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INFLUENCIA DO CONSUMO DIARIO DE ALTAS DOSES CAFEINA NA
DENSIDADE OSSEA ALVEOLAR DE RATOS: UM ESTUDO HISTOMETRICO

EFFECT OF INTAKE OF HIGH DOSES OF CAFFEINE ON ALVEOLAR BONE
DENSITY IN RATS: A HISTOMETRIC STUDY

Bezerra JP*, Bastos MF™, da Silva LRF*™*, Duarte PM™"*

RESUMO: O objetivo do presente estudo foi avaliar, por meio de uma analise histométrica, o efeito do consumo cronico de altas
doses de cafeina na densidade 6ssea alveolar de ratos. Vinte e quatro ratos Wistar foram aleatoriamente divididos em um dos grupos
experimentais: teste (n=12): administragdo diaria de 4gua com cafeina (10mg/100g corpoérea/dia) durante 56 dias; controle (n=12):
administracdo didria de agua sem cafeina durante 56 dias. Cingiienta e seis dias apos o inicio da ingestdo de cafeina, os animais
foram mortos ¢ as mandibulas removidas para obtengdo de cortes histologicos descalcificados. A densidade ¢ssea inter-radicular
do primeiro molar inferior foi analisada por meio de histometria. A densidade 6ssea para o grupo que ingeriu cafeina (81 + 5,8%)
foi estatisticamente inferior ao grupo controle (83,4 £ 6,7%) (p<0,05). Em conclusdo, o presente estudo em ratos demonstrou que a
ingestdo diaria de altas doses de cafeina pode exercer uma influéncia negativa na densidade 6ssea alveolar.
PALAVRAS-CHAVE: Osso alveolar. Cafeina. Histometria.

ABSTRACT: The objective present study was to evaluate, by histometric analysis, the effect of high doses of caffeine on alveolar
bone density in rats. Twenty-four Wistar rats were divided into one of the following groups: Test (n=12): rats with 10mg/100g
body weight/day of caffeine via drinking water for 56 days. Control (n=12): rats without caffeine ingestion. Fifty-six days after
the beginning of caffeine ingestion, the animals were killed and the specimens processed in order to obtain decalcified sections.
The bone density in the furcation area of the first molars was evaluated histometrically. Bone density was lower for caffeine
group (81 + 5.8%) when compared to non-caffeine group (83.4 £ 6.7%) (p<0.05). In conclusion, the present study demonstrated

that daily intake of high doses of caffeine may have a negative influence on alveolar bone density.
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INTRODUCAO

Tem sido demonstrado que diversos fatores como o
consumo de tabaco, baixo peso corpoéreo, deficiéncia de
estrégeno, alcoolismo e consumo inadequado de célcio
podem influenciar a densidade do tecido dsseo e aumentar a
incidéncia de osteoporose nos ossos esqueléticos e orais!S.
Neste contexto, a influéncia dos fatores sistémicos no 0sso
alveolar tem sido recentemente investigada devido sua grande
importancia na odontologia, principalmente nas reabilitacdes
protéticas, implantodontia e periodontia.

Acafeinaéumadassubstancias psicoativas mais consumidas
em nossa sociedade, sendo o componente principal do café e
de alguns chas. A mesma tem sido ainda incorporada também
em outros alimentos como sorvete, iorgute, suco de laranja e
medicamentos. Embora controverso, o consumo exagerado de
cafeina tem sido considerado um possivel fator de risco para

diminuigdo da densidade éssea e provavel aumento de fratura
em casos osteoporose’®. O mecanismo celular e molecular
pelo qual a cafeina altera o metabolismo dsseo ainda nao
estd bem esclarecido’. Heaney e Recker!® demonstraram um
efeito deletério no metabolismo de célcio em mulheres na pré-
menopausa que ingeriam cafeina diariamente. Glajchen et al."
nao encontraram alteragdes Osseas apos analise histométrica
na tibia de ratos que receberam cafeina, mas demonstraram
aumento do processo de remodelagdo dssea pelo aumento nos
niveis de osteocalcina nestes animais. Mais tarde, Wink et al.'?
relataram que a ingestdo de cafeina resulta na interrupcdo da
atividade mitocondrial de osteoblastos e osteoclastos de ratos
neonatos. Recentemente, Tsuang et al.'* demonstraram que a
cafeina in vitro apresenta um efeito deletério para a viabilidade
de osteoblastos, induzindo apoptose destas células.

Apds levantamento bibliografico, foi observado que
ndo existe na literatura informagdes sobre a influéncia do
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consumo cronico de altas doses de cafeina no osso alveolar.
A identificacdo e o isolamento dos fatores de confundimento
permanece como um grande desafio para os estudos clinicos
que visam avaliar a influéncia de um fator especifico no
metabolismo 6sseo. Desta forma, os estudos em animais podem
oferecer a vantagem de avaliar a influéncia de um determinado
fator isoladamente, sem o efeito de outros possiveis fatores
de risco. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar, por
meio de uma analise histométrica, o efeito do consumo diario
de altas doses cafeina na densidade dssea alveolar de ratos.

MATERIAL E METODOS
Animais

Vinte a quatro (24) ratos machos Wistar (£ 300g) com
90 dias foram incluidos neste estudo. Os animais foram
mantidos individualmente em gaiolas plasticas com agua e
comida ad libitum. Antes do inicio do experimento os animais
foram aclimatizados no ambiente do Biotério de Biociéncias
da Universidade Guarulhos por 5 dias. Esse estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica para Estudos Experimentais da
Universidade Guarulhos.

Delineamento do estudo

Os animais foram aleatoriamente divididos em um dos
seguintes grupos experimentais:

Grupo teste (n=12): consumo diario de cafeina (10 mg/
100g de peso corpdreo/dia) diluida em agua por 56 dias;

Grupo controle (n=12): consumo diario de agua sem
cafeina por 56 dias.

Conforme descrito, os animais foram mantidos sozinhos em
gaiolas plasticas, o que permitiu um controle efetivo da dose de
cafeina ingerida. A concentragdo de cafeina foi ajustada a cada
2 dias para compensar o volume nao ingerido no dia anterior e
o peso dos animais no decorrer do experimento.

Preparo histolégico e andlise histométrica
Apo0s 56 dias, os animais foram mortos na cdmara de CO,.
As mandibulas foram removidas e seccionadas em blocos
contendo os molares esquerdos. Os espécimes foram colocados
em formol neutro tamponado a 4% por 48 horas. Apos o
processo de fixacdo e posterior lavagem em agua destilada,
os espécimes foram descalcificados em uma solu¢do de EDTA
por 45 dias. Em seguida, os mesmos foram desidratados em
uma série de solugdo de alcool etilico (60-100%) sob constante
agitacdo. As pecas foram entdo diafanizadas em xilol, infiltradas
com parafina e incluidas em blocos de parafina. Secgdes
de cerca de 6um de espessura foram obtidas desses blocos,
coradas por hematoxicilina e eosina (H&E) e digitalizadas
para posterior avaliagdo histométrica. A figura 1 representa um

corte histologico obtido de um animal do grupo teste.
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Figura 1: Corte histologico obtido de um animal do grupo teste.

Por meio de um programa de analise de imagens (Image-
Pro®; MD, EUA),
as densidades do osso interradicular do primeiro molar

Media Cybernetics, Silver Spring,
inferior esquerdo foram obtidas de 5 imagens previamente
selecionadas por corte histologico. O examinador desconhecia
o grupo ao qual a imagem pertencia. A densidade 6ssea foi
avaliada com o auxilio de um reticulo quadriculado sobre o
qual foi feita a contagem dos pontos coincidentes com 0sso na
regido a ser avaliada (Figura 2). Os valores foram expressos
em porcentagem, considerando a quantidade de pontos totais
da regido delimitada em relacdo a quantidade de pontos
coincidentes com osso [densidade 6ssea = (nimero de pontos
coincidentes com osso/ nimero de pontos totais) x 100].

MEDIDA DOS PONTOS COINCIDENTES
COM 0SSO

DENSIDADE OSSEA NA REGIAO
INTERRADICULAR

Figura 2: Ilustracdo da regido a ser avaliada e simulacdo do
sistema de contagem de pontos coincidentes com osso por meio da

sobreposi¢do de um reticulo quadriculado.
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Analise estatistica
Inicialmente, uma média da densidade dssea das 5 secgdes
avaliadas foi obtida, obtendo-se um resultado final para cada
animal e para cada grupo (com e sem ingestdo de cafeina).
A hipétese de que a administragdo de cafeina ndo influencia

a densidade 6ssea alveolar foi testada por meio do teste de
Mann-Whitney (p< 0,05).

RESULTADOS

100 834 o1
80
60

40 4

20 A

cafeina

controle

Grupos

Figura 3: Densidade 6ssea (%) inter-radicular do grupo
teste (com ingestdo de cafeina) e controle (sem ingestdo de
cafeina).

A figura 3 representa a densidade ossea inter-radicular
do grupo teste (com ingestdo de cafeina) e controle (sem
ingestdo de cafeina). A densidade Ossea para o grupo que
ingeriu cafeina (81,0 + 5,8%) foi estatisticamente inferior ao
grupo controle (83,4 + 6,7%) (p=0,0369). A figura 4 ilustra os
resultados histologicos de um animal do grupo controle (A)
e do grupo teste (B), respectivamente. Os espacos medulares
apresentaram-se mais amplos no grupo teste quando comparado
ao grupo controle, o que resultou em uma densidade menor no
grupo que ingeriu cafeina.

A B

Figuras 4: A- Fotomicrografia de um molar inferior esquerdo de um
animal do grupo controle, que ndo ingeriu cafeina.
B- Fotomicrografia de um molar inferior esquerdo de um
animal do grupo este, que ingeriu cafeina por 56 dias.
Observe os espagos medulares mais amplos apontados pela

seta na figura B (cafeina).

2:UnG

Sua Universidade. Sua Carreira,

| Revista Saude |

H

DISCUSSAO

Algumas investigagdes cientificas utilizando modelos
clinicos, em animais e in vitro foram previamente realizadas
com objetivo de avaliar o impacto do consumo de cafeina e/ou
café no metabolismo dsseo, gerando resultados controversos'-
. Embora alguns estudos tenham reportado uma influéncia
negativa da cafeina no metabolismo dsseo, o foco do presente
estudo foi verificar o efeito da mesma especialmente no osso
alveolar, que apresenta grande importancia em odontologia.

Os resultados encontrados neste estudo sugerem que a
ingestdo diaria de cafeina pode diminuir a densidade do osso
alveolar na regido inter-radicular. Até o presente momento,
ndo existem estudos clinicos e em animais que avaliaram a
relagdo entre consumo de cafeina e a densidade 6ssea alveolar,
dificultando uma comparagdo mais direta com os presentes
dados. Os exatos mecanismos pelos quais a cafeina afeta o
metabolismo 6sseo ainda ndo estdo totalmente esclarecidos,
embora algumas hipodteses tenham sido levantadas. Kamagata-
Kiyoura et al. ° e Rapuri et al."” demonstraram que a cafeina
inibe a proliferagdo de osteoblastos e apresenta efeitos
deletérios na viabilidade destas células, aumentando a taxa de
apoptose. Além disso, em nivel molecular, a cafeina diminuiu
a expressao do receptor de vitamina D (VDR) em células-tipo
osteoblastos, o que poderia ser um possivel mecanismo do
efeito deste agente no tecido 6sseo. Em ratos, altas doses de
cafeina foram relacionadas com o aumento do remodelamento
0ssseo, avaliado pelos niveis de osteocalcina sérica'l. Além
disso, a mesma foi associada com a redu¢do de contetudo
mineral 6sseo em animais'*'¢, Alguns estudos demonstraram
que o consumo de cafeina ndo apresenta nenhuma associagao
com perda 6ssea em mulheres jovens?!, mas pode exercer uma
influéncia negativa na densidade 6ssea em mulheres idosas'*
16, Este fendmeno pode ser explicado pelo fato de ingestdo
cronica de cafeina aumentar a excre¢ao de calcio na urina e, a
eficiéncia de absor¢ao de calcio intestinal diminuir com idade,
conduzindo ao desequilibrio de calcio em idosas?*?.

No presente estudo, o ajuste de dosagem de cafeina e sua
administragdo diaria na 4gua dos animais foram realizados para
simular um consumo crénico de cafeina em humanos. A alta
dose de cafeina usada neste trabalho esta de acordo com outros
estudos que também avaliaram o efeito de cafeina no tecido
Osseo'"1318 O total de cafeina que foi diariamente administrado
em nosso estudo (10mg/100g peso corporeo) foi equivalente
a 1360mg/70 kg0,75 em humanos, quando a conversdo foi
ajustada para o peso corporeo metabodlico (kg0,75). Como a
quantidade média de cafeina em um café é 85 mg/xicara, a
dosagem usada neste estudo foi equivalente ao consumo de 16
xicaras de café por dia.
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Estudos clinicos que avaliem os efeitos da cafeina
no metabolismo 0sseo se deparam com varios fatores de
confundimento, que podem ser contornados pelos estudos
em animais. Primeiramente, ¢ problematico determinar o
nivel de ingestdo diaria de cafeina, devido a variagdo da sua
quantidade nos produtos comerciais (por exemplo, cafés, chas e
refrigerantes). Além disso, € necessario que o proprio paciente
relate adequadamente os produtos contendo cafeina ingeridos
diariamente. Adicionalmente, muitas vezes, o consumo de
cafeina ocorre em conjunto com outros fatores de risco para
perda éssea como consumo de cigarros, alcool e osteoporose.
Um exemplo cléssico ¢ a tendéncia dos fumantes consumirem
mais cafeina quando comparados aos ndo-fumantes?®?’,
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