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RESUMO

A cerveja é uma das bebidas alcodlicas fermentadas mais consumidas em todo o
mundo, sendo fonte de carboidratos, aminoécidos, minerais, vitaminas e polifendis. O
consumo moderado da cerveja pode exercer efeitos benéficos na saiude humana e
fornecer protecédo contra doencas cronicas como doencgas cardiovasculares, doencas
neurodegenerativas e canceres. Cervejas artesanais, como a do tipo IPA, possuem
maior variedade de compostos fendlicos quando comparado com os demais tipos,
devido sua alta proporcdo de lipulo, o qual possui substancias antioxidantes, anti-
inflamatdrias e antimicrobianas. Dessa forma, o objetivo do trabalho foi avaliar os
parametros  comportamentais e efeito genotdxico/antigenotoxico elou
mutagénico/antimutagénico do consumo da cerveja artesanal tipo IPA. Foram
utilizados 64 camundongos Swiss machos adultos, divididos em 8 grupos: Grupo 1 e
2- Agua; Grupo 3 e 4- IPA; Grupo 5 e 6 - Alcool 7%; Grupo 7 e 8- Lupulo. Os animais
receberam agua, cerveja IPA, alcool 7% e lipulo disponibilizado ad libitum na garrafa
de hidratagdo durante 30 dias. Nos dias 27° 28° e 29° foram realizados testes
comportamentais para avaliacdo da atividade exploratéria, locomotora e
comportamento do tipo depressivo nos camundongos. Apés esse periodo os animais
passaram por avaliagcdes genéticas através do Ensaio Cometa ex-vivo e in vivo. Para
a avaliacao ex-vivo, o sangue dos animais dos grupos 2, 4, 6 e 8 foi coletado no 30°
dia de tratamento e exposto ao peroxido de hidrogénio (H202). Para a avaliagdo in
vivo, 0 agente alquilante ciclofosfamida (CP) foi administrado na concentracédo de 50
mg/Kg nos grupos 2, 4, 6 e 8 ap0s a coleta de sangue para o ensaio ex-vivo, enquanto
uma solucdo salina 1mL/Kg foi administrada intraperitonealmente nos grupos controle
1,3,5e 7. Apbs 4 horas, uma nova coleta de sangue foi feita em todos os grupos para
realizacdo do Ensaio Cometa. No 31° dia, 24 horas apds administracdo da CP e
solucdo salina, os animais foram eutanasiados para dissec¢do do cérebro, figado e
coracao para realizacdo do Ensaio Cometa e disseccao dos fémures para retirada da
medula 6ssea para o Teste de Micronlcleos. Nos parametros comportamentais, 0s
resultados demonstram que no Teste Campo Aberto, todos os animais apresentaram
atividade exploratoria na sessdo treino. Na sessdo teste o grupo IPA apresentou
aumento no nimero de cruzamentos e levantamentos em relacdo a sesséao treino, no
entanto, o grupo ldpulo apresentou diminuicAo nos nimeros de cruzamentos e

levantamentos em relacdo a sessao treino. No teste suspenséo pela cauda, a cerveja
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IPA ndo apresentou efeito antidepressivo. Em relagdo a genotoxicidade e
mutagenicidade, os resultados demonstram que 0s grupos tratados com cerveja IPA,
alcool 7% e lupulo ndo apresentaram acdo genotdxica e mutagénica no sangue,
cérebro, coracao e figado. A acdo antigenotoxica da cerveja IPA e lUpulo foi observada
nos modelos in vivo e ex-vivo, apresentando reducdo nos danos ao DNA causado pela
CP de forma semelhante. Em relacdo a atividade antimutagénica, observou-se que
ndo houve diferenca significativa entre os grupos e a formacéo de microntcleos pela
CP. Em concluséo, nossos resultados demostraram que o consumo cronico moderado
da cerveja IPA e da infusdo de IUpulo apresentaram acdo antioxidante e

antigenotéxica em camundongos.

Palavras-chaves: Cerveja artesanal IPA; Antioxidante; Genotoxicidade;

Mutagenicidade.
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ABSTRACT

Beer is one of the most consumed fermented alcoholic beverages worldwide, being a
source of carbohydrates, amino acids, minerals, vitamins and polyphenols. Moderate
consumption of beer can exert beneficial effects on human health and provide
protection against chronic diseases such as cardiovascular disease,
neurodegenerative diseases and cancers. Craft beers, such as the IPA type, have a
greater variety of phenolic compounds when compared to other types, due to their high
proportion of hops, which have antioxidant, anti-inflamatory and antimicrobial
substances. Thus, the objective of this work was to evaluate the behavioral parameters
and genotoxic/antigenotoxic and/or mutagenic/antimutagenic effect of the
consumption of artisanal IPA beer. 64 adult male Swiss mice were used, divided into
8 groups: Group 1 and 2 - Water; Group 3 and 4- IPA; Group 5 and 6 - Alcohol 7%;
Group 7 and 8- Hops. The animals received water, IPA beer, 7% alcohol and hops
through the hydration bottle for 30 days. On days 27™, 28" and 29™, behavioral tests
were performed to assess exploratory, locomotor and antidepressant activity in mice.
After this period, the animals underwent genetic evaluations through the Comet Assay
ex-vivo and in vivo. For the ex-vivo evaluation, the blood of animals in groups 2, 4, 6
and 8 was collected on the 30th day of treatment and exposed to hydrogen peroxide
(H202). For the in vivo evaluation, the cyclophosphamide (CP) alkylating agent was
administered at a concentration of 50 mg/Kg in groups 2, 4, 6 and 8 after blood
collection for the ex-vivo assay, while a 1mL/Kg saline solution was administered
intraperitoneally in control groups 1, 3, 5 and 7. After 4 hours, a new blood collection
was performed in all groups to perform the Comet Assay. On the 31st day, 24 hours
after CP and saline solution administration, the animals were euthanized for dissection
of the brain, liver and heart to perform the Comet Assay and dissection of the femurs
to remove the bone marrow for the Micronucleus Test. In the behavioral parameters,
the results demonstrate that in the Open Field Test, all the animals presented
exploratory activity in the training session. In the test session, the IPA group showed
an increase in the number of crossings and lifts in relation to the training session,
however, the hops group showed significant decrease in the numbers of crossing and
rearing in comparison to the training session. In the tail suspension test, the IPA beer
did not have an antidepressant effect. Regarding genotoxicity and mutagenicity, the

results demonstrate that the groups treated with IPA beer, 7% alcohol and hops did
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not show genotoxic and mutagenic action in the blood, brain, heart and liver. The
antigenotoxic action of IPA beer and hops was observed in both in vivo and ex-vivo
models, showing a similar reduction in DNA damage caused by CP. Regarding the
antimutagenic activity, it was observed that there was no significant difference between
the groups and the formation of micronuclei by CP. In conclusion, our results
demonstrated that moderate chronic consumption of IPA beer and hops infusion

showed antioxidant and antigenotoxic action in mice.

Keywords: Craft beer IPA; Antioxidant; Genotoxicity, Mutagenicity
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1 INTRODUCAO

1.1 Cerveja

A cerveja € uma bebida alcodlica rica em compostos quimicos de origem
natural com alto valor nutricional e biolégico. Em sua composicdo estdo presentes a
agua, malte (produto resultante da germinacéo parcial dos gréos da cevada), lGpulo,
leveduras e adjuntos cervejeiros (Di Domenico et al., 2020). Os principais nutrientes
sdo os carboidratos, aminoacidos, minerais, vitaminas e outros compostos, Como 0s
polifendis, que s@o responséveis pelos muitos beneficios associados a saude (Molina
et al.,, 2019; Ascension et al., 2021).

Em 2018, o consumo global de cerveja foi de 188,70 bilhGes de litros e a
producao global foi de 192,94 bilhdes de litros (Kirin Beer University, 2019). O Brasil
€ o terceiro maior produtor de cerveja do mundo (14,1 bilhdes de litros/ano), o terceiro
maior consumidor (12,7 bilhdes de litros/ano) e se encontra na 282 posicao do ranking
de consumo per capita mundial, com 60 litros por ano (Kirin Beer University, 2019;
Sindicerv, 2021).

Atualmente, existe uma grande variedade de estilos de cervejas categorizadas
de acordo com etapas do processo de fabricagédo: fermentacéo; coloragéo; teor de
alcodlico; aditivos adicionados; conteudo do extrato ou origem (Wunderlich e Back,
2009; Donadini et al., 2014; Strong and England, 2015). Cada estilo de cerveja possui
propriedades organolépticas especificas que abrangem as percepcdes gustativas,
visuais e aromaticas (Vera et al., 2011; Humia et al., 2019; Koller e Perkins, 2022).

De forma mais ampla, pode-se citar trés grandes tipos/familias de cervejas
classificadas de acordo com seu processo de fermentagdo: Lagers (baixa
fermentacdo), Ales (alta fermentacéo) e Lambics (fermentacdo espontanea). Durante
o processo de fabricacao da cerveja, a levedura é utilizada para a fermentacédo, onde
seu principal papel € converter carboidratos em etanol, diéxido de carbono e outros
subprodutos metabdlicos que contribuem para a composicdo quimica e propriedades
sensoriais da cerveja (Gorter et al., 2019; Guido, 2016).

As cervejas do tipo Lager, entre elas as mais populares Pilsener e Pilsen,
apresentam aroma e sabor mais suaves e porcentagem alcodlica entre 4% e 5%. Seu

processo de fabricacdo ocorre por um processo lento atraves de leveduras de baixa


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814621014849?via%3Dihub#b0040
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814621014849?via%3Dihub#b0165
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fermentacdo (Saccharomyces carlsbergensis, S. pastorianus ou S. uvarum), com
temperaturas entre 7 a 15°C, levando geralmente em média de 3-5 dias. Em
contraponto, cervejas do tipo Ale com destaque para o estilo India Pale Ale (IPA) séo
elaboradas por meio de leveduras de alta fermentacdo (Saccharomyces cerevisiae),
também denominadas como fermentacéo de “topo”. Esse processo ocorre entre 16°C
e 25°C de temperatura, com duracdo de 3 a 5 dias, sendo o armazenamento realizado
entre 4,5°C e 8°C (Giovenzana et al., 2014).

De acordo com o Beer Judge Certification Program - BJCP (2015), o termo
“IPA” & usado para descrever uma cerveja com indice de amargor elevado devido sua
alta concentracdo de lipulo e porcentagem alcodlica variando entre 4% a 8%.

Nas dltimas décadas, a industria cervejeira foi acometida pelo ressurgimento
da cervejaria artesanal, a qual estd em constante transformacdo devido a
preocupacdo dos produtores em apresentar produtos Unicos, auténticos e de alta
qualidade, com caracteristicas sensoriais particulares diferentes daquelas oferecidas
ao mercado consumidor por grandes corporacfes. Além das caracteristicas
sensoriais, muitos consumidores tém buscado produtos que possam trazer possiveis
beneficios a saude (Gomez-Corona et al., 2016; Donadini e Porretta, 2017).

Segundo Wunderlich et al. (2005) a cerveja artesanal (craft beer) é produzida
com ingredientes diferenciados, com matérias primas de melhor qualidade, com
nenhum ou poucos aditivos quimicos e adjuntos. Um dos grandes diferenciais nestes
tipos de cervejas é a maior concentracao de lUpulo em sua composicdo em relacao
as cervejas comerciais, sendo este responsavel pela segunda maior fonte de
polifendis presentes na cerveja, encontrado-se atras apenas do malte (Gerhards et
al., 2020). Branyik et al. (2012) e Gaetano et al. (2016), sugerem que 0S compostos
fendlicos presentes na cerveja podem induzir efeitos positivos a saude se o consumo
for moderado.

Em relacdo ao consumo de alcool, estudos relatam seu efeito tOxico ao
organismo quando consumido em excesso, ou “binge drinking”, padrédo de consumo
caracterizado pela ingestdo de grandes quantidades de alcool em um curto periodo
de tempo (JARC, 1988; Loconte et al., 2018; Martin et al., 2020). O consumo de alcool,
particularmente o consumo pesado, € um importante fator de risco para muitos
problemas de saude e fatores socioecondmicos (Rehm, 2011; Collins, 2016).
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima-se que 3 milhdes de mortes

em todo o mundo s&o atribuidas ao consumo de alcool (Who, 2018). O abuso de alcool


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814621014849?via%3Dihub#b0065
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814621014849?via%3Dihub#b0045
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Gerhards%2C+Sandra
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814619320746?via%3Dihub#b0025

22

estd associado a doengas ndo transmissiveis, incluindo céncer, diabetes mellitus,
doencas cardiovasculares e doencas hepaticas ocasionadas pelo alcool. Em 2020,
estimou-se que 4,1% de todos os novos casos de canceres foram atribuidos ao
consumo de alcool (Rehm, 2011). Em 2012, a Agéncia Internacional de Pesquisa
sobre o Cancer (IARC) classificou formalmente as bebidas alcodlicas e o acetaldeido,

o principal metabdlito do etanol, como carcindégenos tipo | para humanos.

O acetaldeido pode danificar diretamente o DNA pela formacdo de adutos
mutagénicos de DNA e ligacbes cruzadas entre cadeias. Além disso, sabe-se que o
etanol afeta os padrées epigenéticos de metilacdo e acetilagdo, que sdo importantes
reguladores da expressao génica. A hipometilacado induzida pelo etanol pode ativar a
expressdo de oncogenes que subsequentemente podem resultar em transformacéo

maligna nas células (Brooks et al., 2005; Hoes et al., 2021).

No entanto evidéncias atuais sustentam que doses baixas e moderadas sao
consideradas seguras devido a alguns efeitos benéficos, demonstrando efeitos tais
como cardioprotetores, neuroprotetores e com reducdo de risco de deméncia,
inclusive do tipo Alzheimer (Arnett et al., 2019; Piepoli et al., 2020; Mufioz et al., 2015).

1.2 Compostos fenélicos e capacidade antioxidante da cerveja

O estresse oxidativo tem sido reconhecido como envolvido na patologia de varias
doencas humanas. Compostos bioativos com atividades antioxidantes presentes na
dieta podem ajudar a neutralizar os efeitos negativos promovidos pelo estresse
oxidativo (Liguori et al, 2018). Estudos tém demonstrado evidéncias de que
compostos bioativos como os compostos fendlico, também conhecidos por polifendis,
apresentam atividade antioxidante tanto in vitro, quanto in vivo (Maietti et al., 2017;
Camara et al., 2021). A atividade antioxidante destes compostos ocorre devido a
capacidade de doar elétrons, hidrogénio ou formar adutos com espécies reativas de

oxigénio (do inglés, ROS) e de nitrogénio (Gaetano et al., 2016; Kumar e Goel, 2019).

Segundo Truzzi et al. (2021) os polifendis sdo metabdlitos secundarios de plantas,
caracterizados por um anel aromatico e varios grupos hidroxila ligados. Esses
compostos oferecem protecdo a planta contra patdgenos, radicais livres de oxigénio,
raios UV e parasitas. Atualmente, sdo reconhecidas cerca de 8.000 variantes de
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compostos fendlicos encontrados em frutas, vegetais e bebidas e, de acordo com o
nimero de anéis fendlicos que contém, podem ser classificados em quatro subclasses
principais: flavondides, acidos fendlicos, estilbenos (como o resveratrol) e lignanas
(Truzzi et al., 2021)

Os polifendis sdo de longe os antioxidantes dietéticos mais abundantes nos
alimentos. Dependendo da composicao da dieta a ingestédo de polifendis podem variar
entre 2600 a 3000 mg/dia, particularmente em consumidores de vinho, café, cerveja,
chocolate e cha, superando largamente a de outros antioxidantes como vitamina E,
vitamina C, B-caroteno (Ovaskainen et al., 2008; Cyunczyk et al., 2022). Cerca de 20-
30% dos polifendis da cerveja séo originados do lupulo, enquanto os 70-80% restantes
vém do malte (Gomez et al., 2020). Estudos epidemioldgicos sugerem fortemente que
o consumo prolongado de alimentos ricos em polifendis oferece protecdo contra o
desenvolvimento de cancer, doencas cardiovasculares, diabetes, osteoporose e

doencas degenerativas (Grosso et al., 2017; Rienks et al., 2017; Micek et al., 2021).

A atividade antioxidante e o teor de polifendis presentes na cerveja associados
ao seu baixo teor alcodlico sdo fatores relevantes na avaliacdo da qualidade
nutricional da mesma. A ingestdo moderada de cerveja foi associada a efeitos
favoraveis na funcdo do HDL, aumentando sua capacidade de proteger contra a
oxidacdo do LDL e aumentar o efluxo de colesterol, o0 que pode prevenir a deposigcao
de lipidios na parede do vaso e ter efeitos benéficos sobre o sistema cardiovascular
(Padro et al., 2018; Nardini e Foddai, 2020).

Em um estudo comparando alguns tipos de cervejas artesanais foi identificado
que a cerveja do tipo IPA, originalmente composta com uma alta proporcao de lUpulo
possui uma maior variedade de compostos fendlicos quando comparado com o0s
demais tipos. Portanto, mudancgas na propor¢éo ou no tipo de composto utilizado na
fabricacédo da cerveja tém impacto nos compostos fendlicos e por sua vez, influencia
0s parametros de qualidade no resultado final da cerveja (CHEIRAN et al., 2019).
Dentre os compostos fenolicos derivados do lupulo destacam-se o acido galico, acido
ferdlico, os flavondides (quercetina), as chalconas (xanthohumol e isoxanthohumol) e
as flavanonas (prenilnaringenina). Alguns compostos mais complexos também podem
estar presentes na cerveja, como catequinas e taninos (Gribkova et al., 2022)

Shafreen et al. (2020) investigaram a interagcdo entre as propriedades

antioxidantes dos compostos fendlicos de cervejas com diferentes tipos de proteinas
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séricas responsaveis por beneficios a saude, utilizando abordagens in vitro e in silico.
O estudo revelou que os componentes da cerveja enriquecidos com flavondides e
acidos fendlicos interagem com as principais regibes das proteinas séricas para
aumentar suas propriedades antioxidantes e de ligacdo. Ainda, ele relata que o
consumo da cerveja aumenta significativamente o teor de flavonoéides e acido fendlico
no plasma, promovendo beneficios para a saude cardiovascular.

Estudo conduzido por Miranda et. al. (2016) avaliou os efeitos do xanthohumol
(XN), um flavondide encontrado no lipulo e na cerveja, sobre o metabolismo da
glicose e dos lipidios em um modelo pré-clinico de sindrome metabdlica. Quarenta e
oito camundongos, foram divididos aleatoriamente em trés grupos com 16 animais
cada (2 doses de XN e grupo controle). Os camundongos foram alimentados com uma
dieta rica em gordura (60% kcal como gordura) suplementada com XN em doses de
0, 30 ou 60 mg/kg de peso corporal/dia por 12 semanas. O XN melhorou a
hiperglicemia, dislipidemia, resisténcia a insulina e resisténcia a leptina em
camundongos. Além disso, o XN reduziu o colesterol total e o LDL-C e diminuiu os
niveis plasmaticos de citocinas inflamatérias que podem ter contribuido para
promocao da obesidade em camundongos.

Di Domenico et al. (2020), avaliaram o efeito dos polifendis da cerveja e sua
biodisponibilidade em células-tronco dentais e células intestinais humanas (Caco-2).
Os resultados registraram bons valores de biodisponibilidade e a¢do anti-senescente
para todas as fracdes de cerveja analisada, sugerindo que o uso de polifendis pode
ser capaz de neutralizar o estresse oxidativo e a senescéncia celular, sendo esta uma
importante ferramenta terapéutica para doencas relacionadas ao envelhecimento.

Em um estudo, Costa et al. (2017), buscaram analisar os efeitos do
xanthohumol e da 8-prenilnaringenina (8PN), dois polifendis derivados da cerveja no
metabolismo lipidico e glicolitico do figado e do musculo esquelético em modelo de
DM2 em camundongos. Os compostos foram ofertados durante 20 semanas aos
camundongos. Testes de glicemia de jejum e tolerancia a insulina foram realizados. Ao
final do estudo, sangue, figado e musculo esquelético foram coletados. Ambos o0s
tratamentos XN e 8PN preveniram o ganho de peso corporal; diminuiram os niveis
de (glicemia, triglicerideos, colesterol e fosfatase alcalina; e melhoraram
a sensibilidade a insulina. Os polifendis promoveram a ativacdo da proteina cinase

ativada por AMP (AMPK) hepatica e muscular esquelética, suprimindo assim a
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lipogénese. Assim, foi sugerido que a dieta enriquecida com XN ou 8PN pode melhorar
os disturbios metabolicos no diabetes, regulando as vias da glicose e lipidios.

Caon e colaboradores (2021) investigaram o efeito do consumo moderado de
cerveja sobre parametros redox e integridade hepatica em ratos Wistar submetidos a
tetracloreto de carbono (CCls). Foi analisado o potencial antioxidante de oito cervejas
de cinco estilos diferentes (quatro marcas diferentes, globais, do tipo Lager e quatro
obtidas de uma cervejaria artesanal, local, de Porto Alegre, no sul do Brasil). As
cervejas artesanais apresentaram maiores propriedades antioxidantes quando
comparadas com as do tipo Lager comerciais, bem como demonstraram efeito
protetor nas gorduras abdominais e no estado redox do soro e figado, sugerindo que
o consumo diario moderado da cerveja ndo é prejudicial e pode aumentar o estado
redox enzimatico e ndo enzimatico apds a lesédo hepéatica induzida por CCla. Ainda, os
compostos fendlicos presentes na cerveja sdo capazes de ativar vias horméticas de

protecdo antioxidante.

1.3 Genotoxicidade e mutagenicidade

O desequilibrio celular pré-oxidativo/antioxidativo entre a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e a capacidade dos mecanismos de defesa dos sistemas
biol6gicos em eliminar os disturbios do estresse celular leva a um circulo vicioso, uma
vez que o estresse oxidativo agrava mutuamente a producdo de ROS (Dumanovic et
al., 2021). A producdo excessiva de ROS é capaz de modificar a estrutura de
macromoléculas, como lipidios, proteinas e DNA, ocasionando neste Ultimo caso,

genotoxicidade e mutagenicidade (Bhatti etal., 2017; Basu e Nohmi, 2018).

A Genotoxicidade é o setor da genética que estuda 0s processos que alteram a
base genética da vida, quer seja em sua estrutura fisico-quimica, o DNA (acido
desoxirribonucleico), processo este classificado de mutagénese; quer seja na
alteracdo do determinismo genético ao nivel celular ou orgénico, identificados

respectivamente como carcinogénese e teratogénese (Erdtmann, 2003).

A mutagenicidade se refere as variacbes transmissiveis permanentes na

quantidade e estrutura de materiais genéticos de células ou organismos que podem
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aumentar a frequéncia de mutacbes. Portanto, a genotoxicidade engloba a
mutagenicidade, mas nem todas as substancias genotoxicas sdo mutagénicas. Assim,
efeitos genotoxicos podem ser definidos como efeitos potencialmente prejudiciais ao
material genético que ocorrem como consequéncia de um dano induzido ao DNA (Ren
et al., 2017). Esses danos podem ser enddgenos, devido a producdo excessiva de
ROS e radicais livres, gerados a partir de processos metabolicos fisiolégicos ou
exdgenos, ocasionados por agentes quimicos, fisicos e biolégicos (Juan et al., 2021).
Uma vez que a integridade e estabilidade do DNA sdo essenciais para a vida e para
a manutencdo das funcdes celulares normais, quando nao reparados
adequadamente, os danos podem aumentar o risco de mutagénese (Mahat et al.,
2018; Del Bo et al., 2019).

Alteracdes mutagénicas que ocorrem nas células germinativas sao hereditarias e
transmitidas a progénie. Nas células sométicas as mutagdes podem ndo se manifestar
e afetar um individuo devido aos processos reparadores e compensatérios do
organismo. No entanto, uma mutacdo somatica que altera os padrdes de divisdo
celular pode eventualmente resultar no aparecimento de processos fisiopatolégicos
complexos, incluindo o cancer (Miles e Tadi, 2021). Na maioria dos casos, a parte
danificada ou alterada do DNA é removida pela DNA polimerase durante o processo
de reparo celular. Porém, as mutacdes causadas por agentes mutagénicos podem
escapar desse processo de reparo celular e, assim, adquirir um status de mudanca
‘permanente” no DNA (Tiwari e Wilson, 2019). As modificacBes hereditarias que
ocorrem num lécus génico especifico sdo chamadas mutacfes génicas ou pontuais,
que podem envolver substituicdo, adicdo ou perda de uma Unica base, alterando
geralmente apenas o funcionamento do gene. Se as modificacbes forem maiores,
alterando os cromossomos, elas sdo denominadas mutagcées cromossdmicas, sendo
mutacdes que modificam a estrutura dos cromossomos e mutagées numéricas as que
alteram o seu numero (Bossa et al., 2018; Jackson et al.2018).

Eventualmente a mutacdo génica e cromossdmica podem se sobrepor, como por
exemplo, uma translocacdo pode destruir a estrutura de um gene. Pode também
alterar a regulacdo de genes sem alterar a composi¢cao das sub-unidades do DNA,
por efeito de posicdo. Das mutacBes pode decorrer uma série de problemas, que
incluem malformacées, cancer, envelhecimento e morte. No entanto, mutacdes séo

essenciais para a variabilidade dos seres vivos (Erdtmann, 2003).
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Ja se tem relatos, hoje em dia, de compostos bioativos e quimicos que reduzem
ou previnem as mutacbes, sendo chamados de agentes antimutagénicos ou
antigenotoxicos. Além disso, esses compostos tém demonstrado outros efeitos
benéficos para a saude, como acdo imunomoduladora, hepatoprotetora, anti-
hiperglicémica, anti-hiperlipidémica, cardioprotetora, anti-inflamatdria e
antirreumatica, devido as suas excelentes propriedades antioxidantes (Lopez et al.,
2018).

Em geral, os antimutagénicos tém sido classificados em desmutagénicos e
bioantimutagénicos; o primeiro considera substancias que promovem a eliminacdo de
agentes genotoxicos do organismo, bem como substancias que inativam os agentes
mutagénicos por interacdo enzimatica ou quimica antes que o agente cause danos ao
DNA. Os bioantimutagénicos sao capazes de suprimir o processo de mutacao apos o
DNA ser danificado por agentes mutagénicos, bem como, atuar nos processos de
reparo e replicacdo do DNA, resultando em um declinio na frequéncia de mutacéo
(Kada et al., 1987; De Flora, 1998; Stoczynska et al., 2014). De Flora (1998),
apresentou como sugestdo uma classificacdo dos inibidores de mutagénese e
carcinogénese em trés niveis de prevencdo, considerando o modo de acdo dos
mesmos, assim como o ambiente de acao, extra ou intracelular. A prevencéo primaria
inibe a mutacdo e a iniciagdo do cancer. A prevencao secundaria considera os varios
mecanismos que inibem a progressdo do tumor a condicdo de malignidade. A
prevencdo terciaria refere-se a inibicAo das metastases. Os mecanismos
extracelulares envolvidos na prevencdo de mutagenos e /ou carcin0genos sao:
inibicdo da penetracdo ou remocao do agente do organismo; formagcao de complexo
inativo, inibicdo da formacdo endégena de mutdgenos; diluicio ou desativacdo do
mutageno e carcindégeno; e ainda o favorecimento da absor¢do de agentes protetores.
Dentre as vias envolvidas na inibicdo de mutacdo e iniciacdo do cancer por
mecanismos celulares, podemos citar: desintoxicagcdo celular; modificacdo no
transporte trans-membrana; modulacdo do metabolismo celular; inibicdo da replicacao
celular; modulacdo no sistema de reparo do DNA; controle da expressao génica (De
Flora, 1998).

Nesse contexto, os agentes alquilantes sdo utilizados a fim de avaliar a agéo
antigenotéxica e/ou antimutagénica de algum composto (Stoczynska et al., 2014). A

ciclofosfamida (CP) é um agente aquilante anticancerigeno amplamente utilizado. Sua
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ativacdo metabdlica ocorre pelas enzimas do citocromo P450 (CYP), seus efeitos
anticancerigenos estdo associados ao seu metabolito mostarda fosforamida,
enquanto o metabdlito acroleina esta ligado a seus efeitos toxicos, podendo resultar
em tumores secundarios e citotoxicidade em células nado tumorais. A acado mutagénica
e carcinogénica de varias substancias genotdxicas, como a CP também envolve a
geracao de radicais livres reativos ao DNA, que sobrecarregam os sistemas de defesa
antioxidante enddgeno, caracterizando o estresse oxidativo (Delarmelina et al., 2014;
Vredenburg et al., 2015).

Assim, em geral, todos os agentes antioxidantes sdo potenciais inibidores de
mutagénese e carcinogénese. No entanto, ainda sdo escassos 0s trabalhos que
relatem os efeitos a longo prazo do consumo da cerveja do tipo IPA e sua acédo no
material genético. Uma vez que os polifendis encontrados na cerveja agem como
antioxidantes, eles podem ser capazes de atuar contra a genotoxicidade induzida pelo
estresse oxidativo. Desta forma, este trabalho teve como objetivo avaliar in vivo o
efeito genotdxico/antigenotdxico e mutagénico/antimutagénico do consumo da cerveja
do tipo IPA, avaliar ex-vivo o efeito antioxidante desta cerveja assim como o potencial
de prevenir danos oxidativos induzidos pelo H202 e por fim, avaliar os parametros
comportamentais da capacidade exploratoria, locomotora e comportamento do tipo

depressivo em camundongos tratados com cerveja IPA, alcool 7% e lapulo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar in vivo o efeito de uma cerveja artesanal tipo IPA sobre parametros

genotoxicos/antigenotdxicos, mutagénicos/antimutagénicos e comportamentais.

2.1.1 Objetivos especificos

a) Avaliar os parametros comportamentais da capacidade exploratdria,
locomotora e comportamento do tipo depressivo em camundongos tratados
com cerveja IPA, alcool 7% e lapulo.

b) Avaliar o possivel efeito genotdxico e antigenotéxico de uma cerveja do tipo
IPA, &lcool 7% e lapulo, através do ensaio cometa em sangue total periférico,

cortex cerebral, figado e coracao.

c) Avaliar o possivel efeito mutagénico e antimutagénico de uma cerveja do tipo

IPA, alcool 7% e do lUpulo, através do teste de microndcleo em medula éssea.

d) Avaliar ex-vivo o efeito antioxidativo de uma cerveja IPA, alcool 7% e lUpulo e
o potencial de prevenir danos oxidativos, induzidos pelo H202 em sangue

periférico.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Critérios Eticos

Foram utilizados 64 camundongos Swiss machos (30 - 35g), com 60 dias
de idade. Os animais foram obtidos do biotério da Universidade do Extremo Sul
Catarinense (UNESC) e alojados em caixas de polietileno, com comida e agua ad
libitum e mantidos em um ciclo de 12 horas luz-escuro (a luz € ligada as 7h da manha),

com temperatura controlada de 22+1°C.

3.1.1 Comissé&o de Eticano uso de animais (CEUA)

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) (protocolo nimero N° 31/2021), conforme Lei 11.794 de 08 de outubro de
2008 da cidade de Criciuma — SC. Os experimentos foram conduzidos de acordo com
os principios éticos do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA), lei Arouca n° 11.794/2008. Cuidados foram tomados de modo a evitar o

minimo de desconforto e sofrimento para os animais.

3.2 TRATAMENTOS

A cerveja artesanal puro malte tipo American IPA e lapulo fervido foram obtidos
de uma cervejaria artesanal, localizada na cidade de Icara- SC. Ambos apresentam
15,4 g de ldpulo/L. Na composicdo de ingredientes da cerveja IPA encontram-se:
agua, malte, ldpulo, levedura (Saccharomyces cerevisiae). Na escala de amargor de
0 & 100 medida em International Bitterness Units scale (IBU) esta classificada como
67 IBU. O seu alcool por volume (ABV) é de 7%. Foi oferecido agua a vontade nas
garrafas de hidratacdo durante todo o ciclo claro-escuro (7:00 as 19:00) e a cerveja
IPA e seus compostos isolados (alcool 7% e lupulo) foram oferecidos em garrafas de
hidratacdo protegidas da luz durante o ciclo escuro (19:00 as 7:00h) por 30 dias de
tratamento. Estas dosagens e o tempo de tratamento foram escolhidos de acordo

com dados descritos previamente na literatura (Caon et al, 2021). A via de
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administracdo e o periodo de tratamento foram escolhidos de modo a manter a
relevancia da aplicabilidade de estudos em humanos. O alcool etilico absoluto 99,8%
P.A. (Neon) foi dissolvido em &gua potavel até obtengdo do mesmo percentual de 7%

presente na cerveja IPA utilizada no tratamento.

3.3 DESENHOEXPERIMENTAL

O desenho experimental ocorreu em 31 dias totais de experimento, sendo
composto inicialmente por 8 grupos experimentais com 8 animais cada (Figura 1).

- Grupos 1 e 2: Agua (n=8 cada): Consumo de agua disponibilizada ad
libitum durante 30 dias.

- Grupos 3 e 4: IPA (n=8 cada): Consumo de cerveja IPA e agua
disponibilizada ad libitum durante 30 dias.

- Grupos 5 e 6: Alcool (n=8 cada): Consumo de &lcool 7% e &gua
disponibilizada ad libitum durante 30 dias.

- Grupos 7 e 8: Lupulo (n=8 cada): Consumo de Ildpulo e agua
disponibilizada ad libitum durante 30 dias.

Os animais receberam agua, cerveja IPA, alcool 7% e llpulo através da
garrafa de hidratagéo.

Nos 279, 28° e 29° dias de tratamento 0s animais passaram pelos testes
comportamentais de habituacdo ao campo aberto (Open Field) para avaliacdo da
capacidade exploratéria e locomotora e pelo teste suspensédo pela cauda para avaliar
a acao depressiva dos compostos nos grupos tratados. No 30° dia de tratamento, foi
coletado sangue de 8 animais dos grupos: 2, 4, 6 e 8 (uma vez que até o 30° dia os
grupos 1, 3, 5 e 7 receberam respectivamente 0s mesmos tratamentos), atraves de
uma incisdo na extremidade da cauda com auxilio de uma micropipeta (10uL) para a
realizacdo do ensaio cometa ex-vivo. Apés 1 hora da coleta de sangue, foi feita a
administracdo intraperitoneal de solucdo salina 1mL/Kg nos grupos 1, 3,5 e 7 e do
agente alquilante ciclofosfamida (CP) na concentracdo de 50 mg/Kg nos grupos 2, 4,
6 e 8. Apds 4 horas da administracdo da CP ou solugdo salina foi realizada uma nova
coleta de sangue em todos os grupos para realizacdo do ensaio cometa. No 31° dia,

24 horas ap0s administracéo da CP e solugdo salina, os animais foram eutanasiados
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para disseccdo do cérebro, figado e coracdo para realizacdo do ensaio cometa e

disseccao dos fémures para retirada da medula 6ssea para o Teste de Micronucleos.

Diad Dia 30 Dia 31
GRUPOS I i IJ
V ¢ E
1 | | |
*V¥ ¢ E
2 | | |
C E
) |
cC E
4 | I:' Agua ¥ ciclofosfamida 50 mafkg
5 c £ IPA V Nagi 1mirg
|]:|:|]] Alcool 7%

Lipulo

+ Coleta de sangue para o desafio do H202 &
ensaio cometa.

C - Coleta para ensaio cometa, apos 4 horas
da administragdo de ciclofosfamida/salina.

E - Eutanasia e disseccdo dos tecidos.

Figura 1. Desenho experimental dos grupos.

Essa quantidade de animais por grupo nos garante melhor homogeneidade do
grupo para posteriores anélises, uma vez que para esses testes o nimero amostral
minimo de animal por grupo € 8 animais (Singh et al., 1988; Krishna e Hayashi, 2000).
Para melhor entender como ocorreram as coletas, segue a linha do tempo abaixo:
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LINHA DO TEMPO

Dia 0 Dia 28 & 29 Dia 30 Dia 31

Inicio do . -
. ) Testes compaoriamentais: i
experimenta:

. Open Field, suspensdo
separacao dos v ne
imais d od pela cauda . X -
animais de acordo cortex, figado, coracao

_Efll'!’l 0% E!IUDUS_E - para o ensaic cometa e q
inicio da ingestao Dia 30 medula éssea para o teste

dog liquidos (& I T de micronicleo

Eutanasia dos animais e
diszeccio dos tecidos:

grupos experimentais 13 23 3
com & animais cada). etapa etapa etapa
/ | \ 4h apds a administracdo de
ﬂl Coleta de sangue para I SubdivisSo dos grupos | i salina ou Ciclofosfamida foi
o desafio do H202 e coletado zangue para o
‘ ensaio cometa | ‘ Ensaio Cometa.

. | -
.LI 1h apos a celeta de sangue foi
administrado via infraperitoneal o agenie
alguilante Ciclofosfamida ou salina.

| Salina |‘| Grupo 1 || Grupo 3 || Grupo 5 || Grupo 7 |

|Ei|:|c|fn5l’ami|:|a |-| Grupo 2 || Grupo 4 || Grupo & || Grupo 3 |

P4, do alcool 7%, lpulo & agua.

controle de ingestao de liguidos, afim de comprovar o consuma da cerveja do tipo '

Figura 2. Linha do tempo.

34 Eutanasia dos animais

ApoOs o término do tratamento dos diferentes grupos analisados, os animais
foram submetidos a eutanasia para coleta de sangue e disseccao do cortex cerebral,
figado, coracdo e medula O0ssea. As amostras foram processadas, aliquotadas e

armazenadas para posteriores analises bioquimicas e moleculares.

3.5 Consumodeliquidos e peso corporal final

O consumo de liquidos (dgua, cerveja IPA, alcool 7% e lapulo) foi calculado
semanalmente pelo volume de liquidos (mL) fornecidos aos animais e subtraindo o
liquido (mL) remanescente da garrafa de hidratacdo durante todo o experimento (Diniz
et al., 2004; Diniz et al., 2005). Os animais foram pesados no final do experimento
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para calcular a dosagem adequada de salina e ciclofosfamida que foram injetadas nos

animais.

3.6 PARAMETROS COMPORTAMENTAIS

Oito animais de cada grupo passaram pelos seguintes testes
comportamentais: Habituacdo ao campo aberto, relacionado a atividade exploratéria
e locomotora e Teste de suspenséo pela cauda, para avaliacdo da acao depressiva
dos compostos estudados. Ressalta-se que os testes ndo foram executados todos no

mesmo dia, uma vez que pode ocorrer alteracoes.

3.6.1 Habituagdo ao Campo aberto

Os animais foram colocados no aparato de habituacdo ao campo aberto,
realizado em um campo aberto de 40 x 60 cm delimitado por 4 paredes com 50 cm de
altura, sendo 3 de madeira e uma de vidro transparente. O piso do campo aberto é
dividido em 9 quadrados iguais marcados por linhas pretas. Na sessao de treino, 0s
animais foram cuidadosamente colocados no quadrado do canto posterior esquerdo
do aparelho, a partir do qual explorou livremente o ambiente por 5 minutos.
Imediatamente apds, 0s animais voltaram para a caixa moradia. A sessao de teste foi
realizada 24 horas apoés o treino na qual se repetiu o procedimento do treino. Foram
medidos os numeros de “cruzamentos” através das linhas pretas e o numero de
“levantamentos” medidos pelas vezes que o animal permanece nas duas patas
traseiras, esses parametros foramavaliados em ambas as sessfes (Prut e Belzung,
2003).

3.6.2 Teste de Suspenséo pela cauda

Neste teste foi analisado o tempo total de imobilidade do animal, em um
total de 6 minutos de teste. No teste, os camundongos foram isolados em uma
plataforma sendo suspensos pela cauda a uma altura de 50 cm do chéo, utilizando
para tanto uma fita adesiva colocada a aproximadamente 1 cm da ponta da cauda. E

proposto que substancias com atividade ndo depressiva diminuam o tempo de
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imobilidade dos animais neste teste, sem alterar a sua atividade locomotora (Steru et
al., 1985).

3.7 ENSAIOS DE GENOTOXICIDADE

Para realizacdo dos testes de genotoxicidade, foram utilizados sangue
periférico, cortex cerebral, coracdo e figados dos camundongos para a realizacdo do
ensaio cometa, e medula 0ssea para realizacdo do teste de micronucleos. Apos 0s
tratamentos, foram coletadas amostras de sangue no 30° dia de todos os animais dos
grupos: agua (grupo 2), IPA (grupo 4), alcool 7% (grupo 6) e Lupulo (grupo 8), atraves
de incisdo na extremidade da cauda, retirando sangue da veia caudal com auxilio de
uma micropipeta (10uL) para a realizacdo do ensaio cometa ex-vivo, desafio com H202
e Ensaio Cometa normal. Ainda no 30° dia, 4 horas ap6s a administracdo
intraperitoneal de solucdo salina (grupos 1, 3,5 e 7) e ciclofosfamida (grupos 2, 4, 6 e
8), foi realizada uma nova coleta de sangue através de incisdo na extremidade da
cauda de todos os animais.

No dia 31 os animais foram eutanasiados para dissec¢do do cérebro, figado
e coracao para realizacdo do ensaio cometa e dissec¢cao dos fémures para retirada

da medula 6ssea para o Teste de Microntcleos.

3.7.1 Ensaio Cometa ex-vivo

Foi coletado sangue da veia caudal dos animais dos grupos: agua (grupo 2),
IPA (grupo 4), élcool 7% (grupo 6) e Lupulo (grupo 8) para realizagdo da versao do
ensaio cometa ex-vivo de acordo com o protocolo de Pereira et al., 2005.
O sangue coletado foi colocado em microtubos heparinizados e refrigerados.
As células do sangue (aliquotas de 5 pyL de sangue total) foram embebidas em
agarose de baixo ponto de fusdo (0.75%, w/v, 95 pL) e a mistura foi adicionada a uma
lamina de microscopio pré-coberta com agarose de ponto de fusdo normal (1%),
cobrindo posteriormente com uma laminula e levadas, entdo, a geladeira por
aproximadamente 5 minutos a 4°C para solidificacéo.
Apos a solidificagéo, as laminas contendo as células foram tratadas com

uma solucdo de peroxido de hidrogénio 0,20 mM em PBS por 5 minutos a 4°C e, apos
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lavadas trés vezes com solugdo de NaCl 0,9%. Em seguida, as laminas foram imersas
em tampéao de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA e 10 mM Tris, pH 10,0-10,5, com
adicao na hora do uso de 1% de Triton X — 100 e 10% de DMSO) a 4°C por um periodo
minimo de 1 hora e maximo de 24 horas. Decorrido este periodo, as laminas foram
incubadas em tampéao alcalino (300 mM NaOH e 1mM EDTA, pH > 13) por 20 minutos
para desenovelamento do DNA, e a corrida eletroforética realizada no mesmo tampéo
nas seguintes condi¢des: a 30 v e 300 mA por 35 minutos. Posteriormente as laminas
foram neutralizadas com 0,4 M Tris (pH 7,5) e, ao final, o DNA foi corado com Syber
Gold (Invitrogen, EUA) para posterior analise.

Um total de 100 células por individuo (50 células por duplicata) foram
analisadas usando o sistema de andlise de imagem semi-automatizado Comet Assay
IV (Perceptive Instruments, UK). As analises microscopicas foram realizadas em um
microscoépio de fluorescéncia (Eclipse E400, Nikon Instruments, Japdo), com objetiva
de 40X. A porcentagem de DNA na cauda do cometa (% TDNA) foi o parametro usado

para avaliar o dano do DNA.

3.7.2 Ensaio Cometa alcalino

O ensaio cometa foi realizado sob condi¢des alcalinas, conforme descrito
por Singh et al. (1988), com algumas modificacdes sugeridas por Tice et al. (2000). O
sangue foi coletado e colocado em microtubos heparinizados e refrigerados. As
células do sangue ou de tecido (aliquotas de 5 pL ou aliquotas de 10 pL) foram
embebidas em agarose de baixo ponto de fusdo (0.75%, w/v, 115 yL ou 110 pL,
respectivamente) e a mistura foi adicionada a uma lamina de microscépio pré-coberta
com agarose de ponto de fusdo normal (1,5%), cobrindo posteriormente com uma
laminula e levando, entdo, a geladeira por aproximadamente 5 minutos a 4°C para
solidificacdo. Logo apds, as laminulas foram cuidadosamente retiradas e as laminas
imersas em tampao de lise (2,5M NaCl, 100mM EDTA e 10mM Tris, pH 10,0-10,5,
com adig&o na hora do uso de 1% de Triton X — 100 e 10% de DMSO) a 4°C por um
periodo minimo de 1 hora e maximo de 1 semana.

As laminas foram incubadas em tampéao alcalino (300mM NaOH e 1mM
EDTA, pH>13) por 20 minutos para o0 desenovelamento do DNA, a corrida
eletroforética, foi realizada no mesmo tampao nas seguintes condi¢des: a 30 v e 300

mA por 35 minutos. Todas estas etapas foram realizadas sob luz indireta fraca
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amarela. Posteriormente as laminas foram neutralizadas com 0,4 M Tris (pH 7,5) e,
ao final, o DNA foi corado com Syber Gold (Invitrogen, EUA) para posterior andlise.
Um total de 100 células por individuo (50 células por duplicata) foram
analisadas usando o sistema de andlise de imagem semi-automatizado Comet Assay
IV (Perceptive Instruments, UK). As andlises microscopicas foram realizadas em um
microscopio de fluorescéncia (Eclipse E400, Nikon Instruments, Japdo), com objetiva
de 40X. A porcentagem de DNA na cauda do cometa (% TDNA) foi o parametro usado
para avaliar o dano do DNA (Collins et al., 1997).
Foram utilizados controles negativos e positivos para cada teste de
eletroforese a fim de assegurar a confiabilidade do procedimento. Todas as laminas

foram codificadas para andlise as cegas.

3.7.3 Teste de micronucleos (MN)

O teste de micronucleos foi realizado de acordo com o programa Gene-Tox
da Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (Mavournin et al., 1990; Krishna e
Hayashi, 2000). O mesmo seguiu 0 protocolo sob nimero 474 da Organizacdo para a
Cooperacao e Desenvolvimento Econdmico (a "OCDE"), atualizado em 2016. Sendo
aceito e frequentemente revisado por agéncias internacionais e comités de
harmonizacdo (OCDE, 2016).

Para a realizacdo do teste foi realizada a extracdo da medula 6ssea. Apos
a extracdo, um esfregaco foi preparado diretamente na lamina com uma gota de soro
bovino fetal. As laminas foram coradas com Giemsa 5%, secas e codificadas para
andlises as cegas. Como uma medida de toxicidade na medula 6ssea, a relacao entre
eritrécitos policromaticos e eritrocitos normocromaticos (EPC/ENC) foi analisada em
500 eritrocitos/animal. A incidéncia de micronucleos (MN) foi observada em 4000
EPCs para cada animal (ou seja, 2000 a partir de cada uma das duas laminas
preparadas em duplicata), usando microscépio optico de luz branca com ampliacéo
de 1000x. O numero médio de eritrocitos policrométicos micronucleados (EPCMn)

individual foi utilizado como unidade experimental.
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3.8 ANALISE ESTATISTICA

O teste de habituagcdo ao campo aberto foi analisado pelo teste t-student
comparando a sessao treino e teste, sendo os dados representados como média +
erro padrdo da média (média = EP). O teste de suspensao pela cauda foi analisado
pelo teste analise de variancia ANOVA one- way, e nao foi seguido por post-hoc pois
o valor de p>0,05. Os dados sao representados como média e desvio padrdo da média
(média £ DP).

Para os ensaios genotéxicos os dados foram expressos como média e
desvio padrédo da média (média £ DP). O teste t-student foi utilizado para se fazer a
comparacao dos parametros com distribuicdo normal em relagéo as comparacdes dos
grupos experimentais. A significancia estatistica foi considerada para valores de

p<0,05. O pacote estatistico utilizado foi o Graph Pad Prism verséo 5.0.
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4 RESULTADOS

4.1 Ingestdo de liquidos

Durante o periodo de tratamento o volume de liquidos consumido foi
quantificado e dividido pelo nimero de animais por gaiola, semanalmente. No Ultimo
dia de tratamento foi feito a pesagem corporal final dos animais para calcular
adequadamente a dose injetada de salina e ciclofosfamida. A tabela 1 mostra a

ingestdo média diaria de liquidos por animal e o peso corporal final.

Tabela 1. Ingestdo média diaria de liquidos por animal (mL/kg) e peso corporal final (g).

Grupos Agua (mL) Tratamento Total de Peso Final (g)
(mL) liquidos (mL)
Agua 7,27 +1,09 - 7,27 £1,09 34,31 +3,44
CervejalPA  498+176 871+285 13,69 *2,63 33,25 £ 4,00
Alcool 7% 780+427 508+228 12,88+1,92 35,10 +4,42
Lapulo 6,10+220 7,40+397 1350+0,92 34,43 +2,53

Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo da média do consumo de liquidos e peso
corporal final (n=8 animais por grupo).

4.2 TESTES COMPORTAMENTAIS

Os grupos tratados foram submetidos a comportamentos que avaliam atividade
exploratéria, locomotora e acdo depressiva dos compostos atraves dos testes de
habituacdo ao campo aberto (Figura 3) e de suspensdo pela cauda (Figura 4),

respectivamente.

4.2.1 Habituagcdo ao Campo aberto

Os dados do teste de habituacdo ao campo aberto foram analisados pelo teste
t-student para amostras dependentes. Considerando que bebidas alcodlicas podem
induzir efeitos na memoria, utilizou-se o teste de habituacdo ao campo aberto para
avaliar a atividade exploratéria e locomotora dos animais, onde foi analisado o nimero

de cruzamentos que o animal realizou dentro do aparato, e atividade exploratéria, que
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€ medida através do nimero de vezes que o animal se levanta nas patas traseiras. A
figura 3 (A e B) mostra os resultados da memoria de habituacédo avaliada pelo teste
de habituacdo ao campo aberto referentes ao numero de cruzamentos e
levantamentos, respectivamente, entre o treino e o teste de animais.

Na figura 3 A, observa-se que a atividade locomotora dos animais que
receberam agua e lUpulo apresentou diminuicdo no nimero de cruzamentos (p<0,05)
em relacdo a sessdo treino, demonstrando que ndo houve dano na memoria de
habituacdo dos animais, pois reconheceram o ambiente na sessao teste. Ja 0 grupo
que recebeu alcool 7% ndo apresentou diferenca significativa da sesséo treino em
relacdo a sessao teste. Em contrapartida, o grupo que recebeu IPA como tratamento
apresentou diferenca significativa (p<0,05), demonstrando um aumento no nimero de
cruzamentos entre o treino e teste, sugerindo que houve dano na memoria de
habituacdo dos animais tratados com este composto.

Em relacdo ao niumero de levantamentos (figura 3 B), 0s grupos mantiveram o
mesmo desempenho apresentado nos cruzamentos entre o treino e teste. Assim, 0s
animais que receberam agua e lupulo apresentaram diferencas significativas (p<0,05),
havendo diminuicdo nos numeros de levantamentos, demonstrando o reconhecimento
do ambiente em que ja estiveram explorando menos o aparato. O grupo que recebeu
alcool 7% nao apresentou diferenca significativa entre as sessdes treino e teste
(p>0,05). J&4 o grupo que recebeu IPA apresentou diferenca significativa (p<0,05),
demonstrando aumento no ndmero de levantamentos, sugerindo dano na memoria

exploratdria dos animais e por isso, exploraram mais o aparato.
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Figura 3. Teste comportamental de habituacdo ao campo aberto em camundongos machos que
receberam (Cerveja IPA, Alcool 7% e lGpulo). A- Nimero de cruzamentos dos dias treino e teste. B-
Numero de levantamentos dos dias treino e teste. Os dados foram analisados pelo teste t-student para
amostras dependentes. Os dados sdo expressos como média + erro padrdo da média, n= 9-15. *p<0,05

quando comparado ao mesmo grupo na sessao treino.

4.2.2 Teste de suspenséo pela cauda

O teste de suspencao pela cauda foi aplicado para avaliar a capacidade
depressiva da IPA e seus compostos isolados.

Os resultados deste teste podem ser avaliados na figura 4. Os grupos que receberam
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IPA, é&lcool 7% e lupulo ndo demonstraram diferencas significativas em relacdo ao
grupo controle (agua) (p>0,05), ou seja, ndo apresentaram comportamento do tipo

depressivo.
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Figura 4. Teste comportamental de suspensdo pela cauda em camundongos machos que receberam
(Ceneja IPA, Alcool 7% e IGpulo). Os dados foram analisados pelo teste ANOVA one-way, e ndo foi
seguido por post-hoc pois o valor de p>0,05. Os dados sdo expressos como média *+ erro padréo da

média, n= 9-15.

4.3 Anédlise da genotoxicidade da cerveja IPA e dos seus subprodutos através

do Ensaio Cometa

Apés a realizacdo dos testes descritos anteriormente foram analisados os danos
causados ao DNA de células sanguineas, cortex cerebral, coracdo e figado de
camundongos expostos ao consumo moderado crénico de cerveja do tipo IPA, alcool
7% e lapulo através do Ensaio Cometa, usado o parametro Tail Intensity (%). A figura
5, mostra os resultados referentes a avaliagdo de genotoxicidade do consumo de IPA,
alcool 7%, lupulo e 4gua através do Ensaio Cometa.

Ao avaliar o Tail Intensity (%), nossos resultados demonstraram que nao
houve diferenca significativa entre 0 grupo que recebeu agua e 0S grupos que
receberam IPA, alcool 7% e lupulo. Demonstrando que tanto a IPA, como o alcool 7%
e o0 lipulo ndo demonstraram agdo genotoxica apds o consumo crénico nos diferentes

tecidos.



43

A. SANGUE B. CORTEX
101 30+
— T
— 8- T
< 20-
= 6 =
=
w
z 4
d 10
g
2.-
0 0
C.CORACAO D. FIGADO
40- 254
2 -
301 s
= —|_ —|_ 151 T
E 20- T T
e 10
z
4 104
= 54
0 0

[ ] Acua+sauna [ ] iea+sauna [ eanoL+sauna [ LopuLo + sauina

Figura 5. Danos em DNA avaliados através do parametro Tail Intensity (%) no Ensaio Cometa em
sangue total periférico, coértex cerebral, coragdo e figado de camundongos que receberam agua, IPA,
alcool 7% e lapulo por 30 dias e expostos a solugdo salina (ImL/kg). Os dados estdo expressos como
média + desvio padrdo (n=8 animais por grupo). Ndo houwe diferenca estatistica entre os grupos

tratados (p > 0,05, teste t).

4.4  Anédlises da antigenotoxicidade da cerveja IPA e seus subprodutos

através do Ensaio Cometa

Para verificar acdo antigenotoxica da cerveja do tipo IPA, alcool 7% e lapulo

ap6s o consumo moderado crénico, os camundongos foram expostos a uma dose de
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50mg/kg do agente alquilante CP e 4h ap6s foram analisados os danos em sangue
total periférico. Apds 24h da exposicdo a CP, amostras de cortex cerebral, coracéo e
figado foram analisadas através do Ensaio Cometa (Figura 6).

De acordo com a figura 6 pode-se observar uma diferenca estatisticamente
significativa nos danos ao DNA em sangue total periférico, demonstrando que o grupo
gue recebeu cerveja IPA e lipulo apresentaram reducdo nos danos ao DNA gquando
comparados ao grupo agua (p < 0,05). Além disso, o grupo que recebeu lapulo
demonstrou danos ao DNA mais baixos em relacdo ao grupo alcool 7% (p <0,05). Em
contrapartida, o grupo que recebeu alcool 7%, apresentou danos maiores ao DNA em
relacdo ao grupo que consumiu cerveja IPA (p <0,05).

Na avaliacdo dos danos ao DNA no cértex cerebral (Figura 4), 0s grupos
gue receberam cerveja IPA e lapulo demonstraram reducdo nos danos ao DNA em
relacdo ao grupo agua durante o periodo de experimento (p < 0,05). Contudo, 0 grupo
que recebeu alcool 7% ndo apresentou diferencas estatisticamente significativas
guando comparado aos demais grupos.

Nas células do coracéo (Figura 6) houve uma diferenca significativa entre
0 grupo que recebeu alcool 7% em comparacao ao grupo cerveja IPA (p < 0,05)
demonstrando que a cerveja IPA apresenta menores niveis de danos ao DNA e maior
acao antigenotoxica em relagéo ao grupo alcool 7%.

No figado (Figura 6) observa-se que houve uma reducdo nos danos ao
DNA nos grupos que receberam cerveja IPA e alcool 7% quando comparados ao
grupo que consumiu agua (p < 0,05), mostrando que sdo antigenotdxicos nestas
condicbes experimentais. Em relacdo ao grupo que recebeu ldpulo, ndo foram
observadas diferencas significativas em relacdo aos outros grupos, sugerindo que o

consumo crénico ndo demonstra acdo antigenotoxica no figado de camundongos.
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Figura 6. Danos em DNA avaliados através do parametroTail Intensity (%) no Ensaio Cometa em (A) sangue
total periférico, (B) cortex cerebral, (C) coracdo e (D) figado de camundongos durante o consumo crdnico
de agua, IPA, alcool 7%, lUpulo e expostos ao agente CP (50 mg/Kg). Os dados estao expressos como
média + desvio padrdo (n=8 animais por grupo). "As extremidades das linhas representam diferenca

significativa entre os grupos abaixo (p < 0,05, teste t).
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4.5 Andlise da antigenotoxicidade da cerveja IPA através do desafio do

peréxido de hidrogénio (H20z2)

A fim de avaliar a atividade antigenotoxica do consumo moderado cronico da
cerveja tipo IPA, e seus componentes isolados (alcool e lUpulo), as células sanguineas
dos camundongos foram desafiadas ex-vivo com peréxido de hidrogénio e analisados
0s danos causados ao DNA através do parametro Tail Intensity (%) no Ensaio Cometa
(figura 7).

Os valores obtidos nos grupos que receberam cerveja IPA e ldpulo foram
significativamente menores em relacdo ao grupo que ingeriu agua (p < 0,05, teste t),

demonstrando que a cerveja IPA e o lipulo possuem acao antigenotdxica ex vivo.
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Figura 7. Danos em DNA avaliados através do parametro Tail Intensity (%) no Ensaio Cometa em sangue
total periférico de camundongos que consumiram agua, IPA, alcool 7% e ldpulo e foram expostos ao
peréxido de hidrogénio (H202) ex vivo. Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo (n=8

animais por grupo). *Diferenca significativa em relacdo ao grupo agua (p < 0,05, teste t).
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4.6 Mutagenicidade da cerveja IPA

O teste de micronucleos avaliou se o consumo crénico moderado de cerveja
IPA, &lcool 7% e lipulo promove efeitos mutagénicos nos camundongos durante o
periodo de trinta dias. A tabela 2 apresenta os resultados encontrados neste teste.
Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas (p<0,05)
no numero de eritrécitos policromaticos (EPC) micronucleados na medula 6ssea de
camundongos entre 0s grupos que receberam cerveja IPA, alcool 7%, lapulo e agua.
Em relagdo a proporcdo de EPC/ENC, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos, demonstrando que a producdo de
eritrocitos estd ocorrendo normalmente na medula Ossea, sem indicios de
citotoxicidade (tabela 2). Estes dados corroboram com os dados encontrados no
Ensaio Cometa, demonstrando que a cerveja IPA e seus compostos isolados néo

demonstram aumentar danos ao DNA de camundongos durante o consumo crénico.

Tabela 2. Numeros de eritrocitos policrométicos micronucleados (EPCMn) em medula 6ssea de

camundongos Swiss machos, durante o consumo de cerveja IPA, alcool 7% e lUpulo e agua.

Tratamento EPCMn EPC/ENC
Controle (agua) + salina 0,85 £ 0,69 0,51 £0,01
IPA + salina 1,75 +0,88 0,52 £0,01
Alcool + salina 0,83 +£0,98 0,52 +0.04
Lupulo + salina 0,87 £0,99 0,52 £ 0.04

Foram analisadas 4000 células por amostra. Os dados estdo expressos como média + desvio padrao
(n=8 animais por grupo). Nao houve diferenca significativa entre os grupos (teste t, p > 0,05).

4.7 Antimutagenicidade da cerveja IPA

O teste de micronucleos avaliou se o consumo crénico moderado de
cerveja IPA, élcool 7% e lipulo foi capaz de proteger dos efeitos mutagénicos
induzidos pelo agente alquilante CP em camundongos durante o periodo de trinta dias

de tratamento. A tabela 3 apresenta os resultados encontrados neste teste.
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Tabela 3. Numeros de eritrécitos policromaticos micronucleados (EPCMn) em medula 6ssea de
camundongos Swiss machos, durante o consumo de ceneja IPA, alcool, lGpulo e expostos ao agente

alquilante ciclofosfamida.

Tratamento EPCMnN EPC/ENC
Controle (4gua) + CP 4,00 £ 1,26 0,53 £ 0,03
IPA + CP 3,28 +2,21 0,53 +£0,01
Alcool + CP 3,20 +1,78 0,53 + 0,02
Lapulo + CP 2,75 +1,25 0,52 +0,02

Foram analisadas 4000 células por amostra. Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo
(n=8 animais por grupo). Nao houve diferenca significativa entre os grupos.

De acordo com o0s nossos resultados, ndo houve diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) no nimero de eritrocitos policromaticos (EPC)
micronucleados na medula 6ssea entre os camundongos que receberam cerveja IPA,
alcool 7%, lapulo, agua e posteriormente foram tratados com o agente alquilante CP,
nos (tabela 2), sugerindo que o consumo cronico da cerveja IPA e seus compostos

ndo demonstraram reverter a genotoxicidade ocasionada pelo agente mutagénico CP.
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5 DISCUSSAO

Estudos clinicos tem sugerido que o consumo moderado de cerveja é benéfico
para saude humana, principalmente devido aos seus nutrientes e compostos bioativos
com propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e antimicrobianas (Vazquez-
Cervantes et al., 2021; Camara et al., 2021).

De acordo com Liguori et al. (2018), a atividade antioxidante presente na dieta
pode afetar positivamente os efeitos do estresse oxidativo na patogénese de muitas
condi¢Bes clinicas e envelhecimento. Estudos epidemioldgicos sobre o consumo
moderado da cerveja na saude humana sugerem que a relacdo entre uma dieta
equilibrada, com grandes quantidades de alimentos ricos em polifendis associados a
baixo teor alcodlico, diminuem os riscos de doencas cardiovasculares e
neurodegenerativas (Gaetano et al., 2016).

A cerveja artesanal é produzida com ingredientes diferenciados, com matérias
primas de melhor qualidade, com nenhum ou poucos aditivos quimicos e adjuntos.
Um dos grandes diferenciais nestes tipos de cervejas € a maior concentracao de
lipulo em sua composicdo em relacdo as cervejas comerciais (Wunderlich et al.,2005;
Gerhards et al.,, 2020). Pesquisas comparando alguns tipos de cervejas artesanais
relatam que a cerveja do tipo IPA, por ser originalmente composta com uma alta
propor¢do de ldpulo possui uma maior variedade de compostos fendlicos quando
comparada aos demais tipos, esse parametro influencia na qualidade do resultado
final da cerveja (Cheiran et al., 2019; Caon et al., 2021). Além disso, alguns polifendis
especificos derivados da cerveja exercem respostas biolégicas interessantes. Elas
incluem efeitos antidiabéticos (Costa et al, 2017; Miranda et al, 2016),
anticarcinogénicos (Aichinger et al., 2016; Jiang et al., 2018; Stevens et al., 2004),
anti-inflamatérios (Everard et al, 2012), capacidade angiogénica, melhora do
processo de cicatrizacdo de feridas (Negréo et al., 2012) e antimutagénicos (Wang et
al., 2013).

Tendo em vista os beneficios que os antioxidantes proporcionam a cerveja e a
saude humana, o interesse pelo estudo de suas propriedades nutritivas e
nutracéuticas, em especial com potencial para a prevencdo de numerosas doencas,
tem crescido e atraido um interesse consideravel de varios pesquisadores.

No presente trabalho, camundongos Swiss machos foram suplementados com
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cerveja artesanal do tipo IPA e seus compostos isolados (alcool 7% e lUpulo) afim de
avaliar os parametros comportamentais, capacidade genotdxica/antigenotoxica e
mutagénica/antimutagénica da cerveja tipo IPA, frente a um agente alquilante
sabidamente mutagénico como a ciclofosfamida (CP). Durante o periodo de
tratamento, foi mensurado a quantidade de liquidos ingeridos pelos animais e 0s
resultados demonstraram que nao houve diferencas significativas quando comparada
a ingestdo média de liquidos entre os grupos que receberam agua, cerveja IPA, alcool
7% e lopulo. Achados de estudos anteriores relatam que, semelhante aos humanos,
0os animais dao preferéncia para bebidas suaves que ndo sejam agua. Os ratos
possuem mecanismos enddgenos para a regulacdo da ingestdo caldrica (Morton et
al., 2014). A cerveja artesanal, por possuir mais calorias em relacado aos demais estilos
de cerveja, promove aos animais maior saciedade, portanto um menor consumo
quando comparado a outras bebidas (Hargreaves et al., 2011; Caon et al., 2021). No
entanto, nossos resultados demonstraram que 0s animais ndo deram preferéncia a
nenhum tipo de bebida especffica, incluindo agua.

Em relacdo ao peso corporal dos animais, também ndo foram observadas
diferencas significativas entre os grupos. Isso revela que independente do tipo de
suplementacéo oferecida, os animais mantiveram peso adequados e uniformes entre
0S grupos, o que sugere que a ingestdo da cerveja IPA e seus compostos isolados
(alcool 7% e lapulo) ndo séo fatores interferentes no peso dos animais no periodo de
30 dias. Resultados semelhantes foram apontados por Negréo et al. (2010) e Kolota
et al. (2019), onde ndo foram observadas diferengas na massa corporal em ratos
Wistar machos adultos que receberam solugdo de etanol ou cerveja (ambos contendo
5% de etanol) e aqueles que ndo receberam alcool por cinco semanas.

O abuso do alcool € um importante problema de saiude em todo o mundo.
Estudos anteriores j& demonstraram que o alcool, quando consumido em excesso, €
capaz de afetar varias partes do cérebro, pois interage com os receptores cerebrais,
interferindo na comunicagdo entre as células nervosas e suprimindo a atividade das
vias nervosas excitatérias (Pervin et al., 2021). A ingesta exacerbada de alcool durante
um periodo prolongado de tempo pode ocasionar sérios problemas de cognicdo e
memodria (Harper et al., 2005). Por outro lado, o etanol também possui propriedades
neuroprotetoras e, em dosagem baixa a moderada, reduz o risco de deméncia,
inclusive do tipo Alzheimer (Brust, 2010; Mufioz et al., 2015). Estudos evidenciam que

0 consumo da cerveja € ansiolitico, porém ataxico, ou seja, ocasionando prejuizos nas



funcbes motoras (Gallate et al., 2003). Entretanto, compostos derivados da cerve
podem levar a melhores resultados em testes cognitivos, além de exercer efei
antidepressivo (Lin et al., 2021; Fukuda et al., 2019).

A fim de avaliar os possiveis efeitos do consumo de cerveja IPA e seus
compostos isolados, foram realizados primeiramente os testes comportamentais
para investigar a atividade exploratoria, locomotora e comportamento do tipo
depressivo nos animais.

Inicialmente, utilizou-se o teste de habituacdo ao campo aberto para avaliar
a memoria de habituacdo ao campo aberto dos animais. O grupo que recebeu
cerveja IPA demonstrou aumento na resposta locomotora e dano na memodria
exploratéria, sugerindo que ndo reconheceram o ambiente j4 explorado na sessao
treino e que, esses dados podem ser um indicativo de ansiedade nesses animais.
Gallate et al. (2003) avaliaram os efeitos ansioliticos e ataxicos agudos do
consumo de cerveja em ratos e o0s efeitos ansiogénicos da retirada do livre acesso
a cerveja. Estes autores demonstraram que 0s ratos exibiam comportamentos que
indicava intoxicacao e reducdo da ansiedade, e que 0s animais expostos a cerveja
de forma crbnica exibiam comportamento ansiogénico apenas quando 0 acesso
era interrompido por 24h, sugerindo que o acesso prolongado a cerveja induz
dependéncia de etanol e sindrome de abstinéncia. J& o grupo que consumiu
apenas alcool na mesma propor¢cdo presente na cerveja IPA, ndo demonstrou
diferenca significativa em relacdo aos demais grupos. No entanto, o grupo que
recebeu lUpulo demonstrou que diminuiu a atividade locomotora dos animais e
reduziu a atividade exploratoria, diferencas estas observadas em relagdo a sesséo
treino, demonstrando que os animais reconheceram 0 ambiente que ja haviam
explorado. Em 2019, Ano et al. realizaram um estudo para avaliar se iso-a-acidos
(IAAs), acidos amargos derivados do ldpulo da cerveja melhoram a memdria
dependente do hipocampo por meio da ativacdo do nervo vago. Os autores
relataram que o consumo deste composto pode melhorar as fun¢cdes de memoaria
de reconhecimento espacial e de objetos, ndo apenas em camundongos controles
mas também em camundongos em amneésia induzida farmacologicamente. Foi
visto que o consumo de IAAs aumentou 0s niveis totais e extracelulares de
dopamina no hipocampo de roedores, sugerindo que a ativacdo vagal com

componentes alimentares, incluindo IAAs, pode ser uma abordagem facil e segura
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para melhorar as fungbes cognitivas. Em outro estudo, Sun et al. (2021)
investigaram se o xanthohumol, um componente do ldpulo, poderia melhorar o
comprometimento da memaria e reduzir a deposi¢cdo da proteina B-amiléide. Como
resultado, o xanthohumol reduziu significativamente a deposicdo de B-amildide no
hipocampo e ativou a autofagia e 0s sinais antiapoptoticos, melhorando
efetivamente o comprometimento da memodria.

Ja em relacdo ao teste de suspencdo pela cauda, para avaliar o
comportamento tipo depressivo nos camundongos, ndao foram encontradas
diferencas significativas em nenhum dos grupos. Donoso et al. (2020) avaliaram o
potencial terapéutico de uma variedade de polifendis na reversao do impacto da
separacdo materna no comportamento e no eixo microbiota-intestino-cérebro. Os
ratos foram submetidos a uma intervencédo dietética com os polifendis presentes
no ldpulo, xanthohumol e quercetina por 8 semanas, demonstrando que O0s
polifendis foram capazes de prevenir os comportamentos depressivos e ansiosos
induzido pelo modelo de separacdo materna em roedores, onde os efeitos do
xanthohumol foram correlacionados com o resgate dos niveis plasmaticos de
BDNF. Esses dados corroboram com os achados de Fukuda et al. (2019) que
demonstraram uma diminuicdo do tempo de imobilidade no teste de supensao pela
cauda ap6s o consumo de acidos amargos do lipulo amadurecido, relatando a
supressao nas producBes de citocinas induzidas por lipopolissacarideos no
cérebro e aumento na secrecdo de noraepinefrina, melhorando assim o
comportamento semelhante a depressdo. No entanto, mais pesquisas sao
necessdrias para esclarecer os mecanismos subjacentes do consumo moderado
da cerveja e seus subprodutos nos parametros comportamentais.

Para avaliar a capacidade genotdxica/antigenotoxica da cerveja IPA e seus
compostos isolados testados neste estudo, utilizamos os Ensaio Cometa em
sangue periférico, cortex, coracao e figado de camundongos. Além disso, como
forma de avaliar a atividade antigenotdéxica da cerveja IPA e seus compostos
isolados, as células sanguineas dos camundongos foram desafiadas ex vivo com
peréxido de hidrogénio (H202), apds a suplememtacédo. O Ensaio Cometa é uma
técnica amplamente utilizada para a deteccao de efeitos
genotdxicos/antigenotdxicos de substancias naturais, pois avalia varios tipos de

danos ao DNA, como quebras de fitas simples e dupla, sitio alcali-labeis e ligacbes
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cruzadas entre DNA-DNA e DNA-proteina (Singh, 1988; Liao et al., 2009).

Neste estudo as analises da genotoxicidade através do Ensaio Cometa,
demonstraram que o consumo moderado de cerveja IPA e seus compostos nao
causou danos nas células sanguineas, em cortex, coracdo e figado dos animais
tratados. Os valores foram semelhantes ao grupo controle (agua), sugerindo que a
cerveja IPA e seus subprodutos ndo exercem atividade genotoxica.

Resultados semelhantes foram citados por Amo et al. (2016). O estudo
examinou o potencial nutracéutico da cerveja Blond Lager liofilizada de uma marca
conhecida, bem como de dois de seus componentes bioativos: xanthohumol e
acido folico pelo teste SMART in vivo em Drosophila e in vitro em modelo de células
tumorais. Ao final concluiram que doses moderadas de cerveja Blond Lager podem
ser recomendadas pois ndo é genotdxica, além de exercer protecdo gendmica
contra 0 peréxido de hidrogénio, aumentar a expectativa de vida e inibir o
crescimento de células tumorais. Ainda, os autores relatam que o xanthohumol
protege contra agentes genotdxicos e que o consumo moderado diario de cerveja
pode ser saudavel devido as propriedades que a bebida oferece.

Para avaliar o potencial antigenotoxico da cerveja IPA e compostos isolados
testados neste estudo foi utilizado um agente alquilante, a CP. A ciclofosfamida
(CP) é um agente aquilante anticancerigeno amplamente utilizado. Sua ativacao
metabdlica ocorre pelas enzimas do citocromo P450 (CYP) e seus efeitos
anticancerigenos estdo associados ao seu metabdlito mostarda fosforamida,
enquanto o metabdlito acroleina estd ligado a seus efeitos toxicos, podendo
resultar em tumores secundarios e citotoxicidade em células ndo tumorais. A acao
mutagénica e carcinogénica de varias substancias genotdxicas, como a CP
também envolve a geracao de radicais livres reativos ao DNA, que sobrecarregam
os sistemas de defesa antioxidante endégeno, caracterizando o estresse oxidativo
(Delarmelina et al., 2014; Vredenburg et al., 2015).

Em relacdo as avaliacdbes de antigenotoxicidade, os resultados
demonstraram uma reducédo nos parametros de Tail Intensity (%) induzidos pela
CP e H202 principalmente nos grupos que consumiram Cerveja IPA e ldpulo,
havendo uma reducéo significativa nos danos ao DNA na maior parte dos tecidos
avaliados, o que representa acao antigenotoxica. O grupo que consumiu alcool 7%

demonstrou ser eficaz na reducdo dos danos ao DNA apenas no tecido hepatico,
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mostrando agdo antigenotdxica unicamente no figado.

Uma hip6tese para explicar a acdo antigenotoxica da cerveja artesanal do
tipo IPA encontrada nos resultados esta na sua reconhecida agéo antioxidante. Os
componentes presentes na cerveja acabam agindo sinergicamente e atenuando
possiveis danos que componentes isolados poderiam ter (Arimoto et al., 2006). O
lGpulo parece ser um dos compostos mais genoprotetores dentre os testados,
podendo conferir & cerveja suas propriedades genoprotetoras (Amo et al., 2016).
Em concordancia com os presentes achados Arimoto et al. (2006) avaliaram o
potencial antigenotoxico dos componentes da cerveja contra carcinbgenos
encontrados na dieta humana, nomeadamente aminas heterociclicas. Ao final,
concluiram que a solugéo de cerveja adicionada a dieta como um mimetizador de
aditivo alimentar foi capaz de reduzir a quantidade de danos ao DNA presentes no
figado e no pulmdo de camundongos alimentados com aminas heterociclicas,
sugerindo que os componentes da cerveja atuam de forma protetora contra os
efeitos genotoxicos de aminas heterociclicas in vivo.

Um outro teste utilizado neste trabalho para analise da instabilidade genémica
foi 0 teste do microndcleo (MN) em medula 6ssea de camundongos, que providencia
uma estimativa da quantidade de muta¢cdes cromossdémicas induzidas através de
eventos de clastogénese e aneugénese (Krishna e Hayashi, 2000). Em relacdo as
avaliagbes de mutagenicidade neste teste ndo foram observadas diferenca
estatisticamente significativas no ndmero de eritrécitos policromaticos (EPC)
micronucleados na medula éssea de camundongos entre 0s grupos que receberam
cerveja IPA, alcool 7 %, lipulo e agua, demonstrando ndo possuir acdo mutagénica
na medula 6ssea dos camundongos. Estes dados corroboram com os dados
encontrados no Ensaio Cometa, demonstrando que a cerveja IPA e seus compostos
isolados ndo demonstram aumentar danos ao DNA de camundongos durante o
consumo cronico. Resultados semelhantes foram citados por Nagasako-Akazome et
al. (2007), que ao avaliar os polifendis derivados do lUpulo, mostraram que nenhuma
das concentragfes utilizadas (500 mg/Kg, 1000 mg/Kg e 2000 mg/Kg) dos polifendis
extraidos do lapulo foi genotéxica quando avaliada através do teste do microntcleo
(MN) em eritrécitos policromaticos de camundongos machos.

Ja se tem relatos, hoje em dia, de compostos bioativos e quimicos que

reduzem ou previnem as mutagdes, sendo chamados de agentes antimutagénicos,



devido as suas excelentes propriedades antioxidantes (Di Domenico et al., 2020;
Lopez et al., 2018; Shafreen et al.,2020). Estudos anteriores demonstraram que 0s
polifendis do lupulo na dieta fornecem protecdo contra a oxidacado in vitro e in vivo
e contra a mutagénese (Wang et al., 2014).

Para avaliacdo da antimutagenicidade, da mesma forma que no ensaio
cometa, foi analisado resultados sobre a formacdo de micronicleos em medula
O0ssea de camundongos apéds administracdo da CP. No entanto, ndo foram
observadas diferencas significativas no numero de eritrécitos policromaticos
micronucleados em relacdo ao grupo que consumiu apenas agua, sugerindo que
a cerveja IPA e seus subprodutos ndo tiveram acdo protetora frente ao agente
alquilante CP.

Kac et al. (2008) verificaram a antimutagenicidade do lUpulo e seu principal
flavondide, o xanthohumol. Eles concluiram que o xanthohumol ndo € mutagénico
e exerce um efeito protetor muito forte contra a genotoxicidade induzida pelo
carcinogénico 2-amino-3-metilimidazol (4,5-f) quinolina (IQ), uma amina
heterociclica, substancia produzidas durante a exposicdo de alimentos a altas
temperaturas. Ainda, o estudo fornece evidéncias adicionais para o potencial efeito
preventivo ao cancer do xanthohumol.

Achados semelhantes foram descritos por Wang et al. (2014), onde a
administracdo de um extrato de polifenol extraido do lipulo nas doses de 20 mg/kg,
40 mg/kg e 80 mg/kg preveniu significativamente a mutagenicidade induzida pela
ciclofosfamida em camundongos machos e fémeas de 8 a 10 semanas de idade.

Por fim, nossos resultados demonstraram que o consumo moderado da
cerveja artesanal tipo IPA e seus subprodutos € eficaz na prote¢do e na reversao
dos danos causados pelo agente aquilante CP. Com isso, pode-se sugerir que a
cerveja IPA bem como seus derivados ndo apresenta acdo genotdxica e
mutagénica, e o0 consumo de forma moderada apresenta acdo antigenotoxica,
revertando os danos ocasionados pela CP, e no modelo ex vivo, ocasionados pelo
H202, em camundongos.

Considerando a escassez de evidénciasque relatem os efeitos a longo prazo
do consumo moderado da cerveja do tipo IPA e sua acdo no material genético,
uma analise mais completa sobre as propriedades da cerveja artesanal tipo IPA e

seus subprodutos podera permitir estudos clinicos posteriormente para delinear
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novas diretrizes do consumo moderado de cerveja artesanal tipo IPA. Ainda é
importante ressaltar que o conceito moderado do consumo de alcool em cada

organismo deve ser estudado e considerado.
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6 CONCLUSAO

Em concluséo, no que se refere aos parametros comportamentais, 0 consumo
moderado da cerveja artesanal tipo IPA e seus subprodutos apresentou melhora na
memoria de habituagdo apenas nos animais que consumiram lUpulo. Em relagéo a
avaliacdo do comportamento tipo depressivo nos camundongos, nao foram
encontradas diferencas significativas em nenhum dos grupos. Ainda, a cerveja IPA e
seus subprodutos ndo apresentaram acao genotoxica e mutagénica durante o periodo
de tratamento. Em relacdo a agdo antigenotoxicidade, os modelos in vivo e ex-vivo
demonstraram resultados semelhantes nos grupos que receberam cerveja IPA e
lGpulo, apresentando menores danos ao DNA quando comparados aos grupos que
consumiram alcool em todos os tecidos, com excecdo nas células do figado onde o
grupo que recebeu alcool demonstrou maior capacidade de reverter os danos ao DNA
quando comparado ao grupo que recebeu ldpulo. No entanto, em relacdo a acao
antimutagénica, ndo houve diferenca estatisticamente significativa no nimero de
micronlcleos em medula 6ssea entre os camundongos, sugerindo que a cerveja IPA
e seus compostos ndo demonstraram reverter a citotoxicidade ocasionada pelo
agente mutagénico CP.

Dessa forma, o consumo moderado de cerveja tem sido relacionado a efeitos
benéficos a salde humana devido ao seu alto valor nutricional e bioldgico,
provenientes de seus compostos bioativos. No entanto, mais estudos sdo necessarios
a fim de confirmar o efeito a longo prazo do consumo da cerveja artesanal IPA e seus
compostos isolados e sua a¢do no material genético, visto que os compostos bioativos
encontrados na cerveja agem como antioxidantes, atuando contra a genotoxicidade

induzida pelo estresse oxidativo.
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