhos
manifestam-se nao apenas na medula 6ssea, mas também pela presenca de gldbulos
vermelhos defeituosos no sangue (Ballard, 1997). Para o hematocrito, o grupo VT
apresentou um valor significativamente mais alto em comparagdo com 0S outros
grupos, embora todos estejam dentro dos valores de referéncia (40,50-49,81). O
numero aumentado de hemacias pode levar a uma condicdo chamada macrocitose,
frequentemente associada ao abuso de alcool. A macrocitose resulta em hemoélise
devido a anormalidades estruturais, produzindo menos células sanguineas maduras
ou ndo funcionais, geralmente ligadas a anemia (Ballard, 1997).

Neste estudo, todos os grupos apresentaram o VMC dentro dos valores de
referéncia (49,20-60,61), mas apenas o grupo VT apresentou um VCM médio
significativamente maior que os grupos C e VTD, indicando que, apesar do aumento,
nao ocorreu anemia como relatado por Ballard, 1997. Assim como, um aumento do
VCM néao leva automaticamente ao diagnoéstico de macrocitose. Células com um
aumento do VCM podem ser encontradas em pacientes com deficiéncia de acido félico
ou vitamina B12 (como na anemia megaloblastica), distirbios hormonais ou doenca
hepatica cronica (Ballard, 1997; Akhtar et al., 2020).

Houve também um aumento significativo nos parametros plaquetarios. O grupo
C apresentou contagem de plaquetas significativamente maior que os grupos VT e
VTD. A média de PDW no grupo VT foi estatisticamente maior que o controle e VTD,
todos dentro dos valores de referéncia. Essa alteracdo pode estar relacionada a
influéncia do alcool no fator de ativacdo do plasminogénio tecidual, que permite a
degradacéo parcial das plaquetas, fazendo com que continuem circulando com funcgéo

alterada (Xanthopoulou et al., 2017). O consumo excessivo de alcool provoca um
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aumento significativo nos niveis de leucdcitos, plaquetas e volume corpuscular médio
no sangue, indicando uma relagdo com reagentes de fase aguda da inflamacéo e
liberacdo de calprotectina neutrofilica (Niemela et al., 2022). Além disso, os polifendis
presentes na composi¢cao do VT e VTD podem inibir a ligagdo entre plaguetas e
fibrinogénio, alterando seu papel normal na coagulacdo (Rabai et al., 2010). Isso pode
explicar por que o grupo VT teve um aumento significativo, enquanto o grupo VTD nao
apresentou alteracdo se mantando dentro dos padrdes de referéncia.

A diferenca nos efeitos hematologicos causados entre VT e VTD pode ser
atribuida ao alcool, e a sua sinergia com outros componentes do VT, como 0s
polifenéis que atuam na modulacdo dos parametros sanguineos. As diferencas
significativas da comparacdo dos parametros sanguineos do grupo VTD com o0s
grupos C e VT sugerem gque a remoc¢ao do alcool do VT pode reduzir ou eliminar
alguns dos efeitos fisiologicos observados. Este resultado € importante para entender
gue o alcool pode ser um componente ativo responsavel por certas alteracbes
hematoldgicas. E os polifenois presentes no VT e VTD podem ter contribuido para a
reducéo do estresse oxidativo e inflamacao, promovendo um ambiente favoravel para
o reparo tecidual.

Mais estudos longitudinais séo necessarios para avaliar os efeitos continuos da
suplementacdo com VT e VTD nos parametros sanguineos, na modulacéo
inflamatoria, regeneracdo 0ssea e cicatrizacdo de tecidos. Além disso, é essencial
comparar os resultados com outros estudos que investigam diferentes intervencdes
nutricionais ou farmacologicas para melhorar os parametros hematologicos e a
cicatrizacdo. Estudos clinicos também sdo fundamentais para validar os achados
experimentais em humanos, garantindo a seguranca e eficacia da suplementacao com
VT e VTD em contextos clinicos. Isso permitird explorar como a suplementacdo com
VTD pode ser integrada em estratégias de prevencdo e tratamento de doencas
periapicais e sua resolutividade.

A convergéncia desses resultados sugere que a combinacdo de estratégias
nutricionais, como a suplementacdo de VTD pode oferecer beneficios adicionais no
tratamento de condicfes periapicais, favorecendo as respostas regenerativas 0sseas

e modulando a inflamacé&o.
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5 CONCLUSAO

Conclui-se que a suplementacdo com VTD apresentou uma menor modulagao
da resposta inflamatéria e maior area de reparacdo do tecido 6sseo dos alvéolos
dentarios de dentes com PA. A suplementacdo com VT resultou em aumento
significativo de hemoglobina, hematdcrito, VCM, plaquetas e PDW, indicando uma

influéncia negativa que pode estar ligado a presenca do componente alcodlico.
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ANEXO 1 - Certificado de aprovacédo do comité de conduta e ética
no uso de animais (CEUA — FOA/Unesp) (0221-2022) da

Universidade Estadual Paulista, Sdo Paulo, Brasil.
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Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Efeito do consumo de vinho
tinto sem alcool no desenvolvimento da periodontite apical induzida em ratos”,
Processo FOA n° 0221-2022, sob responsabilidade de Jodo Eduardo Gomes Filho
apresenta um protocolo experimental de acordo com os Principios Eticos da
Experimentagdo Animal e sua execugéao foi aprovada pela CEUA em 25 de Abril de
2022.
VALIDADE DESTE CERTIFICADO: 30 de Maio de 2025.
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We certify that the study entitled “Effect of alcohol-free red wine consumption on
the developmente of induced apical periodontitis in rats”, Protocol FOA n° 0221-
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protocol in accordance with the Ethical Principles of Animal Experimentation and its
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VALIDITY OF THIS CERTIFICATE: May 30, 2025.
DATE OF SUBMISSION OF THE FINAL REPORT: June 30, 2025.
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