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INTRODUGAO:

A cicatrizacido e reparo dos tecidos
possuem fatores que podem afetar
positivamente  ou  negativamente este
processo. No caso, o componente alimentar,
ou seja, a dieta foi o fator a ser estudado e
que atua como componente critico em todos
0s processos de cicatrizagdo de feridas
(Demling., 2009).

mostraram que, de acordo com sua dieta,

Estudos com ratos

estes poderiam possuir uma menor carga e
rigidez 6ssea maxima (Yamanaka et al.,
2018). Sobre a cafeina na dieta e o reparo
alveolar, ha um trabalho realizado em 2015
que mostrou que a ingestdo diaria de café
fervido e a administracdo de cafeina pura
afetaram o processo de reparo 6sseo apos a
extracdo dentaria em ratos, incluindo retardo
na producao de tecido de granulagao (Macedo
et al., 2015). Contudo, ndo ha estudos que

mostram o impacto do consumo de café diario

na arquitetura das trabéculas Osseas e sua
densidade e como ocorre a osteogénese apos

O reparo.

Fluorocromos sao compostos quimicos
que possuem a capacidade de se ligar ao
calcio no momento da precipitacdo na matriz
6ssea organica. Portanto, as marcacbes de
fluorocromo representam a quantidade de
precipitacao de calcio, permitindo assim medir
a formagao éssea (Ferreira et al., 2015). Com
esse marcador podemos avaliar uma possivel
alteracdo causada pela cafeina no momento
da osteogénese no reparo alveolar se assim
ocorrer, ja que os trabalhos sobre a influéncia
da cafeina no calcio sao conflitantes.

No presente trabalho, o objetivo foi
descrever a influéncia do café na osteogénese
do reparo 6sseo alveolar em ratos Wistar por
meio da avaliagdo de marcadores de

Fluorocromo e densidade mineral 6ssea.

METODOLOGIA:
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Este projeto foi submetido a apreciagao
e analise da Comisséo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) do Instituto de Biologia (IB)
da UNICAMP. A Comissao avaliou e aprovou
sob protocolo CEUA 5324-1/2019.

Amostra

Foram utilizados 8 ratos machos
(Rattus _novergicus albinus), da linhagem
Wistar, com 2 meses de idade (200-250gq),
provenientes do centro multidisciplinar para
investigagdo bioldgica na area de ciéncia em
animais de laboratério- CEMIB- UNICAMP.
Foram mantidos no biotério da FOP/UNICAMP
em gaiola coletiva (4 animais/caixa), os ratos
do grupo controle, e em gaiolas individuais os
ratos do grupo com ingestdo de café, com
temperatura em 22 * 2°C, ciclo de Iluz
controlado (12/12h) e acesso livre a agua e
racao até os dois meses de idade, e apés
esse periodo o grupo controle continuou tendo
acesso livre a agua e ragao, mas o grupo com
ingestdo de café teve acesso controlado a
agua e livre para ragao.

Os ratos foram  aleatoriamente
distribuidos em dois grupos para os
experimentos:

1) grupo controle (n=4) ;

2) grupo café (n=4) .

Modelo de adaptacdao a entrada de
café

A quantidade de café ingerida
pelos animais foi estimada com base no
consumo humano diario de 4 xicaras (240 mL)
por dia para uma pessoa pesando 60 kg
(adaptado do trabalho de Macedo et al.,
2015). Assim, os ratos passaram a receber a
ingestao de café torrado, moido e cozido para
a adaptacdo de 50 mg/ mL (1,2 mL de infuséo

de café / dia), reduzindo a oferta de agua,

durante os 28 dias a partir do dia zero da
exodontia. Essa quantidade de café ingerida
pelos animais foi decidida com base no estudo
de Macedo et al, 2015 que estudou os efeitos
da ingestdo de café e cafeina intraperitoneal
no processo de reparo 6sseo e que se baseou
no consumo humano por dia por uma pessoa

pesando 60 kg.

Exodontia

O procedimento foi realizado sob
anestesia geral utilizando solugdo de
quetamina (40-87 mg/kg) e relaxante muscular
xilazina (5-13 mg/kg), por via intraperitoneal.
Uma vez verificada a sedacado e os sinais de
anestesia, foi realizada a antissepsia do
campo operatério com polivinilpirrolidona
iodada (Riodeine Industria Quimica e
Farmacéutica Rioquimica, Sdo José do Rio
Preto, Sdo Paulo, Brasil) e em seguida, foi
realizado a exodontia do incisivo superior
direito, utilizando instrumental especialmente
adaptado para este fim (Okamoto e De Russo,
1973). A mucosa gengival foi suturada com fio
de poliglactina 910 (Vicryl 4.0 — Jhonson &
Jhonson, New Brunswick, NJ, Estados
Unidos).

Injecao de Fluorocromos

Em ambos os grupos, controle e
experimental, 2 ug/kg do peso animal de
calceina verde intravenosa foi administrada
(Sigma Chemical Co St Louis Mo, EUA) aos
14 dias a partir do dia de extragao foi
realizado. Em ambos os grupos, 2,5 ug/kg do
peso animal de alizarina vermelha intravenosa
foi administrada (Sigma Chemical Co St Louis
Mo, EUA).

Eutanasia
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A morte dos animais foi realizada no
dia 28, sendo o dia zero o dia da exodontia,
por dose excessiva de anestésico. A cabeca
foi desarticulada do corpo e dissecada para
retirada em bloco e fixada em solugdo de
formol a 10% e tampao fosfato 0,1M (pH 7,4),
durante 24h a 4°C.

Processamento histolégico e
Anadlise de Fluorescéncia

Logo apdés a eutanasia, os ratos de
todos os grupos, tiveram sua maxila direita e
separadas ao meio. As pecas foram fixadas
em formol a 10%. As pecas foram colocadas
na maquina de histotécnico para desidratagao
(sequéncia de alcoois). Apds a desidratagao,
as pecas foram imersas em solugdo de
metilmetacrilato  (Classic, Classic Dental
Articles, Sado Paulo, SP, Brasil) em trés banhos
para fixar as pecas. O catalisador utilizado foi
0 peroxido de benzoila (1%, Riedel-de Haén
AG, Seelze-Hannover, Alemanha). Apds a
polimerizagdo, os blocos de resina foram
cortados no plano sagital com uso de um
disco de carborundum montado em baixa
rotacdo. As partes foram lixadas com lixas de
diferentes granulagbes até chegar na
espessura de 08 pm.

Para analise de microscopia de
fluorescéncia no alvéolo do incisivo superior
direito as imagens foram obtidas usando
combinacbes apropriadas de excitacdo e
filtros. As imagens das laminas foram
capturadas em microscépio confocal a laser
(Leica TCS SP5, Heerbrugg, Switzerland).
Foram avaliados a area de osso (um?) e a taxa
de aposicdo mineral no Software Imaged
(Processing Software and Image Analyses,

Ontario, Canada).

Avaliagao por meio da Micro CT

Os espécimes de cada grupo foram
submetidos a micro tomografia
computadorizada em um microtomoégrafo
(Skyscan 1174) com voltagem de 50 kV,
amperagem de 800 mA.

Apdés obtencdo das imagens, as
mesmas foram reconstruidas
tridimensionalmente e o alvéolo direito em
cada espécime foi selecionado como regido
de interesse. As medidas para obtengdo da
densidade mineral 6ssea (DMO) foram obtidas
no Software CT-Analyzer (Skyscan, Leuven,

Bélgica).

Analise estatistica

Os dados da taxa de aposicdo de
minerais foram avaliados no teste de Mann
Whitney (bicaudal). Os dados da area dssea
foram analisados com anadlise de variéncia de
duas vias (ANOVA). Resultados significativos
foram avaliados estatisticamente com o teste
de comparacbes multiplas de Sidak. Todos os
testes apresentaram nivel de significancia de
5%. Foi utilizado o programa estatistico
GraphPAD Prism v.8 (San Diego, CA, EUA).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Fluorocromos:

Nao houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos para a taxa de
aposigcao de minerais (teste de Mann Whitney,
P =0,7756) (Figura 1)
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Figura 1. Taxa de aposicdo mineral
6ssea em cada grupo. P=0.7756 (Teste Mann
Whitney).

Os dados foram analisados com
ANOVA two-way para comparar as diferengas
entre os grupos (controle e café) e

fluorocromos (calceina e alizarina). A
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interacdo entre o0s grupos nao foi
estatisticamente significativa, enquanto a
interacdo entre os fluorocromos foi (P
<0,0001). A analise intragrupo mostrou
diferenga estatisticamente significativa entre

os fluorocromos injetados

Figura 2. Area de osso alveolar
avaliada nos grupos P<0.0001 (ANOVA

Two-way)* Indicam a diferencga intra-grupo.

14 dias (calceina) e 28 dias (alizarina) apés a
exodontia (teste de Tukey P <0,0001) (Figura
2). No grupo do café, houve tendéncia de

diminuicio da alizarina.

Micro CT:

As médias da densidade mineral 6ssea

foram obtidas. No grupo que ingeriu café, a
média foi de 1,8352 g/cm® No grupo que
ingeriu agua (controle) a média foi de 1,5732

glcm®,

A diminuicdo da alizarina no grupo café
mostrou que o impacto do café no
metabolismo do calcio gera essa tendéncia de
diminuir a mineralizacdo no reparo alveolar.
No presente estudo, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos
para a taxa de aposicdo mineral e nem para
densidade mineral 6ssea. Apesar disso, o
grupo café apresentou uma tendéncia de
diminuigdo da alizarina, ou seja, 0 0SSO jovem

é reduzido.

CONCLUSOES:

Em conclusao, o efeito da ingestao de
café sobre a dindmica éssea alveolar apds a
extracdo dentaria foi verificada uma tendéncia
de haver diminuicdo do osso renovado no

grupo que bebeu café.
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