2=UnG

CEPPE

Centro de Pés-Graduacgao,
Pesquisa e Extensao

) MESTRADO EM ODONTOLOGIA
AREA DE CONCENTRACAO EM PERIODONTIA

JOYCE PINHO BEZERRA

INFLUENCIA DA INGESTAO CRONICA DE ALTAS
DOSES DE CAFEINA NA PERIODONTITE INDUZIDA POR
LIGADURA E NA DENSIDADE E REPARO OSSEO EM
TIBIAS DE RATOS: ESTUDO HISTOMETRICO

Guarulhos
2008



JOYCE PINHO BEZERRA

INFLUENCIA DA INGESTAO CRONICA DE ALTAS
DOSES DE CAFEINA NA PERIODONTITE INDUZIDA POR
LIGADURA E NA DENSIDADE E REPARO OSSEO EM
TIBIAS DE RATOS: ESTUDO HISTOMETRICO

Dissertacéo apresentada a Universidade Guarullias pa
obtencéo do titulo de Mestre em Odontologia
Area de Concentrac&o: Periodontia
Orientador (a): ProfaaDMarta Ferreira Bastos
Co-orientador (a): Profa. Dra. Polidendes Duarte

Guarulhos
2008



B574i

Bezerra, Joyce Pinho
Influéncia da ingestao crénica de altas doses de cafeina na periodontite
induzida por ligadura e na densidade e reparo 6sseo em tibias de ratos:
estudo histométrico / Bezerra, Joyce Pinho. Guarulhos, SP, 2008.

47f.;31cm

Dissertacdo (Mestrado em Odontologia, area de concentracdo em
Periodontia) - Centro de P6s-Graduacao, Pesquisa e Extenséo,
Universidade Guarulhos, 2008.

Orientadora: Profa. Dr2. Marta Ferreira Bastos
Co-orientadora: Profd. Dr2. Poliana Mendes Duarte
Bibliografia: p. 44-46

1. Periodontia. 2. Densidade 6ssea. 3. Café. |. Titulo. Il. Universidade
Guarulhos.
CDD 22°'617.632




2UnG

CEPPE

A Comissdo Julgadora dos trabalhos de Defesa de Dissertacdo de
MESTRADO, intitulada “INFLUENCIA DA INGESTAO CRONICA DE ALTAS DOSES
DE CAFEINA NA PERIODONTITE INDUZIDA POR LIGADURA E NA DENSIDADE
E REPARO OSSEO EM TIBIAS DE RATOS: ESTUDO HISTOMETRICQO”, em
sessdo publica realizada em 11 de Dezembro de 2008, considerou a candidata

Joyce Pinho Bezerra aprovada com louvor.

N

7N

2. Profa. Dra. Lucilene Hernandes Ricardo, %ﬂ%d@/

3. Profa. Dra. Luciene Cristina de Figueiredo s (L e d



Dedico esse momento especial aos meus pais, BezRegina,
gue ndo mediram esfor¢cos para que essa conquistanasse
possivel e que sdo 0s meus grandes orientadoxédana

e a minha avo Lozinha que é minha companheira de

fé e de muitos sonhos.



AGRADECIMENTOS

Hoje, tenho a certeza que, a despeito de todo meerého e dedicacao, os resultados e o
aprendizado que obtive com a producgéo deste traljeathais seriam possiveis sem o incentivo e
a solidariedade que recebi de muitas pessoas ememtiés momentos. Nao daria, neste espaco,
para citar o nome de todas elas e as circunstamsiasque todas colaboraram, mas é
imprescindivel citar algumas.

Antes e acima de qualquer pessoa agradeco a Detenpas oportunidades e caminhos, e
pela coragem para acreditar e seguir a Sua Vontade.

Aos meus pais, Bezerra e Regina, pela minha edocgg serem fonte de amor,
incentivo, apoio (em todas as fases da minha vaeinando-me, principalmente, a importancia
da construcao e coeréncia dos meus proéprios valores

Aos meus irmaos mais novos, Matheus e Lucas, poestimularem a querer ser uma
pessoa melhor a cada dia.

Ao professor Ms. Roberto Ferrari, primeiro oriemtadexemplo de profissionalismo e
caréater, grande responséavel pelo inicio dessa loagénhada.

A secretaria municipal de satde de Sdo Miguel dauiba enfermeira Antdnia Soares,
amiga e exemplo, cuja compreenséo possibilitouegueontinuasse sonhando e batalhando pelos
meus ideais.

A UnG, na pessoa da professora Dra. Magda Fguesconduz estes estudos com ética,
competéncia, transparéncia e humildade, agraddampertunidade e por ter me aceitado como
aluna.

A minha orientadora neste trabalho, professora Reata Ferreira Bastos, por me ensinar
a encarar os desafios, por acreditar na minha chguBce ndo me deixar desistir, por me passar
ensinamentos que extrapolam o universo académico.

A minha co-orientadora professora Dra. Poliana Meriduarte por me fazer entender a
verdadeira esséncia do que € ser mestre e pehhosaoi sorriso que ela da toda vez que me Vvé.

Aos demais professores de periodontia e de dewtisjue me ensinaram com prazer e
dedicacdo parte do que sei e, 0 que € mais impestdaspertaram em mim o interesse pela

pesquisa.



Aos amigos de turma que me aceitaram como sou t(exc&duardo e o Marcelinho)
sempre fazendo criticas construtivas e passandopag de: determinacdo (Juliana), equilibrio
(Kelly), coragem (Vanessa), companheirismo (Geislrtaleza (Josefa), solidariedade
(Marceldo), tranquilidade (Datte), auto-conhecime(Eduardo) e bom humor (Marcelinho).
Nunca esquecerei nenhum de voceés.

A Josefa por me fazer sentir tdo perto de casa masmildmetros de distancia e ser meu
porto seguro em um territorio absolutamente desaxdh até entéo.

Aos funcionarios e técnicos dos laboratorios delugia (Paulo Rogério) e geo-ciéncias
(Rossana), clinicas (Adriana e Cintia) e do biotéalunos de iniciacdo cientifica e todos que
contribuiram direta ou indiretamente para a dexéddizacdo de todas as etapas desse estudo.

Aos meus amigos e familiares piauienses que ent@mda minha auséncia e torceram
para que eu sempre viajasse em paz.

Meu sincero e carinhoso, muito obrigada.



“Decolar, mesmo que com medo de avido. Navegammegie a rota
tenha que ser tracada no meio da viagem. Arrigtasmo que
a Unica coisa a apostar seja a sua propria cordgeendade &
saber que o céu nao é o limite. Foi sabendo diss@diomem
chegou a Lua. Liberdade é saber que ndo existeantgzs.
Vocé vai ser mais feliz se arriscar mais, se emteqde errar
nada mais é do que estar a um passo do acertoonesm
gue a dois do préximo erro. Ndo importa.
O caminho se faz na caminhada".
(Autor desconhecido)



RESUMO

Embora alguns estudos tenham demonstrado a inffuérgativa da cafeina sobre o
metabolismo 0sseo, o0s resultados ainda sdo corgosveAlém disto, a literatura ndo apresenta
relatos sobre o efeito desta substancia no tecideodperiodontal. Os objetivos deste estudo
foram avaliar os efeitos de altas doses de cafedgngeriodontite induzida por ligadura e no
reparo e densidade 6ssea em tibias de ratos. & matro ratos Wistar foram divididos em dois
grupos:sem cafeinanos quais os animais ndo ingeriram cafeicafeing no qual os animais
ingeriram diariamente 10mg de cafeina/100g de pegwdreo diluida na agua de beber durante
56 dias. Duas semanas apds o inicio da ingestacaftdna, um dos primeiros molares
mandibulares foi aleatoriamente escolhido paraberce ligadura, enquanto que o dente
contralateral permaneceu sem a mesma. Quarenta @as apOs o inicio da ingestao de cafeina,
gue correspondeu a 34 dias ap0s a colocacdo ddulagaos animais foram submetidos a
confeccdo de um defeito cirargico de tamanho orif@mm de diametro) na tibia direita de
ambos 0s grupos, enquanto que a tibia contralgteraianeceu sem defeito. Oito dias apos a
criacdo do defeito 6sseo, que correspondeu a Segiss o inicio da administracéo de cafeina, os
animais foram mortos e o0os espécimes processad@s gidencdo de seccdes histoldgicas
descalcificadas da mandibula e tibias. A areagauriento periodontal e/ou perda dssea na regiao
de furca do primeiro molar, a porcentagem do ogsZionmado na tibia direita e a densidade
0ssea da tibia esquerda foram avaliadas historeteicte. Os resultados demonstraram que a
ingestao crbnica de altas doses de cafeina naseapoe efeito direto na perda 6ssea alveolar nos
molares sem ligadura (p>0,05); porém, foi capaauwaentar a area de perda 0ssea dos dentes
gue receberam ligadura (p<0,01). O grupo que ingesfeina também apresentou um menor
reparo 0sseo quando comparado aos animais do gepo cafeina (p< 0,001), entretanto
nenhuma alteracdo da densidade O0ssea foi obsgip=20®5). Em concluséo, o presente estudo
demonstrou que a ingestao diaria de altas doseafdma pode aumentar a perda 0ssea induzida
por ligadura e causar disturbios no reparo 0ssebpr ndo altere a densidade 6ssea em tibias de
ratos.

Palavras-chave: periodontite induzida por ligadueparo 0sseo, cafeina, densidade Ossea,
fatores de risco.



ABSTRACT

Although some studies have reported a negativeianie of caffeine on bone metabolism, in
addition, the findings are still controversy ancerth is no information about its effect on
periodontal bone tissues. The objectives of thidystvere to evaluate the effects of high doses of
caffeine on ligature-induced periodontitis and @md healing and density in the tibia of rats.
Twenty-four Wistar rats were assigned to one of filowing groups:non-caffeine group,
animals without caffeine ingestion andffeine group that ingested 10mg/100g body weight/day
of caffeine via drinking water for 56 days. Two \Weefter the beginning of caffeine intake, one
of the first mandibular molar was randomly assigtedeceive a ligature, while the contralateral
tooth was left unligated. Forty-eight days aftex beginning of caffeine intake, corresponding to
34 days after ligature placement, a critical-sizegigal defect (3mm of diameter) was created in
the right tibia of both groups, while the contralat tibia was left without defect. Eight days fate
the creation of the bone defect, corresponding6tadys after the beginning of caffeine intake,
the animals were sacrificed and the specimens gsedein order to obtain histological
decalcified sections of the jaw and the tibia. &hea of periodontal ligament and/or bone loss in
the furcation region of the first molars, the patege of new bone formation in the right tibia
and the bone density in the left tibia were histvioally determined. Caffeine intake did not
present a direct effect on the alveolar bone Inamiigated teeth (p>0.05); however, it produced
a greater area of bone loss in the ligated tee#0.Qb). The caffeine group presented a
significantly lower area of new bone formation, wheompared to the non-caffeine group
(p<0.001). On the other hand, no alterations wérserved in the bone density of the caffeine
group (p>0.05). In conclusion, the present studyalestrated that daily intake of high doses of
caffeine may increase the ligature-induced bong &gl may cause disturbed bone healing, but
does not alter bone density.

Key words: ligature-induced periodontitis, bonellmgg caffeine, bone density, risk factors
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1 INTRODUCAO

1.1Doencas periodontais: definicao e etiologia

Doencas periodontais sao patologias infecciosas dgsencadeiam um processo
inflamato6rio nos tecidos de protecdo (tecido gesmlyjive sustentacdo (0sso, cemento e
ligamento) do elemento dental (LINDHE, 1997).

A doenca restrita ao tecido gengival € denominaataigite, que pode ser transitoria
ou persistente, e pode ou nao progredir para @otede sustentacdo do dente. Estudos sobre
gengivite experimental demonstraram que o acumelbidfiime bacteriano nas superficies
dos dentes resulta no desenvolvimento de um pr@dgafiamatorio circundante a gengiva
(LOE et al, 1965).

A periodontite, por sua vez, é um processo inésrique leva a destruicdo dos
tecidos de protecao e suporte dos dentes e resuli@s vezes, na perda do elemento dental,
considerada a principal causa de perda dental dividonos adultos. Em uma fase inicial, o
tecido gengival responde ao acumulo de biofilme comprocesso inflamatoério agudo que
resulta em perda de colageno perivascular. Substsiiente, esta leséo inicial progride e
observa-se uma densa infiltracdo de linfocitos #asucélulas mononucleares, alteracao
funcional dos fibroblastos e continua perda dedtede protecdo dental. A lesdo estabelecida
se distingue das fases anteriores pela predommateiplasmécitos e auséncia de perda
Ossea. Essa lesdo estabelecida pode permaneca @staanos ou décadas, ou ainda pode
progredir para uma lesdo mais destrutiva. Os fatgue causam a progressao ainda nao estao
bem esclarecidos. A lesdo avancada tem como paiscigaracteristicas: a perda éssea
alveolar, do ligamento periodontal e uma destruipads evidente da arquitetura tecidual. Os
principais sinais clinicos decorrentes deste pgemesflamatorio compreendem a
profundidade de sondagem, sangramento marginal @onaagem, recessao gengival,
supuracao e mobilidade (PAGE et al., 1976).

A etiologia infecciosa, bem como as espécies bao@s relacionadas a saude
periodontal ou as diferentes formas de doencasdmrtais ja foram amplamente estudadas
por meio de diferentes técnicas microbiologicasst®leontexto, tem sido sugerido que a
composicao do biofilme apresente um papel impatantinicio e na progressao das doencas
periodontais (HAFAJEE & SOCRANSKY, 1994).



Associacdes entre 40 espécies bacterianas preseatenicrobiota subgengival de
individuos com periodontite ou saude periodontedrfo analisadas por Socransky et al., em
1998. Os autores descreveram cinco complexos [auisr principais no ambiente
subgengival, além de ter sido proposta uma possiggliéncia de colonizacdo dessas
espécies. Os trés primeiros complexos sao comppstosspécies compativeis com saude
periodontal e demonstraram grande associagado €ntséo eles: complexo roxo, que inclui
Actinomyces odontolyticuesVeillonella parvula complexo amarelo, composto por um grupo
de estreptococos Sfreptoccus mitis, Streptococcus sanguinis, Stoeptus oralis,
Streptococcus intermediusStreptococcus gordonji e complexo verde, formado pelas
espécieapnocytophaga sputigena, Capnocytophaga gingiv@kigpnocytophaga ochracea,
Eikenella corroden® Aggregatibacter actinomycetemcomitaswotipo a e b. Os complexos
laranja e vermelho sdo formados por espécies camasids patogénicas. O grupo laranja
parece preceder a colonizacdo pelo vermelho eifaido em dois subgrupos: um central,
composto por Fusobacterium nucleatum, Fusobacterium periodomticuPrevotella
intermedia, Prevotella nigrescens e Parvimonas apieroutro grupo periférico, formado por
Eubacterium nodatum, Campylobacter rectus, Campytas showae, Campylobacter
gracilis e Streptococcus constellatud. Ultimo complexo a colonizar o biofilme subgeradiv
denominado vermelho, foi fortemente relacionado cprofundidade de sondagem e
sangramento a sondagem e é composto pelas espaaiesrellaforsythia, Porphyromonas
gingivalis e Treponema denticolaPosteriormente, algumas espécies de actinomicetos
(Actinomyces gerencseriae, Actinomyces israeliijnAotyces naesludisorotipos 1 e 2)
foram agrupadas em um novo complexo, denominadb (822CRANSKY & HAFAJEE,
2002).

1.2 Fatores de risco

Embora o biofilme bacteriano especifico seja resgoel pelo estabelecimento e
progressao das doencas periodontais, estudososlieiem animais tém demonstrado que
fatores sistémicos como: diabetes melitos, o consde cigarros, estresse e osteoporose
podem desempenhar um importante papel na exacerdag&sposta do hospedeiro frente ao
desafio bacteriano (GROSSI et al., 1995). Por sgidvo, a influéncia destes fatores na
doenca periodontal tem sido amplamente investigad&ANDAR, 2002; RYAN et al.,
2003; JOHNSON & HILL, 2004; LERNER, 2006).



Resumidamente, o estabelecimento e progressaofetgdo periodontal podem ser
modificados por diversas condi¢des locais ou sistsn Condi¢cdes de risco sistémicas tém
sido identificadas por meio de varios estudos epiol®gicos que utilizam anélises
estatisticas para corrigir fatores de confundiment@ssociar co-fatores de risco. Os fatores
de risco reconhecidos atualmente sdo: diabetesosiespecialmente em individuos com
controle glicémico deficiente, e fumo. Existem a@nas chamados determinantes de risco
associados a doenca periodontal dentre eles, aaggéme qual homens apresentam mais
doenca; idade, com maior ocorréncia da doenca ermosde fatores genéticos, como
polimorfismos de mediadores inflamatérios (GENCQlet 1996). Outros estudos apontam
fatores como indicadores de risco, como o “stresshsumo de bebidas alcodlicas e
osteopenia e osteoporose (ALBANDAR, 2002; LERNEGQS).

1.3 Tecido 6sseo

O tecido 0sseo é altamente especializado e dioanuonstituido por células
especificas, matriz mineralizada e ndo mineralizadespacos que incluem a medula 0ssea,
canais vasculares, canaliculos e trabéculas. O ésson tecido vivo em constante
remodelacéo, ndo somente durante a fase de cresoid®esqueleto, mas também em toda a
vida adulta. Durante o desenvolvimento, o esquéetsculpido de maneira a ganhar forma e
tamanho pela remocéo de osso de um sitio e depasigdoutro, processo esse chamado de
modelacdo. Uma vez que o esqueleto atinge a madtigrjd processo continua, porém, neste
instante, substituindo no mesmo sitio um 0sso argiyy um mais recente. Esse processo
denomina-se remodelacao (LERNER, 2006).

Os osteoblastos sdo células especializadas dasidilmesénquima que tem a funcéo
de deposicdo e manutencao do tecido 6sseo. Samsaseis pela producéo de proteinas da
matriz 0ssea, formas de fosfatase alcalina e re@ptdo hormdnio da paratiredide. As
proteinas da matriz 6ssea incluem colageno tipo duas que, em maior ou menor

7

quantidade, apenas sao expressas no tecido éssesteécalcina é considerada a mais
especifica proteina ndo colagena do 0sso. A sugessgo em adultos € restrita ao 0sso,
dentina e cemento. Os ostedcitos sao células rfarentiadas da linhagem dos osteoblastos
e podem permanecer na matriz é6ssea por longosipsriembora sua funcao ndo esteja ainda
completamente esclarecida, diversas evidénciagapague estas células possuem um papel

critico na manutencao da massa 6ssea (HUGHES 2086).



Osteoclastos maduros séo células geralmente gra@d@ea 100m de diametro),
multinucleadas, com muitas mitocondrias e numerbsossomos. O componente mineral da
matriz é dissolvido por acidos dentro dos sitiosrebsorcdo que se formam através de
projecbes da membrana dos osteoclastos. Os contpenela matriz degradada séo
endocitados para o interior do osteoclasto e ldmygara o exterior através da membrana do
lado oposto ao que esta ocorrendo a reabsor¢cdo MABAS, 2000).

A base para o processo de remodelacdo € a awvidadformacdo éssea pelos
osteoblastos e reabsorcéo pelos osteoclastos. Baicdes fisioldgicas essas duas atividades
agem simultaneamente, ou seja, a quantidade ddmssada pelos osteoblastos é a mesma
reabsorvida pelos osteoclastos. Em condi¢fes mital) por sua vez, esse desequilibrio
pode gerar a perda de massa 0ssea por uma prothgfdmente ou pelo excesso de
reabsor¢cdo (LERNER, 2006). Dentre as substanciasstigadas como fator de risco para
osteopenia e osteoporose esta a cafeina, que poeertar efeitos negativos ou deletérios
sobre o metabolismo 6sseo (KIEL et al.,1990; KAMATRAKIYOURA et al., 1999).

1.4 Cafeina

A cafeina (1, 3, 7 trimetilxantina) € uma das sadas farmacologicamente ativa
mais consumida pela populacéo e pode estar preserteta de diversas formas, como por
exemplo: café, chas, refrigerantes, energéticoediaamentos. Sdo encontrados indicios que
a cafeina pode ter efeitos de estimulagdo sobtenwsnervoso central e musculatura
cardiaca, efeito diurético e relaxamento da musmaldisa (GLAJCHEN et al., 1988). Tem
sido observado ainda que a cafeina apresenta dapacide estimular a perda éssea,
diminuindo a sua densidade mineral e aumentandson e fraturas (HERNANDEZ-
AVILA et al., 1991; BARRETT-CONNOR et al., 1994; MER et al., 1997; RAPURI et al.,
2001; HUANG et al., 2002; OHTA et al., 2002; TUCKERal., 2006).

1.4.1. Efeito da cafeina sobre o metabolismo 6sseo

1.4.1.1 Estudos em animais

Yeh et al. (1986) avaliaram o efeito da cafeinaes@bmetabolismo do célcio. Foram

administradas, diariamente, duas concentracdeafdaa (2,5mg e 10mg/100g de peso) pela

via subcutanea durante 3 semanas. Os autores atsmarum aumento da excrecéo fecal e



urinaria de calcio no grupo que recebeu cafeinandpuacomparado ao grupo controle.
Embora a excre¢do tenha sido aumentada pela caésireutores também relataram que os
niveis de calcio permaneciam normais no organisexddd a um efeito compensatoério do
aumento da absorcéo intestinal.

Evidéncias sobre o efeito da cafeina no metaboliésseo foram demonstradas por
Glajchen et al., em 1988. Os autores realizaramegtado histomorfométrico e também
analises de marcadores séricos de metabolismo (ssteocalcina e paratormonio), em ratos
que receberam durante 8 semanas duas doses deacgféi e 10mg/100g de pes@s
autores observaram que, embora a administracddcar@e cafeina tenha aumentado
ligeiramente o remodelamento Gsseo, evidenciadpagehento da osteocalcina no sangue; as
analises histomorfométricas demonstraram que oddedsseo nao foi alterado pela
administracéao das diferentes doses de cafeina.

Em outro estudo realizado em ratos durante semusas, foi avaliado o efeito da
ingestdo de diferentes doses de cafeina (3, 250md/Rg por dia) nas concentragbes de
fluoretos, calcio e fosforo, por meio de examesiilea, sangue e fezes. Também foi relatado
um aumento na excrecdo urinaria de calcio. No emtaste efeito ndo foi suficiente para
influenciar significativamente o equilibrio do déleo organismo (CHEN & WHITFORD,
1999).

Mais recentemente, Huang et al., em 2002, avaliaagpossibilidade de exercicios
fisicos antagonizarem os efeitos deletérios dairtafeobre o metabolismo ésseo. A cafeina
foi administrada aos ratos na agua de beber naentracdo de 10mg/100g de peso por 10
semanas e os animais foram divididos em quatroogrugem cafeina e sem exercicio, sem
cafeina e com exercicio, com cafeina e com exereicicom cafeina e sem exercicio. Os
autores demonstraram que o tratamento com altass dies cafeina provocou alteragdes no
tecido 0sseo, incluindo a baixa densidade minenaineefeito prejudicial na quantidade de
calcio contida no osso. O programa de exerciciizaio neste estudo nao interferiu nos
efeitos negativos causados pela cafeina.

1.4.1.2 Estudos em humanos

Em humanos, a ingestdo de cafeina tem sido adsoeidbaixa densidade mineral
0ssea e maior risco de fraturas.
Hernandes-Avila et al(1991) avaliaram as possiveis associacdes enti@asade

antebraco e quadril e 0 consumo moderado de acoafeina por meio de um questionario



sobre dieta aplicado a mulheres americanas de mda@de (34-59 anos). Os autores
observaram que a ingestdo de cafeina apresentowelagdo positiva com o risco de fratura
de quadril, mas ndo com fratura de antebraco eldosm que a ingestdo de cafeina e o

consumo moderado de alcool aumentam o risco dedisasem mulheres nessa faixa etaria.

Resultados contrarios aos encontrados por Hersahdéa et al (1991) foram
descritos por Lloyd et al., em 1997. Neste estfmlavaliado o efeito da ingestao de cafeina
na densidade 6ssea dos quadris e do esqueleto8dmulBeres saudaveis, no estado pos-
menopausa, com faixa etaria de 55 a 70 anos de @lgde nunca haviam sido submetidas a
terapia de reposicdo hormonal ou que a tivesseousadiltimo ano. As mulheres foram
divididas em trés grupos: baixa (0 a 2 copos dé cafeinado), moderada (3 a 4 copos) ou
alta ( 5 copos) ingestao de cafeina. A ingestdo de @afeinou entre 0 e 1400 mg/dia e ndo
foi observada associacdo com a baixa densidada @ssporea ou do quadril e nenhuma
alteracdo nos valores de densidade Ossea foi eadantAssim, 0s autores sugerem que a
ingestdo de cafeina ndo é um fator de risco padapessea em mulheres saudaveis na pés-
menopausa.

Massey e Whiting (1993) realizaram uma revisao itlratura sobre o papel da
ingestdo de cafeina na excrecdo de célcio e, portan metabolismo 6sseo. Os autores
relataram que em pelo menos 3 horas apds a ingdst@afeina, ocorre um aumento na
excrecdo de célcio, magnésio, sodio e cloreto. Amparar dados epidemiolégicos em
animais e em humanos, 0s autores sugerem quenpdinares jovens que consomem uma
boa quantidade de célcio, moderadas doses de &giefem ter um pequeno ou nenhum
efeito danoso; uma vez que o aumento da excregaariar e fecal de célcio pode ser
compensado por um aumento na absorcao intestio@nR mulheres idosas ndo conseguem
manter o equilibrio entre excrecdo de calcio estigede cafeina, principalmente quando o
consumo de calcio € abaixo do recomendado. Assiakesequilibrio no metabolismo de

calcio pode atuar como fator de risco para o dedeimento de osteoporose.

Mais recentemente, Conlisk e Galuska (2000) realmaum estudo transversal para
observar a relacéo entre a ingestdo de cafeirdersidade 6ssea em mulheres jovens. Neste
estudo foram avaliadas 177 mulheres brancas e\ssiggaa faixa etaria entre 19 e 26 anos.
Por meio de um questionério, foram obtidas infodeacsobre o consumo de café, café
descafeinado, chas, refrigerantes a base de dudaplates e medicamentos durante os 12
meses previos. A densidade éssea foi obtida poo aeianalises radiograficas da espinha

lombar e pescoco. Depois de ajustes estatisticasvpaaveis de confundimento como altura,



massa corporea, ingestdo de alcool, calcio, pedeintabaco, os autores concluiram que a
ingestao de cafeina ndo € um fator de risco impiarf@ara diminuicdo da densidade 6ssea em

mulheres jovens.

Rapuri et al(2001) estudaram o papel da cafeina como fatasde para perda 0ssea.
Os autores observaram a influéncia da ingestadtate (300mg/dia) e baixas300mg/dia)
doses de cafeina na perda 6ssea em mulheres {@8s@sanos) em um estudo longitudinal
realizado durante trés anos. As mulheres que caasualtas doses de cafeina apresentaram
uma taxa significativamente maior de perda Ossemndp comparadas as mulheres que
consumiam baixas doses do produto. Os autoresuimarml que uma ingestao de cafeina
superior a 300 mg/dia pode causar perda éssea.

Resultados contraditorios aos anteriores foranerdes por llich et al. (2002) que
relacionaram o consumo de bebidas alcodlicas, nafeia condicdo de ex-fumante com a
densidade O6ssea em mulheres idosas. Foram avalipdasjuestionarios, 136 mulheres
caucasianas saudaveis com a média de idade det6Bb anos que nao faziam uso de
medicamentos que pudessem afetar o tecido éssagsiue 0 estrogeno. A ingestao de calcio
também foi medida por meio de questionarios. Agliéacias de ingestdo de cafeina e alcool
e a guantidade de cigarros foram associadas a exaendensidade 6ssea em varias regides
do esqueleto. O consumo de altos niveis de caf@d@300mg/dia) ndo apresentou uma
associagdo com a densidade 6ssea na maioria @is dtacesqueleto. Os autores concluiram
que o consumo de pouca ou moderada quantidadeatd akta associado a baixa densidade
mineral 6ssea, enquanto que a ingestdo de cafeiaistéria de tabagismo ndo estédo

relacionadas e ainda podem ser atenuadas peladagsaltas concentracdes de célcio.

Auséncia de efeito da cafeina sobre o tecido dssebém foi relatado por Rico et al.
(2002) que avaliaram os efeitos da cafeina, vitarBire outros nutrientes na massa 6ssea de
93 mulheres na pdés-menopausa nao-tabagistas, sidav,3 + 7,1 de idade), que nao
receberam terapia de reposicdo hormonal e ndocgwatn nenhuma atividade fisica. As
mulheres foram agrupadas conforme o consumo déneafe100mg/dia e >100mg/dia),
vitamina D, calcio e proteinas e, em seguida fosabmetidas a uma ultra-sonografia 6ssea
quantitativa. A Unica variavel que alterou de forsignificativa a quantidade de tecido 0sseo
nas mulheres foi o consumo de vitamina D. Os asitatebuiram a auséncia de efeito da
cafeina e das outras substancias testadas sobemsalatle 0ssea, aos baixos niveis de

consumo dos mesmos e ao bom padréo nutricionahdbmeres envolvidas no estudo.



Embora os efeitos da cafeina no tecido 6sseo giedamanecam controversos, o
consumo desta substancia tem sido considerado ton da& risco para diminuicdo da
densidade 6ssea (BARRET-CONNOR et al.,, 1994), pasmumento de risco de fraturas
(HERNANDEZ-AVILA et al., 1991), e também pode indlociar negativamente a retencéo de
calcio (CUMMINGS et al., 1995; MEYER et al., 1997).

1.4.1.3 Estudos in vitro

Estudos recentes tém investigado os mecanismalaias e moleculares sobre o papel
da cafeina no tecido 6sseo. Tsuang et al. (2008)siigaram a influéncia do efeito de
concentracdes de cafeina no comportamento de tetemsbprovenientes de ratos neonatos e
mantidos em cultura com cafeina durante 14 dias.r&3sltados demonstraram uma
diminuicdo significativa na viabilidade de osteatds, na formagcdo de colénias e na
formacdo de nddulos/nacleos de mineralizagédo, dstramlo que a cafeina apresenta a

capacidade de induzir apoptose destas célubasro.

O efeito deletério da cafeina no metabolismo O0daetém foi demonstrado em
outros estudosn vitro, acredita-se que a interagdo desta substanciareoaptores de
vitamina D (RVD) possa ser um possivel mecanismeit@mina D possui um papel critico
na regulacdo do metabolismo 6sseo e sua acao seideteracdo da mesma com receptores
especificos que sdo encontrados em células osséiobt Rapuri et al. (2007) testaram o
efeito da cafeina na expressdo do RVD e observaragéio da vitamina D no osso. Neste
estudo foi avaliado o efeito de diferentes dosesafieina (0,2; 0,5; 1 e 10mM) na expressao
do RVD em osteoblastos humanos, e na atividadefodéatase alcalina, que é
reconhecidamente um marcador de atividade ostdimlalas-oram observadas diminuicao
foi revertida pela vitamina D. Os autores sugericpma a cafeina afeta 0 metabolismo 6sseo
por interferir na expressdo do RVD e na agdo damiita D nas células osteoblasticas de

humanos.

Focking et al., em 2005, sugeriram que o efeitcaf@ina sobre tecido 6sseo pode
estar associado ao receptor de glucocorticoide ,(Bdhsiderado um dos principais fatores na
inducéo de osteoporose. Os autores observaram om@néw nos niveis de RNA mensageiro
para RG em osteoblastos humanos mantidos em cutumadiferentes concentracdes de

cafeina. Este resultado sugere que o mecanismautegelo qual a cafeina atua como um



fator de risco para osteoporose pode ser via esgoagenica de RG em células osteoblasticas

humanas.

1.4.2 Cafeina como fator de risco para a doengadmettal e reparo 6sseo

Embora existam algumas evidéncias da influénciativegda cafeina no tecido 6sseo,
nao sao encontradas na literatura informacfes sol@feito de seu consumo crénico na
doenca periodontal, patologia esta que possui qamngipal conseqiéncia a perda de 0sso
alveolar. Apenas dois estudos podem ser indirettamelacionados com a perda 6ssea em
casos de infeccao periodontal.

Kamagata-Kiyoura et al., em 1999, avaliaram a petsiteracdo entre cafeina e a
prostaglandina HPGE,), que tem sido encontrada em niveis elevados taws sbm doencas
periodontais, em cultura de osteoblastos provessedé ratasOs resultados demonstraram
que a associacdo de PGE cafeina inibiu a proliferacdo osteoblastica,uantp ambos
agentes separadamente também tiveram efeito inditestas células quando em altas
concentracdes. Assim, 0s autores levantaram péteeipst vez a hipétese de que a cafeina
pode acelerar a perda 0ssea periodontal, constituim fator de risco para a progressao
dessa doenca.

Sakamoto et al. (2001) verificaram os efeitos diesamo do café com altas e baixas
doses de cafeina no metabolismo 6sseo por meiovam@io dos niveis de marcadores
bioquimicos presentes na urina (calcio, fosforoeatinina, osteocalcina) e analises
histomorfométricas em ratos. Concomitantementgubsres também investigaram os niveis
de citocinas relacionadas a reabsorcdo Ossea, T{{i&tor de necrose tumora)- e IL-6
(interleucina-6), na presenca de cafeina e apéorashde uma estimulacdo por LPS
(lipopolissacarideos). Com a ingestdo da cafeioiaolbservado apenas um aumento na
excrecdo de fésforo. Os autores ndo observaramagdtes histomorfométricas na presenca de
cafeina e o nivel das citocinas nado foi alterada pedo dessa substancia com ou sem o
estimulo por LPS.

Evidéncias cientificas sobre o efeito da cafeinaremaro 6sseo sédo ainda mais
escassas. O reparo do tecido 0sseo apresenta gmgaiéncia em medicina e odontologia
no que diz respeito a neoformacdo 6éssea em cadoatula, alvéolos pds-extracdo dental e

osseointegracao de implantes ortopédicos e dentais.
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O isolamento das varidveis de confundimento comsp,pestilo de vida, doengas
sistémicas, nivel de “stress” permanece como umdgrdesafio para os estudos clinicos que
visam avaliar a influéncia de um fator especifiobbre 0 metabolismo 6sseo ou doenca
periodontal. Desta forma, os estudos em animaigrpodferecer a vantagem de avaliar a
influéncia de um fator isolado de forma controlaskn a interferéncia de outros possiveis

fatores de risco.

1.4.3 Justificativa:

Baseado nas evidéncias do alto consumo de prodedosendo cafeina pela
populacdo, nos indicios do efeito deletério desdsstancia no tecido 0sseo, no fato da
periodontite culminar na perda 0ssea e na escassestudos sobre a relacdo entre doenca
periodontal e essa substancia, parece importamtieaawo impacto do consumo crénico de
cafeina no tecido 6sseo periodontal. Além dissosiderando as controvérsias existentes
sobre a influéncia da cafeina na densidade 6sseaaeséncia de estudos sobre o efeito da
mesma no reparo 0Sseo, processo importante ensakvsituacdes medicas e odontologicas,

torna-se também relevante verificar o papel daicafea densidade e no reparo.
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2 PROPOSICAO

Este estudo teve como objetivo avaliar, por meiartdise histométrica, a influéncia
da ingestédo crbnica de altas doses de cafeina aobre
1- Perda 6ssea alveolar induzida por ligadura em.ratos
2- Densidade e o reparo 6sseo em um defeito criticfiecoionado em tibias de ratos.
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ADMINISTRATION OF HIGH DOSES OF CAFFEINE INCREASES ALVEOLAR
BONE LOSS IN LIGATURE-INDUCED PERIODONTITIS IN RATS .
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ABSTRACT

Background data: Although some studies have reported a negativaantie of caffeine on

bone metabolism, there is no information abougfitsct on periodontal tissues.

Objective: The aim this study was to evaluate the effect ghtioses of caffeine on ligature-

induced periodontitis in rats.

Methods: Twenty-two Wistar rats were assigned to one of fitiewing groups:Non-
caffeine group (n=12): animals without caffeine ingestioiGaffeine group (n=10):
10mg/100g body weight/day of caffeine via drinkingter for 56 days. Two weeks after the
beginning of caffeine intake, one of the mandibufaiar was randomly assigned to receive a
ligature, while the contralateral tooth was lefligated. Forty-two days later, the animals
were sacrificed and the specimens processed im trdibtain decalcified sections. The area
of periodontal ligament and/or bone loss in thecdtion region of the first molars was
histometrically determined.

Results: Caffeine intake did not present a direct effectlmmalveolar bone loss in unligated
teeth. On the other hand, a greater area of basewas observed in the ligated teeth of the

animals that ingested caffeine when compared tr@loanimals (p<0.05).

Conclusion: In conclusion, the present study demonstrateddaity intake of high doses of
caffeine may enhance the ligature-induced periatient

Key Words: alveolar bone, caffeine, periodontitis, rat.
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INTRODUCTION

Periodontitis is an infectious disease charactdrizg the inflammation of the periodontal
supporting tissues, resulting in attachment loss alveolar bone resorptibnPathogenic
bacteria are well established as the etiologicahtgjof the periodontal disea§elsowever
previous studies have demonstrated that systendceamironmental risk factors, such as
smoking, diabetes and osteoporosis may modulatdostal disease progression and

severity™°.

Caffeine, 1, 3, 7-trimethilxanthine, is one of theost commonly ingested psychoactive
compound in the world, being the major componenbenerages, foods and medications.
The hypothesis that caffeine may have an influemcbone metabolism was tested in a series
of laboratory, animal and clinical studiéd In general, these studies have demonstrated
some negative effect of caffeine on bone metabolgman applying evaluations such as bone

cell viability, histomorphometry and bone mineradéx’*2

Although some systemic factors have been recogrased risk for periodontal diseases, no
study to date has evaluated the influence of gaf@onsumption on alveolar bone loss.
Since caffeine could exert a negative influencéone tissues and, the loss of alveolar bone
is one of the most important hallmarks in periodatit was hypothesized that caffeine
could be an aggravating factor in periodontal blmss. Therefore, the aim of this study was
to evaluate the effect of high doses of caffeindigature-induced periodontitis in rats.

MATERIALS AND METHODS
Animals

The University of Guarulhos Institutional Animal ©aand Use Committee previously
approved this protocol. Twenty-two male Wistar ratstained from the Butantan Institute
(Séao Paulo, Brazil), were included in this studiieTats were 90 days of age and weighed
approximately 330 +33g at the beginning of the wtuuring the acclimatization (5 days)
and experimental period (56 days), each animalheased alone in plastic cages with access
to food and drinking watead libitumin the Bioscience Laboratory of Guarulhos Univegrsit

Experimental design

The animals were randomly assigned to one of thlewimg two groups:Non-caffeine

group (n=12); animals without caffeine ingestion; (n=1Q@affeine group ingestion of

% Labina, Purina®, Paulinia, SP, Brazil



16

10mg/100g body weight/day of caffein@as administrated via drinking water for 56 days.
The caffeine intake was determined by adjustingascentration in the water on the first,
third and fifth day of each week throughout the exkpental period. To ensure complete
consumption of the established dose, the volunwfiéine-supplemented water offered was

determined by the amount of water consumed onrénaqus day.
Ligature placement

Two weeks after the beginning of caffeine intakeneyal anesthesia was obtained by
intraperitoneal administration of xylazin (10 mgykand ketamine (10 mg/kg). One of the
mandibular first molars of each animal was randoadgigned to receive a cotton ligature in
a cervical position in order to induce experimemidiodontitis (Figure 1). The contralateral

tooth was left unligated to be used as a control.
Histologic and histometric procedures

Forty-two days after the ligature placement, thisnais were euthanized by G@nhalation.
Subsequently, the jaws were removed and fixed % bOffered formalin for 48 hours. The
specimens were decalcified in a solution contairifgo ethylene-diamine tetraacetic acid
(EDTA), dehydrated in an ascending series of ethaalution and embedded in paraffin.
Serial sections (5 um) were obtained in a mesiaddtection and stained with hematoxylin
and eosin solutions. After excluding the first dast sections in which the furcation area was
evident, ten equally distant sections of each malare chosen for histometric evaluation.
The images of the first molar were photographedthedarea of periodontal ligament and/or
bone loss in the furcation of both first molars wastometrically determined by the same

trained, calibrated and blinded examiner usinghaagie system
Statistical analyses

In order to test the hypothesis that caffeine hadnfluence on interradicular bone loss, an
intergroup analysis was performed by Studentest. In addition, the paired Studenttest
was used for intragroup comparisons between ligatetl unligated teeth. The significance
level established for all analyses was 1% (p< 0.01)

* Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA
® Image-Pro®, Media Cybernetics, Silver Spring, MISA
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RESULTS

All animals gained weight during the study. The mbady weight did not show statistically
significant differences between caffeine and ndifegge groups on day 56 (p=0.27). The
final mean body weight was 412.8 +47.6 g and 3&798.3 g for control and test groups,
respectively. A significant difference in the bdoss of the furcation area between unligated
and ligated teeth was observed for the two experiahgroups (p <0.0001 for non-caffeine
group and, p=0.0006 for caffeine group), showinaf tine cotton ligatures around the teeth
were able to induce bone loss. Caffeine intake nditl present a significant effect on the
alveolar bone loss in unligated teeth (p=0.1756 Pperiodontal ligament areas observed in
unligated teeth were 0.15 + 0.05 Aand 0.18 + 0.06 mffor the non-caffeine and caffeine
groups, respectively. On the other hand, a gremtea of bone loss was observed in the
ligated teeth of the animals that ingested caffeiieen compared to control animals
(p=0.0025). The bone loss areas in the ligatedh teeere 0.68 + 0.38 nfhand 1.49 + 0.85
mn? for the non-caffeineand caffeine groups, respectively (Figure 2). FéguBA to 3D
illustrate the histological findings. Figures 3AdaBC show the periodontal ligament and
absence of interradicular bone loss in the furcaticea of unligated teeth from non-caffeine
and caffeine groups, respectively. Figures 3B aDdllBistrate the interradicular bone loss
induced by ligature in non-caffeine and caffeineugps, respectively; and an increased bone
loss in the test group when compared to contraligro

DISCUSSION

It is well recognized that host risk factors sushgenetics, age, gender, lifestyle habits, and
certain systemic diseases can contribute to théopgenesis of periodontal diseases,
increasing soft tissue and alveolar bone destmitfioSome investigatiods? have been
performed to assess the impact of caffeine anafée& consumption on bone metabolism by
clinical trials and experimental models. Althoudtese studi€s? have already reported a
negative influence of caffeine on bone metaboligra,results of the present study contribute
to the original information regarding the effectddily intakeof high doses of caffeine on

ligature-induced periodontitis.

Data suggest that caffeine ingestion increase uigahduced periodontitis, even though
caffeine was not able to induce alveolar bone lngke absence of cotton ligature. To date,
there are no clinical and animal studies that atalthe relationship between caffeine intake
and periodontitis, hampering a more direct comparisiith the present results. Several

studies have demonstrated that bone resorptioreiiogontitis is mediated by increased
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levels of tumor necrosis factor (TNF)-interleukin (IL)-6, IL-1, receptor activator offiN B

d 2*1* and prostaglandin (PG),E°, which are released from macrophages and other

ligan
cells stimulated by pathogens. Sakamoto éf evaluated the effect of coffee ingestion on
TNF- and IL-6 production after lipopolysaccharide (LPS)nulation in rats. The authors
demonstrated that serum levels of these cytokire® warkedly increased at 2 hours after
injection of LPS; however, coffee consumption hackeffect on the production of TNFand
IL-6 with or without LPS injection. It is importantio highlight that Sakamoto et Al.
administrated a lower dose of caffeine, when coegbén our study, and performed an acute
LPS stimulation; while in the present study them@sva chronic stimulus of the ligature. In
support of our results, Kamagata-Kiyoura et’alemonstrated that the association of high or
low concentration of caffeine and Pgdfrongly inhibited the proliferation of osteobldi&e
cells in vitra Interestingly, high concentrations of both caffeamel PGE alone had also an

inhibitory effect on the proliferation of theselsel

The effects of caffeine on bone metabolism arefuibt understood. Similarly to Kamagata-
Kiyoura et al. (1999, other in vitro studies have also demonstrateddagieine inhibits the
proliferation of osteoblast-like celland has deleterious effects on the viability okobtast,
increasing the rate of apoptosis of these Tells addition, since caffeine decreased the
vitamin D receptor (VDR) expression in osteobldst-Icell lines, it could be a potential
agent to interfere on molecular mechanisms of Hoeg?. In rats, high doses of caffeine
have been related to increased bone turnover Hyatireg the serum osteocalcin lev&msnd,
have been associated with reduction in the bonemairconterit’®. Epidemiological studies
have demonstrated that caffeine consumption haasaociation with bone loss in younger
womert®, but could exert a negative influence on bone itiems elderly womert °. This
phenomenon could be explained by the fact thatrmebnmgestion of caffeine increases the
levels of urinary calcium excretiGh** and the intestinal calcium absorption efficiency

decreases with age, leading to calcium imbalanetdierly subject$?

In the present study, the adjustment of caffeineage and its daily administration in
drinking water were performed in order to closeémdate chronic caffeine consumption in
human$'. The high dose of caffeine used in this studyiagreement with other studies that
have evaluated the effect of caffeine on bone ¢83f According to these previous
investigationt™ '8 the total amount of caffeine that was administtatiaily in our study
(10mg/100g body weight) was equivalent to 1360mgkg’® in humans, when the

conversion is based on the metabolic body weighft @ Since the average caffeine amount
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in coffee is 85 mg/cup, the dosage used was eauitab the consumption of 16 cups of

coffee per day.

Clinical studie&"® evaluating the effects of caffeine on bone meiabohave faced various
confounding factors. First, it is problematic tdetenine the daily caffeine intake levels, due
to the variation of caffeine content in the comnrproducts (e.g., coffees, teas and colas)
and the inaccurate patient self-report about aaéfeionsumption. In addition, there is co-
occurrence of confounding variables, such as copsam of cigarettes, alcohol and
osteoporosis with caffeine intake among the popmriatit is recognized, for example, that
cigarette smokers tend to consume more caffeine tien-smoker&?® Therefore, in a
periodontal clinical study, the relationship betwemffeine ingestion and periodontitis may
be difficult to evaluate because coffee consumpisoassociated with other risk factors for
periodontal disease, mainly smoking habits. AltHoum variety of statistical analytic
technigues have been used to identify and overcbmenfluence of these factors, in animal
studies such confounders may be more preciselyaltad.

In conclusion, the present study demonstratedais, rthat daily intakef high doses of
caffeine increases ligature-induced periodontitiserefore, caffeine may be a critical factor

to periodontal tissue breakdown, possibly accalegdhe bone loss of periodontitis patients.
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FIGURES

Figure 1: A- Cotton ligature in the interproximaigion between the first and second molars.

B- Cotton ligature in a submarginal position of thandibular first molar.
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Figure 2: Mean values and standard deviation {nfor the area of periodontal ligament
for unligated teeth and area of interradicular blmss for ligated teeth in both non-caffeine
and caffeine groups. The symbol (*) signifies thatpon-caffeine group, the mean area of
bone loss in ligated teeth is significantly highliean that observed for unligated teeth by
paired Student’s test (non-caffeine intragroup analysis). The sym@ldemonstrates, in
caffeine group, that the mean area of bone loBgated teeth is significantly higher than that
observed in unligated teeth by paired Studenttest (caffeine intragroup analysis). In
addition, the different symbols also represent thatmean area of bone loss in ligated teeth
from non-caffeine group is significantly differetitan that observed in ligated teeth from
caffeine group by unpaired Studenttest (intergroup analysis).
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Figure 3: Photomicrographs illustrating periodoriighment and bone loss in the furcation
area of the mandibular molars for control and ¢getips. (A) Unligated tooth (non-caffeine
group), (B) Ligated tooth (non-caffeine group), (Ghligated tooth (caffeine group), (D)
Ligated tooth (caffeine group). The figures 3A a@@ demonstrate the presence of the
ligament area and absence of interradicular bose & unligated teeth from non-caffeine
and caffeine groups, respectively. Figures 3B abDdckarly show the interradicular bone
loss induced by ligature in non-caffeine and categroups, respectively. In addition, it can
be observed an increased bone loss in the caftpioep (3D) when compared to non-

caffeine group (3B).
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SUMMARY

The aim this study was to evaluate the effect ef dhily administration of high doses of
caffeine on bone healing and density in rats. Ty«moiir Wistar rats were assigned to one of
the following groups:Non-caffeine group (n=12): animals without caffeine ingestion;
Caffeine group (n=12): 10mg/100g body weight/day of caffeine dranking water for 56
days. Forty-eight days after the beginning of aaffeintake, a critical-size surgical defect
was created in the right tibia of both groups, ehhe contralateral tibia was left without
defect. Eight days later, the animals were saedfiand the specimens processed in order to
obtain decalcified sections. The area of new bammétion in the right tibia and the bone
density in the left tibia were histometrically evaled in the medular bonat 8 days post-
operative, the caffeine group presented a sigmfigdower area of new bone formation,
when compared to the non-caffeine group (p<0.0Bb).alterations were observed in the
bone density of the caffeine group, when companetié non-caffeine groupn conclusion,
the present study demonstrated that a high daffgina intake may cause disturbed bone

healing, but does not alter bone density.

Key Words: caffeine, bone healing, bone density, animal study.
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INTRODUCTION

For many decades, caffeine (1,3,7-trimethilxanthizmed the related methylxanthines have
been one of the most commonly consumed pharmacalbgiactive compounds, presenting
a variety of effects on the biological system (Ded882; llich et al., 2002). Due to the
increased consumption of caffeine worldwide, itanpmacological or physiological effects
have been extensively investigated. However, theelits and drawbacks of the caffeine

ingestion remain unclear (Watson et al., 2002; &tgist al., 2008).

Some life styles and nutritional habits (i.e. cefée total calcium and vitamin D intake,
alcohol use, physical activity and smoking) haveerbedentified as factors that could
contribute to the loss of bone mineral density (BMDich et al., 2002; Rico et al., 2002;
Tucker et al., 2006). The effects of caffeine ietaln bone tissues have been assessed by
some experimental and clinical studies and corttadi results have been found. While
some studies have demonstrated that the consunydtaaifeine is associated with a reduced
BMD and an increased risk of fracture (Heaney, 20D21ang et al., 2006); others have
failed to find negative effects of caffeine intake bone metabolism (Johansson et al., 1992;

Barger-Lux and Heaney, 1995).

After a meticulous revision of the literature, iasvnoted that the impact of caffeine on bone
density has been previously explored by some sudiasling et al., 1992; Massey et al.,
1994; Lloyd et al., 1997; Conlisk and Galuska, 20R@puri et al., 2001; llich et al., 2002;
Heaney, 2002; Tucker et al., 2006); however, theme no recognized data relating its
influence on bone healing. Among various clinidahaions, bone density and bone healing
may directly affect the risk and repair of fractrskeletal fragility, orthopedic and dental
implants and bone formation after a dental extoactlherefore, since caffeine is ubiquitous
in the modern diet, the aim of this study was taleate, by histometric analysis, the effect of

the daily intake of high doses of caffeine on bdaasity and healing in the tibia of rats.

MATERIALS AND METHODS
Animals

The University of Guarulhos Institutional Animal @aand Use Committee previously
approved this protocol. Twenty-four male Wistarsraibtained from the Butantan Institute
(Séo Paulo, Brazil), were included in this studiieTats were 90 days of age and weighed

approximately 330 + 33g at the beginning of thelgtlDuring the acclimatization (5 days)
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and experimental period (56 days), each animalheased alone in plastic cages with access
to food (Labina, Purina®, Paulinia, SP, Brazil) addnking waterad libitum in the
Bioscience Laboratory of Guarulhos University

Experimental design

The animals were randomly assigned to one of thlewing two groups:Non-caffeine
group (n=12); animals without caffeine ingestion; (n=1Baffeine group ingestion of
10mg/100g body weight/day of caffeine (Sigma Aldri&t. Louis, MO, USA) via drinking
water for 56 days. The caffeine intake was deteeohiny adjusting its concentration in the
water on the first, third and fifth day of each wdkroughout the experimental period. To
ensure complete consumption of the established, diosevolume of caffeine-supplemented

water offered was determined by the amount of waiasumed on the previous day.
Bone healing and density

Forty-eight (48) days after the beginning of caféeintake, general anesthesia was obtained
by intraperitoneal administration of xylazin (10 t#kg) and ketamine (10 mg/kg). The skin
was cleansed with iodine surgical soap and aniowisf approximately 1 cm in length was
made in the upper area of the tibiae. A full thieks flap was reflected and the bone surface
of the right tibiae was exposed. Under profusensalsolution irrigation, a unicortical
circumferential critical-size defect (3.0 mm x 3rin) was drilled on the methaphyseal area
of the tibiae with a 3.0 mm wide trephine bur abt&ry speed not exceeding 1,500 rpm. The
bur was introduced in the medullar area to creatkilahole of 3mm in height. The soft
tissues were then repositioned and sutured to\aelie primary closure (Poly-vycril 5.0 and
Silk 4.0, Ethicon, Sao Paulo, Brazil). The leftizibemained without surgical defect to be
used in the analysis of bone density.

Tissue processing

Animals were euthanized by G@halation at eight days after the surgical prared of the
bone defect. The caffeine administration was keefil the euthanasia. Both tibia were
removed and fixed in 10% buffered formalin for 48ihs. The specimens were decalcified in
a solution containing 10% ethylene-diamine tetrdacacid (EDTA), dehydrated in an
ascending series of ethanol solution and embeduguhiaffin. Semi-serial sections (5 pm
thick) were obtained in a transversal directioreath defect and the corresponding region in
the tibia without defect and stained with hematoxgihd eosin solutions.
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Histometric procedures

All histometric evaluations were performed usingiarage analysis system (Image-Pro
Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA), by teame trained, calibrated and blinded
examiner. The three most central histological sestiof each defect and the three
corresponding sections in the tibia without defeetre chosen for histometric evaluation.
The selected sections were saved as digital imaggsomposite digital figures were created
by the combination of two small images. This pragedvas performed to permit the view of
the entire defect and to obtain images at a béttezl of magnification for histometric
assessments. For bone healing analysis, the tmeal @A, mni) corresponding to the
cortical and medullar regions of the surgical defeas delineated on the composite image.
Subsequently, the newly formed bone area (NB,mmas also delineated within the TA.
The value of TA obtained was considered as 100%hefarea to be analyzed and the
percentage of NB was calculated according to theviing formula: NB (mmf) X 100 / TA
(mnT). For the analysis of bone density (BD), a stadidad quadrilateral area (1 Mywas
delimited in the medullar area and a checkered rdragwas overlaid on this area,
constituting a drawing with 314 intersections. Thember of intersections under which the
presence of bone tissue was observed was thenetbuhe 314 intersections were
considered as 100% of the area to be analyzedrenBD was calculated according to the
following formula: BD X 100 / 314.

Statistical analyses

The mean percentages of newly-formed bone areb@mel density of the three sections were
averaged for each animal and across animals itwth@xperimental groups (non-caffeine or
caffeine). In order to test the hypothesis thatetaé had no influence on bone healing and
density, an intergroup analysis was performed lgyNfann-Whitney test. The significance

level established for all analyses was 5% (p< 0.05)

RESULTS

All animals gained weight during the study. No istatally significant difference was
observed between the mean body weights of theisafend non-caffeine groups on day 56
(p=0.27). The final mean body weight was 411.8 64pand 393.8 + 52.3 g for the control
and test groups, respectively. The mean percemtaB® in the tibia without defects did not

differ significantly between non-caffeine (20.455.27%) and caffeine groups (19.%7
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7.36%) (p= 0.9396/Figure 1). Figures 2A and 2Bstitate the histological findings of bone
density for non-caffeine and caffeine groups, respely. The medullar areas for control and
test groups were very similar. In addition, thefeial group (27.6% 6.38%) presented a
significantly lower percentage of newly-formed barea in the defect when compared to the
non-caffeine group (86.88 1.70%) (p <0.0001; figure 3). Figures 4A and 4Bsirate the
histological findings of bone healing for non-cafie and caffeine groups, respectively.
Figures 4A demonstrates a considerable increasevinwell-organized bone growth coming
from the walls of the defect in the control groidijpe control defect is noticeably more filled
of new bone when compared to test one. Figure #B/smewly-formed bone more restricted
to areas close to the borders of the surgical tlefecaddition, the bone trabeculae were
immature and poorly organized and the newly-forredical bone was thinner than the pre-

existing cortical.
DISCUSSION

The negative effect of caffeine on bone metaboligs first described in 1982 (Heaney and
Recker, 1982) and, thereafter, many other studege hassessed the influence of this
substance on bone tissue, focusing on bone ddhasling et al., 1992; Harris and Dawson-
Hughes, 1994; Massey and Wise, 1992; Massey &08#; Lloyd et al., 1997; Conlisk and
Galuska, 2000; Rapuri et al., 2001; llich et aDp2;, Heaney, 2002; Tucker et al., 2006).
Thus, the present study evaluated, in an animaleimake effect of caffeine, not only on
bone density, but also on bone healing within agisatly-created critically-size defect.
Caffeine was ingested in the drinking water inrafteto simulate a chronic consumption in
humans. The dose of caffeine used in this studyn@000g body weight) was similar to
those used in previous investigations (Yeh et E86; Glajchen et al.,, 1988) and was
equivalent to 1360mg/70 k& in humans, when the conversion is based on thahulit
body weight (k§™ (Yeh et al., 1986). Since the average amountaffeine in a cup of
coffee is 85 mg, the dose of caffeine used in tuslyswas believed to be high, equivalent to

the consumption of 16 cups of coffee per day.

The results of this study showed that the dailgketof high doses of caffeine during 56 days
does not influence the density of the medullar bointhe tibia. This finding is in agreement
with some previous animal and clinical investigatoin which caffeine or caffeine-
containing products (i.e. coffee, tea, cola, em)ehno harmful effects on bone tissues and/or
calcium metabolism (Cooper et al., 1992; Lloydlet2000; Sakamoto et al., 2001; Chen and
Whitford, 1999; Conlisk and Galuska, 2000; llich @t 2002; Glajchen et al., 1988).
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Glajchen et al. (1988), using a similar experimemt@sign to ours, also failed to find
histomorphometric differences in the medullar aséahe tibial metaphyseal bone between
animals that ingested caffeine and controls. Orother hand, our results are in contrast with
other studies that demonstrated that caffeine kaleterious impact on bone tissue such as
stimulation of bone loss, changes in the mechamicglerties of the bone, decrease in BMD
and increase in the risk of fracture (HernandezaAst al., 1991; Barrett-Connor et al., 1994;
Meyer et al., 1997; Huang et al., 2002; Ohta et28102; Rapuri et al., 2001; Tucker et al.,
2006). Possible explanations for the injurious fi¢he caffeine on bone, observed in these
studies, may be due to the action of this compoondcalcium metabolism and on the
proliferation of osteoblast-like cells. Caffeinecigases urinary calcium excretion by
reducing renal reabsorption and, possibly, reducaigium absorption, leading to negative
calcium balance (Bergman et al.,, 1990; Massey & tWipi 1993; llich et al., 2002).
Interestingly, this mechanism seems to be moreeavich elderly women and rats, since the
augmented calcium excretion leads to a compensatorgase in intestinal absorption in the
young (Daniell, 1976; Yano, 1985; Kiel et al., 19%opper et al.,, 1992; Yeh & Aloia,
1986). Therefore, we speculated that the lack @ftience of caffeine on bone density,

observed in this study, may be attributed to thengpage of our rats (90 days of age).

Our study demonstrated, for the first time, thatdbealing at 8 day after surgical creation of
a critical-size defect was negatively affected bgaay intake of high doses of caffeine.
Although the precise mechanisms involved in thmgliflg remain to be investigated, some
cellular and molecular consequences of caffeindame metabolism have been described
and could partially explain our results. Tassireral. (1991), in am vitro study, showed
that caffeine inhibits the synthesis of the extlata matrix during differentiation of
osteoblasts. In addition, Kamagata-Kiyoura et 8099) demonstrated that caffeine has an
inhibitory effect on the proliferation of osteohtdi&e cells in vitro. Tsuang et al. (2006)
concluded that caffeine may induce apoptosis andcedse the viability of osteoblasts. Wink
et al. (1996) reported that tive vivo intake of caffeine during the early neonatal pemaay
retard the structural remodeling of the tibial npétgsis and induce the appearance of
osteoblasts with disrupted swollen mitochondriacktag et al. (2005) showed that caffeine
amplifies the expression of the glucocorticoid ptoe in osteoblastic cells. It has been
reported that glucocorticoids induce the apoptasisosteoblasts and, therefore, the
glucocorticoid receptor is one of the most impadrfactors in the induction of osteoporosis

in humans (Conradie et al., 2007). Currently, Rapual. (2007) observed that the caffeine



33

dose dependently decreases vitamin D receptor €sipreand alkaline phosphatase enzyme
activity in human osteoblasts; constituting a palssimechanism by which caffeine may

affect bone metabolism.

It is important to note that the use of the critisiae defect is necessary to evaluate the real
impact of any factor that could influence bone mepl According to Lewandrowski et al.
(1999), a 3-mm diameter defect that was surgicallgated in rat tibia did not heal
spontaneously in up to 7 weeks post-operative, mgakihis defect appropriate for
comparative histological evaluations of the newdyried bone. In this study, a critical-size
defect was used, as confirmed by the newly-formatelxlose to the borders of the surgical

defect.

The knowledge of factors that could negatively uefice bone tissue is essential for the
identification of populational groups at risk ofrf®loss and deficient skeletal repair and
regeneration. In this study, it was observed, is,rthat the daily intakef high doses of
caffeine had no influence on bone density, but hadarmful effect on bone healing in
critical-size defects. Nevertheless, further staidiBould be considered in order to clinically

evaluate the relevance of these findings.
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FIGURES

Figure 1: Mean and standard deviation of bone tensi the medullar area of the
methaphyseal region of the tibia for non-caffeined ecaffeine groups. There are no

significant differences between groups (Mann-Whjttest, p>0.05).
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Figure 2: Photomicrographs illustrating the tramsaksections of the tibia without surgical
defect for non-caffeine (A) and caffeine (B) grougisowing a similar pattern of bone density

in the medullar area.
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Figure 3: Mean and standard deviation of newly-fednbone area within the surgical bone
defect created in the methaphyseal region of filmianon-caffeine and caffeine groups. The
symbol (*) represents that the mean percentagewfyaformed bone in the caffeine group

was lower than that of the non-caffeine group (M&vinitney test, p<0.05).
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Figure 4: Photomicrographs illustrating the tramsaksections of the tibia with the surgical
defect for non-caffeine (A) and caffeine (B) groups
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A hipétese de que cafeina exerce efeito prejudimatecido 0sseo tem sido testada
por diversos estudos em humanos, em animaiswviro (RICO et al., 2002; ILICH et al.,
2002; HUANG et al., 2002; FCKING et al., 2005; TSUANG et al., 2006; RAPURI at,
2007). Grande parte dos trabalhos teve como pehégzo observar o efeito da cafeina na
densidade 6ssea e no metabolismo dos mineraisoredalos ao tecido 0sseo. Entretanto, a
literatura € desfavorecida de informacdes sobrefeitoedeste agente na perda Ossea
periodontal e no reparo 6sseo.

Este trabalho demonstrou, pela primeira vez, qirgestdo diaria de altas doses de
cafeina foi capaz de exacerbar a perda 0ssea petadém um modelo ja bem estabelecido
de periodontite induzida por ligadura em ratos. ipotese de que a cafeina poderia
influenciar negativamente a perda 6ssea na periibeldoi baseado no fato de que este agente
apresenta-se como um fator de risco para a ost@opervsteoporose, que por sua vez, tém
sido estudadas como fatores ou indicadores de patm periodontite. Por se tratar de um
estudo em ratos, obviamente, estes resultados odeEnpser extrapolados diretamente para
humanos. Entretanto, os achados do presente dstud@eram os primeiros indicios de que
a cafeina pode ser um fator critico para destruGssea periodontal, abrindo portas para
estudos futuros com objetivo de compreender o nimoancelular e molecular bem como a
implicacdo clinica destes resultados. Sem duvidadentificacdo dos grupos de risco para
doencas periodontais bem como o entendimento doamsenos de acao dos fatores de risco
constitui um importante passo para a proposicaestiatégias preventivas e terapéuticas para
essa doenca.

Embora a cafeina ndo tenha demonstrado um efegatino direto no tecido 6sseo
alveolar e na densidade 0ssea da tibia, a mesmacpro prejuizo no reparo em um defeito
de tamanho critico, em um periodo de oito diasl®mwacéo. Tais achados indicam que os
estagios iniciais de neoformacdo 0ssea podem st&dafk pelo consumo de cafeina, o que
apresenta relevante implicacéo clinica em odoni@legnedicina. E importante ressaltar que
0 reparo 6sseo foi avaliado em um curto periodoecayyaliacbes em tempos maiores também
devem ser consideradas para identificar o efeitcafizina até o reparo total do defeito 6sseo.
Assim como sugerido anteriormente, é importantelimvas mecanismos celulares e

moleculares bem como os reais efeitos clinicosedemsshados.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados do presente estudo amiselujue a ingestdo cronica de
altas doses de cafeina:
1- Potencializou a perda 6ssea alveolar induzidaigadlira em ratos.
2- N&o influenciou a densidade 6ssea, mas produziefeito prejudicial no reparo de

um defeito de tamanho critico na tibia de ratos.
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