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RESUMO

O objetivo neste estudo foi investigar e comparar os efeitos da dieta de
café e refrigerantes a base de cola e guarana sobre a microarquitetura e
resisténcia éssea em ratos. Foram utilizados 80 ratos (Rattus norvegicus, Albinus
Wistar), sendo 40 machos e 40 fémeas, distribuidos em 8 grupos experimentais
que receberam agua (grupos controles), refrigerantes a base de cola, guarana e
café ad libitum. Ao término dos 48 dias de administracdo das substancias, todos
os animais foram sacrificados e o fémur direito coletado para andlise por
microtomografia computadorizada e ensaio de resisténcia a flexdo de trés pontos.
Apos tabulagdo dos dados e anadlise estatistica (ANOVA), foi observado alteracao
na microarquitetura Ossea nos seguintes parametros analisados pela
microtomografia computadorizada: volume de tecido (TV), volume ésseo (BV),
superficie de tecido (TS), superficie éssea (BS), nUumero de trabéculas désseas
(Tb.N), espessura das trabéculas 6sseas (Tb.Th), volume de poros fechados
(Po.V(cl)) e Volume de poros abertos (Po.V(op)) além de alteragcbes na resisténcia
Ossea nas fémeas. Concluiu-se que A ingestao das substancias avaliadas causou
alteracao na microarquitetura 6ssea, levando a um aumento dos parametros de
volume, tanto ésseo quanto de tecido. Porém, o consumo de refrigerante a base
de guarana e de café reduziram a microarquitetura trabecular; além disso, a
ingestao de café e de refrigerante a base de cola aumentou o risco a fratura éssea

nas fémeas.

Palavras-chave: Osso. Densidade éssea. Microtomografia por Raio-X.
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ABSTRACT

The aim of this study was to investigate and compare the effects of daily diet of
coffee and soft drinks based in coke and guarana over the microarchitecture and
bone strength in rats. 80 rats ( Rattus norvegicus, Albinus Wistar ) were used, 40
males and 40 females, divided into 8 experimental groups that received water
(control groups), coke and guarana and coffe ad libitum. At the end of the 30 days
of administration of substances, all animals were sacrificed and the right femur
collected for analysis by computerized microtomography and testing flexion module
of three points. After tabulating the data and statistical analysis (ANOVA), was
observed changes in the bone microarchitecture in the following parameters
assessed by computed microtomography: tissue volume (TV), bone volume (BV),
tissue surface (TS), bone surface (BS), trabecular number (Tb.N), trabecular
thickness (Tb.Th), volume of closed pores (Po.V(cl)) and volume of open pores
(Po.V(op)), also changes in bone strength in females . It was concluded that
ingestion of substances evaluated caused change in bone microarchitecture,
leading to an increase in volume parameters, both bone as tissue. However, the
consumption of coolant based on guarana and coffee reduced trabecular
microarchitecture; Furthermore, ingestion of coffee and cola soft drink to increased
risk of bone fracture in females.

Keywords: Bone Tissue. Bone Density. X-ray microtomography
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1 INTRODUCAO

Os 0ssos sao estruturas inervadas e irrigadas que apresentam grande
sensibilidade e capacidade de regeneracdo. Como é um tecido vivo e dinamico, se
renova permanentemente durante toda a vida em um sistema de construgdo e
reabsorcdo da arquitetura 6ssea, denominado remodelacao éssea, mediada por
células osteoblasticas e osteoclasticas provenientes da medula éssea. Este
processo de remodelacao é fisiolégico e utilizado pelos 0ssos como mecanismo
de manutencao da massa 6ssea esquelética (Bord et al. 1996).

A fragilidade dos ossos causada pela deterioragdo da microarquitetura
Ossea € 0 que caracteriza a osteoporose, sendo esta uma condi¢cao patolégica no
metabolismo 6sseo onde o processo de desmineralizagao éssea promovido pelos
osteoclastos torna-se maior do que o processo de remineralizacdo promovido
pelos osteoblastos. Trata-se de uma doenca que ocorre em consequéncia da
reducado da densidade mineral 6ssea do esqueleto, comprometendo a forca e a
qualidade &ssea, predispondo o individuo ao aumento do risco de fraturas
decorrentes de traumas de baixa intensidade ou menor impacto. Atualmente é
relatada como um problema de saude publica mundial, devido ao aumento da
expectativa de vida, promovendo alteragdes no cotidiano, como nos habitos
alimentares e na pratica de exercicios fisicos, promovendo aumento da morbidade
e mortalidade, levando ao aumento dos custos sociais aos sistemas de saude.
(Caliri et al., 2007)

Na osteoporose, a perda éssea é resultado do desequilibrio entre a
reabsorcédo e a formacao éssea, sendo que inumeros fatores sistémicos e locais
atuam sobre esse sistema, como 0s aspectos nutricionais, fatores raciais e
genéticos, atividade fisica e influéncia hormonal. A osteoporose ocorre devido o
processo de rarefagdo do osso com sua microarquitetura variando de um 0sso
normal até o 0sso mais poroso. A porosidade ocorre pela intensa atividade de lise

0ssea, na qual os osteoclastos criam uma cavidade excessivamente profunda que



ndo consegue ser suficientemente preenchida pelos osteoblastos ou quando
esses nao conseguem preencher com nova formagéo éssea, uma cavidade de
reabsorcdo normal, caracterizando a osteoporose senil que pode ser agravada
devido aos fatores externos e desordens internas (Parfitt, 1987).

A compreensdo da estrutura da massa 6ssea e as mudancas que
ocorrem nos processos de aquisicdo e perda que ocorrem ao longo da vida sao
importantes para a descoberta de fatores determinantes da fragilidade éssea em
grupos de individuos de varias faixas etarias. Sabe-se que a nutricdo € um fator
modificador importante no desenvolvimento e manutencdo da massa 0ssea. Os
componentes da dieta como as proteinas, vitaminas e sais minerais sao
necessarios para a manutencdo do metabolismo 6sseo normal do individuo
(Sarazim et al., 2000)

Com base na literatura observa-se que a cafeina e alguns tipos de
acidos, como o fosforico, induzem a perda de calcio e influenciam diretamente no
desenvolvimento normal do tecido 6sseo. O consumo diario de café e outras
bebidas com cafeina em sua composi¢ao foram responsaveis por efeitos adversos
graves no metabolismo 6sseo, tanto em modelos experimentais com animais ou
em intervengdes populacionais. O aumento dos niveis de calcio no plasma e na
urina sao decorrentes da reducao da densidade mineral 6ssea e do volume ésseo,
gerando consequentemente um atraso no processo da reparacao 6ssea (Lacerda
et al., 2010.

O consumo de refrigerantes a base de cola, largamente consumidos no
mundo, também atua como possivel responsavel pela diminuicdo da densidade
O0ssea mineral, devido a alteracbes celulares e funcionais no rim, alterando sua
funcao, fator que interferiria na absorcao de célcio pelo organismo. Entretanto,
existe na literatura uma contradicdo sobre os efeitos desses refrigerantes e das
diferentes cafeinas encontradas em outros tipos de bebidas de largo consumo,
sobre o tecido 6sseo e no metabolismo do calcio (Kristensen et al., 2005).



Considerando a participagcéo do café no consumo diario de milhares de
pessoas e do crescente aumento no consumo de substancias industrializadas
como os refrigerantes a base de cola e de guarang, torna-se importante estudar os
efeitos dessas substancias no metabolismo 6sseo, em especial o efeito do
guarand, planta de origem brasileira, sem estudos referentes ao seu efeito sobre o
tecido Osseo.



2 REVISAO DA LITERAUTURA
2.1 Tecido 6sseo

Bord et al. (1996) descreveram o osso como sendo de aparéncia
simples, constituido de um tecido conjuntivo especializado, vivo, complexo e em
continuo processo de remodelacao, formado por 60% a 70% de cristal inorganico
e 30% a 40% de material organico, no qual 90% sao constituidos por fibras
colagenas. O mesmo possui funcées como hematopoiese, reserva mineral e

manutencgao da integridade estrutural.

Odgren et al. (2001) relataram que a formacéao do tecido ésseo tem sua
origem na diferenciacdo de células mesenquimais (provenientes da medula 6ssea
e de vasos sanguineos) mediante estimulos de fatores de crescimento e proteinas
morfogenéticas, diferenciando-se em células pré-osteoblasticas que por sua vez
dardo origem aos osteoblastos e ostedcitos. Os osteoclastos, assim como os
osteoblastos, também sado originados a partir da diferenciacdo de células

provenientes da medula 6ssea.

Turner (1991) e Robinson et al. (1997) descreveram os osteoblastos
como sendo células derivadas dos pré-osteoblastos. Caracterizam-se por secretar
proteinas coldgenas e nao colagenas, proteoglicanos da matriz éssea,
metaloproteinases e citocinas. Os osteoblastos sdo células responsaveis pela
formacao do tecido 6sseo, os quais sintetizam os componentes da matriz organica
e controlam a sua mineralizacdo. Os osteoblastos estédo localizados na superficie
0ssea, promovendo deposicao da matriz e podem se diferenciar em dois tipos de
células: células ésseas de recobrimento e ostedcitos. As células 6sseas de
recobrimento sdo células alongadas que recobrem a superficie do tecido 6sseo. Ja
os ostedcitos sdo células com formato estrelado que estdo aprisionados dentro da

matriz 6ssea mineralizada.



Derks et al. (1998) caracterizaram os ostedcitos como estruturas que
ficam aprisionados dentro da matriz é6ssea durante o processo de mineralizagéo,
juntamente com o fluido ésseo, fibrilas coldgenas nado mineralizadas e
proteoglicanos. Possuem reduzida atividade sintética e secretora, porém
apresentam prolongamentos citoplasmaticos que servem para a irrigacao dos
osteoblastos, além de mobilizar o célcio e outros ions da matriz 6ssea e 0s
transportar, através dos canaliculos, para os osteoblastos. Os ostedcitos sao
organizados como sincicio e promovem ampla area de contato, entre as células e
a parte nao celular do tecido 6sseo. Esse arranjo permite que os ostedcitos
participem na regulacdo da homeostasia do célcio sanguineo e transmitam essas

informacdes as outras células dentro do osso.

Robinson et al. (1997) relataram que os osteoclastos consistem em
grandes células fagociticas multinucleadas, concentradas no enddsteo, cuja
funcéo é reabsorver o tecido 6sseo. Os mesmos emitem projecées semelhantes a
vilosidades em direcdo ao tecido ésseo, que secretam enzimas proteoliticas, acido
citrico e acido latico que irdo dissolver a matriz organica do 0sso e promover a
dissolucdo dos sais minerais. As células osteoclasticas englobam, por fagocitose,
as pequenas particulas da matriz 6ssea, dissolvendo-as e liberando os produtos
da dissolugao na corrente sanguinea, promovendo a perda estrutural e mineral do
tecido Gsseo.

Bord et al. (1996) relatam que a por¢do organica do 0sso € composta
de proteinas colagenas e nao coldgenas acrescidas de proteoglicanos e fatores
estimulantes de colbénias. O colageno tipo | responde por 90% da constituicao
proteica 6ssea, e serve como arcaboucgo estrutural para a fase mineralizada. As
proteinas ndo colagenas promovem a mineralizagdo 6ssea, regulando a adeséo e
atividade celular durante os fendmenos de formacdo e de reabsor¢do Ossea.
Dentre as proteinas nao colagenas presentes na matriz 6ssea, podemos destacar
a osteocalcina, osteopontina, osteonectina, sialoproteina 6ssea e

osteoprotegerina.



2.2 Dinamica do tecido 6sseo

Theill et al. (2002) descreveram que a morfogénese e a remodelacao
O0ssea envolvem a sintese de matriz pelos osteoblastos e a reabsorgéao
coordenada do 0sso pelos osteoclastos. Estima-se que aproximadamente 10% do
total da massa Ossea em seres humanos sdo remodeladas ao ano. Os
osteoblastos e osteoclastos derivam de linhagens de células distintas e processos
de maturagéo diferenciados. Os osteoblastos derivam de células mesenquimais
indiferenciadas, enquanto os osteoclastos se derivam da diferenciacdo dos
mondécitos hematopoiéticos e dos macréfagos. As diferengas entre as atividades
osteoclasticas e osteoblasticas podem ser originadas da grande variedade de
mudangas hormonais ou perturbagdes nos processos inflamatérios e nos fatores
de crescimento, promovendo alteragdes Osseas caracterizadas pela reducdo ou

aumento da massa 6ssea.

Cadore et al. (2005) relataram que a densidade mineral éssea (DMO) é
o resultado de um processo dinamico de formacao e reabsorcao do tecido 6sseo
chamado de remodelacdo. A reabsorcao promove a deterioracdo do tecido,
enquanto a formacao do mesmo é responsavel pela reconstrucao e fortalecimento
do tecido deteriorado. Esse processo ocorre ao longo da vida em ciclos que
variam de quatro a seis meses de duracdao. A manutencdo da DMO é importante
para a prevencao da osteoporose, caracterizada pela redugédo acentuada da DMO,
na qual a matriz e os minerais 0sseos sdo lixiviados devido ao excesso de
reabsorcdo 6ssea em relacdo a sua formacgédo. Esse processo estd normalmente
relacionado ao avancgo da idade e a ocorréncia da menopausa levando a maior
incidéncia de fraturas 6sseas. Embora a perda éssea seja mais intensa nas

mulheres, os homens também apresentam reduc¢ao devido a idade avangada.

Kristensen et al. (2005) relataram que a osteoporose tem sido um
grande problema na saude publica no mundo, acometendo homens e mulheres,

porém com maior incidéncia no sexo feminino, principalmente devido a reducao



do estrogeno apds a ocorréncia da menopausa. Segundo Boyd et al. (2006) a
osteoporose é uma doenga caracterizada pela perda da densidade mineral 6ssea,
consequentemente com aumento da fragilidade e do risco de fraturas 6sseas.

Um estudo realizado por Jha et al. (2010) com 57 mulheres e 43
homens indianos, pacientes do hospital de Nova Deli, com a finalidade de verificar
a causa principal de fraturas 6sseas na populacdo. Associada a analise das
fraturas 6sseas, foram coletados dados referentes a dieta didria, atividades fisicas
e niveis séricos de calcio e vitamina D no organismo. Os dados permitiram aos
autores concluir que os pacientes com dieta rica em célcio e vitamina D obtiveram
aumento no indice de massa corporal, Os pacientes com intensa atividade fisica
foram menos propensos a fraturas Osseas. Entretanto, os autores também
concluiram que a idade avangada, o consumo de cafeina e a auséncia de
atividade fisica estavam diretamente associados aos casos de fraturas 6sseas na

populacéo indiana.

Varios fatores exdégenos e enddgenos sdo capazes de controlar a
formacao, absorcdo e remodelacdo do tecido é6sseo afetando diretamente a
densidade mineral éssea, segundo Lacerda et al. (2010).

El Khassawna et al. (2013) mostraram que o0 consumo adequado de
célcio e vitamina D, provenientes da alimentacdo e/ou suplementacdo sao
necessarios para garantir um pico maximo de densidade mineral éssea em
individuos jovens, a fim de reduzir a taxa de perda 6ssea na terceira idade.
Desordens no nivel de calcio podem levar ao desenvolvimento da hipercalciuria
que frequentemente vem acompanhada de desmineralizacao 6ssea e deficiéncia
de vitamina D. Os autores relataram ainda que o risco de fratura 6ssea em
pacientes com reducao da densidade mineral éssea e o nivel sérico de vitamina D
esta diretamente relacionado a absorcédo intestinal de calcio e que outros
elementos essenciais no processo de mineralizacdo durante a formacao éssea

sao o fosforo e a vitamina K, que durante o processo do metabolismo 6sseo sédo



responsaveis pela protecado do tecido ésseo contra a perda da densidade mineral

Ossea.

Klintstrom et al. (2013) relataram que para avaliar o conteudo mineral
0sseo, o método frequentemente utilizado na pratica clinica € a mensuracao da
densidade mineral 6ssea pela dupla absorcao de raios X — Dexa, método este que
estima o contelido mineral por area déssea (g/cm?) a partir de uma imagem

bidimensional.

2.2 — Consumo de bebidas a base de cola, guarana e café versus a

densidade mineral 6ssea.

Garcia-Contrerar et al. (2000) relataram que existe uma associacao
significante entre o consumo de bebidas a base de cola e 0 aumento no risco de
fratura éssea. A fim de comprovarem essa afirmacdo, os autores realizaram
estudo com a finalidade de examinar a relacdo existente entre o consumo de
refrigerantes a base de cola e a densidade mineral dssea em ratas
ovariectomizadas. Nesse estudo foram utilizadas quarenta ratas Sprague-Dawley
separadas em quatro grupos (n=10): grupos |, Il, lll e IV. Os animais dos grupos Il,
Il e IV foram submetidos a ovarectomia bilateral, a fim de induzir redu¢do da
massa 0ssea corporal; nos animais dos grupos | e ll, foi administrada agua ad
libitum e nos animais dos grupos lll e IV, administrados refrigerantes a base de
cola, de marcas comerciais diferentes, ad libitum, sendo a administracao nesses
grupos, por dois meses. Apds o periodo de administracdo das substancias, foram
avaliados os seguintes parametros: densidade 6ssea mineral, calcio presente na
massa Ossea carbonizada, espessura da cortical do fémur, calcio, fosfato,
albumina, creatinina e fosfatase alcalina. Os autores observaram que o consumo
de refrigerantes a base de cola nos grupos Ill e IV foram trés vezes superior ao
consumo de agua nos grupos | e ll; os animais dos grupos lll e IV desenvolveram
hipocalcemia e a densidade mineral 6ssea, mensurada no fémur por meio do

Dexa, foi estatisticamente inferior em relagdo aos animais do grupo controle: grupo



I (0,20 + 0,02), grupo Il (0,18 = 0,01), grupo Il (0,16 £ 0,01) e grupo IV (0,16 £
0,01) g/cm?. A partir da anélise dos dados, os autores concluiram que o consumo
de refrigerantes a base de cola tem potencial suficiente para reducdo da

densidade éssea mineral na regiao do fémur.

Heaney e Rafferty (2001) reportaram que bebidas gaseificadas podem
estar associadas ao aumento do risco de fraturas désseas e ao aumento da
excrecao de calcio na urina. Os autores propuseram a avaliacdo de mulheres,
entre 20 e 40 anos de idade, que consumiam aproximadamente 680 ml de
refrigerante por dia. Foi avaliado o consumo de dois refrigerantes que possuiam
cafeina em sua composicédo (Coca-Cola® e Coca-Free® (The Coca-Cola Company,
Atlanta) e dois refrigerantes livres de cafeina (Mountain Dew®, Pepsi Cola®
Company, Purchase, NY; e Sprite, The Coca-Cola Company, Atlanta). O estudo
ainda incluiu um grupo de controle neutro, no qual era feito apenas o consumo de
agua e um grupo de controle positivo, que consumiu leite achocolatado. Os
refrigerantes eram consumidos no café da manha, apés uma noite de jejum e
nenhum outro alimento deveria ser consumido até a coleta da urina, quando foi
avaliado o pH, acidez total, sédio, creatinina e calcio. Os autores observaram que,
em relagdo ao grupo controle neutro, houve aumento da excregao de calcio na
urina no grupo controle positivo, que fazia consumo de leite e no grupo que
consumiu refrigerante a base de cola (Coca-free, The Coca-Cola Company,
Atlanta). Assim, os autores concluiram que o excesso de perda de calcio na urina
esta associada ao consumo de refrigerantes que possuem em sua composicao a

cafeina.

Kinney (2002) relatou que refrigerantes a base de cola, que contém
acido fosférico e cafeina podem aumentar a fragilidade dos ossos em criangas e
adolescentes por meio da interacdo desses com o conteudo mineral ésseo, fato
este que pode aumentar o risco de fratura éssea. O autor relata ainda que o
consume de refrigerantes a base de cola esta associado com fraturas 6sseas em
criangas e adolescentes com idade entre 7 e 14 anos. A fim de confirmar sua



posicdo, o autor descreve um estudo com 460 adolescentes norte americanos,
que consumiam refrigerantes a base de cola e refrigerantes que ndo continham
cafeina ou &cido fosférico em sua composicado. Os autores concluiram que existe
uma relagao positiva entre o consumo de refrigerantes a base de cola e 0 aumento

no risco de fraturas 6sseas.

Kristensen et al. (2005) relataram que no mundo ocidental, o consumo
de refrigerantes combinado com a redugcdo no consumo de leite tem gerado
relagéo positiva no aumento dos casos de osteoporose. A fim de verificarem esta
relagéo, os autores desenvolveram um estudo onde foi avaliada a tendéncia de
substituicao do leite por refrigerantes. Onze homens, saudaveis, com idade entre
22 e 29 anos, os quais foram submetidos a uma dieta pobre em calcio, por dez
dias em dois periodos de intervengdo, com intervalo de dez dias entre as
intervengdes e estudado os efeitos dessa substituicAo na homeostase do calcio e
na remodelacdo éssea. Durante o primeiro periodo de intervencdo, eram
consumidos, juntamente com a dieta pobre em célcio, 2,5 litros de Coca-Cola® por
dia; jA no segundo periodo de intervengdo, foi administrado 2,5 litros de leite
semidesnatado por dia para cada sujeito da pesquisa. Foram avaliados, no inicio e
ao fim de cada periodo de intervengado, os niveis séricos de calcio, fosfato,
osteocalcina e fosfatase alcalina. Foi observado pelos autores um aumento nos
niveis de fosfato e osteocalcina no primeiro periodo de intervengdo em relacao ao
segundo periodo. Observaram ainda aumento significativo na reabsorgdo 6ssea
no primeiro periodo de administracao da Coca cola em relacdo ao periodo de
administracéo do leite semidesnatado. A partir dos dados analisados, os autores
concluiram que a ingestao de refrigerantes a base de cola, associado a dieta
pobre em célcio afeta negativamente a saude éssea.

Hallstrom et al. (2006) afirmaram que o consumo de café e chas, que
possuem em sua composicdo a cafeina, estdo associados ao risco de fraturas
Osseas por osteoporose. Nesse estudo, os autores propuseram examinar a
relacdo de associacao, realizando um estudo coorte, com o acompanhamento de
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31527 mulheres, suecas, com idade variando entre 40 e 76 anos, onde 0 consumo
de café, cha cafeinado e consumo total de cafeina eram estimados por meio de
questionario preenchido pelas proprias voluntarias em relacdo a sua dieta diaria.
Durante os dez primeiros anos de acompanhamento, os autores observaram a
ocorréncia de 3279 casos de fraturas 6sseas devido a osteoporose. Observaram
ainda que as voluntarias que consumiam valores superiores a 330 mg/dia de
cafeina total, tinham seu risco de fratura éssea aumentada em relagdo as demais
voluntarias do estudo. O consumo de café isoladamente aumentou
significativamente o risco de fraturas, enquanto o consumo de chas, mesmo que
cafeinados, ndao apresentou a mesma relagdo. Observaram ainda que o risco de
fraturas désseas aumentou exponencialmente quando havia a associagdo do
consumo de café com outras fontes de cafeina, principalmente nas voluntarias
com baixo consumo de calcio. A partir da andlise dos dados, os autores
concluiram que o consumo diario de cafeina, 330 mg/dia, equivalente ao consumo
de 4 copos de café/dia, aumentou significativamente o risco de fraturas 6sseas e
reducao da densidade mineral éssea.

Tsuang et al. (2006) desenvolveram estudo com a finalidade de
verificar a influéncia do consumo de cafeina no comportamento dos osteoblastos,
uma vez que a cafeina pode ser responsavel pela reducado da densidade mineral
0ssea, aumento do risco de fraturas dsseas, além de exercer influéncia negativa
na retencao de calcio no organismo. Nesse estudo, os autores realizaram a cultura
de células osteoblasticas, provenientes da medula éssea da calvaria de ratos
Wistar, os quais foram expostos a cafeina em sete concentragdes distintas (100,
50, 10, 5, 1, 0.5, 0.1 mM) analisadas nos periodos de 1, 3, 7 e 14 dias. Apds a
exposicdo dos osteoblastos a cafeina, os autores concluiram que a mesma tem
potencial deletério sobre os osteoblastos, mesmo que em pequenas
concentracoes, desde o primeiro contato com a linhagem de células, induzindo a
apoptose dos osteoblastos.
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Tucker et al. (2006) afirmaram que o consumo de refrigerantes pode
causar efeitos adversos sobre a densidade mineral éssea, principalmente os
refrigerantes a base de cola, que possuam em sua composicdo a cafeina e o
acido fosférico. Os autores realizaram a mensuracao da densidade mineral 6ssea
na coluna vertebral (L2-L4) e outras trés mensuracbes em regidao do quadril
(trocanter, cabeca do fémur e quadril total), em 1413 mulheres e 1125 homens,
pacientes do centro de estudos em osteoporose de Framingham. Para a
mensuragao da densidade mineral éssea, todos os pacientes foram submetidos a
densitometria 6ssea pela dupla absorcao de Raios X — Dexa (Lunar DPX-L, Lunar
Radiation Corp, Madison, WI). O consumo diario de refrigerantes foi mensurado
por meio de questionario de frequéncia alimentar. Os autores observaram que o
consumo de refrigerante a base de cola esta associado a reducdo da densidade
mineral 6ssea na regido de quadrii nas mulheres avaliadas pelo estudo;
observaram ainda que a cola foi responsavel por reducdo da densidade mineral
0ssea na cabeca do fémur. A partir dos dados analisados, os autores concluiram
que o consumo de refrigerantes a base de cola esta associado a baixa densidade

mineral 6ssea em mulheres.

Ogur et al. (2007) desenvolveram um estudo para determinar as
alteracdes na densidade mineral 6ssea, geradas pelo consumo de refrigerante de
cola. Os autores utilizaram trinta ratos (Sprague-Dawley), sendo 15 fémeas e 15
machos, separados em quatro grupos, grupo 1 (10 machos), grupo 2 (10 fémeas),
grupo 3 (5 machos) e grupo 4 (5 fémeas). Para os grupos 1 e 2 foi administrado ad
libitum ragdo padréo, agua e refrigerante a base de cola, para os grupos 3 e 4
(grupos controle) foi administrado ragcado padrdo e agua. Apos trinta dias da nova
dieta, todos os animais foram submetidos a densitometria éssea por meio da dupla
absorcao de Raios X — Dexa, além de coleta de sangue, parte do eséfago e do rim
para analise histolégica. Os autores observaram um ganho de peso nos animais
dos grupos 1 e 2, com redugdo no consumo de agua e aumento no consumo de

refrigerante. Na analise do nivel de calcio sérico, ndo observaram diferengas
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estatisticas entre 0os grupos, porém ao analisar os dados da densitometria 6ssea,
verificaram significativa reducao na densidade mineral 6ssea dos grupos 1 e 2, em
relacdo ao grupo controle. Foram observados ainda, congestao glomerular e
derrame intertubular nos cortes histolégicos do rim. Com a andlise dos dados, 0s
autores concluiram que a reducado da densidade mineral 6ssea esta intimamente

relacionada ao derrame renal, fato que reduz a captacao de célcio pelo organismo.

Libuda et al. (2008) estudaram a associagcéo entre o consumo a longo
prazo de refrigerantes e as alteragcdes O6sseas em criancas a adolescentes. Os
autores acompanharam durante quatro anos, 228 criancas e adolescentes que
consumiam refrigerantes, com a finalidade de verificar a remodelacdo 6ssea do
radio por meio de tomografia computadorizada quantitativa periférica. Os
participantes da pesquisa foram separados em quatro grupos (n=57): grupo 1
(todos os refrigerantes cafeinados e descafeinados, gaseificados ou néo,
adocados por acucar ou adocantes), grupo 2 (refrigerantes cafeinados adocados
por agucar ou adogcante, com &cido fosférico em sua composicédo), grupo 3
(refrigerantes descafeinados, adocados por acucar ou adocante e com &cido
citrico em sua composicao) e grupo 4 (grupo que fazia consumo de leite,
achocolatado ou nao). Apés coleta dos dados, nao foi observado associacao entre
os grupos 1 e 3, com o conteudo mineral 6sseo, area de cortical 6ssea e o indice
de resisténcia 6ssea. Os autores concluiram que o consumo a longo prazo de
refrigerantes cafeinados e nao cafeinados, apresentam efeito catabdlico sobre o
tecido 6sseo de jovens em ambos 0s géneros, afirmando ainda que este efeito se
deve a associagao negativa entre o consumo total de proteina e o baixo consumo

de leite entre criancas e adolescentes.

Celec e Behuliak (2009) descreveram que apesar do consumo de
refrigerantes de cola ser em larga escala no mundo, os seus efeitos ainda n&o
estao claros, apesar de algumas associagdes ja conhecidas como: ganho de peso,
doencas renais e osteoporose. Os efeitos deletérios dos refrigerantes a base de

cola foram analisados em quarenta ratos Wistar com trés diferentes refrigerantes
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de cola, no periodo de trés meses. Apds o tempo de administracdo dos
refrigerantes, os autores procederam a mensuragdo de horménios esteroides no
plasma sanguineo e o estresse oxidativo. Os autores observaram aumento na
atividade locomotora e aumento na ansiedade em todos os animais do grupo com
ingestdo de refrigerante a base de cola, além de um sutil efeito antidepressivo
apds os testes de natacdo, ao qual, os animais foram submetidos. Os autores
concluiram que ocorre um aumento nos niveis de estradiol e testosterona,

sugerindo assim novos efeitos da cafeina sobre os receptores de adenosina.

Tedfilo et al. (2010) afirmaram que o consumo de refrigerantes a base
de cola afetam o metabolismo 6sseo e aumentam o risco de fraturas 6sseas, além
de promover atraso na reparagdo e remodelacdo 6sseas. Com a finalidade de
verificar os efeitos dos refrigerantes a base de cola no processo de formacgéo e
reparagao 0ssea, os autores utilizaram vinte ratos Wistar, machos, com 23 dias de
vida, os quais foram tratados com dieta a base de refrigerante de cola ad libitum
por 14 e 21 dias, periodos ap0s os quais foram realizadas as exodontias dos
incisivos superiores direito para o estudo da reparagdao 6ssea. Para verificar a
quantidade de osso neoformado na regiao das exodontias, foram realizados cortes
histolégicos semi-seriados da regido a ser avaliada e os mesmos analisados pelo
método quantitativo de contagem de pontos sobre as trabéculas Osseas
neoformadas. A analise histoldgica sugeriu reducao no processo de osteogénese
nos grupos que receberam a dieta a base de refrigerante de cola, além do fato de
que o 0sso neoformado, apresentava-se mais escasso € fino em relagdo ao grupo
controle. Os autores concluiram que apesar dos resultados experimentais obtidos
a partir de um modelo animal ndo poderem ser extrapolados para a pratica clinica,
o referido estudo comprovou a influéncia negativa do refrigerante a base de cola

na formacéao 6ssea.

Lacerda et al. (2010) afirmaram que a cafeina induz a perda de célcio e
influencia o desenvolvimento normal do tecido 6sseo. Nesse estudo, os autores

propuseram avaliar os efeitos do café no metabolismo 6sseo em ratos, por meio

14



de mensuracgdes bioquimicas do nivel de célcio, além da densitometria e
histomorfometria do tecido 6sseo. Os autores utilizaram quarenta e dois ratos
Wistar, machos, nascidos de maes que receberam dieta a base de café durante a
gestacdo. Os ratos receberam dieta a base de café desde o nascimento até 60
dias de vida, momento em que foi realizada a exodontia do incisivo superior direito
com sacrificio em 7, 21 e 42 dias posteriores a exodontia. No momento do
sacrificio, foram coletados sangue e urina, as maxilas foram radiografadas e
posteriormente processadas, sendo confeccionadas laminas histoldgicas da regiao
de interesse a ser analisada. Os autores observaram grande quantidade de calcio
no plasma sanguineo e na urina. Em contrapartida, foi observada redugéo dos
niveis de calcio no tecido ésseo, além de reducdo na densidade mineral dssea,
que foi avaliada por meio da imagem radiografica desta, obtida juntamente com
uma escala de aluminio dos animais que foram tratados com café e sacrificados
em 42 dias. A partir dos dados obtidos na pesquisa, os autores concluiram que a
ingestdo de café/cafeina promove efeitos adversos no metabolismo do calcio,
incluindo aumento nos niveis plasmaticos e urinarios, além da reducdo da
densidade mineral éssea, reducdo do volume 6sseo no processo de reparagcao
tecidual.

Liu et al. (2011) desenvolveram um trabalho onde comprovaram que a
cafeina aumenta a diferenciacdo de células da medula éssea em osteoclastos,
aumentando a reabsorcao éssea e alterando a densidade mineral éssea em ratos.
Os autores utilizaram duas linhagens animais, camundongos ICR e ratos Wistar,
de onde foram extraidas células da medula 6ssea da calvaria e fémur,
respectivamente. As culturas celulares foram expostas a cafeina onde né&o foi
observada alteracdo metabdlica no desenvolvimento dos osteoblastos, porém
notaram maior diferenciacdo das células da medula 6ssea em osteoclastos. Os
mesmos animais foram submetidos a dieta de cafeina por vinte dias, onde ao final
do estudo, os autores observaram reducao da densidade mineral 6ssea na regiao

de vértebras lombares, fémur e tibia em relagdo ao grupo controle.
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2.3 A microtomografia computadorizada e a analise 6ssea

Parfitt et al. (1987) realizaram um estudo onde padronizaram a
nomenclatura, simbolos e unidades referentes ao estudo da histomorfometria
O0ssea, com a finalidade de facilitar a comunicacdo e entendimento de novos
estudos e tecnologias, sendo esta padronizacao utilizada nas analises 6sseas em

micro-CT.

Muller et al. (1998) desenvolveram um estudo analisando
morfométricamente fragmentos de biopsias ésseas realizando a comparacao
estrutural entre os cortes histologicos e a microtomografia computadorizada. Para
a realizacao do estudo, os autores removeram pecas de tecido 6sseo da regido
illaca de 27 mulheres e 36 homens, com idade variando entre 23 e 92 anos, dos
quais foram retirados 4 fragmentos, sendo posteriormente descalcificados e
analisados por histomorfometria convencional, a fim de verificar a microarquitetura
Ossea dos fragmentos. O restante da peca foi mantida em formol e analisada por
microtomografia computadorizada, utilizando o aparelho Scanco Medical AG
(Bassersdorf, Suica) com voxel de 14 um. Apdés o escaneamento, as imagens
foram reconstruidas e analisadas sob os seguintes parametros: % volume 6sseo,
% superficie 6ssea, espessura de trabécula e separacao entre as trabéculas. A
partir dos resultados encontrados na histomorfometria e na microtomografia
computadorizada, os autores concluiram que existe uma alta correlacao entre as
duas modalidades de exame para analise da porcentagem de volume 0sseo,
espessura de trabéculas e separacdo entre as mesmas. Fatores estes que
garantiram a microtomografia computadorizada potencial para analise da
microarquitetura éssea, sendo este um exame nao invasivo, rapido e de alta

precisao.

Boyd et al. (2006) realizaram estudo com a finalidade de verificar as

mudancgas morfoldégicas que ocorrem a longo prazo, em ratas ovarectomizadas,
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por meio da microtomografia computadorizada in vivo. Os autores afirmam que o
modelo animal de ratas ovarectomizadas é o ideal para estudos e controle da
osteoporose e que, o desenvolvimento e 0 aprimoramento da microtomografia
computadorizada permitiu 0 monitoramento individual das alteragcdes que ocorrem
na reducao da densidade mineral 6ssea. O estudo constituiu-se no delineamento
de tempo e curso das perdas 6sseas em ratas ovarectomizadas, com auxilio do
micro-CT in vivo, comparado a estudos morfométricos de ratas ovarectomizadas e
sacrificadas em diferentes periodos de tempo. Nesse estudo, os autores utilizaram
20 ratas Wistar divididas em dois grupos (n=10): grupo 1 (ovarectomizadas) e
grupo 2 (controle). Todos os animais passaram por exames de microtomografia
computadorizada, na regido da tibia, com intervalo de um més, durantes seis
meses, onde em cada exame foram analisados os seguintes parametros: %
volume ésseo, % superficie 6ssea, espessura de trabécula, separacao entre as
trabéculas, numero de trabéculas, densidade de conectividade e indice de modelo
estrutural. Os autores observaram alteracées ao longo do tempo, em ambos o0s
grupos, com decréscimos dos valores em todos os parametros analisados, exceto
para a separacao entre trabéculas no grupo controle; observaram ainda que o
exame de micro-CT in vivo permitiu um diagndstico precoce das alteragcdes
morfolégicas encontradas quando comparadas a demais estudos.

Cooper et al. (2007) descreveram o impacto do tamanho do voxel na
analise tridimensional por microtomografia computadorizada da porosidade da
cortical do fémur humano. Para a realizacdo do estudo, os autores recolheram
amostras de dez fémures humanos, provenientes de arquivo anatémico, que
foram microtomografados pelo aparelho SkyScan 1072 (Aartselaar, Belgium), com
0s seguintes parametros de aquisicao: 100 kV, 100 pA, tempo de exposicao de 5,9
segundos, aquisicdo de quatro frames a cada 0,45 graus de rotacao e filtro de
aluminio de 1Tmm. Em relagdo ao voxel, os autores utilizaram cinco diferentes
tamanhos, 5, 10, 15, 20 e 40 um com a finalidade de comparar a interferéncia dos

mesmos sobre as analises. Apds a reconstrucao, procederam as analises dos
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seguintes parametros na porgdo cortical: % do volume de canal, a superficie do
canal em relacdo ao volume, média do diametro de canal, média da separacao de
canal, niumero de canal, grau de anisotropia e densidade de conectividade de
canal. A partir da analise dos dados, os autores concluiram que os valores
referentes as analises dos canais encontrados na cortical éssea foram diminuindo
a medida que o tamanho do voxel aumentou, com consequente reducao na
qualidade final da imagem.

de Oliveira et al. (2011) realizaram um estudo com a finalidade de
identificar os principais parametros e as caracteristicas mais importantes da
microarquitetura éssea, em sitios de implantes, que estariam relacionados a um
correto planejamento operatorio. Para tal, os autores recolheram amostras de
quarenta e seis sitios 6sseos, em trinta e dois voluntarios que foram submetidos a
cirurgia para instalagdo de implantes dentarios. Os fragmentos 6sseos removidos
durante a cirurgia foram microtomografados utilizando o aparelho Skyscan 1172
(Antwerp, Bélgica) 92 kV, 120 pA, voxel de 2,7 um. Com as analises realizadas, os
autores concluiram que os parametros mais importantes a serem analisados em
um sitio de implante seriam: configuracao e organizacao trabecular (arquitetura),
variaveis referentes ao volume e a superficie 6ssea (densidade), massa 6ssea e

por fim, a quantidade, a organizacao e o espagamento entre as trabéculas 6sseas.

Perilli et al. (2012) afirmaram existir relagbes significativas entre a
densidade mineral éssea, obtida por meio da dupla absor¢éo de raios X - Dexa e a
resisténcia 6ssea. Porém os autores afirmaram ainda que a densitometria éssea
possui baixa sensibilidade no diagnéstico de perda de massa 6ssea na regidao das
vértebras lombares e que a microtomografia computadorizada poderia ser uma
modalidade de exame com maior capacidade de diagndstico tridimensional nao
invasivo desta regido. Para o desenvolvimento do estudo, foram utilizadas oito
vértebras lombares retiradas de ex vivos, e as mesmas submetidas a andlise pelo
Dexa e pela microtomografia computadorizada para avaliar a capacidade de
prever a densidade e a resisténcia dos corpos vertebrais. Foram avaliados os
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seguintes parametros: volume total de osso, volume do osso trabecular e fragéo
de volume dsseo trabecular. Os corpos vertebrais foram testados mecanicamente
através do ensaio de resisténcia a compressao, para determinar a carga maxima.
Os autores concluiram de acordo com os dados, que ao contrario do proposto,
projecoes laterais da densitometria éssea se mostraram mais eficientes no
diagndstico do volume da massa éssea em corpos vertebrais quando comparados
aos dados da microtomografia computadorizada.

Tjong at al. (2012) afirmaram ser importante o conhecimento da
microarquitetura éssea para o entendimento dos mecanismos e tratamentos de
varias alteracbes do tecido ésseo. Os autores desenvolveram um estudo com o
objetivo de comparar o efeito do tamanho do voxel (41, 82 e 123 um) da
tomografia computadorizada periférica de alta resolucdo (HR-pQCT) na anélise do
0sso cortical e esponjoso, comparado aos valores de referéncia da
microtomografia computadorizada, considerada padrao ouro para tal andlise.
Foram utilizados 17 ossos radios, provenientes de ex vivos, que foram submetidos
a HR-pQCT e a micro-CT, onde foram avaliados os seguintes parametros:
densidade volumétrica, % volume 06sseo sobre o volume total, nimero de
trabéculas, separacado entre as trabéculas e espessura de trabéculas. Nesse
estudo, observou-se alta correlacdo entre os dados obtidos entre o micro-CT e a
HR-pQCT com voxel de 41 um na analise da espessura das trabéculas. A
densidade volumétrica se mostrou acurada nas duas modalidades de exame. Em
todos os voxels testados, observou-se forte correlacdo entre a espessura cortical
nos dois métodos de avaliacdo. Os parametros de porosidade da cortical se
mostraram dependentes do tamanho do voxel, quanto menor o voxel maior a
porosidade demonstrada. Com a andlise dos dados, os autores concluiram que
quando comparada a microtomografia, a HR-pQCT sé é eficaz quando utilizada
com o menor voxel possivel, mantendo ainda a micro-ct como padrao ouro para

analise da microarquitetura 6ssea.
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Klintstrom et al. (2013) realizaram um estudo com o objetivo de
desenvolverem um método de avaliagdo quantitativa do osso trabecular em
tomografia multislice e tomografia computadorizada de feixe cbnico, tendo como
base os valores de referéncia da microtomografia computadorizada. Os autores
utilizaram quinze fragmentos ésseos retirados do radio de ex vivos. As amostras
foram tomografadas por dois diferentes tomdgrafos multslice 64 canais, Siemens
Definition (Siemens AG, Alemanha) e VCT (GE Medical Systems, Milwaukee,
USA), por um tomégrafo de feixe cbnico, Accuitomo 3D FDP 80 (J Morita Mfg.
Corp., Kyoto, Japédo) e por um microtomégrafo, uCT40 (Scanco Medical AG,
Suiga), sendo avaliados o0s seguintes parametros: volume 6sseo, espessura de
trabécula, separacdo entre trabéculas, numero de trabéculas e intercessdes
trabeculares. Com base na analise dos dados, os autores observaram que 0s
tomografos, tanto os multslice quanto o de feixe conico, superestimaram o volume
0sseo e a espessura das trabéculas e subestimaram as intercessdes trabeculares.
Observaram ainda que os parametros obtidos pela tomografia computadorizada
do feixe cdnico foram mais proximos aos obtidos pela microtomografia, com
coeficiente de correlacao entre 0,93 e 0,98. Como isso 0s autores concluiram alta
correlacdo entre os mesmos e sugeriram a possibilidade de estudos de
monitoramento e quantificacdo 6ssea utilizando a tomografia computadorizada de

feixes conico.

Khassawana et al. (2013) avaliaram em um modelo animal
experimental, a inducao da osteoporose por ovarectomia, associada a deficiéncia
de vitamina D, vitamina K, calcio e fésforo, na analise 6ssea por microtomografia
computadorizada. Foram utilizadas trinta e duas ratas, Sprague-Dawley, com 14
semanas de idade divididas em trés grupos: grupo 1 (controle), grupo 2 (controle
cirdrgico-simulado) e grupo 3 (ratas ovarectomizadas com dieta multideficiente).
Apo6s trés meses de tratamento, os animais foram sacrificados, os fémures
analisados pela histomorfometria e as tibias analisadas por microtomografia
SkyScan 1072 (Antwerp, Bélgica) nos seguintes parametros: % volume ésseo
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sobre o volume total, espessura de trabécula, separacao entre trabéculas, nimero
de trabéculas e indice de modelo estrutural. Foi observada reducdo da porgéao
O0ssea em relacdo ao volume total da tibia com aumento da area total avaliada
pela microtomografia computadorizada. Na analise histolégica do fémur, foi
observado aumento da porosidade na porcao cortical. Os autores concluiram que
uma dieta multideficiente associada ao quadro de osteoporose promove

alteracdes sobre a microarquitetura 6ssea em modelo animal.

Hsu et al. (2013) realizaram um estudo visando comparar a capacidade
da microtomografia computadorizada e a tomografia computadorizada de feixe
cbnico na avaliacdo dos parametros do osso trabecular e cortical. Os autores
realizaram exames de tomografia computadorizada de feixe cbnico e
microtomografias computadorizadas em vinte e oito fémures, de quatorze ratos
machos, Sprague-Dawley, com a finalidade de mensurar a densidade mineral
0ssea volumétrica trabecular, densidade mineral 6ssea volumétrica cortical e o
indice de resisténcia 6ssea. Cinco parametros estruturais do osso trabecular da
cabeca femoral foram calculados a partir de imagens de micro-CT, sendo eles: %
volume 6sseo sobre o volume total, % superficie éssea, espessura de trabécula,
separacao entre as trabéculas e o niumero de trabéculas. Além disso, foi realizado
0 ensaio de resisténcia a flexdo de trés pontos, com a finalidade de mensurar a
carga de fratura de cada fémur. As andlises estatisticas mostraram forte
correlacado entre os valores de densidade mineral 6ssea volumétrica trabecular
(vCanBMD) obtidos pela microtomografia computadorizada e a tomografia
computadorizada de feixe conico. Ainda foi observado correlagdo forte/moderada
entre o vCanBMD medida em imagens de TCFC e de micro-CT. Os autores
concluiram que a TCFC pode ser utilizada para avaliacao dos parametros 6sseos,
entretanto a microtomografia computadorizada continua sendo o0 exame

considerado padréo ouro.
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3 PROPOSICAO

O objetivo neste estudo foi avaliar o efeito de dietas a base de café,
refrigerantes de cola e guarana em fémures de ratos machos e fémeas, em

relagdo a microarquitetura e resisténcia éssea.
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4 MATERIAL E METODOS

Os critérios estabelecidos para analise deste estudo estdao de acordo
com as normas da resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude e com o
Codigo de Etica Profissional Odontolégico, segundo resolugdo CFO 179/91. Antes
que ocorresse a coleta de dados. Esse projeto de pesquisa foi submetido ao
Comité de Etica da Faculdade de Odontologia de Piracicaba, UNICAMP, com

parecer favoravel 2458-1, em anexo.

Neste estudo foram selecionados oitenta ratos adultos (Rattus
Norvegicus, Albinus Wistar), sendo 40 machos e 40 fémeas, com idade de
noventa dias e peso inicial variando de: 295 - 3589 para os machos e 186-224 g
para as fémeas, procedentes do Biotério Central da UNICAMP. Durante o
desenvolvimento do projeto de pesquisa, os animais foram mantidos em gaiolas
de policarbonato, em local com temperatura e umidade controladas, com ciclos
alternados de doze horas em ambiente claro e escuro. A alimentacdo dos mesmos
constou de racao balanceada padrao e agua ad libitum em todos os grupos, além
de dieta a base de café e refrigerantes de cola e guarana ad libitum nos grupos

experimentais.

4.1 Grupos experimentais

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em oito grupos (n=10),
sendo quatro constituidos por animais machos (M) e quatro por animais fémeas
(F), de acordo com o tipo de dieta, conforme descrito abaixo e de acordo com a
Tabela 1.

e Grupo controle: dez ratos distribuidos em duas gaiolas com cinco animais
cada, com dieta a base de ragédo padrao e agua ad libitum.
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e Grupo cola: dez ratos distribuidos em duas gaiolas com cinco animais cada,
com dieta a base de racado padrao, agua e refrigerante a base de cola /
Coca-Cola® (Coca-Cola Company, Atlanta) ad libitum.

e Grupo guarana: dez ratos distribuidos em duas gaiolas com cinco animais
cada, com dieta a base de ragdo padrao, agua e refrigerante a base de
guarana / Guarana Antarctica® (Antarctica, Manaus) ad libitum.

e Grupo café: dez ratos distribuidos em duas gaiolas com cinco animais cada,
com dieta a base de ragdo padrdo, agua e café / Utam® (Utam, Ribeirdo
Preto, Sdo Paulo) ad libitum na proporgéao de seis colheres de p6 para dois

litros de agua.

Tabela 1- Grupos de acordo com a dieta utilizada.

Grupos N2 de animais Dieta
Controle 10 Agua
Cola 10 Agua e refrigerante cola
Guarana 10 Agua e refrigerante guarana
Café 10 Agua e café

As gaiolas utilizadas neste estudo possuiam dois bebedouros, um com
agua e o outro com a dieta selecionada, dispostos em posicoes opostas,
aleatorizados e reabastecidos diariamente com 500 ml de cada substancia, onde o
volume diario consumido foi anotado e posteriormente tabulado, com a finalidade
de estabelecer a média de consumo diario de agua, café e refrigerantes a base de

cola e guarana em cada grupo experimental.

Todos os animais foram pesados semanalmente, com a finalidade de
se verificar se ocorreu ganho e/ou perda de peso, em funcdo das dietas utilizadas

neste estudo.
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4.2 Obtencao e preparo das amostras

Decorridos quarenta e oito dias de administracdo das dietas a base de
café e refrigerantes a base de cola e guarana, todos os animais foram novamente
pesados, com a finalidade de verificar a média de peso corporal final em cada
grupo experimental, o qual permitiu analisar se ocorreu ganho ou perda de massa

corporal em cada animal.

Apoés procedimento de pesagem, todos os animais foram sacrificados
por decapitacdo. Com auxilio de uma lamina de bisturi n®15 Solidor® (Solidor, S&o
Paulo, Brasil), o fémur direito foi entdo dissecado e armazenado em recipientes de
vidro individualizados para cada amostra, contendo formol tamponado a 10%,
Formol 10%® (Indalabor, Minas Gerais, Brasil).

4.3 Métodos de avaliacao

Dois diferentes métodos de avaliacao foram utilizados no presente
estudo. Para analise da microarquitetura 6ssea trabecular do fémur foi utilizado o
microtomégrafo computadorizado (SkyScan 1174 Compact Micro-CT®, Kontich,
Bélgica) e para andlise da resisténcia 6ssea, foi utilizado o teste de resisténcia a
flexdo de trés pontos utilizando uma maquina de ensaios mecanicos (Modelo
4411; Instron Corporation, Canton, MA, EUA).

4.3.1 Analise por micro-CT da microarquitetura 6ssea

Para a descricdo da analise por microtomografia computadorizada, foi
adotada a nomenclatura recomendada pelo Comité de Nomenclatura de
Histomorfometria da Sociedade Americana de Osso e Pesquisa Mineral e pelo
Journal of Bone and Mineral Research (Parfit, et al., 1987).

25



4.3.1.1 Obtencao das imagens por micro-CT

As imagens foram obtidas no aparelho SkyScan 1174 Compact Micro-

CT® (Kontich, Bélgica) (figura 1), seguindo as seguintes etapas:

e Preparo e posicionamento da amostra.

e Padronizagcado dos parametros para obtencédo das imagens.

SKYSCAN

I

Figura 1 — Aparelho SkyScan 1174 Compact Micro-CT®
(Kontich, Bélgica)

4.3.1.1.1 Preparo e posicionamento da amostra

As amostras foram fixadas com cera utilidade (Artigos Odontoldgicos
Classico, Sao Paulo-SP, Brasil), numa haste metalica fornecida pelo fabricante do
aparelho, com a finalidade de evitar que ocorressem movimentos durante a
obtencdo das imagens. O conjunto foi posicionado dentro da cabine de
escaneamento de maneira que a articulagdo coxofemoral das amostras ficassem

voltadas para cima, com a extremidade livre favorecendo o seu escaneamento.

4.3.1.1.2 Padronizacao dos parametros de obtencao das imagens

O escaneamento das amostras foi realizado utilizando-se os seguintes
parametros: energia de 50 kVp e intensidade de corrente do tubo de raios X de
800 pA.s. A fim de filtrar os fétons com maior comprimento de onda, utilizou-se um

filtro de aluminio com espessura de 0,5 mm posicionado a frente da saida externa
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dos Raios X. Essa espessura € a ideal para a amostra utilizada neste estudo, de
acordo com as recomendacoes do fabricante (Figura 2).

Para padronizacdo dos escaneamentos, foi selecionado ainda o voxel
com resolugdo isotropica de 30,04 um, com aquisicao de 3 frames por cada 0,5°
de rotacéo do aparelho, totalizando um giro de 180° sendo obtidas 380 projecdes
de cada peca microtomografada. Neste estudo foi aplicado um algoritmo de
correcdo de endurecimento do feixe fornecido pelo software SkyScan 1174®
(Kontich, Bélgica) em todos os escaneamentos.

Figura 2 — A — Camara de escaneamento / B — Fonte de radiacao e filtro
de aluminio indicado pela seta vermelha / C — Receptor de imagem
indicado pela seta amarela
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Os parametros estabelecidos nesse estudo para obtengédo das imagens

sao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Parametros para obtengéo das imagens.

Parametro Valor Definido
Poténcia do tubo de Raios X 50 kVp
Intensidade da corrente 800 pA.s
Filtro de aluminio 0,5 mm
Tamanho do voxel 30,04 pm
Numero de frames 3
Grau de rotagao 0,5°
Giro do aparelho 180°
Numero de projecdes 380

4.3.1.2 Reconstrucao das imagens por micro-CT

Antes de serem analisadas, todas as imagens obtidas de cada amostra
foram submetidas ao processo de reconstrucdo por meio do software SkyScan
NRecon® (Kontich, Bélgica). Durante esse processo, as ferramentas de correcdo
de artefatos em anéis (ring artifacts reduction), suavizacao dos ruidos (smoothing)
e correcao de artefatos gerados pelo efeito de endurecimento do feixe de Raios X
(beam hardening correction) (figura 3), além da demarcacao superior (fop) e
inferior (bottom) (figura 4) das imagens a serem reconstruidas foram aplicadas
individualmente em cada amostra de acordo com os parametros relacionados,

conforme a Tabela 3.
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Figura 3 — Ajuste dos parametros de reconstrugéo: ring artifacts reduction, smoothing e beam
hardening correction — interface do NRecon® (Kontich, Bélgica)
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Figura 4 — Ajuste dos parametros de reconstrucao: top e botton — interface do NRecon® (Kontich, Bélgica)

Tabela 3 — Parametros de reconstrucao.

Parametro Valor Definido
Ring artifacts reduction 6
Smoothing 3
Beam hardening correction 60%
Top 780
Bottom 300
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4.3.1.3 Analise dos volumes adquiridos por micro-CT

A andlise dos volumes reconstruidos foi realizada por meio do software
Skyscan CT Analyser® (Kontich, Bélgica). Para avaliagdo da regido de interesse
do osso (ROI) esponjoso (espagos medulares e trabéculas dsseas), buscou-se o
corte transversal mais superior da epifise proximal do fémur direito. A partir deste
corte inicial (set of the top of selection), contaram-se trezentas e cinquenta
imagens subsequentes até a selegcdao do corte inferior (set of the botton of
selection), sendo determinada assim a RO/ inicial. Com o RO/ inicial (figura 5),
procedeu-se a selecdao do ROI de interesse para analise das trabéculas dsseas e
espacos medulares, em que cada corte transversal, a regido do 0sso esponjoso foi
desenhada manualmente utilizando-se a ferramenta Interpolated ROI (figura 6).

H @} rata 04 f_rec0659.bmp - CTAn

) Bel 0 DA@O W

CEE=

Figura 5 — Selecéo do ROl inicial — interface do CTAn® (Kontich, Bélgica)

Uma vez desenhado o novo ROI, o mesmo foi salvo utilizando-se a
ferramenta save new dataset from ROI, sendo este transformado em VOI (volume
of interest). Sobre o VOI adquirido foi realizado a binarizacao de toda a regido e a
partir desse momento, todas as imagens ganharam tons binarios pretos e brancos.

As imagens binarizadas foram submetidas ao processo de limiarizacao
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(thresholding), em que foi padronizada a faixa de valores de tons do volume que
seriam analisados (40 e 170). Uma lista de tarefas (task list) (Tabela 4)
personalizada para esse estudo foi aplicada e as imagens volumétricas foram
analisadas pelo software, quando foram selecionados parametros para estudo da

microarquitetura do 0sso esponjoso na regidao de interesse (Tabela 5).

Figura 6 — A — ROl inicial / B — Selegéo do ROI de interesse / C — ROI
de interesse reconstruido / D — Binarizagdo do ROI de interesse

Tabela 4 — Task list.

Parametro Descricao
Reload Recarregar imagens ou ROI
Thresholding Segmentacao das imagens binarizadas
Despeckle Remover pontos indesejaveis das imagens
3D analysis Calculo dos parametros 3D das imagens binarizadas
3D model Criacao da superficie 3D das imagens binarizadas
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Tabela 5 — Apresentagédo e descricao dos parametros selecionados para andlise

da microarquitetura éssea trabecular.

Abreviacao Descricao Unidade Padrao
TV Volume de tecido mm®
BV Volume 6sseo mm?
BV/TV Relacdo do volume 6sseo segmentado Y%

pelo volume total da regido de interesse
TS Superficie de tecido mm?

BS Superficie 6ssea mm?

Tb.N Medida da média do numero de 1/mm
trabéculas por unidade de comprimento

Tb.Th Medida da espessura trabecular, mm
analisada utilizando o método direto 3D

Tb.Sp Distancia média entre as trabéculas, mm
analisada utilizando o método direto 3D

Po.V(cl) Volume de poros fechados mm?
Po.V(op) Volume de poros abertos mm?
Po(tot) Total de porosidade %

Ao final do processo de analise, o software forneceu listas com todos os

valores supracitados para cada amostra analisada.
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4.3.2 Analise da resisténcia ossea

As amostras foram submetidas ao ensaio de resisténcia a flexao de trés
pontos numa maquina universal de ensaios mecanicos (Modelo 4411; Instron
Corporation, Canton, MA, EUA). As dimensdes de cada amostra foram verificadas
com um paquimetro digital (Mitutoyo, Japan), com precisdo de 0,01 mm, e as
mesmas posicionadas sobre dois suportes metalicos, com distancia de 20 mm
entre eles. O ensaio foi realizado a velocidade de 1,3 mm/min., com a carga sendo
aplicada perpendicularmente sobre a diafise do fémur até ocorrer a fratura. A forca
maxima necessaria para a ruptura completa do fémur foi expressa em Newton (N)

(figura 7).

Figura 7 — A — Maquina de ensaio universal (Modelo 4411; Instron Corporation, Canton,
MA, EUA / B- Posicionamento do fémur

33



4.4 Analise dos dados

Os dados foram submetidos a Analise de Variancia, com teste post-hoc
de Tukey em nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS
5.1 Avaliacao dos dados gerais da pesquisa

Durante todo o transcorrer da parte experimental do presente estudo,
foi monitorado o consumo diério dos liquidos introduzidos a alimentacéo (café e
refrigerantes a base de cola e guarana) além de monitoramento semanal do peso

corporal em todos os grupos de estudo (Tabelas 6 e 7, respectivamente).

Tabela 6 — Médias do consumo diario de liquidos (ml) e desvio padréo.

Consumo médio diario (ml)

Machos Fémeas
Liquido Teste Agua Liquido Teste Agua
Controle - 213,90 + 65,16 Bc - 302,50+ 58,76 Ac
Cola 467,68 +56,33 Aa 105,52 +53,65Cd 441,41+2822Bb 98,85 + 54,69 Cd

Guarana 453,07+2721Ab 96,25+49,29Cd  457,29+27,82Aa 76,98 +52,13 Cd
Café 177,29 + 80,49 Ad 153,13 +57,38Cd 188,75+37,03 Ad 138,13 £63,11 Cd

Médias e desvio padrdo seguidas por letras distintas, mailsculas na horizontal e minlisculas na vertical
diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Ao se analisar a Tabela 6, observa-se que houveram diferencas
estatisticas significantes (p< 0,05), entre o consumo de agua nos grupos controles
machos e fémeas, sendo esse maior para o grupo das fémeas e também
diferencas estatisticas significantes (p< 0,05) entre o consumo de refrigerante a
base de cola entre ambos os sexos, sendo a maior média de consumo no grupo
dos machos. Ao se avaliar os grupos experimentais dentro do proprio sexo,
observou-se diferenca estatisticamente significante (p< 0,05) entre todas as
substancias em relacao a ingestdo de agua, tendo os refrigerantes a base de cola
€ guarana a maior média de consumo em relacao aos grupos controles. O grupo
do café apresentou a menor média de consumo em relacao aos grupos controles

que faziam ingestdo de agua. Observaram-se ainda diferencas estatisticamente

35



significantes (p < 0,05) entre o consumo dos refrigerantes a base de cola e

guarana e café entre si, em ambos 0s sexos.

Tabela 7 — Avaliacéo do peso corporal (%).

Ganho Peso Corporal (%)

Machos Fémeas
Controle 38,73 26,52
Cola 39,06 23,06
Guarana 36,45 25,90
Café 39,52 27,81

Ao se avaliar o peso corporal, notou-se ganho de peso entre 36,45 % a
39,52% para os machos e 23,06% a 27,81% para as fémeas, sendo a maior
média de peso corporal ao final da parte experimental para os machos e fémeas
que receberam dieta a base de café e a menor média de peso corporal nos
machos para o grupo que recebeu administracdo de refrigerante a base de
guarana e nas fémeas para o grupo que recebeu refrigerante a base de cola.

Além disso, foi observado durante o experimento diferenca
comportamental nos grupos dos machos e fémeas que receberam dieta a base de
café e refrigerantes de cola e guarana, tendo esses, comportamento mais agitado

e ativo em relagcao aos animais dos grupos controles.

5.2 Parametros morfométricos da microarquitetura do o0sso esponjoso
analisados por micro-CT

A avaliagdo da microarquitetura éssea do 0sso esponjoso baseou-se na
analise dos seguintes parametros: volume de tecido, volume 6sseo, relacdo do
volume 6sseo segmentado pelo volume total da regido de interesse, superficie de
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tecido, superficie éssea, medida da média do numero de trabéculas por unidade
de comprimento, medida da espessura trabecular, distancia média entre as
trabéculas, volume de poros fechados, volume de poros abertos e total de
porosidade.

Ao ser avaliado o volume de tecido, observou-se diferenca
estatisticamente significante (p < 0,05) entre todos os grupos quando foi
comparado os machos e fémeas, tendo o volume de tecido dos machos maior
média em mm?® em relagdo ao volume de tecido das fémeas. Dentro dos grupos de
fémeas, observou-se diferenca estatisticamente significante (p < 0,05) quando foi
comparado o volume de tecido nos animais do grupo cola em relacdo aos do
grupo controle tendo o grupo cola maior média de volume de tecido (50,75mm?).
Notou-se ainda diferenga estatisticamente significante (p < 0,05), quando foi
comparado o volume de tecido entre os grupos cola e guarand, tendo este ultimo,
a menor média (46,58 mm®) de volume de tecido em relagdo ao grupo cola
(Tabela 8).

Ao ser analisado o volume de tecido nos grupos dos machos, observou-
se diferencga estatisticamente significante (p < 0,05) apenas quando comparado 0s
volumes de tecidos dos animais do grupo cola com os volumes de tecido dos
animais do grupo controle, tendo o grupo cola a maior média de tecido 70,61 mm?®
(Tabela 8).
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Tabela 8 — Analise de volume de tecido — TV (mm?).

Volume de Tecido (mm®)

Machos Fémeas
Controle 61,44 £ 6,55 Ab 44,31 + 3,02 Bb
Cola 70,61 £ 8,45 Aa 50,75 + 4,29 Ba
Guarana 64,76 £ 6,10 Aab 46,58 + 3,64 Bb
Café 64,39 + 5,68 Aab 46,74 £ 4,35 Bab

Médias e desvio padrdo seguidas por letras distintas, mailsculas na horizontal e minGsculas na vertical
diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Em relagdo & andlise do volume 0sseo, observou-se diferenca
estatisticamente significante (p < 0,05), entre os machos e fémeas, com a maior
média de volume dsseo para os grupos dos machos. Ao analisar-se isoladamente
0s grupos dos machos, observou-se diferenca estatisticamente significante (p <
0,05) apenas quando foi comparado o volume 6sseo do grupo cola com o grupo
controle, tendo o grupo cola a maior média de volume 6sseo em relacao ao grupo
controle (Tabela 9).

Ao avaliar-se o volume désseo dentro do grupo de fémeas, observou-se
diferenga estatisticamente significante (p < 0,05) ao se comparar o grupo cola com
0 grupo controle, e entre 0os grupos guarana e café, tendo o grupo cola a maior

média de volume 6sseo em relagdo aos mesmos (Tabela 9).
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Tabela 9 — Andlise do volume 6sseo — BV (mm?®).

Volume Osseo (mm?®)

Machos Fémeas
Controle 46,65 + 4,62 Ab 34,53 + 2,46 Bb
Cola 53,67 £ 7,63 Aa 40,02 + 3,89 Ba
Guarana 47,99 + 5,76 Aab 36,01 +2,81 Bb
Café 48,82 + 4,32 Aab 35,97 + 3,68 Bb

Médias e desvio padrdo seguidas por letras distintas, mailsculas na horizontal e minldsculas na vertical
diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Quando foi analisado a relacdo entre o volume 6sseo segmentado pelo
volume total da regido de interesse (BV/TV), nenhuma diferenca estatisticamente
significante foi observada (p = 0,05), entre os machos e fémeas, e entre 0s grupos
experimentais do proprio género (Tabela 10).

Tabela 10 — Avaliagédo da relagdao do volume 6sseo segmentado pelo volume total
da regido de interesse - BV/TV (%).

% Volume Osseo (TV/BV)

Machos Fémeas
Controle 76,01 +£2,01 Aa 77,96 + 2,54 Aa
Cola 75,88 + 3,69 Aa 78,94 + 2,83 Aa
Guarana 74,07 + 3,63 Aa 77,32 +1,79 Aa
Café 75,86 + 2,77 Aa 76,92 £ 2,34 Aa

Médias e desvio padrdo seguidas por letras distintas, mailsculas na horizontal e minisculas na vertical
diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Para a analise da superficie de tecido, observou-se diferenca
estatisticamente significante (p < 0,05) entre os machos e fémeas, com maior
média de superficie de tecido para os grupos dos machos, além de diferenca
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estatisticamente significante (p < 0,05) quando foi comparado os grupos cola,
guarana e café dentro do género feminino em relagdo ao grupo controle, tendo o
grupo controle a menor média de superficie de tecido (153,67 mm?). Nenhuma
diferenca estatisticamente significante (p = 0,05) foi observada entre os grupos
dos machos (Tabela 11).

Tabela 11 — Andlise da superficie de tecido — TS (mm?).

Superficie de Tecido (mm?®)

Machos Fémeas
Controle 227,16 £ 32,86 Aa 153,67 + 6,62 Bb
Cola 243,16 £ 25,01 Aa 192,03 £ 9,99 Ba
Guarana 248,29 +30,69 Aa 182,66 + 11,91Ba
Café 246,03 £ 32,86 Aa 181,03 + 15,74 Ba

Médias e desvio padrdo seguidas por letras distintas, mailsculas na horizontal e minGsculas na vertical
diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Para a andlise da superficie d&ssea, observou-se diferenca
estatisticamente significante (p < 0,05) entre os machos e fémeas, tendo os
grupos dos machos, maior média de superficie 6ssea em relacdo aos grupos das
fémeas. Ao comparar os grupos dos machos, nenhuma diferenga estatisticamente
significante (p = 0,05) foi observada. Porém, foram observadas diferengas
estatisticas significantes (p< 0,05) entre os grupos cola, guarana e café do género
feminino, em relagdo ao respectivo grupo controle, tendo o grupo controle a menor

média de superficie 6ssea (Tabela 12).
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Tabela 12 — Analise da superficie 6ssea — BS (mm?).

Superficie Ossea (mm?®)

Machos Fémeas
Controle 372,11 £46,60 Aa 230,85 +21,35Bb
Cola 438,35+ 88,16 Aa 282,44 + 16,79 Ba
Guarana 404,62 +50,17 Aa 272,33 + 16,27 Ba
Café 386,49 + 44,67 Aa 273,34 + 23,70 Ba

Médias e desvio padrdo seguidas por letras distintas, mailsculas na horizontal e minldsculas na vertical
diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Em relagdo ao numero de trabéculas por milimetro, observou-se
diferenca estatisticamente significante (p < 0,05) entre os machos e fémeas, tendo
0s grupos dos machos, a maior média de numero de trabéculas 6sseas por
milimetro (Tabela 13).

Quando foi avaliado isoladamente o numero de trabéculas Osseas
dentro dos sexos, observou-se diferenca estatisticamente significante (p < 0,05),
entre o numero de trabéculas por milimetro do grupo café dos machos em relacao
ao seu respectivo grupo controle, tendo este, uma reducdao do numero de
trabéculas por milimetro. Dentro dos grupos de fémeas, observou-se diferenca
estatistica significante (p< 0,05) apenas quando comparado o0 grupo cola em
relacdo ao grupo café, tendo o grupo café, uma menor média de trabéculas por
milimetros. (Tabela 13)
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Tabela 13 — Analise do numero de trabéculas por milimetro.

Numero de Trabécula (/mm)

Machos Fémeas
Controle 1,81 £0,10 Aa 1,45 + 0,20 Bab
Cola 1,75 £ 0,16 Aab 1,43 £ 0,09 Ba
Guarana 1,74 £ 0,18 Aab 1,42 £ 0,10 Bab
Café 1,64 £ 0,07 Ab 1,32 £ 0,09 Bb

Média e desvio padrdo seguidos de letras mailsculas nas horizontais e minlsculas na vertical diferem

estatisticamente entre si (p< 0,05) utilizando Anova/Tukey

Na avaliacdo da espessura das trabéculas ésseas, observou-se
diferenca estaticamente significante (p< 0,05) entre os machos e fémeas, tendo as
fémeas, maior média de espessura de trabécula éssea. Ao avaliar os grupos
experimentais dentro dos grupos de machos, verificou-se diferenca
estatisticamente significante (p < 0,05) apenas quando foi comparada a espessura
de trabéculas ésseas do grupo com dieta a base de café com o grupo controle
(tabela 14), sendo maior no grupo cafe.

Dentro dos grupos de fémeas, observou-se diferenca estatisticamente
significante (p < 0,05) do grupo com dieta a base de refrigerante de cola em
relacdo aos grupos com dieta a base de guarana e café, o grupo cola apresentou
a maior espessura de trabécula em relacdo aos demais grupos experimentais
(Tabela 14).
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Tabela 14 — Andlise da espessura de trabéculas 6sseas em milimetros.

Espessura de Trabécula (mm)

Machos Fémeas
Controle 0,42 + 0,02 Bb 0,54 + 0,09 Aac
Cola 0,43 + 0,04 Bab 0,54 + 0,04 Aa
Guarana 0,43 £ 0,06 Bab 0,48 + 0,03 Ac
Café 0,46 + 0,02 Ba 0,50 + 0,04 Ac

Médias e desvio padrao seguidas por letras distintas, mailsculas na horizontal e mindscula na vertical diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Em relacdo a separacdo entre as trabéculas O6sseas, nenhuma
diferenca estatisticamente significante foi observada entre os sexos e tdo pouco

entre os grupos experimentais (p = 0,05) (Tabela 15).

Tabela 15 — Andlise da separacao entre as trabéculas 6sseas (mm).

Separacao entre as Trabéculas (mm)

Machos Fémeas
Controle 0,85 + 0,08 Aa 0,92 + 0,06 Aa
Cola 0,74 + 0,22 Aa 0,86 £ 0,11 Aa
Guarana 0,89 £ 0,10 Aa 0,89 £ 0,06 Aa
Café 0,91 £ 0,09 Aa 0,87 + 0,06 Aa

Médias e desvio padrao seguidas por letras distintas, mailsculas na horizontal e mindscula na vertical diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Ao se avaliar o volume de poros fechados, verificou-se diferenca
estatisticamente significante (p < 0,05) entre 0s sexos apenas dos grupos
controles, em que 0s machos apresentaram a maior média de poros fechados por
mm?. Dentro dos grupos de machos, observou-se diferenca estatisticamente
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significante (p < 0,05) apenas quando foi comparado o volume de poros fechados
do grupo com dieta a base de refrigerante de guarand com o grupo controle.
Analisando o grupo das fémeas, verificou-se diferenga estatisticamente
significante (p < 0,05) entre os grupos cola e café em relagdo ao grupo controle,
tendo esses, médias superiores de volume de poros fechados em relacdo ao
grupo controle (Tabela 16).

Tabela 16 — Analise do volume de poros fechados (mm?).

Volume de Poros Fechados (mm®)

Machos Fémeas
Controle 0,70 £ 0,19 Aa 0,46 + 0,09 Bb
Cola 0,61 +£0,16 Aab 0,57 +£0,10 Aa
Guarana 0,54 +0,11 Ab 0,52 + 0,10 Aab
Café 0,64 +0,19 Aab 0,57 +£0,12 Aa

Médias e desvio padrao seguidas por letras distintas, mailsculas na horizontal e mindscula na vertical diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Em relacdo ao volume de poros abertos, observou-se diferenca
estatisticamente significante (p < 0,05) apenas quando foram comparadas as
dietas entre os grupos de machos e fémeas, os grupos de machos apresentaram
a maior média de volume de poros abertos em relagdo aos grupos das fémeas
(Tabela 17).
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Tabela 17 — Andlise do volume de poros abertos (mm?®).

Volume de Poros Abertos (mm®)

Machos Fémeas
Controle 14,08 + 2,40 Aa 9,30 + 1,41 Ba
Cola 16,32 + 2,96 Aa 9,93+ 1,16 Ba
Guarana 16,22 + 3,63 Aa 10,03 £ 1,19 Ba

Café 14,93 + 2,58 Aa 10,19 + 1,35 Ba

Médias e desvio padrao seguidas por letras distintas, mailsculas na horizontal e mindscula na vertical diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Quando foi avaliado o total de porosidade em porcentagem, nenhuma
diferenca estatisticamente significante (p < 0,05) foi observada entre os sexo e
entre os grupos experimentais, dentro do proprio sexo (Tabela 18).

Tabela 18 — Andlise do total de porosidade (%).

Total de Porosidade (%)

Machos

Fémeas

Controle 23,98 + 2,01 Aa 22,83 + 1,09 Aa
Cola 24,11 £ 3,69 Aa 21,04 £ 2,68 Aa
Guarana 25,92 + 5,63 Aa 22,66 = 1,79 Aa
Café 24,13 £ 2,77 Aa 23,06 + 2,34 Aa

Médias e desvio padrao seguidas por letras distintas, mailsculas na horizontal e mindscula na vertical diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p < 0,05).

5.3 Resisténcia 6ssea
Ao serem avaliados os dados de resisténcia a flexdo de trés pontos,

observou-se diferenca estatisticamente significante (p < 0,05) entre os grupos de
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machos e fémeas, sendo necessario a aplicacdo de maior forca (N) nos grupos
experimentais dos machos em relagdo aos grupos experimentais de fémeas.
Dentro do grupo de machos nenhuma diferenga estatisticamente significante (p =
0,05) entre os grupos experimentais foi observada (Tabela 19). Ja entre os grupos
experimentais compostos por fémeas observou-se diferenga estatisticamente
significante, entre os grupos com dieta a base de cola e café em relagdo ao grupo
controle, sendo necessaria menor aplicacao de forga (N) para promover a fratura

Ossea nesses grupos.

Tabela 19 — Valores médios de resisténcia a flexao de trés pontos (N).

Teste de Flexao (N)

Machos Fémeas
Controle 131,36 £ 10,34 Aa 115,28 £ 12,83 Ba
Cola 123,58 + 7,05 Aa 103,19 £ 8,87 Bb
Guarana 134,99 £+ 16,71 Aa 109,05 £ 19,40 Bab
Café 127,82 + 8,09 Aa 100,07 + 15,06 Bb

Médias e desvio padréo seguidas por letras distintas, maitsculas na horizontal e mindscula na vertical diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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6 DISCUSSAO

O estilo de vida das pessoas é comandado por aquilo que seu meio
proporciona. Em virtude disso, cada vez mais, as pessoas vém consumindo
alimentos industrializados. Dentro deste contexto, ha um crescente consumo de
bebidas que tém em sua constituicdo sustancias que podem ser nocivas ao
organismo. Assim, o presente estudo teve como finalidade avaliar o efeito de trés
substancias em alguns parametros do tecido 6sseo. As substancias utilizadas
foram escolhidas devido aos seus elevados niveis de consumo: refrigerantes a

base de cola e guarana e outra bebida a base de cafeina, o café.

Os animais foram entdo submetidos a uma dieta & base dessas
substancias, sendo monitorados diariamente. Dessa forma pode-se observar o

consumo e também o comportamento do peso corporal dos mesmos.

Com relacao ao consumo, observou-se que houve drastica reducéo no
consumo de 4gua em todos os grupos experimentais. A agua foi deixada na gaiola
para que 0s animais tivessem outra op¢ao de bebida, observando-se que quando
era o Unico liquido presente na gaiola, seu consumo apresentou-se normal, mas
quando existia a opcao das substancias teste, estas, a excecao do café, foram
mais consumidos que a agua, sendo esse consumo maior do que a quantidade de
agua ingerida pelos animais do grupo controle. Essa diferenca entre o consumo de
agua e o liquido teste foi estatisticamente significante. Ogur et al. (2007) também
relataram em seu estudo que o consumo de agua pelos animais, de ambos o0s
géneros, diminuiu ao longo do periodo experimental, havendo um aumento no
consumo total de liquido teste, evidenciando uma substituicdo da agua pelo
refrigerante a base de cola. O fato de duas substancias conterem aglcar em sua
composicdo pode explicar esse maior consumo. Isso se torna mais evidente
quando se observa o consumo do café que foi menos consumido, talvez por ndo

conter agucar.
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Ao acompanhar semanalmente o peso corporal, observou-se uma
maior média de peso corporal em todos os grupos de machos quando
comparados aos grupos das fémeas, sem grandes variagdes entre os grupos do
mesmo género, fator que demonstra a auséncia de interferéncias das substancias
testadas sobre o peso corporal, contradizendo o trabalho desenvolvido por Ogur et
al. (2007) que relataram diferencas estatisticas significantes, em relacédo ao peso
corporal, com aumento do peso corporal no grupo de machos que recebeu dieta a
base de refrigerante de cola e diminuicdo do peso corporal no grupo de fémeas
que receberam a mesma dieta. A variacido de peso corporal entre os géneros
pode ser explicada pelo fator fisioldégico, onde os machos tém tendéncia ao ganho
de peso corporal em idade adulta quando comparados as fémeas, e esta
tendéncia se inverte em idade senil, quando devido a fatores hormonais, as
fémeas possuem maior tendéncia ao ganho de peso corporal quando comparadas

as machos.

Outro fator importante observado na presente pesquisa, embora nao
tenha sido objetivo da mesma, foi o fato de que os animais dos grupos onde foram
administrados os liquidos testes apresentaram aumento na atividade motora e
ansiedade, evidenciados pela agitacdo dos mesmos dentro das gaiolas, bem
como aumento no nivel de estresse durante a manipulacédo. Estes fatores séo
explicados baseados no trabalho desenvolvido por Celec e Behuliak (2010) onde
os autores observaram alteracdes enddcrinas em ratos que receberam dieta a
base de cola, como por exemplo, o aumento no nivel sérico de estradiol e
testosterona, e a ligacdo da cafeina aos receptores de adenosina. Vale ressaltar
que a adenosina é responsavel pela diminuicdo da atividade cerebral, uma vez
que a cafeina se liga aos seus receptores, impede a diminuicdo desta atividade

mantendo o cérebro em constante funcionamento.

Os principais parametros avaliados na presente pesquisa foi o efeito
das substancias teste no tecido ésseo, tanto na sua microarquitetura, quanto na
resisténcia 6ssea. Autores como Garcia-Contreras et al. (2000), Kristensen et al.
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(2005), Hallstrom et al. (2006), Tsuang et al. (2006), Tucker et al. (2006), Ogur at
al. (2007), Libuda et al. (2008), Tedfilo et al. (2010), Lacerda et al. (2010) e Liu et
al. (2011) desenvolveram estudos onde buscaram observar a relagcdo da ingestéo
de bebidas a base de refrigerantes de cola, cafeina e seus derivados com o tecido
0sseo, principalmente no que diz respeito a densidade mineral 6ssea e resisténcia
O0ssea. Em todos esses estudos, sejam eles em modelos animais ou estudos
observacionais em diversas populacdes, foram utilizados como método de
avaliacao da estrutura 6ssea exames por dupla absorcdo de Raios X — Dexa,
analises bioquimicas de componentes do sangue e urina, e analises histolégicas.
Muller et al. (1998) desenvolveram um estudo morfométrico onde compararam
cortes histolégicos e a microtomografia computadorizada na andlise da
microarquitetura 6ssea. A partir dos resultados encontrados os autores garantiram
a microtomografia computadorizada potencial para analise da microarquitetura
0ssea, sendo este um exame ndo invasivo, rapido e de alta precisdo. Também
Tjong et al. (2012) quando compararam a tomografia computadorizada periférica
de alta resolucdo e a microtomografia computadorizada observaram que a
primeira somente é eficaz quando é utilizado o menor voxel possivel e que
portanto, a microtomografia computadorizada corresponde ao padrdao ouro para a
analise da microarquitetura 6ssea. Os estudos de Klintstrom et al (2013) e de Hsu
et al (2013) também citam ser a microtomografia computadorizada padrao ouro

para a avaliagdo da microarquitetura éssea.

O presente trabalho buscou apresentar nova metodologia de avaliacao
da estrutura déssea, utilizando a microtomografia computadorizada, a fim de se
conhecer as reais alteracbes que acometem a microarquitetura 6ssea em animais

que receberam dieta a base de refrigerantes de cola, guarana e café.

Ao analisarem-se o0s resultados apresentados pela microtomografia
computadorizada, observou-se aumento no valor de alguns parametros como:
volume de tecido e volume 6sseo para os grupos com dieta a base de refrigerante
de cola em ambos os géneros; além de aumento na superficie de tecido no grupo
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cola para as fémeas e da superficie 6ssea nos grupos cola, guarana e café
também nos grupos de fémeas. O aumento de volume e superficie de osso e
tecido pode ser explicado baseado no estudo de Cadore et al. (2005) onde
descreveram o impacto da atividade fisica sobre a densidade mineral 6ssea,
sendo a atividade fisica responsavel pelo aumento da massa 6ssea. Nos grupos
experimentais do presente estudo, um dos fatores observados, como ja descrito,
foi 0 aumento da atividade motora dos animais, sendo esta atividade motora, um
fator a ser considerado como atividade fisica e por consequente, pode ser
responsavel pelo aumento nos parametros analisados, fato que nao representa a
qualidade, apenas o ganho estrutural, uma vez que ao analisar-se a resisténcia
Ossea, observou-se reducdo estatisticamente significante desta nos grupos de
fémeas que receberam as dietas a base de refrigerante de cola e café, com
reducdo também para o grupo guarana, apesar de nao ter sido estatisticamente
significante. Deve-se ressaltar que a resisténcia 0ssea ndo esta associada ao
volume do 0sso e sim a qualidade deste tecido. Sendo assim, apesar de ter-se um
aumento no volume &ésseo ndao se podia esperar que houvesse também um

aumento na resisténcia 6ssea.

Analisando-se somente superficie éssea entre os dois géneros,
observa-se diferenca estatistica entre estes, em que as fémeas apresentaram
menor média. A superficie Ossea estd relacionada com a atividade dos
osteoclastos e osteoblastos e esta relacdo pode ser alterada por fatores
hormonais, em que as fémeas sdo mais susceptiveis a alteragdes que 0s machos,
conforme citam Theill et al. (2002) e também Lacerda et al. (2010). O mesmo

raciocinio pode ser seguido para o numero e separagao de trabéculas.

Ainda em relagdo as analises obtidas por meio da microtomografia
computadorizada, foi possivel observar no grupo que recebeu a administracdo de
café, em ambos os géneros, redugcdo do numero de trabéculas e reducdo da
espessura das mesmas, porém com diferencas estatisticas apenas para o grupo
das fémeas. Esse dado corrobora com os dados do teste de resisténcia mecanica,
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onde o grupo de fémeas que recebeu administracdo de café obteve o menor valor
de resisténcia éssea, aumentando significativamente o risco de fraturas 6sseas. O
consumo da substancia a base de café também é citada por Hallstrom et al.
(2006) e Tsuang et al. (2006), como potenciais substancias que em elevado
consumo aumenta o risco a fratura. Liu et al. (2011) citam que a cafeina aumenta
a diferenciacéo de células da medula éssea em osteoclastos, células cuja fungéao
€ absorver tecido 6sseo, como relatam Robinson et al. (1997). Se nos reportarmos
para o consumo das substancias teste, nota-se que dentre as trés substancias, o
café apresentou a menor média e mesmo assim, 0 seu consumo causou danos
significantes em relacdo ao numero e espessura de trabéculas e na resisténcia,
todos esses parametros nas fémeas. Também foi observada nos machos a
reducao nesses parametros, mas nao significante. Podemos, portanto, supor que
se 0s animais apresentassem um consumo de café semelhante aos refrigerantes

a base de cola e guarana, os efeitos seriam mais substanciais ainda.

O risco aumentado para fraturas O0sseas também foi observado no
grupo de fémeas que recebeu a dieta a base de refrigerante de cola, tendo valores
com diferencas estatisticas significantes em relacdo ao grupo controle. Esse risco
também foi observado nos machos, embora sem diferenca estatistica. Esses
resultados estdo de acordo com os achados de Garcia-Contrerar et al. (2000);
Heaney & Fafferty (2001); Kinney (2002); e Tedfilo et al. (2010), que citam ser o
elevado consumo de refrigerantes a base de cola, um dos fatores para o aumento

de risco de fratura.

Em sintese, dentro das condicoes experimentais utilizadas, a
administracdo de uma dieta a base de café e refrigerantes de cola e guarana pode
causar na microarquitetura 6ssea de fémures em ratos de ambos os géneros.
Devido a auséncia de estudos na literatura nesta linha de pesquisa, tendo a
microtomografia como método de avaliagao, faz-se necessario o desenvolvimento
de novos trabalhos a fim de aprimorar o conhecimento sobre as alteracbes dsseas
em decorréncia desses processos e a consolidacao dos parametros de analise.
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7 CONCLUSAO

A ingestdo das substancias avaliadas causou alteracdo na
microarquitetura 6ssea; além disso, a ingestdo de café e de refrigerante a base de

cola aumentou o risco a fratura éssea nas fémeas.
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