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Resumo

Objetivo: Avaliar os efeitos in vitro da cafeína na proliferação, apoptose 
e expressão de transcriptos gênicos de diferenciação condrogênica 
na cartilagem de crescimento. Método: As epífises cartilaginosas de 
fêmures de ratos neonatos foram divididas em dois subgrupos: os 
tratados com cafeína e o grupo controle, ambos observados nos 
tempos de 0, 7, 14 e 21 dias. As epífises cartilaginosas de fêmures de 
cada subgrupo e de cada tempo foram submetidas à histomorfome-
tria, análise imunoistoquímica, técnica de túnel e RT-PCR em tempo 
real. Resultado: A diminuição da atividade proliferativa e o aumento 
de condroblastos em apoptose aos 21 dias foram encontrados em 
ambos os subgrupos. Entretanto a diminuição da proliferação celular 
causada pela cafeína foi menor quando comparada ao grupo controle 
e aumentou significativamente a expressão de transcriptos gênicos 
para diferenciação condrogênica, representada pelo SOX-9 e pelo 
RUNX-2. Entretanto o cultivo in vitro com cafeína demostrou efeitos 
antagônicos: apesar dos efeitos positivos na proliferação e diferen-
ciação de condroblatos, cafeína aumentou a apoptose, caracterizada 
pelo aumento da expressão de caspase-3 e do numero de células em 
apoptose (p< 0.05). Conclusão: A cafeína apresenta efeitos antagôni-
cos in vitro na cartilagem em crescimento, aumentando a proliferação, 
diferenciação e apoptose celular. Estudo experimental.

Descritores: Cafeína. Cartilagem. Proliferação de  células. Dife-
renciação celular. Apoptose.

Abstract

Objective: To evaluate the in vitro effects of caffeine on proliferation, 
apoptosis and gene transcripts expression of chondrogenic differ-
entiation in growth cartilage. Methods: The cartilaginous epiphyses 
of femurs of newborn rats, were divided into two subgroups: treated 
with caffeine and control group, both observed over the time periods 
of 0, 7, 14 and 21 days. The cartilaginous epiphyses of femurs of 
each subgroup and each time span were subjected to histomor-
phometrics, immunohistochemical analysis, tunel technique and 
RT-PCR in real time. Results: The decrease in proliferative activ-
ity and the increase of apoptotic chondroblasts at 21 days were 
found regardless of the subgroup. However, the decrease in cell 
proliferation caused by caffeine was lower than in the control group 
and significantly increased the expression of gene transcripts for 
chondrogenic differentiation, represented by sox-9 and runx-2. 
However, the in vitro culture with caffeine revealed antagonistic 
effects: despite the positive effect on chondroblasts proliferation 
and differentiation, caffeine increased apoptosis, characterized 
by increased expression of caspase-3 and of the number of cells 
undergoing apoptosis (p<0.05). Conclusion: Caffeine presents 
antagonistic effects in vitro on growth cartilage, increasing the pro-
liferation, differentiation and cell apoptosis. Experimental Study. 

Keywords: Caffeine. Cartilage. Cell proliferation. Cell differen-
tiation. Apoptosis.
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Introdução

 A cafeína é uma metilxantina encontrada em diversos alimen-
tos, sendo amplamente consumida pela população humana. Por 
isso, vários dos seus efeitos e mecanismos têm sido amplamente 
estudados em diversos tecidos. Mas, apesar de alterar o cres-
cimento ósseo pós-natal, há poucos estudos sobre seu efeito 
nas cartilagens de crescimento. No osteoblasto, a cafeína atua 
negativamente, reduzindo a viabilidade celular e aumentando a 
apoptose dessa célula, além de diminuir a síntese protéica e a 
expressão de genes como o colágeno, fosfatase alcalina, osteo-

calcina, osteopontina, histona e cbfa1/runx2.1-4 Devido a esses 
efeitos no osso, a cafeína é considerada um fator de risco para a 
osteoporose e para a doença periodontal.5 No entanto, embora, 
existam vários estudos que analisaram os efeitos in vitro desse 
xantina sobre as células ósseas, ainda há carência de informações 
sobre os efeitos in vitro da cafeína nas células cartilaginosas de 
indivíduos em crescimento. O objetivo deste trabalho foi avaliar 
os efeitos in vitro da cafeína sobre a proliferação, apoptose e ex-
pressão de transcriptos gênicos da diferenciação condrogênica 
na cartilagem de crescimento. 
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Materiais e Métodos

Foram utilizadas as epífises cartilaginosas de 80 fêmures de ratos 
Wistar neonatos, que foram divididas em dois grupos, ou seja, cul-
tivado com cafeína na dose de 2 mMol (Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA) e controle nos tempos 0, 7, 14 e 21 dias. As epífises 
cartilaginosas de quatro fêmures de cada grupo e de cada tempo 
foram submetidas ao exame histomorfométrico, imunoistoquímico 
para avaliação da proliferação celular e da técnica de túnel, para ava-
liação da apoptose. As epífises cartilaginosas de seis fêmures foram 
submetidas aos ensaios de RT-PCR em tempo real para avaliação da 
expressão de caspase-3, Forward 5´TGGAG GAG GC TGACCGG-
CAA´3 e reverse 5´ CTCTGTACCTCGGCAGGCCTGAAT´3; Runx-2, 
Forward 5´ GCGT CAACA CCATCATTCTG´3 e reverse 5´ CAGAC-
CAGCAGCACTCCATC´3; e Sox-9, Forward 5´ CCCGATCTGAAGA-
AGGAGAGC´3 e reverse 5´ GTTCTTCACC GA C TTCCTCCG´3. O 
delineamento foi fatorial (2X4), ou seja, dois grupos e quatro períodos. 
Para cada variável foi determinado a média e o desvio padrão. Foi 
realizada ANOVA e comparação das médias foi feita pelo teste de 
Student-Newman-Keuls (SNK). Diferenças foram consideradas sig-
nificativas se p<0,05. O experimento foi aprovado pelo Comitê de 
Ética em Experimentação Animal da UFMG (protocolo n 177-2010). 

Resultados

Tanto no grupo controle quanto no grupo tratado com cafeína, 
a morfologia dos condroblastos foi semelhante durante a maior 
parte do período de cultivo. A porcentagem de lacunas vazias de 
condroblastos nas epífises cartilaginosas do fêmur foi aumentando 
significativamente ao longo do tempo de cultivo. Já a porcentagem 
de lacunas de condroblastos com núcleos picnóticos aumentou no 
dia sete de cultivo, mantendo-se assim até os 21 dias de cultura 
em comparação ao dia zero. No entanto, aos 21 dias de cultivo o 
grupo tratado com cafeína apresentou número de lacunas vazias 
de condroblastos significativamente menor em comparação ao 
grupo controle. (Tabelas 1 e 2, Figura 1)
No grupo controle, a taxa de proliferação celular, caracterizada 
pela expressão de CDC-47, reduziu significativamente ao longo 
de todo o período de cultivo em comparação ao dia 0. No grupo 
tratado com cafeína, a taxa de proliferação celular também reduziu 
significativamente aos sete dias em comparação ao dia zero, mas 
manteve-se assim até os 21 dias de cultivo, ao contrário do grupo 
controle que apresentou uma queda progressiva da proliferação 
celular. Aos 21 dias, apesar da expressão de CDC-47 ser maior 
no grupo tratado com cafeína, não houve diferença significativa 
entre os grupos em nenhum dos períodos. (Tabela 3 e Figura 2)

Tanto no grupo controle, quanto no grupo tratado com cafeína, o 
número de corpos apoptóticos aumentou significativamente du-
rante todo o período de cultivo. No entanto, aos sete e 21 dias 
de cultivo a apoptose foi mais intensa nas epífises cartilaginosas 
cultivadas com cafeína. (Tabela 4 e Figura 3)
Semelhante ao número de corpos apoptóticos, a expressão de cas-
pase 3 tambem aumentou significativamente em ambos os grupos 
aos 21 dias de cultivo em comparação ao dia 0. No entanto, aos 21 
dias, a expressão do transcripto gênico para caspase 3 foi significa-
tivamente maior no grupo tratado com cafeína em comparação ao 
grupo controle neste mesmo período. (Tabela 5) Somente no grupo 
tratado com cafeína, a expressão de Sox-9 aumentou significativa-
mente aos 21 dias de cultivo em comparação ao dia zero, sendo 
também maior em comparação ao grupo controle aos 21 dias de 
cultivo. (Tabela 5) A expressão de Runx-2 reduziu significativamente 
no grupo controle aos 21 dias de cultivo, em comparação ao dia 
zero. Mas, no grupo tratado com cafeína, a expressão de Runx-2, 
aos 21 dias, não diferiu em relação ao dia zero, mas foi significati-
vamente superior a do grupo controle. (Tabela 5)

Tabela 1. Média, desvio-padrão e resultado da análise estatística da porcen-
tagem de lacunas vazias de condroblastos nas epífises cartilaginosas do 
fêmur de ratos neonatos cultivadas em meio com ou sem cafeína (controle).

Grupo Dia 0 7 dias 14 dias 21 dias
Controle 6,26±6,61C a 13,37±11,0C a 36,8±11,7 B a 50,7±15,56 A a

Cafeína 6,26±6,61C a 28,5±9,57 B b 45,4±8,81A a 24,2±7,56B b
*Médias com letras maiúsculas iguais na linha ou letras minusculas iguais nas colunas não diferem 
entre si pelo teste Student Newman Keuls (SNK) (P≥0,05).

Tabela 2. Média, desvio-padrão e resultado da análise estatística da 
porcentagem de lacunas de condroblastos com núcleo picnótico nas 
epífises cartilaginosas do fêmur de ratos neonatos cultivadas em meio 
com ou sem cafeína (controle).

Grupo Dia 0 7 dias 14 dias 21 dias
Controle 9,40±4,036 B a 23,37±10,18 A a 19,25±5,47 A a 30,57±12,16 A a

Cafeína 9,40±4,036B a 17,4±10,32A a 24,71±7,95A a 28,7±13,12A a
*Médias com letras maiúsculas iguais na linha ou letras minusculas iguais nas colunas não diferem 
entre si pelo teste Student Newman-Keuls (SNK) (P≥0,05).

Tabela 3. Média, desvio-padrão e resultado da análise estatística da 
porcentagem de condroblastos com expressão de CDC-47 nas epífises 
cartilaginosas do fêmur de ratos neonatos cultivadas em meio com ou 
sem cafeína (controle).

Grupo Dia 0 7 dias 14 dias 21 dias
Controle 384,62±28,15 A a 245,4±82,4B a 267,87±46,7 B a 162±37,86 C a

Cafeína 384,62±28,1A a 283,7±98,8B a 248,5±57,64B a 228,6±65,16B a
*Médias com letras maiúsculas iguais na linha ou letras minusculas iguais nas colunas não diferem 
entre si pelo teste Student Newman Keuls (SNK) (P≥0,05).

Figura 1. Epífise cartilaginosa de ratos neonatos cultivada em meio com ou 
sem cafeína (controle). HE, Bar =23, 64 μm. A, B, C e D) Grupo controle no 
tempo 0, 7, 14 e 21 dias de cultivo, respectivamente. E, F, G e H). Grupo tratado 
com cafeína no tempo 0, 7, 14 e 21 dias de cultivo, respectivamente. 
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Figura 2. Epífise cartilaginosa de ratos neonatos cultivada em meio com ou sem 
cafeína (controle). Estreptavidina-biotina-peroxidase, contracoloração pelo Metil 
green. Expressão nuclear de CDC-47. Bar = 23, 64 μm. A, B, C e D) Grupo con-
trole no tempo 0, 7, 14 e 21 dias de cultivo, respectivamente. E, F, G e H) Grupo 
tratado com cafeína no tempo 0, 7, 14 e 21 dias de cultivo, respectivamente. 
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Discussão

O presente experimento teve como objetivo verificar mais profun-
damente os mecanismos de ação in vitro da cafeína sobre o tecido 
cartilaginoso. Mas, os resultados demonstraram em parte um efeito 
diferente aos observados in vivo, uma vez que as epífises cartilagi-
nosas tratadas com cafeína apresentaram maior viabilidade celular 
e maior expressão de fatores da diferenciação condrogênica. Mas, 
por outro lado a cafeína também resultou em aumento da apoptose 
com maior numero de condroblastos apoptóticos e maior expressão 
do transcripto gênico para caspase 3. Pode ser que esse efeito 
apoptótico da cafeína sobre as células cartilaginosas in vitro seja 
a razão pela qual observa-se morte celular in vivo nas cartilagens 
de crescimento tanto de neonatos quanto de filhotes após o des-
mame.6 Porém in vitro, foi observado um efeito antagônico, onde a 
cafeína aumentou o número de células apoptóticas e a expressão 
do transcripto para caspase-3, mas também manteve as células em 
proliferação e viáveis por mais tempo com aumento dos transcriptos 
gênicos da diferenciação celular, representados pelo Sox-9 e pelo 
Runx-2. Esses resultados mostram que os efeitos da cafeína in vitro 
podem ser diferentes dos efeitos in vivo. Mas, os efeitos antagônicos 
da cafeína parecem também ocorrer em folículos pilosos. Enquanto 
que a cafeína in vitro estimula o crescimento de folículos pilosos 
humanos7 e tem sido adicionada ao tratamento local da calvície,8 
filhotes de ratas tratadas com cafeína apresentam alopecia decor-
rente da menor atividade proliferativa das células do folículo piloso.9 
Essa diferença nos resultados pode ser explicada, uma vez que in 
vitro o modelo experimental é simplificado, e não é possível repro-
duzir um ambiente com todos os fatores e moléculas de sinalização 
que agem in vivo. Embora, existam vários estudos que analisaram 
os efeitos in vitro da cafeína sobre as células ósseas,4,5 o efeito da 
cafeína no modelo aqui utilizado parece ter sido a primeira tenta-
tiva de se estudar os efeitos in vitro dessa metilxantina nas células 
cartilaginosas de indivíduos em crescimento. 

Conclusão

Conclui-se que a cafeína in vitro apresenta efeitos antagônicos 
sobre o tecido cartilaginoso, aumentando a apoptose, mas ao 
mesmo tempo, aumentando a viabilidade celular, impedindo a 
queda do índice proliferativo e aumentando a expressão de trans-
criptos gênicos da diferenciação celular representados pelo Sox-9 
e pelo Runx-2.
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Figura 3. Epífise cartilaginosa de ratos neonatos cultivada em meio com ou 
sem cafeína (controle). Técnica de túnel, contra-coloração pelo metil green. Bar 
= 23, 64 μm. (A, B, C e D) Grupo controle no tempo 0, 7, 14 e 21 dias de cultivo, 
respectivamente. (E, F, G e H) Grupo tratado com cafeína no tempo 0, 7, 14 e 
21 dias de cultivo, respectivamente. 
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