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ATA DA DEFESA DE TESE DE DOUTORADO DE THAIS DE MERICI DOMINGUES E PAULA

As nove horas do dia 03 de margo de 2023, reuniu-se, no Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG, a
Comissio Examinadora da Tese, indicada pelo Colegiado do Programa, par julgar, em exame final, o
trabalho final intitulado: "EFEITOS DA CAFEINA NA FOLICULOGENESE, DESENVOLVIMENTO
PLACENTARIO E EM PARAMETROS REPRODUTIVOS, BIOMETRICOS E
COMPORTAMENTAILS TRANGERACIONAIS EM MODELCQ MURING", requisito final para
obtengio do grau de Dowtora em Biologia Celular. Abnindo a sessio, a Presidente da Comissio, Dra.
Fernanda Radicchi Campos Lobato de Almeida, apos dar a conhecer aos presentes o teor das Normas
Regulamentares do Trabalho Final, passou a palavra a candidata, para apresentagio de seu trabalho. Seguiu-
se o arguigao pelos examinadores, com a respectiva defesa da candidata. Logo apds, a Comissio se reuniu,
sem a presenga da candidata e do pdblico, para julgamento e expedigio de resultado final. Foram atribuidas
as sepuintes indicagdes:

Prof./Pesg. Instituigio Indicacio
Dra. Fernanda Radicchi Campos Lobato de Almeida UFMG A provada
Dr. Enrrico Blose UFMG lAprovada
Dra. Gleide Fernandes de Avelar LUFMG A provada
Dr. Paulo Henngue de Almeida Campos Jinior UFS] A provada
(Dra. Dirce Ribeiro de Oliveira UFJF Campus GV A provada
D, Juneo Fremas Silva UESC A provada

Pelas indicagtes, a candidata foi considerada: Aprovada

O resuliado final foi comunicado publicamente & candidata pela Presidente da Comissio. Mada mais havendo

a tratar, a Presidente encerrou a reunido e lavrou a presente ATA, que serd assinada por todos os membros
participantes da Comissio Exarminadora.
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RESUMO

A cafeina é uma substancia comumente consumida por gestantes e lactantes e, em funcédo da sua
capacidade de atravessar a membrana placentaria e se acumular no organismo do feto, bem como
de ser secretada no leite materno, seu consumo tem sido contraindicado ou sugerido em doses
minimas durante a gestacdo e a lactacdo. Estudos em humanos e roedores relacionam o consumo
de cafeina a menores indices de fertilizacdo, de implantacdo embrionéria, alteracdes na estrutura
placentaria, aumento da ocorréncia de baixo peso fetal e placentario, abortos e natimortos. Embora
apresente tais efeitos deletérios, até o momento ha uma escassez de dados descrevendo 0s
mecanismos das altera¢fes reprodutivas, comportamentais e funcionais consequentes do consumo
materno crénico de cafeina durante a gestacdo e a lactacdo. Adicionalmente, torna-se necessario
investigar se tais efeitos irdo também se manifestar nas geracfes subsequentes. Portanto, o
objetivo deste trabalho foi avaliar as alteragdes biométricas, reprodutivas, morfofuncionais e
comportamentais em duas geracdes de camundongos iso e heterogénicos, decorrentes do consumo
materno diario de cafeina durante a gestacdo e/ou lactacdo. Cento e vinte fémeas adultas de
camundongos Swiss e 15 fémeas de camundongos Black-6 foram submetidas a quatro
experimentos distintos, envolvendo o consumo de doses variadas de cafeina (0, 60, 120 ou 240
mg/cafeina/dia) antes e durante a gestacdo e/ou a lactacdo das proles F1 e F2. Foram feitas
analises histolégicas, hormonais, imunohistoquimicas e comportamentais dos diferentes grupos de
camundongos e de sua prole ao longo do crescimento e da sua vida adulta. Os resultados
mostraram que, mesmo nas doses recomendadas atualmente, a cafeina causou altera¢fes no ciclo
estral e na reserva folicular dos animais; restricdo intrauterina de crescimento, alteragdes na
morfologia e morfometria placentarias; comprometimento do desenvolvimento biométrico e
sexual das proles F1 e F2; e alteracbes cognitivas e comportamentais das proles F1 e F2,
especialmente de fémeas. Tais resultados indicam que as atuais doses de consumo recomendadas
de cafeina precisam ser revistas e atualizadas em humanos, especialmente as relativas a lactagéo,

que sé@o pouco discutidas e referenciadas.

Palavras-chave: cafeina, placenta, ovarios, nutricdo, gestacao, lactacéo,

reproducdo, comportamento transgeracional, cognicéo.



ABSTRACT

Caffeine is a substance commonly consumed by pregnant and lactating women and, due to its
ability to cross the placental membrane and accumulate in the fetal body, as well as to be secreted
into breast milk, its consumption has been contraindicated or suggested in minimal doses during
pregnancy and lactation. Studies in humans and rodents have linked caffeine consumption to
lower rates of fertilization, embryo implantation, alterations in placental structure, increased
occurrence of low fetal and placental weight, abortions, and stillbirths. Although it presents such
deleterious effects, to date there is a paucity of data describing the mechanisms of reproductive,
behavioral, and functional changes consequent to chronic maternal caffeine consumption during
pregnancy and lactation. Additionally, it becomes necessary to investigate whether such effects
will also manifest in subsequent generations. Therefore, the objective of this study was to evaluate
the biometric, reproductive, morphofunctional, and behavioral changes in two generations of iso-
and heterozygous mice, resulting from daily maternal consumption of caffeine during gestation
and/or lactation. One hundred and twenty adult female Swiss mice and 15 female Black-6 mice
were subjected to four separate experiments involving the consumption of varying doses of
caffeine (0, 60, 120 or 240 mg/caffeine/day) before and during gestation and/or lactation of F1 and
F2 offspring. Histological, hormonal, immunohistochemical and behavioral analyses were
performed on the different groups of mice and their offspring throughout their growth and adult
life. The results showed that, even at currently recommended doses, caffeine caused alterations in
the estrous cycle and follicular reserve of the animals; intrauterine growth restriction, alterations in
placental morphology and morphometry; impaired biometric and sexual development of F1 and
F2 offspring; and cognitive and behavioral alterations of F1 and F2 offspring, especially of
females. These results indicate that the current recommended doses of caffeine consumption need
to be reviewed and updated in humans, especially those related to lactation, which are little

discussed and referenced.

Keywords: caffeine, placenta, ovaries, nutrition, gestation, lactation, reproduction,

transgenerational behavior, cognition.
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INTRODUCAO

A cafeina é uma substancia estimulante do grupo das xantinas, consumida em todo o
mundo sob a forma ndo apenas de café, mas também de algumas variedades de cha, como o cha
mate, o cha verde e o cha branco (Paula et al, 2017). Refrigerantes de guarana e cola, alimentos a
base de cacau, bebidas energéticas e alguns medicamentos também perfazem a lista de alimentos
que possuem cafeina como constituinte (Paula et al, 2017). Estima-se que 89% das mulheres entre
18 e 24 anos consumam alimentos cafeinados, em uma média de 166 mg/dia (Paula et al, 2017;
Frary et al, 2005). Com o objetivo de combater a sonoléncia e/ou fadiga, ou simplesmente como
um habito previamente existente, seu consumo durante a gestagdo também é comum,
especialmente a partir do segundo trimestre gestacional e apds o nascimento do bebé (Dews, 2011;
Butt & Sultan, 2011; Grosso & Bracken, 2005).

Devido a alteragdes fisioldgicas na degradacdo de cafeina, diferentes doses sdo
recomendadas ao longo do tempo de gestacdo e lactacdo (Paula et al, 2017; EFSA, 2015; Grosso
& Bracken, 2005). Por exemplo, em mulheres ndo gravidas, recomenda-se um consumo maximo
de 400 mg diérios, enquanto em gestantes, a recomendacdo de ingestdo varia de 100 a 300 mg,
sendo tal quantidade inversamente proporcional ao tempo de gestacdo (Partosch et al, 2015; Ree et
al, 2015; Momoi et al, 2008; FDA, 2002). Estudos epidemiol6gicos mostraram que gravidas e
lactantes consomem menos cafeina que as demais mulheres, apesar de este consumo variar entre
120 e 300 mg por dia, doses estas estabelecidas pelos respectivos paises e suas recomendagdes
(Barone & Roberts, 1996). No Brasil, o Ministerio da Saude (2016) determina que a cafeina tem
um “uso compativel com a amamentacgdo. Contudo, o consumo de altas doses pela nutriz tem sido
associado a irritabilidade e insonia no lactente”. Outros 6rgdos sdo mais especificos nesta
recomendacdo para lactantes, e preconizam o consumo habitual de 200 mg/dia como seguro

(EFSA, 2015) ou um consumo maximo de 300 mg/dia (NHS, 2016). Todas as recomendacdes
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sobre o consumo durante a lactacdo se baseiam em doses associadas ao aparecimento de
irritabilidade e insénia em bebés, mas as evidéncias por tras destas recomendagdes ainda ndo sao
claras (Aimee et al, 2018). Revisdes sistematicas e do tipo “umbrella” recentes sobre a seguranca
do consumo de cafeina por lactantes sdo de cunho observacional, e 0s resultados ndo consideraram
os dados demogréficos, fisiolégicos ou do desenvolvimento dos bebés que consumiram cafeina
via aleitamento materno (Poole et al, 2018; Wikoff et al, 2017).

Uma vez tendo minha formag&o como Nutricionista, iniciei os trabalhos de atendimento
ambulatorial de gestantes e nutrizes em estagios de iniciacdo cientifica ainda durante a graduacéo.
Sempre questionei mentalmente o fato de se variarem tanto as doses recomendadas, ou melhor, o
fato de se recomendar cafeina para estes grupos especificos da populacdo. Com tantos
questionamentos e duavidas, decidi fazer no meu mestrado, em 2015, um estudo sobre como a
cafeina poderia afetar do ponto de vista histolégico e biométrico as placentas e os fetos de
camundongos submetidos as atuais doses recomendadas. Resultados surpreendentes e inéditos
mostraram que a cafeina, nas doses de 120 mg/kg/dia em camundongos (moderados 300 mg/dia
em humanos), pode afetar toda a vascularizacdo placentéria, causando uma menor irrigacdo por
sangue materno, uma tentativa fetal de compensacdo e, consequentemente, a ocorréncia de
restri¢do intrauterina de crescimento (RIUC).

Apobs obtidos tantos dados interessantes, demos prosseguimento aos estudos durante o
meu doutorado, j& que mais questionamentos surgiram diante dos achados: Como se da a nova
distribuicdo sanguinea na interface materno-fetal da placenta, e qual(is) mecanismo(s) pode(m) ser
determinante(s) de tais alteracbes vasculares? A cafeina também pode trazer consequéncias
negativas oriundas de um consumo durante a lactacdo? Quais serdo estas consequéncias? Os
descendentes de consumidoras de cafeina podem sofrer alguma consequéncia relacionada a
cognicdo, comportamento ou desenvolvimento pds-natal? O que ocorre nos ovarios de fémeas

consumidoras cronicas desta substancia? Como esté se desenvolvendo o seu ciclo reprodutivo?
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Uma vez determinadas as perguntas, tem-se o trabalho a seguir. Ele foi dividido em
quatro experimentos distintos para trazer algumas respostas e talvez endossar a necessidade
imprescindivel de se repensar sobre as doses realmente seguras de se recomendar 0 consumo de

cafeina durante a preconcepcao, a gestacdo e a lactacao.

REVISAO DE LITERATURA
Cafeina: acdo e metabolismo

A cafeina (1, 3, 7-trimetilxantina) é uma substancia alcaloide cuja meia-vida, em humanos,
pode variar de duas a 4,5 horas, podendo alcancar até 12 horas. Uma vez ingerida, ela é quase
totalmente metabolizada por enzimas hepéticas — especialmente a citocromo P450 1A2 (CYP1A2)
- as dimetilxantinas. Dentre as principais dimetilxantinas originadas, encontram-se a paraxantina,
a teobromina e a teofilina (Grosso & Bracken, 2005).

A paraxantina, metabdlito primario, corresponde a cerca de 80% do metabolismo final da
cafeina em humanos e em roedores (Grosso & Bracken, 2005; Klebanoff, 1998). Esta substancia é
considerada um antagonista de adenosina, uma vez que é capaz de se ligar aos receptores de
adenosina do sistema nervoso central e periférico. A adenosina se liga a receptores de adenosina
(ARs) acoplados a proteina G, que controlam diversos estimulos excitatdrios, promovem reducéo
de atividade motora e frequéncia cardiaca, aumentam a sensacdo de sono e reduzem a liberacdo de
neurotransmissores e hormonios. Uma vez impedida de se ligar aos seus receptores pela acao
antagdnica da paraxantina, ocorre uma diminuicdo dos efeitos fisiol6gicos da adenosina, enquanto
h& um aumento da liberag&o de neurotransmissores na circulagio, como epinefrina e norepinefrina
(Grosso & Bracken, 2005; Harland, 2000). Esta é a razdo pela qual a cafeina é usualmente
consumida como estimulante: para aumentar a vigilia, reduzindo a sonoléncia e a fadiga (Burke et
al, 2013).

Tanto a cafeina quanto os seus metabdlitos sdo moléculas muito pequenas, altamente
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lipofilicas. Sendo assim, possuem extrema facilidade de se difundir através dos tecidos por difusdo
passiva, atravessando, inclusive, membranas biolégicas de alta seletividade e baixa
permeabilidade, como a hematotesticular, a hematoencefalica e a placentaria (Mose et al, 2008;
Christian & Brent, 2001).

Durante a gestacdo, ocorre uma reducdo hepatica da atividade das enzimas P450
citrocromo-oxigenases, e consequente redugdo no metabolismo e na excrecdo de cafeina, teofilina,
teobromina e paraxantina. 1sso leva a deposicdo destas substancias nos tecidos maternos e fetais,
dada a sua facilidade de difusdo total através da placenta (Yadegari et al, 2016; Jahanfar & Jaafar,
2015; Sesardic et al, 1990). Com a evolugdo da gravidez proporcional a reducdo da atividade
enzimatica, pode-se observar um aumento da meia-vida destes metabdlitos para até 18 horas em
tecidos maternos e fetais no Gltimo trimestre gestacional (Tsutsumi et al, 2001). Uma vez que
fetos e bebés até os dois anos de idade sdo incapazes de metabolizar estas substancias, sua
eliminacéo fica totalmente dependente de um sistema renal ainda em desenvolvimento (Klebanoff
et al, 2002). Durante a lactacdo, toda a cafeina consumida pela mée se difunde para o leite materno
e, devido a incapacidade do recém-nascido de degrada-la, sua meia-vida é mais longa na infancia,
sendo seu 0 consumo contraindicado até os seis anos de idade (Jawa, 2017; Billon, 1987).

Pelo exposto acima, torna-se evidente que o acimulo de cafeina, tanto em fetos quanto em
bebés pode acometer o desenvolvimento de sistemas organicos. Entretanto, estudos abordando os
efeitos da cafeina sobre a fertilidade feminina sdo escassos. Assim sendo, faz-se necessario
discorrer sobre a morfofuncionalidade das génadas femininas, bem como sobre o desenvolvimento

placentério e fetal para uma melhor compreenséo dos efeitos epigenéticos da cafeina.

Ciclo estral: o ciclo hormonal e sexual do camundongo

De todos os mamiferos ndo-humanos, o camundongo tem uma longa historia como um
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modelo experimental para a investigagdo de doencas e eventos reprodutivos relacionados a
espécie humana, além de possuir um pequeno tamanho corporal e uma boa taxa de fecundidade
(Bertolin & Murphy, 2014; Freeman, 2006). O camundongo ovula espontaneamente, em
intervalos curtos, a cada 4-5 dias, e este ciclo ovulatério é denominado ciclo estral. O ciclo estral
do camundongo é um evento interativo manifestado em mudancas na anatomia, endocrinologia,
fisiologia e comportamento, todos culminando em quatro fases distintas: proestro, estro,
metaestro e diestro (Bertolin & Murphy, 2014).

Hormonios especificos conduzem as mudancas que ocorrem durante cada fase do ciclo e
induzem variagdes anatémicas e celulares que permitem a identificagdo de cada uma das fases,
seja através do exame da aparéncia da abertura vaginal, seja através das células vaginais esfoliadas
e visualizadas em microscépio éptico de luz (Bertolin & Murphy, 2014). Dentre os horménios
envolvidos no ciclo estral, destacam-se (Figura 2): o FSH, que atua principalmente para promover
o0 crescimento e maturacdo folicular; o LH, necessério para o crescimento folicular, inducdo da
ovulacdo e manutencdo do corpo lUteo; a prolactina, um estimulo luteotrépico que inicia e mantém
a secrecao de progesterona pelo CL; a progesterona, secretada pelo corpo liteo durante a fase de
diestro; e o estrogénio (estradiol), que promove angiogénese e divisdo celular das CG, a formagéo
de juncdes comunicantes intercelulares e age sinergicamente com as gonadotrofinas em varios
niveis, incluindo a promocdo do crescimento ovariano (Chou & Chein, 2018).

Durante o proestro, os foliculos antrais crescem exponencialmente sob a influéncia das
gonadotrofinas (FSH e LH), culminado em elevadas concentracdes plasmaéticas de estrogénio,
seguido por um pico de LH (pico pré-ovulatdrio), o que caracteriza a fase folicular do ciclo estral
(Freeman, 2006). A ovulagdo do camundongo ocorre aproximadamente 12 a 14 horas apos este
pico de LH, coincidindo com a fase do estro bem como com o periodo durante o qual a fémea
estara sexualmente receptiva ao macho (Bertolin & Murphy, 2014). Com a diferenciacdo dos

foliculos ovulados em corpos lateos, tem-se a predominancia de secrecdo de progesterona,
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caracterizando a fase latea do ciclo estral, composta pelo metaestro e pelo diestro (Bertolin &
Murphy, 2014). Durante 0 metaestro e o diestro, a progesterona inibe a secregdo de LH e
consequentemente impede uma nova ovulagdo. Com a evolugdo do ciclo, caso ndo haja
fertilizacdo, o corpo luteo deixa de ser funcional, resultando na reducdo da sintese de
progesterona ao final do metaestro e durante o diestro. Tal declinio de progesterona deixa de
inibir, por sua vez, um novo pico de LH, fazendo com que o ciclo continue e novo proestro seja
iniciado (Bertolin & Murphy, 2014) (Figura 1A).

As fases do ciclo estral podem ser identificadas através de lavados vaginais com ou sem
coloracdo histologica (Figura 1B). O proestro é caracterizado por grandes células
escamosas/pavimentosas, com nucleos visiveis, aglomeradas em clusters ou isoladas entre si; 0
estro apresenta-se com células escamosas/pavimentosas queratinizadas, fazendo com que 0s
nacleos ndo sejam visiveis; 0 metaestro traz uma mescla de células escamosas nucleadas e
anucleadas, e também leucdécitos polimorfonucleares, com predominancia de neutrofilos; por
fim, no diestro, ha uma prevaléncia de leucécitos e algumas células epiteliais fusiformes em
processo de morte podem ser visiveis ao microscopio optico (Figura 2. Shaw et al, 2020;

Bertolin & Murphy, 2014).

A) (B)

Metestrus || Diestrus

Progesterone || Progesterone

[ e )
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Figura 1: Fases do ciclo estral de roedores. (A) Horménios envolvidos em cada fase do ciclo estral, figura extraida de
Bertolin & Murphy, 2014; (B) Citologias vaginais com o aspecto de cada fase do ciclo estral: A — Proestro; B — Estro;

C — Metaestro; D — Diestro. Imagens do Laboratério de Biologia Estrutural e Reproducéo (Laber).

Os ovarios: descricdo, morfofuncionalidade, endocrinologia e importancia para a concepcao.

Os ovarios sdo estruturas ovaladas, pares, e responsaveis pela producdo de gametas
(odcitos), bem como de hormonios esteroides (estrégeno e progesterona). Estes horménios sdo
necessarios para o desenvolvimento dos caracteres sexuais secundarios femininos e atuam sobre as
tubas uterinas e o Utero, favorecendo o desenvolvimento embrionario inicial e a implantacdo,
respectivamente (Costerman et al, 2019; Saraiva, 2010).

Histologicamente, cada ovario é constituido por uma regido cortical e uma medular. Esta
segunda contém tecido conjuntivo frouxo, vasos sanguineos, vasos linfaticos e nervos. Por sua
vez, na regido cortical encontram-se foliculos ovarianos em diferentes fases de desenvolvimento
em seu tecido conjuntivo, sendo estes responsaveis por proporcionar 0 microambiente adequado
para 0 oocito em desenvolvimento (Ross, 2016). Cada foliculo abriga um Unico odcito e seu
tamanho indica o estado de desenvolvimento deste odcito. As fémeas ja nascem com o seu nimero
de foliculos definido em sua vida fetal, e estes irdo se desenvolver ou entrar em processo de atresia
até a menopausa (Sanchez et al, 2012).

O ovario requer nutrientes, hormoénios e sinais regulatorios para produzir foliculos
saudaveis e viaveis, especialmente o fator de crescimento semelhante a insulina (IGF1) e o fator
endotelial vascular de crescimento (VEGF), que estao diretamente envolvidos no desenvolvimento
dos odcitos (Cardoso et al, 2021). O IGF1 promove a proliferacdo das células da granulosa e

participa dos eventos que controlam a producdo de horménios foliculares, enquanto o VEGF tem
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importante atividade pré-angiogénica, com efeitos mitogénicos e antiapoptoticos sobre células
endoteliais (Cardoso et al, 2021).

Antes do inicio da puberdade, todos os foliculos do cortex ovariano estdo em estagio de
foliculo primordial, e abrigam um od6cito primério. Os odcitos se originam das células
germinativas primordiais (PGCs). As PGCs tém origem ainda durante o desenvolvimento
embrionario da fémea, e passam por uma fase proliferativa de mitoses que irdo se estender até o
evento de formacdo dos foliculos primordiais, quando entdo as divisGes mitéticas param e as
células germinativas iniciam a meiose, tornando-se oocitos primarios (Sanchez & Smiths, 2012).
A meiose se inicia com um estagio de préfase, uma fase complexa que é subdividida em cinco
estagios: leptoteno, zigéteno, paquiteno, diploteno e diacinese. No primeiro periodo da proéfase,
uma serie de eventos ocorre, dentre eles o “crossing over”, fendmeno caracterizado pela troca de
material genético entre os cromossomos homdlogos. Subsequentemente, os odcitos progridem
para 0 estagio de dipléteno, onde entram em uma fase de repouso prolongado. Eles ficardo
estagnados em dipléteno (da meiose 1) até que, na puberdade da fémea, o LH induza a maturacao
final do odcito (Ross, 2014; Sanchez & Smiths, 2012).

A secrecdo pulsatil do horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH) pelo hipotalamo da
inicio a puberdade, é um pré-requisito para a inducdo da menarca e resulta em uma liberacéo de
FSH e LH por parte da hipdfise. A liberacdo dessas gonadotrofinas culminara no inicio do
desenvolvimento folicular e dos ciclos ovulatdrios da fémea. O FSH atua principalmente para
promover o crescimento folicular, a proliferacdo de células da granulosa, a aromatizagcdo de
androgenos a estrogenos e a expressdo dos receptores de LH (Sanchez & Smitz, 2012). O LH é
necessario para o crescimento folicular, particularmente nos estagios finais, e inducdo da
ovulacdo. Ambas as gonadotrofinas promovem a secrecdo de hormonios gonadais, ou seja,

estrogénio e progesterona, necessarias a execucdo adequada do programa de desenvolvimento
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folicular, para a manutencdo das caracteristicas sexuais secundarias e para a ciclicidade
reprodutiva (Sdnchez & Smitz, 2012).

De acordo com o seu estagio de desenvolvimento, os foliculos ovarianos podem ser
classificados conforme as caracteristicas morfoldgicas, tais como formato e estratificacdo das
celulas foliculares e aparecimento do antro (Ross, 2016; Saraiva, 2010). As diferentes classes de

foliculos ovarianos serdo descrita a seguir (Ross, 2016; Kastelic, 2004 - Figura 2):

1. Primordiais: tipo predominante nos ovarios, estes foliculos possuem um odcito com cerca de
30 um de diametro, contendo um grande nucleo central, circundado por uma Unica
camada de células foliculares pavimentosas. Os odcitos desses foliculos primordiais permanecem
quiescentes até serem estimulados para o crescimento. Quando as células se tornam cuboidais, os
foliculos sdo entdo ativados. Assim, esta fase pode ser histologicamente subdivida em “primordial
quiescente” e “primordial ativado”. O desenvolvimento dos foliculos primordiais é independente
do estimulo de gonadotrofinas.

2. Primarios: divididos em uni ou multilaminares, caracterizam-se pelo aumento de tamanho do
odcito e da proliferacdo das células cubicas que dao origem a um epitélio estratificado composto
por células da granulosa (CG). A medida que o foliculo continua seu crescimento, forma-se a zona
pellcida, um revestimento extracelular oriundo da secrecdo de glicoproteinas acidas sulfatadas.
Ainda nesta fase, formam-se a teca interna e externa, camadas de tecido conjuntivo que circundam
um odcito em crescimento e desenvolvimento. Uma Unica camada de CG caracteriza um “foliculo
primario unilaminar”, enquanto mais de duas camadas de CG o denominam como “foliculo
multilaminar ou pre-antral”. O desenvolvimento dos foliculos priméarios também é independente
de gonadotrofinas.

3. Secundarios: a continuacdo da proliferacéo das células da granulosa depende do FSH liberado

pela adenohipofise. Sob esta acdo, quando as CG alcangcam uma espessura de seis a 12 camadas,
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aparecem cavidades repletas de liquido folicular rico em &cido hialurénico entre estas células. As
cavidades entdo se coalescem e formam o antro ao redor de um odcito de posi¢éo excéntrica e com
um didmetro de aproximadamente 125 um. O antro é aumentado ao redor do odcito, que fica
ligado ao cumulo ooforo, regido espessada de CG. As células do cumulo odéforo que circundam
imediatamente o odcito e ao qual permanecem associadas no momento da ovulagdo, denominam-
se coroa radiada.

4. Terciarios ou de Graaf: estes foliculos conttm um odcito secundario maduro, também
chamado de Graaf, com diametro de 10 mm ou mais, tamanho este que provoca abaulamento na
superficie do ovério. Em resposta a um pico de LH, a primeira divisdo mei6tica iniciada durante o
periodo embrionario nos foliculos priméarios é entdo reiniciada, e ocorre a ruptura do foliculo com
liberacdo do od6cito (ovulacdo). As CG e a teca sofrem luteinizacdo e passam a produzir
progesterona, dando origem ao chamado corpo luteo (CL).

Durante a fase folicular do ciclo estral (em mamiferos) ou menstrual (em mulheres),
foliculos selecionados para prosseguirem até os estagios mais avangados de desenvolvimento, irdo
liberar o odcito por um processo denominado ovulacdo ou oocitagdo, o qual ocorre em resposta ao
pico de LH pré-ovulatério (Saraiva, 2010). Neste processo, as células da granulosa desempenham
um papel essencial no desenvolvimento folicular, uma vez que sdo responsaveis pela producédo de
hormonios esteroides e fatores para o crescimento, desenvolvimento e sobrevivéncia folicular
(Matsuda et al., 2012; Jiang et al., 2010; Sugiura et al., 2005). A quantificacdo do numero e do
tamanho de foliculos antrais, bem como sua correlagdo com as células da granulosa, séo foco de
estudos que investigam a qualidade reprodutiva e fertilidade de animais e até de odcitos humanos
submetidos a fertilizacdo in vitro (FIV) (Costermans et al, 2019; Schumacheret al.,2018; Lai et

al.,2013; Knopman et al., 2012).
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Figura 2: Fotomicrografias dos tipos foliculares encontrados nos ovarios de camundongos. A: Seta a
esquerda: primordial quiescente; Seta a direita: primordial ativado; B: Seta a esquerda: primario multilaminar (pré-
antral); seta a direita: primario unilaminar; C: secundario ou antral com menos de 5 camadas de CG; D: secundario ou
antral com mais de 5 camadas de CG; E: terciario ou de Graaf; F: atrésico; G: corpo lGteo; H: corpo albicans. Créditos

da imagem: adaptado de Carvalho et al, dados ndo publicados.
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A fertilizagéo.

Caso o odcito liberado ap6s a ovulagdo seja fertilizado, o embrido formado sofrera vérias
divisdes mitdticas ainda no interior da tuba uterina, até o estagio de moérula, quando adentra o
utero. Neste local, o embrido evolui para o estdgio de blastula ou blastocisto, apresentando duas
populagdes celulares distintas: a massa celular interna e o trofoblasto (camada externa) (Florman e
Ducibella, 2006). A implantacdo do embrido ocorre em funcdo da interacdo entre o Utero
(endométrio) e o blastocisto, permitindo o desenvolvimento fetal subsequente. Dessa forma, a
implantagdo possibilitard a interacdo vascular entre as interfaces materna e fetal e posterior
formacdo da placenta, que tera inicio no oitavo dia de gestacdo em camundongos. O periodo
gestacional total em camundongos varia de 18 a 21 dias (Florman e Ducibella, 2006). Aos 11,5
dias de gestacdo (DG) em camundongos, ha placentas completamente formadas, mas ainda com
tamanho reduzido; ja aos 17,5 DG, placentas em seu estagio maximo de desenvolvimento e
tamanho poderdo ser encontradas (Crow et al., 2014). Em humanos, o periodo gestacional médio
varia entre 37 a 41 semanas, sendo a placenta funcional a partir da 122 semana (Moore, 2013).

Se ndo ocorrer a fertilizacdo, os foliculos de Graaf prosseguem para a formacdo do corpo
luteo (CL) (Figura 1). O CL e formado a partir do foliculo terciario ap6s ovulacéo e é constituido
pelas CG e da teca remanescentes. A medida que o CL comeca a se
formar, vasos sanguineos e linfaticos crescem dentro da camada da granulosa e secretam
progesterona e estrogénios. Tal secrecdo estimula o crescimento do endométrio, que ira se
preparar para a implantacdo do zigoto, caso ocorra uma fertilizacdo do o6cito secundario. Mesmo
ndo havendo fertilizacdo, o CL se mantém ativo por 14 dias, quando entdo degenera e sofre
involucgdo, formando uma cicatriz de aspecto amarelado denominada corpo albicans (Ross, 2016;
Matsuda et al., 2012).

Conforme previamente mencionado, a maioria dos foliculos em todas as fases de

desenvolvimento sofre processo de apoptose das CG ao longo da vida, desaparecendo por meio de
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um processo denominado atresia folicular ovariana (Figura 1). Este processo é caracterizado por
parada de mitoses nas CG, separacdo dessas CG da lamina basal e morte do odcito que
anteriormente era circundado por elas. Os foliculos atrésicos encolhem e, por fim, desaparecem do
estroma do ovario, em consequéncia de fagocitose via macrofagos. Seu espago é entdo ocupado
pelas células do estroma circundante (Ross, 2016, Sugiura et al., 2005).

Embora a atresia folicular ocorra desde a vida fetal até a menopausa, ela € grandemente
acentuada ao nascimento da fémea, e durante a sua puberdade e gestacdo (Sigiura et al, 2005). Na
atresia de foliculos em crescimento, pode-se descrever, em sequéncia (Ross, 2016): inicio da
apoptose nas células da granulosa; invasdo da camada da granulosa por neutréfilos e macréfagos;
invasdo da camada granulosa por filamentos de tecido conjuntivo vascularizado; descamagdo das
células da granulosa no antro do foliculo; hipertrofia das células da teca interna; colapso do
foliculo @ medida que a degeneracdo continua; e invasdo do tecido conjuntivo na cavidade do

foliculo.

Placenta: estrutura e funcgéo.

A placenta é a interface de troca entre mae e feto, sendo responsavel pelo transporte de
nutrientes, gases e substratos energéticos que permitem o desenvolvimento fetal adequado nos
mamiferos eutérios. Tanto em humanos quanto em roedores, a placenta é do tipo discoidal, pois
apresenta formato discoide, sendo a interacdo materno-fetal restrita a esta area circular em comum
denominada cotilédone (Burton et al, 2006). Roedores apresentam um Gnico cotilédone por feto,
enquanto humanos possuem um grupo de cotiledones formando sua estrutura discoide. Do ponto
de vista desta interacdo, as placentas de primatas e roedores caracterizam-se tipicamente por uma
invasdo dos tecidos maternos pelos vasos fetais, sendo o trofoblasto (camada externa do
blastocisto) diretamente banhado pelo sangue da mée. A este tipo de barreira materno-fetal em

intimo contato, da-se 0 nome de placentacdo hemocorial (Burton et al, 2006) (Figura 3; Quadro 1).
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Comparando-se 0s numeros de camadas placentérias, as placentas de roedores sdo tricoriais, com
trés regides distintas de células trofoblasticas (duas camadas de células sinciciais - synt | e synt 11 -
e a celula endotelial voltada para o lumen do vaso de circulacdo sanguinea fetal), enquanto as

humanas possuem apenas duas (células mesenquimais fetais e endotélio fetal).

CAMUNDONGO HUMANO

MAE MAE

Decidua materna

- —
- —
"

Células citotrofobldsticas
Zona juncional:
- Células trofoblasticas

gigantes
- Espongiotrofoblasto

Labirinto Vilosidades coridnicas

Placa coridnica

FETO FETO

Figura 3: Desenho esquemético mostrando a disposicao das regiGes placentarias comparativamente entre

camundongos e humanos. Fonte: elaborado pela autora, adaptado de Croy et al, 2014.

Tabela 1: Estudo comparativo das principais estruturas morfoldgicas presentes em
placentas de humanos e camundongos.

Camundongo Humano Localizacéo da estrutura

Funcao geral

Células Células Componente da camada mais

trofoblasticas citotrofoblasticas
(CT) Gigantes ou

entre o sincicio e 0 mesénquima

externa da placenta (CT gigantes)

fetal placentario (citotrofoblasto).

Mediar a implantagdo e
invasdo uterina; regulacdo
do fluxo

sanguineo placentario.

Espongiotrofoblasto | Nao possui Camada estrutural que forma a zona | Suporte nutricional até o
juncional da placenta do roedor; crescimento do
ausente em humanos. labirintotrofoblasto.

Labirintotrofoblasto | Vilosidades Camada interna da placenta, Troca direta entre sangue

- recoberta por sinciciotrofoblasto.
coridnicas fetal e materno.

Adaptado de Rossant & Cross, 2001

Morfologicamente, a formacdo da placenta (humana e de roedores) inicia-se quando ocorre

a implantacdo do blastocisto no endométrio uterino. Células do trofoblasto fetal inserem-se no
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endométrio e se diferenciam em dois subtipos de tecidos: o sinciciotrofoblasto, formado por
celulas multinucleadas em contato com os tecidos maternos, envolvendo o concepto pré-formado;
e o citotrofoblasto, composto por células uninucleadas originalmente formadas na parede do
blastocisto, em rapida divisdo celular. O crescimento de cito e sinciciotroblasto levam a invasdo
dos tecidos maternos, seguindo-se a formacgdo de vacuolos que coalescem em lacunas dentro do
sinciciotrofoblasto. Quando a implantacdo é dita completa, o feto esta totalmente incorporado a
parede uterina, e recoberto pelo epitélio endometrial (Crow et al, 2014; Burton et al, 2006). Em
camundongos, entre os dias 10,5 e 11,5 de gestacdo, tem-se uma estrutura placentaria definitiva
(Burton et al, 2006).

A estrutura placentaria de camundongos é histologicamente dividida em trés regides
distintas, que se iniciam a partir da decidua materna: zona juncional, labirintotrofoblasto e placa
coribnica (Figura 4). Mais distal ao feto, a decidua materna ou basal é composta por células
endometriais modificadas com nucleos basofilicos palidos, citoplasma eosinofilico e bordas
celulares indistintas. Estas células servem como fagocitos durante o remodelamento placentario e
secretam fatores de crescimento, horménios e citocinas. Células natural killer uterinas (UNK)
também compdem a decidua, e sdo responsaveis por funcdo imunoldgica e angiogénica (Croy et
al, 2014). Na decidua, também sdo encontrados os vasos maternos sob a forma de artérias
espiraladas e seios venosos, que formam uma rede vascular. Esta rede vascular esta inserida na
placenta sob a forma de um canal envolvido por células trofoblasticas gigantes de canal (CTG-C)
e atravessa todo o tecido em direcéo ao labirintotrofoblasto.

O primeiro compartimento fetal inferior a decidua € estreito e avascular, denominado zona
juncional. Ele ¢é composto por células trofoblasticas gigantes parietais (CTG-P) e
espongiotrofoblasto. As células gigantes parietais sdo grandes e possuem nucleo bem destacado e
basofilico, rodeado por um abundante citoplasma eosinofilico. Ja& o espongiotrofoblasto ¢ um

tecido rico em depositos de glicogénio e inimeras células ovais pequenas com nucleos basofilicos
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e citoplasma escasso. Entre a placa corionica e a zona juncional, observa-se o labirintotrofoblasto,
formado por células de origem tanto materna, quanto embrionéria. Esta regido é composta por
uma rica rede de capilares fetais banhados por sangue materno oriundos das artérias espiraladas
maternas que adentraram a zona juncional. E no labirinto que ocorrem as trocas efetivas de
nutrientes, gases e metabolitos materno-fetais. Estes canais fetais, que sdo caracterizados pela
auséncia de tecido endotelial, sdo envolvidos e separados do sangue materno por uma barreira
celular composta de células trofoblasticas gigantes mononucleadas denominadas sinusoidais
(CTG-S). Durante o desenvolvimento fetal, pode-se diferenciar hemacias ndo-nucleadas maternas
espalhadas por espacos denominados sinusoides e grandes hemacias fetais, nucleadas, dentro dos
canais. A porcdo placentaria final é formada pela placa corinica, composta por grandes vasos
sanguineos que penetram nesta placa e sdo conectados aos vasos do corddo umbilical (Croy et al,

2014).

MAE

Decidua matema

Zona juncional:

- Células trofoblasticas
gigantes (panietais)

- Espongiotrofoblasto

Placa coribnica

FETO

Figura 4: Fotomicrografia de corte de placenta de camundongo no terco final da gestagéo (17,5 dias gestacionais-
DG), mostrando as diferentes regionais da placenta. A: decidua materna, B: zona juncional, C: labirinto e D: placa

coribnica. Os vasos da placa coribnica irdo formar o corddo umbilical. Barra: 416,7um

A angiogénese placentaria € fundamental para a manutencdo da gestacdo (Reynolds et al,
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2010). Alguns fatores de crescimento e fatores reguladores do fluxo sanguineo participam
ativamente do processo de formagdo dos vasos sanguineos placentérios desde a implantacéo até a
maturacdo completa da placenta. Dentre eles, destaca-se o VEGF (fator de crescimento endotelial
vascular) placentario, sintetizado pelas células trofoblasticas gigantes. Ao interagir com um de
seus receptores, como o Flkl, o VEGF promove a migragdo celular, a proliferagdo de células
endoteliais e aumenta a permeabilidade vascular (Plaisier et al, 2007), o que permitira a formacéao
adequada dos vasos sanguineos placentarios que participardo das trocas materno-fetais durante a

gestacéo.

Restrigéo intrauterina de crescimento e suas consequéncias.

No decorrer da gestacao, os tecidos que compdem a interface materno-fetal possibilitam
que os nutrientes ingeridos pela mée sejam direcionados ao embrido/feto para sua ontogénese.
Em contrapartida, metabolitos fetais sdo direcionados da circulacdo fetal & materna para serem
excretados pela mde. Uma nutricdo inadequada ou intercorréncias neste processo de troca
poderdo interferir negativamente no desenvolvimento embrionario/fetal, repercutindo na satde
do individuo até mesmo na sua idade adulta.

Um exemplo de intercorréncia negativa neste processo € a restricdo intrauterina de
crescimento (RIUC), também conhecida como ‘“hipotese do fenotipo econdmico” (Hales e
Barker; 2001). Esta hipGtese propGe que um ambiente intrauterino precario levaria a uma
resposta adaptativa fetal, favorecendo o crescimento de Orgdos-chave como o cérebro, em
detrimento de outros, como as visceras, provocando uma restricdo de crescimento fetal
assimétrica (Almeida e Dias, 2022). Desta forma, a priorizagdo de “Orgdos-chave” teria como
objetivo aumentar as chances de sobrevivéncia do embrido, mas resultaria em um metabolismo
pos-natal alterado que podera perdurar durante toda a vida deste individuo, uma vez que 0rgaos

metabolicos importantes como figado, pulmdes e intestinos tiveram seu desenvolvimento
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prejudicado durante a fase intrauterina (Almeida e Dias, 2022; Gottlieb et al., 2008).

A cafeina e seus metabdlitos, por atravessarem facilmente as membranas placentérias,
pode estar relacionada a ocorréncia de RIUC e futuras complicagcBes metabdlicas (resisténcia a
insulina, hipertenséo, obesidade, dislipidemias e outras doengas crénicas ndo-transmissiveis) em
individuos de qualquer idade. Experimentos realizados por nosso grupo de pesquisa, que
inclusive serviram de base para o presente trabalho, alertam para uma menor irrigacdo por
sangue materno na placenta e fetos com menores propor¢des peso hepatico em relacdo ao peso
cerebral: um indicador claro de ocorréncia de RIUC em dosagens consideradas seguras do

consumo de cafeina por gestantes.

Cafeina: impactos sobre o ciclo reprodutivo da fémea.

A cafeina é uma molécula capaz de atravessar as membranas placentarias e glandulas
mamarias, atingindo rapidamente a circulagdo fetal e do bebé (Dews, 2011). Como o feto/crianca
é incapaz de metabolizé-la adequadamente em seus tecidos hepéticos, é exposto ao mesmo nivel
de cafeina ingerido pela mae durante varias horas pos-exposi¢do (Mose et al, 2008; Leon et al,
2002; Arnaud, 1987).

Nos animais, o consumo de cafeina durante a gestacdo esta negativamente associado a
alteracOes, tais como reducdo da implantacdo embrionaria, baixos pesos placentario e do recém-
nascido, restricdo intrauterina de crescimento, maior incidéncia de abortamentos e
natimortalidade, aumento da expressdo de marcadores apoptdticos e alteracdo da formacdo dos
tecidos placentario, nervoso, articular e 6sseo (Paula et al, 2017; Ma et al, 2015; Reis et al, 2015;
Huang et al, 2012; Ballesteros-Yanez et al, 2012; Momoi et al, 2008).

Huang et al. (2012) relataram alteragGes reprodutivas em camundongos fémeas tratadas
com cafeina. Todos os animais tratados ndo so reduziram a taxa de concepc¢éo total, mas também

tiveram um ganho de peso materno inferior durante a prenhez. Yadegari et al. (2016), utilizando
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doses intraperitoneais de 150 mg/kg/dia de cafeina em ratos albinos fémeas durante os cinco
primeiros dias gestacionais (DG), relataram que o grupo tratado apresentou uma diminuigéo
significativa dos sitios de implanta¢do, bem como do nimero de nascidos vivos, sugerindo que a
cafeina poderia causar efeitos antifertilidade.

Silva et al (2013), ap0s exposicao de ratas a doses orais de 0,3 g / L de cafeina (diluida em
agua), sugeriram que a exposi¢do da ninhada a cafeina durante a gestacéo e lactacdo teve efeitos
deletérios sobre o desenvolvimento neuronal, hiperativagdo hipocampal, susceptibilidade a
convulsdes e déficits cognitivos que poderiam permanecer mesmo na vida adulta. Serapiao-
Moraes et al. (2013) relataram que a prole de camundongos gestantes C57BL/6 tratados com
doses diarias de cafeina subcutanea de 20 mg/kg durante a gestacao, tiveram menor ganho de peso
durante o crescimento e diminuicdo da taxa metabdlica basal. Os animais adultos também
apresentaram aumento no tamanho dos cardiomidcitos e menor vascularizacao do tecido cardiaco.

Adicionalmente, anormalidades dsseas sdo descritas em fetos de mées tratadas com
cafeina. Olchowik et al. (2011) relataram que a ingestdo de 30 mg/dia de cafeina durante a
gestacdo afetou negativamente o tecido 6sseo em ratos. Tomaszewski et al. (2012), utilizando
microssonda de raios-X para examinar fémeas de fetos de ratos tratados com 30 mg/dia de cafeina,
observaram que a diminuicdo da mineralizacdo 6ssea era dominante no grupo tratado.

Mesmo havendo diversos estudos que investigam 0 nascimento e desenvolvimento da
prole, estudos descrevendo alteracBes histomorfoldgicas e fisioldgicas placentarias pds-exposicao
a cafeina ainda sdo escassos. Huang et al (2012), avaliando um consumo de 180 mg/kg de cafeina
durante a gestacdo em ratos Wistar, observaram regifes edematosas no reticulo endoplasmatico,
expansdo das cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso, degranulagdo dos ribossomos e
condensacédo da heterocromatina em celulas trofoblasticas. Além disso, foi demonstrado no estudo
de Ma et al (2015) um aumento da apoptose e inibicdo da angiogénese apds exposicio a cafeina. E

importante notar que a maioria dos estudos com animais aponta para um provavel
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comprometimento da formagdo do labirinto placentario, provavelmente causado por
anormalidades circulatorias (Bolon, 2014).

Muito j& foi concluido sobre o efeito da cafeina em animais, embora os mecanismos
mediadores desses efeitos ainda permanecam obscuros. Mais estudos S0 necessarios para
demonstrar as alteracdes estruturais causadas pela cafeina durante o desenvolvimento placentério,
e se tais alteragBes também poderiam ocorrer em seres humanos.

Uma vez que em humanos a maior parte das informagfes obtidas é resultante de estudos
epidemioldgicos, a quantificagdo de cafeina ingerida tem sido feita a partir de biomarcadores
sanguineos ou urindrios na tentativa de se obter um resultado mais preciso. No entanto, todos
esses biomarcadores sdo influenciados pela meia-vida dos metabdlitos e o tempo em que a
amostragem foi realizada. Outros fatores como tabagismo, idade gestacional e vOmitos
exacerbados também influenciam os resultados (Greenwood et al, 2014; Grosso et al, 2008;
Grosso & Bracken, 2005). Neste sentido, um estudo tentou estabelecer uma associagdo entre a
quantificacdo de cafeina ingerida e a andlise de urina materna, do sangue do corddo umbilical e do
autorrelato de consumo materno (Grosso et al, 2008). Os autores concluiram que o0s
biomarcadores de soro e urina ndo refletem a real exposicdo a cafeina durante a gestacao,
sugerindo que o autorrelato materno seria a melhor maneira de estimar o consumo diério de
alimentos ricos em cafeina. Portanto, um estudo em humanos envolvendo o consumo de cafeina
autorrelatado durante a gestacdo torna-se susceptivel a varios tipos de vieses, tais como: selecéo,
desempenho, deteccao, relato e outros (Jahanfar & Jaafar, 2015).

Embora estudos utilizando roedores mostrem evidéncias sobre os efeitos deletérios do
consumo de cafeina durante a gestacao, estudos realizados em humanos envolvendo ingestéo de
cafeina e a gestacdo sdo inconclusivos desde 1970. Varios destes ndo encontraram qualquer
relacdo entre o consumo de cafeina e anormalidades fetais: esta relagcdo foi encontrada apenas em

gestantes fumantes e/ou etilistas que consumiam altas doses de café (Olsen, 1991; Peacock et al,
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1991; Linn et al, 1982). Neste sentido, Bech et al (2005) realizaram um estudo de coorte para
determinar se o consumo de cafeina durante a gravidez estaria associado & morte fetal no terco
final da gestagdo. Os resultados mostraram que o consumo materno de mais de 8 xicaras/dia de
café aumentou a mortalidade fetal, especialmente apds 20 semanas de gestacdo. No entanto, o
mesmo grupo em 2007, realizou um estudo randomizado duplo-cego, comparando a duracdo da
gestacdo e 0 peso ao nascer de 1207 mulheres gravidas que consumiram café instantaneo com
cafeina ou descafeinado. Eles concluiram que uma reducdo moderada no consumo de cafeina no
segundo trimestre gestacional ndo fez efeito algum sobre as caracteristicas avaliadas.

Del Castillo et al (2015), usando um estudo transversal com 1175 mulheres, investigaram
se a ingestdo de cafeina durante a primeira metade da gestacdo prejudicaria o desenvolvimento
fetal. Embora tenham encontrado reducdo de peso no recém-nascido de maes que consumiram
altas doses de cafeina, ndo foram encontradas relacdes entre a ingestdo de cafeina, o baixo peso ao
nascer (definido como peso ao nascer inferior a 2.500 g) e a prematuridade.

Em contraste, outros estudos sugeriram a ocorréncia de efeitos nocivos pelo consumo
excessivo de cafeina em mulheres durante a gestacdo. Alguns autores demostraram uma maior
frequéncia de atraso do crescimento fetal intrauterino de maes que consumiram cafeina no terceiro
trimestre de gestacédo (Gaskins et al, 2016; Del Castillo et al, 2015; Martin & Bracken, 1987; Stein
& Susser, 1991). Os abortos espontaneos e/ou as malformacdes fetais também estiveram
associados ao consumo desta substancia, embora a complexidade metodolégica e a dificuldade
para medir a ingestdo de cafeina limitassem uma conclusdo mais precisa (Browne et al, 2007,
Van't, 1982). Gaskins et al (2016), utilizando um estudo prospectivo de coorte, identificaram uma
tendéncia linear entre o consumo de mais de 400 mg de cafeina/dia (aproximadamente 4 doses de
café) antes da gestacdo e a ocorréncia de aborto espontaneo (AE) até 20 semanas de gestacdo em
mulheres sem historia de AE. Em comparacdo com as mulheres que ndo consumiram café durante

0 periodo pré-gestacional, o risco de AE aumentou em 20%. Outras bebidas cafeinadas relatadas
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pelos pacientes ndo foram associadas a este risco. Resultados semelhantes foram previamente
descritos por Weng et al (2008), que observaram em seu estudo de coorte prospectivo que
mulheres gravidas que ingeriram mais de 200 mg de cafeina durante a gestagdo aumentaram o
risco de aborto em até 25%.

Modelos de perfuséo in vitro e ex vivo, como células cultivadas de placenta humana,
também foram explorados na tentativa de estabelecer uma dose segura de consumo de cafeina
durante a gestacdo (Partosch et al, 2015; Grant, 2012; Poulsen et al, 2009). Em 2014, uma
perfusdo ex vivo da placenta humana provou que a cafeina atravessa livremente o tecido por
difusdo passiva, conforme relatado anteriormente, independentemente da dose utilizada (Poulsen
et al, 2009). Utilizando um modelo in vitro, Grant et al (2012) observaram que a cafeina inibe a
invasdo e a motilidade do trofoblasto, o que poderia levar a disturbios na gesta¢do, como aborto e
pré-eclampsia. Assim, de acordo com esses autores, o consumo de cafeina na gestacdo deveria ser
desencorajado. Além disso, Partosch et al (2015), usando um modelo cinético fisiologicamente
baseado para simular a concentracdo de cafeina no sangue de mulheres ndo gravidas e gravidas,
recomendou que as doses diarias de cafeina ingerida devessem ser inferiores a 200 mg, sempre
divididas em porgdes separadas ao longo do dia.

Muitas metanalises foram realizadas associando-se ingestdo de cafeina e desfechos
adversos durante a gestacdo. No entanto, até agora, apenas resultados inconclusivos foram
encontrados. Em suas metanalises atualizadas periodicamente com ensaios clinicos randomizados
em humanos, Jahanfar e Jaafar (2015; 2013; 2009) declararam que ndo ha evidéncias suficientes
para apoiar alteracdes na ingestdo maxima de recomendacdo de cafeina pela mae em transtornos
gerais de gestacdo, sendo também confirmado por Greenwood e colegas (2014). Por outro lado,
outras metandlises de estudos observacionais associaram o consumo de cafeina a varios resultados
negativos durante a gestagdo. Li e cols (2015) avaliaram o consumo de café e cafeina com o

aborto espontaneo e encontraram uma associacdo dose-dependente que apontava para um risco
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potencial do término gestacional precoce. Rhee et al (2015) focaram sua metanalise em estudos de
coorte e de casos-controle que relacionaram o consumo dependente da dose de cafeina durante a
gestacdo e a ocorréncia de recém-nascidos de baixo peso ao nascer (baixo peso ao nascer — BPN).
Os resultados mostraram que, para cada aumento de 100 mg de cafeina consumida durante a
gestacao, a incidéncia de BPN aumentou em 3%, sendo este aumento linear de acordo com a dose
consumida.

Apo6s o0 nascimento do bebé, o tempo de meia-vida da cafeina no organismo materno
retorna aos niveis fisioldégicos em até uma semana (Knutti et al, 1981). Entretanto, sua capacidade
de rapida difusdo através dos tecidos permanece inalterada, e a substancia, se consumida na
lactacdo, passa a ter livre passagem via ductos lactiferos até o organismo do recém-nascido,
atingindo o seu pico em torno de 1h ap6s o consumo da substancia pela mée. O clearance de
cafeina do recém-nascido a termo ou prematuro, por sua vez, € mais lento até os cinco meses de
idade, fazendo com que a substancia circule e se difunda pelos seus tecidos por mais tempo que o
esperado (McCreedy et al, 2018; Mc Namara et al, 2004).

Apesar desta constatacdo de passagem de cafeina através do leite materno, a maioria dos
estudos ndo mediu a atividade ou consequéncia metabolica de tal fato (Lactmed, 2022). Berlin e
colaboradores, em 1984, detectou a presenca de cafeina em leite materno de 11 mulheres que
consumiram acima de 100 mg, sendo que a 0s niveis detectaveis permaneceram por 6,1h apés a
ingestdo. Em 2021, Musatadi e equipe constataram a presenca de quantidades variaveis de cafeina
em nutrizes andnimas que doaram voluntariamente amostras de leite materno, sem, entretanto, um
relato de seu consumo préevio de cafeina. Em 1985, em um estudo onde onze nutrizes consumiram
aleatoriamente 5 xicaras de café comum ou descafeinado com um total de 500 mg de cafeina
adicionada diariamente, por 5 dias, seus bebés de 45 dias receberam em média uma dose de leite
contendo pelo menos 3,1mg/L de cafeina, para os casos ndo-controle (Ryu et al, 1985). Vale

lembrar que a dose recomendada para recém-nascidos é de zero miligramas de ingestdo diaria



39

(LactMed, 2022).

Um estudo polonés recente feito com 100 nutrizes que relataram consumo prévio de
cafeina através de inquéritos alimentares, encontrou uma forte correlagdo entre a ingestdo de
cafeina com base na alimentagdo de 3 dias e o conteldo desta substancia no leite. Paraxantina,
teobromina e teofilina, os metabolitos derivados, foram encontradas. Neste estudo, a maior
quantidade de cafeina no leite foi detectada apds quatro semanas de lactacdo (Purkiewicz et al,
2022). Estudos feitos com bebés de 14 dias a 19 semanas de vida, cujas maes ingeriram de uma a
trés xicaras de café por dia, detectaram a presencga de cafeina na saliva e urina dessas criangas
entre 1 e 6h apds a amamentacdo, sugerindo a livre passagem da substancia para o corpo do bebé
(Vohra et al, 2019; Berlin et al, 1984; Hildebrandt et al, 1983).

Quanto as consequéncias deste consumo de cafeina maternal para os bebés amamentados,
os estudos disponiveis sdo antigos, escassos e as revisdes sistematicas, inconclusivas. Em sua
revisdo sistematica em 2018, McCreed define os atuais dados disponiveis sobre o assunto como
“de qualidade limitada, com amostras muito pequenas, grupos-controle inadequados e elevado
riscos de fatores de confuso”.

Isoladamente, os artigos relacionam o consumo de cafeina por nutrizes a um aumento de
inquietacdo dos bebés, além de alteragBes no seu ténus muscular, aumento de tremores, cdlicas,
irritabilidade, baixa qualidade do sono anemia (devido ao fato de a cafeina impedir a absorcéo do
ferro presente no leite materno) (Martin, 2007; Rivera-Calimlim, 1977; Clement, 1989. Rustin
1989). Em seu estudo de coorte, Santos et al (2012) relacionou a baixa qualidade de sono de bebés
com os relatos de consumo de cafeina por parte de suas mées, e sugeriu que uma dose de até 300
mg de cafeina ndo prejudicaria o sono destes recém-nascidos. Em um estudo na Costa Rica com
mées de baixa renda, estas foram divididas entre consumidoras pesadas de cafeina (mais de 450
mL/café/dia), ou ndo-consumidoras (menos de 450 mL/café/dia). Os resultados demonstraram nao

apenas uma baixa qualidade do sono dos filhos, mas também um menor contetdo de ferro no leite
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materno, além de hematdcritos e hemoglobinas baixas nos hemogramas das criangas estudadas em
um més pos-parto (Mufioz et al, 1988).

Uma vez que ndo existem provas conclusivas o suficiente para se estabelecer uma dose
segura de cafeina, a atual indicacdo da FDA, de 200 a 300 mg/dia, ainda é utilizada na pratica
clinica e aplicada na maioria dos estudos que avaliam a seguranca desta quantidade de cafeina
durante a gravidez.

Neste contexto, estudos recentes desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa, utilizando
fémeas de camundongos Swiss submetidas ao consumo diério de cafeina antes e durante a
gestacdo, revelaram que o consumo desta substancia alterou a duracdo do ciclo estral (fases liteas
mais prolongadas), bem como reduziu a taxa de prenhez e o numero de fetos por fémea (Paula et
al, 2017). Portanto, estes resultados apontaram para um possivel efeito antifertilidade da cafeina.
Além disso, foi demonstrado que o consumo moderado (120 mg/kg) de cafeina afetou os pesos
dos fetos e placentas, com reducdo dos mesmos, além de provocar uma menor eficiéncia
placentaria. Quanto ao aspecto morfoldgico, ndo foram observadas alteracGes nas areas das
diferentes regibes placentarias (zona juncional, labirintotrofoblasto e placa coridnica), tampouco
nos grandes vasos que irrigam o labirinto. Entretanto, foi observada no labirinto placentario uma
menor irrigacdo por sangue materno, em detrimento de um aumento do nimero de vasos fetais e
células sinusoidais constituintes desta regido placentéria (Paula et al, 2017). Este seria 0 primeiro
relato de alteragdes morfoldgicas no labirinto placentéario decorrente de consumo diario de cafeina.

AlteracGes na duracdo do ciclo estral bem como no nimero de fetos sugerem que a propria
funcdo ovariana possa estar comprometida pelo consumo diério desta substancia, apresentando
efeitos antifertilidade. Estudos acerca dos mecanismos determinantes das alteracGes reprodutivas
decorrentes ao consumo elevado de cafeina durante a gestacdo ainda sdo escassos. No entanto,

relatos sugerem a contraindicacdo ou reducgéo desta substancia neste periodo.
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Humanos e roedores: uma comparacao entre espécies.

Vieses metodoldgicos sdo classicamente encontrados em estudos relacionados ao
consumo humano de cafeina durante a gravidez. Estudos observacionais de coorte, bem como
transversais, evidenciaram resultados variados, embora ainda ndo tenham conseguido mostrar
associacao entre a ingestdo de cafeina e efeitos adversos na gestacdo (Jahanfar & Jaafar, 2015;
Bracken et al, 2002). Além disso, ensaios clinicos controlados randomizados seriam 0s mais
indicados, mas se revelam dificeis ou mesmo antiéticos. Por outro lado, os estudos com animais
mostraram-se mais acessiveis e com resultados fidedignos, que poderiam ser aplicaveis a
humanos, embora algumas particularidades devam ser consideradas (Croy et al, 2014).

A placenta é a principal interface de troca entre mée e feto durante a gestacdo. Contudo,
outras interfaces como as membranas fetais (cérion, &mnio e saco vitelino) também devem ser
consideradas mesmo que comumente negligenciadas. Considerando que a placenta visa nutrir e
controlar a passagem de varias substancias para o feto, estudos utilizando modelos animais
direcionados a aplicacdo clinica requerem um modelo placentario compativel com caracteristicas
humanas (Silva & Serakides, 2016). Neste contexto, roedores e primatas ndo humanos parecem
representar os melhores modelos experimentais associados a gestacdo e ao desenvolvimento fetal
(Christian & Brent, 2001).

Tanto roedores quanto humanos apresentam o tipo placentério discoide, sendo a interacao
materno-fetal restrita a uma &rea circular comum denominada cotilédone (Burton et al, 2006).
Placentas de primatas e roedores sdo caracterizadas por vasos fetais diretamente banhados por
sangue materno (placenta hemocorial) (Reynolds et al, 2010; Burton et al, 2006). No entanto,
comparando-se a barreira celular formada entre sangue materno e vasos fetais, 0 nimero de
camadas placentarias de roedores (trés camadas) é superior ao de humanos (duas camadas), o que
confere ao roedor uma maior resisténcia a substancias tais como a cafeina (Rossant & Cross,

2001). Tal resisténcia resulta em um fator de conversdo que extrapola as doses de consumo
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humano em modelos de estudos de cafeina utilizando camundongos e ratos, e fatores de correcéo
se tornam necessarios para o estabelecimento de uma dose comparavel entre estas espécies
(Huang et al, 2012; Reagan-Shaw, 2007; Chistian & Brent, 2001; Wang, 1999).

A degradacdo da cafeina e a formacgdo de seus metabdlitos também variam de acordo com
as especies estudadas. No entanto, investigacGes prévias comparando farmacocinética da cafeina
em humanos e muitas espécies de animais demonstraram algumas semelhangas (Christian &
Brent, 2001). Por exemplo, a absor¢do de cafeina no trato gastrintestinal atinge 99% em humanos
e animais aproximadamente 45 minutos apds a sua ingestdo (Nehig, 1999). Tanto em humanos
como em roedores, a cafeina € metabolizada a trés dimetilxantinas. Embora os primatas ndo-
humanos possam inicialmente ser um modelo apropriado que forneca dados valiosos para a
extrapolacdo para seres humanos, o principal metabdlito originado pds-metabolizacdo é a
teofilina. Consequentemente, primatas ndo-humanos ndo seriam um bom modelo experimental
para avaliar os efeitos da cafeina sobre a reproducdo, pois a paraxantina € o metabdlito
predominante na degradagdo em humanos e sua funcdo e meia-vida séo diferentes da teofilina
(Christian & Brent, 2001).

Sendo assim, os roedores — camundongos e ratos — sdo considerados um bom modelo
experimental para estudos em humanos com base nas semelhancas de biodegradacdo da cafeina
(meia-vida similar, além de a paraxantina ser o principal metab6lito de degradacdo da cafeina) e
morfologia placentaria semelhante, permitindo comparacfes mais fidedignas (Bracken et al,

2002).

Comportamento, cognicao e estudos relacionados.
Estudos comportamentais em animais tém sido cada vez mais utilizados em pesquisas de
medicamentos, drogas e substancias a titulo de comparacdo de sua provavel acdo no organismo

humano (Hernier, 2016). Estes testes incluem habilidades de aprendizado, atengdo, memoria de
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curto e longo prazos, cognicdo, dentre outros. Por cognigdo, entende-se 0s processos mentais
associados a atengdo, a memoria, ao aprendizado, ao raciocinio e ao poder de julgamento de um
individuo (Hernier, 2016). A atencdo, por sua vez, consiste em uma maior interatividade e
seletividade, incluindo vigilancia, e resulta na capacidade de selecionar aspectos pertinentes de
uma entrada sensorial (Muir, 1996). O aprendizado se trata da aquisicdo de um novo
comportamento como consequéncia de uma experiéncia, seja ela positiva ou negativa (Hernier,
2016). Ja a memoria é a preservacdo de determinado comportamento aprendido durante um
tempo especificado e com a reproducdo desse comportamento aprendido (Millan et al., 2012).

A avaliacdo dessas fungdes cognitivas em roedores pode ser relativamente ambiciosa,
complexa e demorada. Inimeros testes sdo feitos em ambientes obrigatoriamente controlados e
por profissionais treinados para tal (Hernier, 2016). De fato, qualquer efeito prejudicial de uma
substancia farmacoldgica na atencdo, aprendizado, memoria ou fungdes executivas podem ter
consequéncias draméticas para o individuo tratado, e cafeina € uma das substancias que tem
mostrado tais consequéncias a curto e longo prazo nos testes cognitivos aos quais os roedores

sd0 submetidos.

HIPOTESE

O consumo materno de cafeina durante a gestacdo e a lactacdo compromete o
desenvolvimento pré e pds-natal, afetando pardmetros reprodutivos e comportamentais na prole,

que perduram por geracOes subsequentes.

OBJETIVOS
Objetivo Geral

Investigar os efeitos do consumo crdnico de cafeina sobre a morfofuncionalidade ovariana,
bem como os efeitos transgeracionais do consumo materno diario de doses recomendadas durante

a gestacdo e/ou lactacdo sobre os desenvolvimentos pré e pos-natal, a morfologia ovariana e 0s
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aspectos cognitivos e comportamentais da prole de camundongos.

Objetivos Especificos
Sempre comparando o consumo crénico de diferentes doses de cafeina (baixo, moderado,
alto) a auséncia da cafeina (controle), bem como o consumo materno de doses moderadas durante

a gestacao e/ou lactacdo, os objetivos especificos foram:

Avaliar a fertilidade por meio de determinacdo do ciclo estral, da foliculogénese e de dosagens
hormonais de fémeas nuliparas;

Avaliar parametros reprodutivos tais como duracdo do ciclo estral, taxa de prenhez, nimero de
implantacGes e de fetos viaveis das fémeas das geracdes parental, F1 e F2;

Avaliar o desenvolvimento biométrico pds-natal das proles das geracoes F1 e F2;

Investigar a vascularizacdo placentaria por meio de quantificacdo de vasos e mensuracdo dos
respectivos calibres;

Investigar a capacidade de proliferacdo e existéncia de morte celular placentarias em diferentes
estagios gestacionais (tercos médio e final);

Investigar os aspectos comportamentais e cognitivos nas geracdes F1 e F2.

METODOLOGIA
Comité de ética
Este projeto foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da UFMG (CEUA),

protocolo n° 395/2015.

Determinagéo dos experimentos
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Ao longo deste trabalho, foram desenvolvidos quatro experimentos: i) Experimento 1 —
Estudo da fertilidade de fémeas nuliparas ap6s o consumo cronico de cafeina abordando aspectos
morfofuncionais ovarianos; ii) Experimento 2 - Impacto do consumo crénico da cafeina sobre o
desenvolvimento placentario e fetal em modelo murino; iii) Experimento 3 — Avaliagdo de
parametros biométricos e reprodutivos em duas geraces subsequentes a exposicdo pré-natal e
neonatal de cafeina; iv) Experimento 4 — Avaliacdo cognitiva e comportamental da prole adulta
das geragdes F1 e F2 subsequentes a exposicao pré-natal e neonatal de cafeina. Um resumo dos

grupos experimentais, bem como das doses de cafeina e analises feitas estd esquematizado na
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Figura 5: Resumo das metodologias utilizadas nos experimentos deste trabalho. Imagem da autora.
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Grupo experimental de anéalise ovariana sob consumo de cafeina: apenas fémeas nuliparas
(Experimento 1).

Resultados preliminares do nosso grupo de pesquisa mostraram que o ciclo estral de
fémeas que consomem cafeina de forma cronica mostra-se com maior duracdo da fase lutea
(diestro e metaestro). Para investigar se o desenvolvimento folicular estaria comprometido
decorrente ao consumo de cafeina, 20 fémeas adultas de camundongo Swiss e em idade
reprodutiva (oito semanas, média de peso corporal: 30 + 3 g) foram adquiridas junto ao Centro de
Bioterismo (CEBIO) da UFMG e mantidas na sala de experimentacdo animal do departamento de
Morfologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG em condi¢des padrdo de claro-escuro
(12h de luz: 12h de escuriddo) e temperatura (23 + 2°C). Ap06s o periodo de ambientacdo, estas
fémeas passaram por lavados vaginais diarios para a identificagdo da respectiva fase do ciclo estral
(proestro, estro, metaestro ou diestro), e foram divididas aleatoriamente em quatro grupos
experimentais, 0s quais receberam, via gavagem, agua (CC) ou cafeina diluida em &gua (com um
auxilio de um processador ultrassdnico) durante trinta dias conforme esquema a seguir:

e Grupo CC (n =5) — Controle: agua via gavagem.

e Grupo C60 (n = 5) — 60 mg/kg de cafeina diluida em agua via gavagem.

e Grupo C120 (n = 5) — 120 mg/kg de cafeina diluida em agua via gavagem, ap0s sonicacao para
duluicdo.

e Grupo 240 (n = 5) — 240 mg/kg de cafeina diluida em &gua via gavagem, ap0s sonicacao para
duluicéo.

Estas doses de cafeina equivalem, respectivamente, a 0, 200, 300 e 600 mg/dia de consumo
em humanos, de acordo com o fator de corre¢do para camundongos estabelecido por Wang (2005)
e posteriormente aplicado por Huang et al. (2012). Tais doses se referem as duas indicacdes entre
entidades americanas, canadenses e europeias (200 e 300 mg/dia) e a um consumo em excesso,

superior as doses recomendadas para adultos normais (600 mg/dia). A cafeina (Sigma-Aldrich -
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Reagent Plus®, C0750) foi diluida em &gua considerando a dose correspondente, sendo a
gavagem realizada diariamente em horérios fixos, proximos ao periodo escuro dos animais.
Durante o experimento, todos os animais receberam &gua e racdo peletizada (Nuvilab®) ad
libitum.

Apos trinta dias, as fémeas foram eutanasiadas por decapitacéo, na fase de diestro do ciclo
estral, tendo sido coletados sangue e ovarios para posteriores analises. Os ovarios foram fixados
por imersdo em solucdo de paraformaldeido 4% em tampédo fosfato 0,05 M por 24 horas a
temperatura de 4°C. Posteriormente, foram incluidos em paraplast e cortes histologicos semi-
seriados de 5 pm de espessura foram obtidos, resultando numa média de quarenta Iaminas para
cada ovéario. Apés coloragdo em hematoxilina-eosina, procedeu-se a contagem e classificacdo dos
tipos de foliculos ovarianos, incluindo os atrésicos. Calculou-se a taxa de recrutamento de acordo
com Campos-Junior et al. (2012) e Santos et al. (2020), em que: Taxa de atresia = [(n® foliculos
atrésicos/total foliculos) x 100] e Taxa de recrutamento = {[(n® priméarios + pré-antrais +
secundarios)/total foliculos] x 100}. O sangue, por sua vez, foi centrifugado e passou por analise
do tipo ELISA para detec¢do dos niveis hormonais de prolactina (PRL) e hormonio luteinizante

(LH).

Grupo experimental de analise fetal, placentaria e transgeracional: fémeas gestantes e
lactantes (Experimentos 2, 3 e 4).

Oitenta fémeas adultas de camundongo Swiss e 15 fémeas C-57 Black-6 em idade
reprodutiva (oito semanas, media de peso corporal: 30 + 3g) foram adquiridas junto ao Centro de
Bioterismo (CEBIO) sob as mesmas condigdes da metodologia anterior. Elas foram divididas
aleatoriamente em quatro grupos experimentais, 0os quais receberam, via gavagem, agua (CC) ou
120 mg/kg de cafeina (Sigma-Aldrich - Reagent Plus®, C0750) diluida em agua.

Esta dose de cafeina equivale a 300 mg/dia de consumo em humanos, sendo considerada
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segura por algumas organizacGes internacionais e de uso indicado durante a gestacdo e lactagédo
(NHS, 2016; EFSA, 2015). Durante o experimento, todos os animais receberam &gua e racao
peletizada (Nuvilab®) ad libitum. A gavagem foi realizada diariamente em horérios fixos,
préximos ao periodo escuro dos animais.

As fémeas C-57 receberam, via gavagem, 0, 60 ou 120 mg de cafeina pelo mesmo
intervalo de tempo e, no 8° dia, foram colocadas para acasalamento com machos transgénicos
fluorescentes dominantes para a beta-actina-GFP. Uma vez prenhes de 17,5 dias, as fémeas foram
anestesiadas, laparotomizadas e tiveram suas placentas expostas e submetidas & microscopia
confocal intravital (Nikon Ti Eclipse® acoplada a um confocal A1R).

Fotomicrografias de tecidos placentarios com aumento de 20x foram obtidas usando o
software NIS Elements® (Nikon®) e a expressao da proteina GFP foi avaliada pelo software
Volocity®. O didmetro dos vasos fetais de cada grupo experimental foi determinado pelo software
Image J® e dividido em cinco categorias comparaveis entre si: 1) <40 um (vasos extra pequenos);
2) > 40 < 80 um (vasos pequenos); 3) >80 <120 um (vasos médios); 4) >120 < 160 um (vasos
grandes); 5) > 160 um (vasos extragrandes). Todos os animais foram eutanasiados ap6s o

procedimento (Figura 6).
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Figura 6: Esquema explicativo da metodologia utilizada para a determinacéo e diferenciacéo de vasos maternos e fetais,
bem como a classificagdo de suas categorias a partir do calibre destes vasos. Cabeca de seta branca: grandes vasos, dentre 0s quais
encontramos também vasos extragrandes; Cabeca de seta cinza: vasos de calibre intermediarios; Cabeca de seta preta: vasos de
pequeno calibre, dentre os quais também se encontram vasos extra pequenos; Asteriscos: nlcleos das células sinusoidais fetais que

compdem tais vasos sanguineos. Barras: 55,0 um.

Em se tratando das fémeas Swiss, estas receberam cafeina ou dgua durante sete dias antes
do inicio do acasalamento, seguindo posteriormente o esquema abaixo de divisdo de grupos
experimentais:

e Grupo CC (n = 20) — Controle/Controle: agua durante a gestacao (20 dias) e a lactacdo (30 dias).

e Grupo CT (n = 20) — Controle/Tratado: agua durante a gestacdo (20 dias) e cafeina (120
mg/kg/dia) durante a lactacdo (30 dias).

e Grupo TC (n = 20) — Tratado/Controle: cafeina (120 mg/kg/dia) durante a gestacdo (20 dias) e a
lactacdo (30 dias).

e Grupo TT (n = 20) — Tratado/Tratado: cafeina (120 mg/kg/dia) durante a gestacdo (20 dias) e a
lactacdo (30 dias).

Cinco fémeas gestantes de 11,5 DG e cinco gestantes de 17,5 DG foram eutanasiadas por
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anestesia e deslocamento cervical, laparatomizadas e tiveram suas placentas coletadas e fixadas
em paraformaldeido (PFA) a 4% de concentracdo para posterior analise de imunohistoquimica. As
placentas de 11,5 DG foram processadas para a identificacdo de proliferacdo celular e
angiogénese. Resumidamente, as sec¢Ges de 5um foram desparafinisadas, reidratadas e
submetidas a aquecimento em micro-ondas por 3 X 5 min em tampao citrato de sédio 0,1 M (pH 6)
para recuperacdo antigénica, resfriadas a temperatura ambiente e enxaguadas com solucao salina
tamponada com fosfato pH 7,4 (PBS). A atividade da peroxidase enddgena foi bloqueada com
peroxido de hidrogénio a 3% (v/v) em solucdo de metanol por 30 min. Os cortes foram pré-
incubados com 5% (p/v) de soro normal de coelho em PBS por 30 min em temperatura ambiente.
Posteriormente, as se¢fes foram incubadas (overnight) a 4°C em uma camara mida com o
anticorpo marcador de proliferacdo Ki-67 (1:100, Soro Anti-coelho policlonal (Abcam) 10% em
PBS/BSA 1%) e anticorpo secundario 1:200, Soro de Cabra anti-coelho (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, EUA) 10% em PBS/BSA 1%. Seguiu-se a incubagdo com o complexo avidina-
biotina (ABC, diluido 1:500 (v/v) em PBS-BSAc (Vector stain kit Elite, Vector Laboratories,
Burlingame, CA, EUA) durante 60 min a temperatura ambiente e a visualizacdo o kit DAB
(Sigma-Aldrich). Os cortes foram contra-corados com hematoxilina de Mayer. Nos controles
negativos, o anticorpo primario foi omitido, e nos controles positivos, utilizou-se tecido de tumor
da glandula mamaria canina.

A coloracdo nuclear de cor marrom do Ki-67 foi considerada positiva. O percentual de
proliferacdo celular foi calculado considerando a seguinte equagdo: nucleos positivos divididos
pelos nucleos totais (positivos e negativos) multiplicados por 100. O resultado foi expresso como
percentual de células Ki-67 positivas (Chiarini-Garcia et al, 2011).

Para detectar possiveis alteracdes na angiogénese placentaria nessa idade gestacional, foi
realizada andlise de imunofluorescéncia para detectar marcadores de fator de crescimento

placentario (PIGF ou PGF). A coloracdo de todas as laminas foi realizada simultaneamente em
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uma Unica sessdo. As seccdes histoldgicas foram desparafinisadas, reidratadas e submetidas a
aquecimento em micro-ondas por 3 X 5 minutos em tampé&o citrato de sédio 0,1 M (pH 6) para
recuperacdo de antigénica, resfriadas até a temperatura ambiente e enxaguadas com solucéo salina
tamponada com fosfato pH 7,4 (PBS). As andlises foram realizadas na regido do labirinto
placentério e os cortes histoldgicos foram incubados durante a noite a 4° C em cdmara Umida com
0 anticorpo primério anti-PGF1 anti-camundongo (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA).
Posteriormente, os cortes foram tratados com biotina secundéaria em PBS-BSAc por 90 minutos a
4°C e anticorpo secundario 1:200 anti-camundongo (Abcam). O DAPI (Sigma-Aldrich — D9564;
diluicdo 1:1000 (v/v) em PBS) foi utilizado para a identificagcdo do nucleo. Os controles positivos
foram obtidos usando tecido tumoral de mama e nos controles negativos, o anticorpo primario foi
omitido.

Fotomicrografias de tecidos placentarios foram obtidas usando o software Zen® (edi¢do
azul, microscopia Carl Zeiss®) e o microscopio Zeiss Imager Z2 equipado com o sistema de
aprimoramento de imagem Apotome Z2. As células fluorescentes foram contadas usando a
ferramenta “Cell Counting” do software Image J®. A porcentagem de células expressando o
marcador angiogénico foi calculada considerando a seguinte equacdo: células positivas (coradas
com citoplasma) divididas por ndcleos totais (com citoplasma positivo e negativo) multiplicado
por 100. Os resultados foram expressos como porcentagem de células positivas (Chiarini-Garcia et
al, 2011).

Para identificar a morte celular, os cortes histoldgicos de placentas de 17,5 DG foram
incubados durante a noite a 4° C em camara umida com o anticorpo primario anti-caspase-3
produzido em coelho, policlonal, na diluicdo 1:600 em tamp&o PBS). Posteriormente, 0s cortes
foram tratados com anticorpo secundario de cabra anti-coelho marcado com biotina 1:200 (v/v)
em PBS-BSAc por 90 minutos a 4°C. DAPI (Sigma-Aldrich — D9564; diluigdo 1:1000 (v/v) em

PBS) foi utilizado para a identificagdo do nucleo. A solugdo Sudan Black B foi utilizada para
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bloquear a autofluorescéncia das hemacias presentes no labirinto placentario. Os controles
positivos foram obtidos usando tecido de bago de camundongos e nos controles negativos, o
anticorpo primério foi omitido.

A porcentagem de morte celular foi calculada considerando a seguinte equacdo: nucleos
positivos divididos por nicleos totais (positivos e negativos) multiplicados por 100. O resultado
foi expresso como porcentagem de células apoptoticas (Chiarini-Garcia et al, 2011).

Os animais ndo utilizados nos procedimentos anteriores (n = 40) tiveram sua gestagéo
levada a termo, com obtencdo de filhotes nos dias 20,5 (+1 dia). Tais proles, caracterizadas aqui
como geracao F1, foram pesadas e seu comprimento (distancia entre focinho — insercdo da cauda)
mensurado ao nascimento, bem como a determinacdo do sexo realizada por meio de mensuragao
da distancia ano-genital. Os filhotes de ambos os sexos, padronizados como um maximo de 6 por
ninhada, permaneceram junto as maes, sendo pesados e tendo seu comprimento determinado a
cada cinco dias até os 30 dias de vida, quando foram desmamadas e as méaes, eutanasiadas.
Posteriormente, as aferi¢des foram feitas a cada sete dias até que completassem 60 dias de vida. A
partir dos 20 dias de vida, a presenca ou ndo de abertura vaginal nas fémeas (um dos sinais
indicativos de puberdade) foi monitorada diariamente. Apds 60 dias de idade, estas fémeas foram
submetidas a técnica de lavado vaginal diario durante 15 dias, para determinacdo das fases do
ciclo estral.

Aos 60 dias de idade, os machos F1 foram encaminhados para o Laboratorio de
Neurobiologia Concei¢do Machado, sob supervisdo da Professora Dra. Aline Miranda, para testes
comportamentais e posteriormente eutanasiados para coleta e analise de sangue e cérebro. Os
testes avaliaram a motricidade do animal em campo aberto e, em caso de adequacgéo a este teste,
subsequentemente houve investigacdo dos seguintes componentes comportamentais: testes de
hiperatividade; de comportamentos ansioso, depressivo e compulsivo; avaliagdo da memdria de

curta e de longa duracdo; e avaliacdo da capacidade de aprendizado a curto prazo. Os testes
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escolhidos foram: Open field, Y-maze, Marble burrying, Teste de reconhecimento social,
Labirinto em cruz elevado e nado forgado.

Metade da prole fémea F1 de cada grupo experimental foi eutanasiada (n = 3 a 5 por
grupo), sendo os ovarios coletados e preparados para anélises histomorfométricas posteriores, de
modo semelhante ao realizado com as maes. As demais fémeas adultas da gera¢do F1 continuaram
submetidas a lavados vaginais diarios para acompanhamento do ciclo estral, sendo posteriormente
também encaminhadas para andlises comportamentais. Apds estas analises, elas foram entdo
acasaladas, dando origem a geracdo F2. Esta passou pelos mesmos procedimentos da F1, com
separacdo de filhotes machos para eutanasia e biometria posterior, e as fémeas direcionadas para
avaliacdo de parametros reprodutivos com posterior coleta de ovarios para andlises
histomorfométricas.

Seguem-se breves descri¢cGes dos testes de comportamento aos quais os animais foram
submetidos. Destaca-se que as geracfes F1 e F2 ndo consumiram cafeina em nenhum momento de
suas vidas, sendo o contato com a cafeina realizado pela via transplacentéria e/ou ingestdo de leite
materno.

Open field: os efeitos da cafeina foram avaliados colocando-se, separadamente, cada
animal em uma caixa quadrada de polipropileno (dimensdes 50 x 50 x 22 cm — largura X
comprimento x altura). Avaliou-se, através do registro de cameras por 30 minutos, 0s movimentos
do animal pelo campo aberto e laterais da caixa.

Marble Burriyng: em uma caixa contendo maravalha e 12 bolas de gude organizadas sobre
a cobertura, colocou-se isoladamente cada animal por 20 minutos. Apo6s decorrido o tempo do
teste, contabilizou-se quantas bolas de gude foram completamente enterradas pelo animal.

Rotarod: os camundongos foram inicialmente treinados para permanecer no eixo rotativo
do aparato em uma velocidade de 4 r.p.m. (rotacdes por minuto) por 3 min. Dois camundongos

foram testados simultaneamente, e cada animal foi envolvido em trés ensaios consecutivos, cada
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um separado por um periodo de descanso de um dia. As laténcias (tempo decorrido) de cada queda
foram registradas.

Y-maze: utilizou-se um aparato em formato de “Y” com trés bragos idéntidos (40 cm
comprimento cada). Cada camundongo foi individualmente colocado na é&rea central, e
contabilizou-se o nimero de entradas nos bragos, bem como as alternéncias entre cada um deles
por 10 minutos.

Elevated plus-maze: colocou-se, individualmente, o animal no centro do aparato contendo
4 bragos (30cm x 5¢cm) de 50 cm. Dois dos bragos opostos eram completamente abertos, e dois
continham paredes por toda a sua extensdo. Durante 10 minutos, observou-se o deslocamento
deste animal, registrando-se suas passagens e permanéncia por cada tipo de braco do labirinto.

Nado forcado: cada animal foi colocado em um tanque plastico cilindrico (30 cm de altura
x 20 cm de didmetro) com um nivel da &gua de 15 cm do fundo, de forma que o animal permaneca
em movimentos de natacdo para sobreviéncia sem conseguir escalar pelas bordas ou tocar o fundo
do tanque com 0s pés ou a cauda.

Reconhecimento social: de acordo com a técnica de Hernier et al (2016), primeiramente o
animal em estudo foi colocado por algumas horas para ambientagdo em um aparato contendo duas
camaras idénticas e vazias: direita (right) e esquerda (left). Durante este tempo, monitorou-se o
seu movimento exploratorio, que deve ser semelhante entre as duas cdmaras. Em seguida,
adicionou-se em uma das camaras um animal “estranho” (outro camundongo, desconhecido),
denominado S1, e esperou-se que o comportamento social e exploratorio fosse aumentado na
camara contendo o novo animal. Por fim, um segundo animal “estranho”, o S2, foi adicionado
apos algum tempo na outra cdmara vazia, por ja ter tido um contato com S1, € esperado que 0

camundongo estudado passe mais tempo em fase de reconhecimento do S2.

2. Andlise estatistica
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Todos os parametros avaliados foram testados quanto a normalidade usando-se o
procedimento univariado do programa Statistical Analysis System® (SAS Institute, Cary, NC,
EUA), sendo os dados analisados como um delineamento experimental inteiramente ao acaso. Os
efeitos da cafeina sobre os pardmetros biométricos e histomorfométricos foram avaliados
utilizando-se 0 modelo linear geral (GLM) do SAS. Nos eventos nos quais os tratamentos
mostraram-se significativos, comparacfes maltiplas foram realizadas utilizando-se a probabilidade
de diferencas (pdiff) entre médias de quadrados minimos, ajustadas pelo teste Tukey-Kramer

(SAS, 2001), onde P < 0,05 foi considerado significativo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A historia da cafeina e sua relacdo com a gestacdo e a lactacdo é controversa e
tendenciosa (James, 2020). Na década de 80, surgiram 0s primeiros estudos com animais e sua
provavel teratogénese, que levaram a FDA a publicar uma carta de recomendacdo que proibia o
consumo desta substancia por gestantes em qualquer dose ou quantidade (U.S. Food and Drug
Administration, 1980). Em consequéncia, na mesma época, foi fundado o International Life
Sciences Institute (ILSI), criado pelo Caffeine Working Group em associa¢do com a American
Beverage Association and the National Coffee Association: um instituto de pesquisas formado
por associagOes cafeicultoras e produtoras de refrigerantes que passou a desenvolver pesquisas
com resultados sempre favoraveis ao consumo de cafeina pela populacéo gestante (James, 2020).
Os conflitos de interesse e as pesquisas altamente rentaveis do novo instituto pressionaram,
entdo, a FDA a liberar um novo comunicado indicando um consumo consciente de cafeina e,

posteriormente, em 2018, um novo documento indicando uma ingestdo maxima de até 400
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mg/dia para todos os grupos consumidores (homens, mulheres, gestantes, lactantes, idosos),
desde que se levasse em conta a sensibilidade individual e especialmente a tolerancia infantil
(James, 2020).

Ao longo das Ultimas quatro décadas, diversas associa¢des se mantiveram variaveis em
suas recomendac0es, que vdo de um maximo de 200 mg/dia (American College of Obstetricians
and Gynecologists — ACOG e European Food Safety Authority — EFSA) a até 400 mg/dia
(James, 2020). Entretanto, cada vez mais estudos tém surgido com resultados que levam ao total
desencorajamento do consumo de cafeina por criancas, gestantes e lactantes, e o presente
trabalho, mesmo obtendo resultados utilizando modelos murinos, teve como objetivo endossar
tais recomendacdes, além de trazer, de forma inédita, alguns resultados contundentes em relagéo
as atuais doses recomendadas de cafeina na gestacéo e na lactacéo.

Experimento 1 — Estudo da fertilidade de fémeas ap6s o consumo cronico de cafeina abordando

aspectos morfofuncionais ovarianos.

Experimentos prévios do nosso grupo de pesquisa com animais gestantes consumidores de
cafeina sempre apontaram uma grande dificuldade em estabelecer a gestacdo de fémeas tratadas
com esta substancia, especialmente em doses mais elevadas. Portanto, este experimento foi feito
com o objetivo de avaliar se ha alguma alteracdo na foliculogénese, bem como nas diferentes fases
do ciclo estral de animais que consomem variadas doses de cafeina de forma crénica.

Inicialmente, foi avaliada a duracdo da fase litea do ciclo estral das fémeas que
consumiram cafeina durante trinta dias. Considerado como a fase lGtea, o diestro e 0 metaestro
apresentam duragdo média de 1 a 3 dias em condigfes fisiologicas normais (Freeman, 2006).
Entretanto, o consumo de cafeina, independente da dose, prolongou a duragdo desta fase, que
apresentou uma variacdo de 3 até 11 dias entre as doses mais elevadas (C120 e C240) (P < 0,05;

Figura 7). Assim sendo, concluiu-se que a cafeina tanto em doses baixas, quanto nas moderadas e
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altas, pode alterar a frequéncia ovulatoria de fémeas murinas. Para se investigar a causa de tal
alteracdo, procedeu-se ao estudo da hipotese de que a populagdo folicular ovariana estaria alterada

e/ou que houvesse alteracdo hormonal que justificasse tais caracteristicas do ciclo estral.
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Figura 7: Duracéo (em dias) das fases do ciclo estral de camundongos decorrentes do consumo de cafeina, durante trinta
dias, em diferentes doses. CC: controle (4gua); C60: 60 mg/cafeina/dia; C120: 120 mg/cafeina/dia; C240: 240 mg/cafeina/dia; ° P

<0,05.

A contagem da populacéo folicular das fémeas nuliparas foi notavelmente comprometida
em funcdo do consumo de cafeina (P < 0,05; Tabela 2). Em toda a popula¢éo folicular, os animais
do grupo de consumo elevado (C240) apresentaram uma deplecdo destes foliculos totais, que se
mostrou inferior também nos primordiais ativados (P < 0,05). Houve uma maior propor¢do de
foliculos primarios em C240, em detrimento de uma menor quantidade em T60. Quanto a
populacdo de foliculos primarios multilaminares (pré-antrais) e secundarios, essa diferenca
populacional deixou de existir, voltando a se mostrar significativa na analise de atresia folicular:

de forma dose-dependente, C60 e C120 exibiram foliculos atrésicos em maior quantidade que CC
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(P < 0,05). Ndo foram observados foliculos terciarios em nenhum animal das amostras recolhidas,

dai 0 motivo da sua ndo-representacdo nestas anélises.

Tabela 2 — Contagem e proporcao das diferentes categorias de foliculos em ovarios de
fémeas nuliparas de camundongos Swiss, ap0s consumo crénico, ou ndo (CC), de diferentes
doses de cafeina (C60, C120, C240)

Foliculo/Tratamento Controle C60 C120 C240
Primordial quiescente 737+6,1* 540+65® 560+65% 300+7,0°
Primordial quiescente (%0) 284+22° 216+23% 221+23% 21,3+25%
Primordial ativado 80,4 +53% 70,0+5,6? 48,8+5,6° 32,7+6,0°
Primordial ativado (%) 32,5+4,7% 2715+72° 20,3+58° 224+26"™
Primario unilaminar 716+7,7¢% 548 +8,22 84,6+8,2¢ 53,3 +8,8¢
Primario unilaminar (%) 27,0+24°% 219+25°¢ 32,4+25%® 38,4+27°
Primario multilaminar 1,8+0,8% 3,8+0,82 4,3+0,8? 2,7+0,9°
Priméario multilaminar (%) 08+0,5° 1,6+0,5° 1,6+0,5° 20+0,5%
Secundario 25,3+5,0? 32,0 +5,32 20,5+ 5,32 13,4 +5,7°2
Secundario (%) 9,1+2,0° 126 +2,12 82+271¢° 10,1 + 2,32
Atrésicos 31,9 +4,32 844 +46° 1036+46° 19,7+4,9°
Taxa de atresia folicular (%0) 11,7+4,2%  334+44° 449+44° 118+48°

Taxa de recrutamento folicular (%) 36,8 + 3,1° 36,4+33% 421+33® 50,3+36°
Total de foliculos 267,4+ 22,22 258,7 +23,5% 2652+ 235% 142,0+ 25,1°

abe \Médias com diferentes sobrescritos na mesma linha diferem estatisticamente (P<0,05).

Curiosamente, C240 ndo apresentou diferenga na contagem de atresia folicular em relagéo
ao grupo controle (P > 0,05), o que nos levou a duas hipdteses a serem elucidadas: 1) C240

apresentou menos atresia por ter recrutado e ativado mais foliculos; ou 2) C240 apresentou menos
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atresia por ter tido, desde o inicio, uma menor reserva folicular ovariana. Para investigar tais
hipoteses, calculou-se a taxa de recrutamento e de atresia foliculares. Os resultados mostraram
que, mesmo possuindo menos foliculos que todos os demais grupos experimentais (P < 0,05),
T240 tambem apresentou uma maior taxa de recrutamento (em relag&o, inclusive, aos animais do
grupo controle), indicando uma provéavel tentativa de compensacdo devido ao excesso de cafeina
ingerido. J& os grupos C60 e C120 apresentaram com uma maior taxa de atresia. Assim sendo,
partiu-se para a anélise hormonal de horménio luteinizante (LH) e prolactina (PRL) dos animais
em estudo.

Durante o ciclo estral da fémea adulta, os niveis de FSH, LH e PRL estdo baixos até que
ocorra o0 proestro, e permanecem elevados até o fim deste periodo (Croy et al, 2014; Smith et al.
1975). Durante os dias 1 e 2 do diestro, estagio em que se coletaram as amostras séricas dos
animais, espera-se uma taxa basal destes horménios (Croy et al, 2014). Ao se avaliar as dosagens
de prolactina e LH nas fémeas em estudo, observou-se que o consumo de cafeina ndo alterou as
concentracdes plasmaticas daqueles hormonios (P > 0,05; Tabela 3). Tais resultados podem
indicar que as alteracfes no ciclo estral das fémeas, mesmo se caracterizando por um periodo
prolongado de sua fase lGtea, ndo parecem estar associadas selecdo de foliculos, tampouco a
momento de ovulacdo. Estes resultados vao ainda ao encontro das contagens foliculares feitas nos
ovarios, uma vez que ndo houve diferenca nas populacdes gonadotrofina-dependentes (foliculos

secundarios) (P > 0,05).

Tabela 3 — Niveis plasmaticos de Prolactina (PRL) e Hormonio Luteinizante (LH) em
fémeas nuliparas de camundongos ap6s consumo crdnico, ou ndo (CC), de diferentes doses
de cafeina (C60, C120, C240)

Tratamento LH (ng/mL) PRL (ng/mL)

CcC 0,7+0,3° 70+18°?
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C60 0,3+0,3? 78+2,0°
C120 0,5+0,3°? 76+19°
C240 0,3+0,3°? 8,2+1.8°

Yadegari e colaborares (2020) estudaram ovarios de fémeas de ratos Wistar e encontraram
resultados muito semelhantes, com reducdo do nimero de foliculos primordiais, primarios e até
secundarios. Kren et al (2004) cultivaram odcitos suinos in vitro e os trataram com cafeina, assim
como Prather & Racowsky (1992), com odcitos de hamsters: ambos 0s estudos encontraram um
atraso no desenvolvimento folicular, descrito como uma pausa momentanea (de aproximadamente
24h) no processo meidtico envolvido no desenvolvimento folicular. Jagiello e cols (1972)
relataram que a administracdo subcutanea de 25 mg/kg por dia de cafeina preveniu a meiose de
uma superovulagdo induzida por hormoénios em ratas adultas em estudos in vitro e in vivo. Tais
observacdes sugerem, em conjunto, que a reducéo da fertilidade observada possa ser devido a um
atraso na retomada da meiose dos o6citos com nimero prévio ja reduzido pela cafeina.

Kwak e colabores (2017) trataram fémeas de ratas pré-puberes com dosagens de 120 ou
180 mg de cafeina/kg/dia, e encontraram resultados semelhantes de atraso na abertura vaginal em
todos os animais tratados com cafeina, além de detectarem doses elevadas de estrogénio sérico.
Eles sugerem que a exposicdo pré e periplbere a cafeina aumenta a producdo de estradiol no
ovario, 0 que poderia perturbar a regulacdo coordenada do eixo hipotalamo-hipofise-ovariano,
interferindo assim na maturacdo sexual e, consequentemente, no ciclo estral e recrutamento

folicular dos animais.

Experimento 2 — Impacto do consumo cronico da cafeina sobre o desenvolvimento

placentério e fetal em modelo murino.
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Durante o seguimento da fase inicial deste projeto, ainda em fase de desenvolvimento de
uma dissertacdo de mestrado, placentas de 17,5 DG foram escaneadas e passaram por analises
histomorfométricas de areas das diferentes regides e populacdes celulares. Nenhuma alteracéo
relativa as areas ou a sua proporcdo volumétrica dos diferentes constituintes foi detectada na zona
labirintica (Lz), zona juncional (Jz) ou placa coriénica (Cp). Entretanto, quando avaliados os
componentes celulares do labirinto placentario, p6de-se detectar uma alteracdo grave e inédita: o
grupo C120 (dose moderada relativa a um consumo humano de 300 mg/caf/dia) apresentou um
aumento significativo dos componentes fetais (sangue e células sinusoidais) em contraste com
uma reducdo na irrigacdo pelo sangue materno na regido. A partir deste resultado, questionou-se
se estaria havendo um aumento no nimero de vasos sinusoides fetais na placenta, ou se eles
estavam em mesmo ndmero, entretanto com algum tipo de dilatacdo. Assim, durante os
experimentos ja do projeto de doutorado, procedeu-se experimentos de microscopia confocal
intravital e imunohistoquimicos para marcadores de proliferacdo, angiogénese e morte celular.

A Figura 8 resume o método de microscopia confocal intravital usado para comparar 0s
grupos experimentais, além de apresentar os resultados obtidos através deste processo. As medidas
dos tamanhos dos vasos sanguineos fetais, evidenciadas pelo filtro Fit-C ou autofluorescéncia
verde transgénica no labirinto, mostraram que o nimero de pequenos vasos foi semelhante nos
trés grupos experimentais (Controle, C60 e C120-P > 0,05). Os animais do grupo Controle (CC)
apresentaram apenas vasos pequenos e intermediarios e auséncia de vasos de grande calibre (P <
0,05). No entanto, os animais C60 e C120 apresentaram contagens semelhantes de vasos menores
(P > 0,05), mas os vasos intermediarios e de grande calibre apareceram em contagem dose-

dependente nesses grupos tratados (P < 0,05).
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CC GFP/+ N

Blood vessels category CC(n=5) C60 (n=5) C120(n=5)
A <40 ym 2842 +182.5° 127.8 +43.0¢ 142.0 +54.2¢
A 40 - 80 ym 84+53® 9.75+7.0° 4875+ 415+
A 80-120 ym 24+25® 25+10° 135+9.7°
A\ 120 -160 pm 0+0°® 275+50* 60+42¢
A > 160 ym 0+0°® 0+0°® 15413+
Total 295.0 + 177.4° 1428 +43.4° 211.8 +89.0°

Figura 8: Microscopia intravital confocal comparando a largura de luz dos vasos fetais da placenta no Labirinto
dependente da dose no modelo de camundongo GFP C57BL/6. Em verde: fluorescéncia GFP de vasos fetais na placenta. Em
vermelho: tecido materno com autofluorescéncia. Em amarelo: controle negativo. Vasos sanguineos definidos em categorias

quantitativas (valores na tabela atual) e qualitativas: “Pequeno” (setas pretas): larguras menores que 80 um; “Intermediario” (setas
de cabeca cinza): larguras entre 80,1 e 120,0 um; e “Grande”(setas de cabega branca): larguras superiores a 120,1 pm. Barras =

55,0 um. Aumentos: 20x.

Sabe-se que em doses moderadas (trés xicaras de 100 mL por dia), devido ao efeito de
vasoconstrigao periférica, a cafeina aumenta a presséo arterial (5-10 mm Hg) e diminui levemente
a frequéncia cardiaca (Iriyama et al, 2015). Entretanto, alguns estudos associam o consumo de
cafeina a hipotenséo cerebral e vasodilatacdo periférica causada pelo aumento do fluxo livre de
adenosina e pela presenga de teobromina, um vasodilatador fisiologico (Kolahdouzan &
Hamadeh, 2017; Uddin et al, 2017; Kurlak et al, 2015). Portanto, a explicagdo mais plausivel seria

de que a cafeina consumida em doses moderadas pelas fémeas gestantes causou uma
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vasodilatacdo generalizada nos capilares fetais do labirinto placentario sem, entretanto, aumentar o
numero de celulas dos filhotes na regido.

A analise da expressdo de Caspase-3 (Casp3), um indicador de morte celular no labirinto
placentario, revelou que o processo de morte celular resultante deste marcador néo foi afetado pela
ingestdo de cafeina, independentemente das doses no DG 17,5 (P > 0,05; Figura 8). No entanto, a
expressdo do Ki-67, um marcador de proliferacdo celular, apresentou diferencas significativas no
DG 11,5, indicando que baixas doses de cafeina (C60) aumentaram a proliferacéo celular durante

0 processo de placentagdo, mas ndo em doses moderadas (C120) (Figura 9).

cc

Cc60

C120

...>

Treatment Cell counting Percentage of
Casp3+ Casp3+cells
CC (n=5) 0.022 + 0.012¢ 2.06 +0.50¢
€60 (n=5) 0.015 + 0.0122 1.70 + 0.502
C120 (n=5) 0.034 +0.012¢ 2.70£0.502

Figura 9: Imunofluorescéncia do labirintotrofoblasto para investigar e comparar a morte celular através da expressao de

Casp-3 em cada tratamento, em 17,5 DG. Néao foram encontradas diferencas estatisticas entre a contagem de células nem a
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porcentagem de células que expressam Casp-3 (P > 0,05). A: Nucleo marcado DAPI em azul; B: Citoplasma marcado com Trit-C

em vermelho; C: Imagens mescladas. Barras = 55,0 um. Aumento: 20x.

Resultados prévios obtidos durante o trabalho realizado no mestrado mostraram que 0s
fetos e placentas obtidos de fémeas consumidoras de cafeina apresentaram um menor peso
proximo ao seu dia de nascimento (DG 17,5). As placentas C60 e C120 eram mais eficientes,
inclusive, que as do grupo controle. Maior eficiéncia placentaria (EP) e placentas menores sdo
capazes de manter o desenvolvimento e a viabilidade fetal, ou seja, possuem um melhor fluxo
sanguineo em direcdo ao feto. Por outro lado, a baixa eficiéncia placentaria é responsavel por altas
taxas de mortalidade pré-natal (Wilson & Ford, 2001; Wilson et al, 1998). Apesar da maior EP, 0s
fetos C120 apresentaram restricdo intrauterina de crescimento (RIUC). Como o grupo C60
apresentou uma maior expressdo de K67, este fato mostra uma tentativa de compensacdo: a
cafeina provavelmente alterou o fluxo sanguineo placentario, que por sua vez aumentou o calibre
dos vasos fetais na tentativa de suprir essa necessidade, evitando a morte fetal e até mesmo a
RIUC neste grupo especifico.

Ainda na analise do turnover celular, sabe-se que a morte celular por apoptose é um
processo fisioldgico que contribui para a manutencdo da homeostase tecidual (Melo, 2018). Para
promover esse processo finamente regulado, as proteinas atuam como iniciadores ou efetores.
Nesse sentido, as proteinas caspases sdo divididas em iniciadores (8 e 9) e efetores (3 e 7)
(Berenguer et al., 2019; Kameshima et al., 2019; Kassan et al., 2016). Neste estudo, portanto, as
mudangas na expressdo do marcador Caspase-3 ndo foram encontradas nos DGs 11,5 ou 17,5 (P >
0,05). Nenhum tratamento apresentou diferencas na proporcdo de morte celular ao longo da via
caspase-3, sugerindo que, se ocorrer morte de células placentérias, pode ser por outro mecanismo
de apoptose ou durante outra fase de desenvolvimento placentario. Nesse contexto, estudos em

celulas trofoblasticas humanas BeWo demonstraram que a exposicdo a cafeina diminuiu a
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expressdo do gene regulador da morte celular do linfoma de células B (BCL)-2 e modulou a
expressdo do sistema renina-angiotensina (RAS) placentario, ou seja, aumentou a eficiéncia do
receptor de angiotensina Il (AT2R) e reduziu a expressao génica do receptor AT1 (Tanuma et al.,
2006; Nomura et al., 2004). Esses dois estudos sugeriram que o consumo de cafeina tinha o
potencial de alterar o crescimento adequado da placenta e a renovacdo celular, bem como o
sistema de fluxo sanguineo da placenta. Além disso, os efeitos das metilxantinas na regulagédo da
transferéncia de nutrientes e do metabolismo hormonal na placenta também foram descritos. A
teofilina prejudicou a captacdo de 3H-2-desoxi-D-glicose pelas células fetais, mostrando que a
exposicao a cafeina pode diminuir o fluxo de glicose para o compartimento fetal (Aradjo et al.,
2008). De acordo com esse achado, a cafeina e seus metabolitos podem estar diretamente

envolvidos na patogénese da RIUC (Sharmin et al., 2012).
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Treatment Cell counting Percentage of Ki67+
(Ki67+) cells
CC(n=5) 8.0+1.12 1.7 +0.22
C60 (n=5) 28.3 +0.09° 54+0.1°

C120 (n=5) 100+1.12 1.7 +0.22
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Figura 10: Expressdo de KI-67 no labirinto placentario em 11,5 DG. (A) Fotomicrografia panoramica aumentada em 20x
evidenciando a expressdo de DAB marrom ou coloragéo nuclear de células Ki-67 positivas (cabega de seta amarela). (B) Aumento
de 40x para destacar a coloragéo nuclear (cabega de seta amarela). (C): Tabela quantitativa de contagem de expressdo de KI-67
mostrando aumento significativo da proliferagdo celular no grupo C60 evidenciado por maior nimero de células sinusoidais, bem

como maior percentual de células marcadas com KI-67 (P < 0,05). Barras = 55,0 um.

Juntamente com o VEGF, o fator de crescimento placentéario (PIGF) atua durante o inicio
da embriogénese e, posteriormente, na placenta através de uma atividade quimiotatica, mitogénica
e angiogénica (Chen & Zeng, 2014). Ambos sdo criticos para a formacdo da rede capilar
placentaria com o desenvolvimento da placenta, sendo o PIGF responsavel por vasos mais estaveis
e menos permedaveis que os produzidos pelo VEGF (Chen & Zeng, 2014; Carmeliet et al., 2001).
Tanto as células deciduais maternas quanto a placenta produzem PIGF, e os niveis de
concentracdo plasméatica materna de PIGF sdo semelhantes em gestacBes de camundongos e
humanas. Sua deficiéncia precoce esta relacionada a pré-eclampsia (Ratsep et al, 2014; Levine et
al, 2004). A andlise de imunofluorescéncia ndo mostrou diferencas na expressao de PIGF entre os
grupos experimentais, e supde-se que este fator ndo alterou a proliferacdo capilar normal no GD
11,5.

Portanto, apesar da proliferacdo celular evidenciada no inicio da formacdo placentéria, a
expressdo do fator de crescimento placentario (PIGF ou PGF), um marcador de angiogénese
placentaria, foi semelhante entre os grupos experimentais, reforcando o resultado prévio de que
ndo houve formacao de novos vasos fetais no labirinto, e sim uma vasodilatagédo generalizada no

local, sem apoptoses via caspase-3.
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Experimento 3 — Avaliacdo dos padrdes biométricos e reprodutivos em duas geracgdes
subsequentes a exposic¢ao pré-natal e neonatal de cafeina.

Diversos estudos gestacionais e neonatais foram feitos com animais submetidos a cafeina
na gestacdo e lactacdo. Entretanto, ainda sdo escassas as pesquisas relacionadas a prole adulta
tanto de filhos, quanto de netos de uma geragéo parental que consumiu doses recomendadas ao
longo da vida, da gestacdo e da lactagdo. No presente trabalho, ao se avaliar os efeitos
transgeracionais da cafeina, foi possivel perceber alteragdes diversas ao longo do desenvolvimento
de todas as proles F1 e F2 tratadas. A seguir, dividiram-se estes resultados e discussoes entre as

geracBes em questdo, para que a didatica de exposicao dos dados se tornasse mais fécil ao leitor.

Geragao F1

Dentre as fémeas da geracdo parental que engravidaram, o nimero de nascidos vivos se
mostrou inferior em todos os grupos tratados, com énfase para os animais que receberam cafeina
indiretamente durante o periodo pré-natal, bem como no periodo neonatal (P < 0,05; Tabela 4). A
cafeina ndo afetou a proporcdo entre machos e fémeas da prole na geracao F1 (P > 0,05, Tabela 4),
mas as caracteristicas biométricas sofreram alteraces marcantes ao logo do desenvolvimento pés-
natal, especialmente os animais cujas maes consumiram cafeina durante a lactagdo (consumo
indireto de cafeina sob a forma de aleitamento materno). Estes animais apresentaram um menor
peso e um menor comprimento corporal desde os primeiros dias de vida até as Ultimas afericGes,
ja realizadas ao longo da vida adulta (P < 0,05; Figuras 10 e 11).

Tabela 4 - Parametros reprodutivos de fémeas das geragdes parental e F1, cujo contato
indireto com cafeina se deu durante a gestagdo (TC), a lactacdo (CT) ou ambos (TT)

Tratamento

Caracteristicas gerais cC cT TC T

Fémeas prenhes (n = 22) 6/6 2/5 3/5 4/6
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Fémeas prenhes (%) 100,0 60,0 60,0 66,7

NUmero de nascidos vivos por fémea 11,5+1,00  11,0+09® 90+0,8® 7,8+0,8°
NUmero de machos 53+1,9¢% 8,0+14¢° 3,7+1,2% 38+14¢%
NUmero de fémeas 6,0+25¢ 40+28° 50+26% 55+1,7¢

ab Médias com diferentes sobrescritos na mesma linha diferem estatisticamente (P<0,05).

Ja ao nascimento, os filhotes dos grupos tratados da geracéo F1 apresentaram comprimento
inferior aos demais do grupo CC (Figura 11). Ao longo do desenvolvimento pds-natal, nota-se um
menor tamanho nos individuos dos grupos TC e TT até a vida adulta (P < 0,05). Destaca-se a
idade de 30 dias, que indica 0 momento do desmame completo, com retirada das maes: esta data
aponta que os filhotes cujas mées consumiram cafeina apenas na lactacdo (CT) ou na gestacao e
lactacdo (TT), tiveram um maior prejuizo no desenvolvimento corporal que os demais (CC e TC;
P < 0,05). Ap6s o término do periodo de lactacdo, os valores voltam a se mostrar semelhantes
entre os trés tratamentos (CC, CT e TC), embora o grupo TT mantenha um comprimento inferior
aos demais até o fim das aferi¢bes aos 60 dias de vida, ou seja, um feno6tipo que perdurou até a
vida adulta (P < 0,05).

O peso ao nascimento dos filhotes da geracdo F1 ndo foi comprometido pelo consumo de
cafeina materno na gestacdo (P > 0,05) (Figura 11). Entretanto, pesos corporais inferiores aos do
grupo CC foram observados ja aos 5 dias de vida, bem como durante todo o desenvolvimento pés-
natal destes animais, onde pode ser notado menor peso corporal até a vida adulta, em comparacao

aos animais CC (P < 0,05).
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Figura 11: Biometria da prole (F1). A — Curva de crescimento (comprimento em centimetros) dos filhotes fémea F1 de
camundongo cuja mae consumiu ou nao cafeina cronicamente durante a gestagdo e/ou a lactagdo. B — Curva de peso (em gramas)
dos filhotes fémea F1 de camundongo cuja mae consumiu ou ndo cafeina cronicamente durante a gestagéo e/ou a lactagéo. CC:
grupo controle; CT: cafeina durante a gestagdo; TC: cafeina durante a lactagdo; TT: cafeina durante a gestacéo e a lactacgao;

Asterisco: idade do desmame. 22< Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos experimentais (P<0,05).



70

De acordo com dados obtidos previamente no nosso grupo de pesquisa, é provavel que os
animais F1 em contado com cafeina materna tenham sofrido RIUC, uma vez que se trata de uma
dose comprovadamente causadora desta condi¢do (Paula, 2017). Durante as ultimas décadas,
evidéncias crescentes associam a exposi¢do intrauterina a determinadas substancias (como a
cafeina), a doengas do adulto, levando a formulacdo da Hipdtese das “origens desenvolvimentistas
da salde e doenga” (DOHaD) (Barker, 2007). De acordo com esta hipdtese, 0 organismo exposto
a injarias em sua vida intrauterina desvia o0s nutrientes, que se encontram restritos, para preservar
0 crescimento e a funcdo dos 6rgdos vitais, como o cérebro, em detrimento do crescimento de
outros responsaveis metabolicos, como o figado e o pancreas (Almeida, 2022; Barker, 2007). Essa
adaptacdo intrauterina é favoravel a sobrevivéncia, mas traz consequéncias prejudiciais a sua vida
po6s-natal: o individuo pode se predispor ao desenvolvimento de doencas cardiometabdlicas na
idade adulta, em funcéo de alteracdes epigenéticas (Almeida, 2022; Deodati, 2020; Barker, 2007).
N&o foram analisados padrdes cardiometabdlicos ou epigenéticos dos animais do projeto em
questdo, entretanto, as analises comportamentais e reprodutivas apontaram para alteracdes
provavelmente epigenéticas importantes na prole F1. Em um estudo de coorte com humanos,
pequenas reducdes na antropometria neonatal foram observadas com o consumo de cafeina por
mées (200 mg/dia) (Gleason, 2021). Os resultados deste trabalho sugerem que o consumo de
cafeina durante a gravidez, mesmo em niveis baixos e até mesmo recomendados, estdo associados
a diminuicdo do crescimento fetal e uma provavel RIUC.

Uma vez em fase pré-plbere (a partir dos 30 dias p6s-natais), as fémeas F1 passaram a ser
acompanhadas diariamente quanto a presenca de abertura vaginal, um dos indicadores de inicio da
puberdade. Além disso, apds completos 60 dias de vida, lavados vaginais diarios passaram a ser
realizados a fim de se monitorar o ciclo estral destas fémeas ao longo dos proximos 30 dias de
vida adulta. A Figura 12 mostra a contagem dos dias até a detec¢do de abertura vaginal destas

fémeas, bem como o aspecto vaginal a ser observado nesta detec¢do. Notou-se um atraso nos dias
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de abertura em todos os grupos que tiveram algum tipo de contato com a cafeina, sendo o periodo

lactacional determinante de maior atraso na deteccdo (grupos CT e TT; P < 0,05; Figura 12).

= Tratamento  Abertura vaginal (dias)
CC (n=13) 24,0 + 0,42
CT(n=38) 32,0 +0,5°
TC (n=13) 28,7 +0,4¢
TT (n=16) 30,9 +0,4°

Figura 12: Representacdo dos dias pds-gestacionais em fémeas F1 até a abertura vaginal. A: Dias corridos contados até a
deteccéo da abertura. B: Fotografia autoral de uma fémea apresentando abertura vaginal, um dos indicadores de puberdade em

fémeas de camundongo. #° Médias com letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos (P < 0,05)

Quanto a anélise do ciclo estral das fémeas desta geracdo, notou-se novamente um maior
periodo de duracdo da fase lGtea nos animais submetidos ao contato materno com a cafeina (P <

0,05), tendo sido esta fase mais pronunciada nos animais TT (P < 0,05; Figura 13).

] CC
. A —CT
Fase folicular -:]—m @ TC
[ hHaA B TT
Fase lGtea - L ab
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Figura 13: Pardmetros reprodutivos das fémeas F1. Duragéo das fases lutea e folicular dos ciclos estrais ao longo de 30

dias, de fémeas F1 submetidas ou ndo consumo indireto de cafeina. CC: grupo controle; CT: cafeina durante a gestagdo; TC:
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cafeina durante a lactagio; TT: cafeina durante a gestagéo e a lactagdo. &° Letras diferentes indicam diferenga estatistica entre os

grupos experimentais (P < 0,05).

A analise folicular da F1 mostrou que os animais, desde a sua fase intrauterina e ja ao
nascimento, apresentaram uma reserva ovariana depletada de foliculos primordiais quiescentes,
com énfase nos tratamentos TC e CT (P < 0,05; Tabela 5). J& a ocorréncia de atresia folicular, pelo
contrario, se mostrou elevada em todos os animais cujas maes consumiram cafeina, exibindo pelo
menos cinco vezes mais quantidade de foliculos atrésicos que os animais do grupo controle,

novamente com énfase na prole lactacional (CT) (P < 0,05).

Tabela 5 — Contagem e proporcao das diferentes categorias de foliculos em ovarios
de fémeas F1 de camundongos Swiss, apds consumo cronico de suas méaes, de 120 mg/caf/dia
durante a gestacédo (TC), lactagédo (CT), ou ambas (TT).

Foliculo/Tratamento CC (n=3) CT (n=3) TC (n=5) TT (n=4)
Primordial quiescente 15,2+0,952 2,8+0,95° 22+0,74" 48+0,83°
Primordial quiescente (%) 15,2 + 0,952 28+0,95° 2,2+0,74° 48+0,83"
Primordial ativado 53,7+2,92 83+29° 74+23° 19,7+25"
Primordial ativado (%) 27,3+152 53+15° 141+1,1° 8,1+13°
Primario unilaminar 1140+452 11,7+45° 50,8+ 35°¢ 61,0+ 3,9°¢
Primario unilaminar (%6) 323+15% 42+15° 155+1,2°¢ 14,7 +1,3°¢
Primario multilaminar 50,3 + 2,72 24,0+2,7° 76+21° 32,0+ 2,3
Primario multilaminar (%) 143+1,02 9,4+1,0° 2,3+0,8°¢ 75+0,9°
Atrésico 38,3 + 26,72 209,3+26,7° 218,8+20,7¢ 2775+ 23,0"
Taxa de atresia folicular (%) 10,8 + 3,0 78,3 +3,0° 65,9 + 2,3¢ 64,8 +2,6°
Total foliculos 364,7+25,7® 2750+25,7¢ 337,2+20,0° 4257 +22,2%

abc Médias com sobrescritos diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica entre os grupos

experimentais (P < 0,05).
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H& evidéncias crescentes de que os fatores de crescimento, especialmente o IFG-1,
modulam a foliculogénese, mas seu papel preciso nos processos de crescimento folicular,
diferenciacdo e atresia ainda néo foi totalmente elucidado (Matsuda et al, 2012). Os fatores de
crescimento pertencem a sistemas complexos, incluindo todos os fatores relacionados estrutural e
funcionalmente, os seus receptores e as suas proteinas de ligacdo. Estudos in vivo e in vitro
mostram que inumeros fatores secretados pelas células da granulosa, além do IGF-1, também
podem interferir no crescimento e recrutamento folicular, dentre eles o kit-ligand, o GDF-9, o
VEGF e 0 BCL-2 (Matsuda et al, 2012). Os resultados deste estudo indicam uma deplecdo de
foliculos que perdurou em todas as classes pré-antrais analisadas (primordial ativado, priméario
unilaminar e primario multilaminar), indicando uma possivel falha dos fatores de crescimento
envolvidos no recrutamento folicular, ja que estes sdo categorias gonadotrofina-independentes.

Produtos quimicos ou toxicos que destroem extensivamente os foliculos primordiais
podem resultar em infertilidade permanente, uma vez que o foliculo primordial depletado néo
pode ser posteriormente substituido (Yadegari et al, 2020). Alguns estudos relataram que a cafeina
pode interferir na divisdo celular, no nimero final de células da granulosa, na supressdo de
meioses e na morte por atresia folicular (Yadegari, 2020; Dorostghoal et al, 2011; McGee and Hsueh,
2000), o que pode relacionar esta substancia a uma maior incidéncia de infertilidade na prole adulta F1.

A atresia folicular € um processo fisiol6gico de morte e absorcao de foliculos ndo-maduros
que ocorre em todas as espécies fémeas (Sanchez et al, 2012). A maioria dos odcitos existentes ja
ao nascimento irdo espontaneamente entrar em processo atrésico, sendo poucos deles levados a
fase de maturacdo e oocitacdo (Sanchez et al, 2012). O fato de toda a geragdo F1 ja se mostrar com
reserva depletada de foliculos primordias, alem de apresentar uma maior taxa de atresia folicular
em relacdo as taxas normais do controle, € um fato preocupante que nos leva a refletir sobre a
reducdo da fertilidade destas fémeas. J& foi descrito que a cafeina afeta a fertilidade de

camundongos machos causando alteracdes hormonais — especialmente reducdo de testosterona
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sérica -, na expressdo de proteinas e apoptose do epitélio germinativo (Cavalcante, 2014;
Serapiao-Moraes, 2013; Wendler 2009). J& estudos envolvendo ovérios e horménios de fémeas
F1, e especialmente F2, sdo incipientes, mas ja tém mostrado alteracBes importantes nos aspectos
relacionados a sua fertilidade. Yadegari et al (2020) demonstraram, através da analise da geracdo
F1 de ratas, reducdes significativas no peso corporal, peso dos ovarios, no volume ovariano e no
namero de foliculos primordiais em fémeas filhas de progenitoras que consumiram de 45 a
100mg/kg de cafeina diariamente. Dorostghoal e colegas (2010) relataram resultados semelhantes
ao estudarem ratas gestantes e lactantes e seus foliculos ovarianos primordiais, primarios uni e
multilaminares.

Sabe-se que a cafeina pode atravessar membranas e barreiras bioldgicas livremente,
incluindo os tecidos ovarianos, e que a adenosina estimula angiogénese tecidual (Li et al, 2013). O
fato de a cafeina ser uma substancia antagbnica a adenosina pode ter levado a reducdo da
angiogénese ovariana e consequente alteracdo do fluxo sanguineo para os foliculos. Além disso,
Li e colaboradores ja relataram, em 2013, aumento na expressao de caspase-3 e reducdo de Bcl-2
consequentes do consumo de cafeina. Esses resultados sugerem que o efeito inibitério da cafeina
na angiogénese e o aumento da atresia folicular podem estar associados, pelo menos em parte, a
inducdo de apoptose de células endoteliais, provavelmente mediada por um mecanismo

dependente de caspase-3.

Geragao F2

Desde a década de 80, estudos tém sugerido que a cafeina possui efeitos teratogénicos nao
apenas nos animais consumidores diretos, mas também por mais de uma geracéo, tanto do ponto
de vista do desenvolvimento pés-natal, quanto de cunho comportamental desta prole (Sinton,
1981). Os dados obtidos no presente estudos demonstraram que a geracdo F2 ndo sofreu tanto o

impacto do consumo de cafeina por suas avos. Entretanto, resultou em consequéncias notaveis,
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especialmente do ponto de vista reprodutivo das netas cujas avds consumiram cafeina em algum
momento pré e/ou pds-natal.

Os resultados demonstraram que o consumo de cafeina pela geracdo parental ndo interferiu
no numero de nascidos vivos (n = 11 + 0,9), tampouco na propor¢do entre machos e fémeas na
prole F2 (P > 0,05). No que diz respeito as medidas de comprimento iniciais das fémeas
analisadas, estas se mostraram afetadas pela cafeina até o seu desmame (P < 0,05; Figura 14),
indicando que a cafeina consumida pela geragdo parental parece influenciar no crescimento da
prole até os 37 dias pos-nascimento. O mesmo ndo ocorreu em sua fase adulta, quando ndo ha
diferenca estatistica entre os comprimentos dos grupos experimentais (P > 0,05, Figura 14).

Em relacdo ao ganho de peso ao longo destas aferi¢des, este também foi afetado ao longo
do desenvolvimento da prole, que ja nasce com um peso inferior aos animais do grupo controle (P
< 0,05; Figura 13). Esta caracteristica se inverte logo na primeira de vida dos animais e perdura
até o inicio da vida adulta (aproximadamente aos 40 dias pds-gestacionais). Uma vez adultos,
estes animais ndo apresentam mais diferencas de peso entre os grupos experimentais (P > 0,05;

Figura 15).



76

1504 Ak
ab 2" -+ CC
= ac b
= = CT
= 100 TG
o
= -+ TT
4]
E
g 50-
E
O
&
u ] J 1 1 1 ! ) 1 1 ) !
NP PP R ci"** o d‘“ﬁ th
Datas de aferigao
40+ a

a 4 -« CC
& CT

TC
- TT

n 1 ] 1 ] I ] I ) 1 I
VP Q¥ QO P QRO
Datas de aferigao

Figura 14: Biometria da prole (F1). A - Curva de crescimento (comprimento em centimetros) das proles de fémeas da
geracdo F1 de camundongos cujas mées consumiram ou néo cafeina de forma crénica durante a gestacéo e/ou a lactagdo. B - Curva

de peso (em gramas) dos filhotes fémea F1 de camundongo cuja mée consumiu ou ndo cafeina cronicamente durante a gestacao.
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e/ou a lactacdo. CC: grupo controle; CT: cafeina durante a gestacéo; TC: cafeina durante a lactacdo; TT: cafeina durante a gestacéo

e a lactagdo; #: idade do desmame. Letras diferentes indicam diferenga estatistica entre os grupos experimentais (P<0,05).

A deteccdo de abertura vaginal das fémeas F2 ndo mostrou diferenca entre os grupos
estudados, e se deu no periodo médio 26,4+1,2 dias pds-natais. Uma vez avaliado o ciclo estral
desta geracdo, notou-se novamente um aumento nos dias de fase lutea nos animais que tiveram
contato indireto com a cafeina sem, entretanto, se mostrar tdo evidente como nas geracdes parental

eem F1 (P <0,05; Figura 15).
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Figura 15: Pardmetros reprodutivos das fémeas F2. Duracéo das fases lutea e folicular dos ciclos estrais ao longo de 30
dias, de fémeas F1 submetidas ou ndo consumo indireto de cafeina. CC: grupo controle; CT: cafeina durante a gestagdo; TC:
cafeina durante a lactacéo; TT: cafeina durante a gestagdo e a lactacdo. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os

grupos experimentais (P<0,05).

Conforme previsto na metodologia, os ovarios destas fémeas foram coletados, e sua
populacdo folicular, analisada (Tabela 5). Novamente, p6de-se perceber uma menor reserva
folicular primordial quiescente em todos os grupos tratados (CT, TC e TT), assim como um menor
namero de foliculos primarios, indicando que estes animais ja nasceram com uma reserva

depletada de foliculos primordiais (P < 0,05). Todos 0s animais tratados também apresentaram um
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maior numero de foliculos atrésicos, com uma incidéncia de pelo menos trés vezes o numero de
foliculos atrésicos observados no grupo controle. Tais achados descritos em F1 e F2 remetem a
ideia de que seria viavel, além de experimentos de deteccdo de fatores de crescimento ativos nas
fases foliculares pré-antrais, como EGF (fator de crescimento epidérmico) e IGF-1 (fator de
crescimento semelhante a insulina), e também experimentos relacionados a apoptose/morte

celular, como caspase-3.

Tabela 6 — Contagem e proporcdo das diferentes categorias de foliculos em
ovarios de fémeas F2 de camundongos Swiss, apds consumo cronico, ou ndo (CC), de suas

avos, de 120 mg/caf/dia durante a gestacdo (TC), lactacdo (CT), ou ambas (TT).

Foliculo/Tratamento CC (n=5) CT (n=5) TC (n=5) TT (n=5)
Primordial quiescente 52,0+6,9% 42+69° 48+69° 13,0+6,9°
Primordial quiescente (%) 11,4+1,32 22+13° 30+13° 36+13°
Primordial ativado 134,4+2102 70,8+21,0° 736+210% 1168+210°%
Primordial ativado (%6) 31,8+052 36,0+05¢2 426+052 334+05?
Primério unilaminar 1646 +11,62% 462+116° 326+116° 38,6 + 11,6°
Primario unilaminar (%) 406 +4,4° 248 +4,4%® 224 +4,4° 11,0 + 4,4°
Primario multilaminar 33,4+11,32 21,2+11,32 23,4+ 11,32 32,6 +11,32
Primério multilaminar (%) 6,6 +4,9° 11,0+4,92 16,4 + 4,92 9,0+ 4,9°
Atrésicos 34,8 +8,9° 456 +8,9" 17,4 +8,9° 143,8 + 8,92
Taxa de atresia folicular (%) 9,6 +6,3° 25,2 + 6,3 15,4 + 6,3 428 + 6,32
Total foliculos 419,2+34,0% 188,0+34,0° 151,8+340° 3448+340°%
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Experimento 4 — Avaliagdo cognitiva e comportamental da prole adulta das geragdes F1 e F2
subsequentes a exposicao pré-natal e neonatal de cafeina.

Os experimentos, cujos resultados serdo descritos a seguir, foram executados em colaboragédo
com o Laboratério de Neurobiologia Professora Conceicdo Machado, uma vez que esta equipe possuli

recursos humanos e estruturais especializados em comportamento animal.

Geracgéo F1

Para a avaliacdo de qualquer aspecto comportamental, é necessario que os testes se iniciem pelo
Open field, ou “teste do campo aberto”, a fim de se avaliar a capacidade de locomogdo espontanea de
cada animal (Magenis et al, 2022). Além disso, o teste em questdo também avalia o grau de motivacao
exploratoria, ansiedade e hiperatividade dos animais através de seus movimentos e posicionamentos
dentro do campo aberto (Magenis et al, 2022). Se o animal apresenta uma maior aversdo a regiao do
centro deste campo aberto e priorizar o canto da caixa em que € acondicionado durante o tempo de teste,
tem-se um indicativo de maior ansiedade. Por outro lado, o excesso de movimento pelos cantos ou no
préprio centro, indica hiperatividade (Magenis et al, 2022). Assim sendo, as figuras 16 e 17 evidenciam
os resultados obtidos em machos e fémeas da geragdo F1. Todos os animais se deslocaram normalmente
e puderam ser avaliados quanto aos demais aspectos comportamentais. Entretanto, o periodo de
permanéncia no centro do campo e a distancia total percorrida apontaram sinais de ansiedade e
hipertatividade em todas as fémeas que tiveram algum contato indireto com a cafeina (gestacdo e/ou
lactagdo), e os machos também mostraram sinais de ansiedade e hiperatividade motora em CT e TC,
respectivamente (P < 0,05).

Resultados controversos sdo encontrados em testes relativos ao open field em camundongos, e 0s
estudos variam bastante entre encontrar ou ndo hiperatividade e/ou ansiedade relativas ao consumo de
cafeina (Magenis et al., 2022; Al-Basher et al, 2018; Laureano-Melo, 2016; Silva et al., 2013). Isso se

da pelo tipo de anélise escolhida durante o experimento, como a contagem do numero de defecaces, de
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movimentos de escalada e encolhimento, nimero de cruzamento pelo centro ou pelos quadrantes abertos
do campo, dentre outros (Magenis et al, 2022). Na pesquisa em questdo, foram escolhidos dois
parametros de analise: a distancia total explorada pelos animais e o0 tempo de permanéncia na area aberta
das caixas exploratdrias, portanto o resultado positivo para ansiedade motora se deveu a tais tipos de

anélise.
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Figura 16: Testes de comportamento relativos a comportamento ansioso e compulsdo das fémeas F1.A — Campo aberto

(Open field) com fémeas e machos da geracéo F1; B — Y-maze; C — Labirinto em cruz elevado; D — Marble burried. Tratamentos:

CC: grupo controle; CT: cafeina durante a gestacdo; TC: cafeina durante a lactagdo; TT: cafeina durante a gestacdo e a lactagdo; A-

B: tempo de permanéncia no centro do campo aberto, em segundos; C-D: distancia total percorrida no teste de campo aberto;

Asteriscos indicam diferenga estatistica entre os grupos experimentais do mesmo gréafico (P < 0,05).
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Figura 17: Testes de comportamento relativos a comportamento ansioso e compulsdo dos machos F1.A — Campo aberto
(Open field) com fémeas e machos da geragdo F1; B — Y-maze; C — Labirinto em cruz elevado; D — Marble burried. Tratamentos:
CC: grupo controle; CT: cafeina durante a gestacéo; TC: cafeina durante a lactacdo; TT: cafeina durante a gestagdo e a lactagdo; A-
B: tempo de permanéncia no centro do campo aberto, em segundos; C-D: distancia total percorrida no teste de campo aberto;

Asteriscos indicam diferenca estatistica entre os grupos experimentais do mesmo grafico (P < 0,05).
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Ainda em relacdo aos sinais de ansiedade demonstrados pelos animais da geracdo F1,
procedeu-se ao teste do labirinto em cruz elevado (Elevated plus maze). De acordo com este
teste, a aversdo exploratdria pelo braco elevado aberto do labirinto indicaria sinais de ansiedade
por parte do animal estudado, ou seja, quanto menor o tempo de permanéncia na regido aberta do
aparato, maior a ansiedade apresentada pelo animal (Laureano-Melo, 2016). Os resultados de
tempo de permanéncia deste teste ndo evidenciaram diferengcas comportamentais entre 0s grupos
estudados, tanto em machos quanto em fémeas (P > 0,05; Figuras 16C e 17C). Resultados
semelhantes em relagéo a sinais de ansiedade aumentada em camundongos Swiss foram obtidos
por Laureano-Melo e colaboradores (2016) e Al-Basher e sua equipe (2018): tanto filhotes
quanto adultos mostraram comportamento ansioso em teste de campo aberto, embora sem
diferencas no labirinto em cruz elevado. Bashkatova e colaboradores (2018) demonstraram
resultados semelhantes com ratos F1 em labirinto em cruz elevado: ndo foi detectado
comportamento ansioso em relacdo a permanéncia no braco elevado aberto do labirinto, embora
0s movimentos horizontais dos animais tenham sido estatisticamente significativos e indicadores
de aumento de atividade motora em relagéo ao grupo controle.

Através do teste comportamental denominado “Marble Burriyng”, em que os animais
tendem a se proteger de objetos aversivos (bolas de gude) dentro do seu ambiente de vivéncia
(caixa de PVC com maravalha) e em um tempo cronometrado, é possivel avaliar, a partir da
profundidade e do nimero de bolas enterradas, se existe algum tipo de comportamento de
tendéncia compulsiva (Angoa-Perez et al, 2013). Idealmente, o animal devera iniciar o teste
enterrando algumas das bolas, mas, ao perceber que sdo inofensivas, sua tendéncia é parar de
enterra-las e permanecer tranquilo no ambiente em questdo (Archer et al, 1987). As fémeas de

todos os grupos tratados, com destaque para o grupo TT, mostraram-se mais compulsivas através
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do comportamento ndo apenas de enterrar mais bolas que o necessério (TT), mas também através
de profundidades maiores que o habitual (CT e TC) (P < 0,05; Figuras 16D e 17D). Os machos
tratados, por sua vez, ndo evidenciaram comportamento diferente do habitual neste teste (P >
0,05).

Testes quanto a coordenacdo motora e capacidade de aprendizado também foram
realizados com os animais em questdo. O “Rotarod Test Dunhan and Miya” treina, ao longo de
trés dias consecutivos, a habilidade neuromotora de um animal em se equilibrar em uma haste
rotativa motora, e espera-se que esta habilidade seja aprendida e o tempo de laténcia (tempo até a
queda do animal desta haste) esteja reduzido no Gltimo dia do teste (Hernier et al, 2016). Os
machos da geracdo F1, mesmo os CC, ndo desenvolveram aprendizado ou coordenagdo motora
para concluir o experimento, portanto foram excluidos do teste. As fémeas, por sua vez,
mostraram-se mais sensiveis a este teste e o grupo TC mostrou déficit de aprendizado em relacdo a

todos os demais (P < 0,05; Figura 18).
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Figura 18: Teste Rotarod de coordenacéo a aprendizado motor realizado com fémeas da geracdo F1. Latency to fall: tempo de
permanéncia no aparato durante os giros até a queda, em trés dias de teste. Asteriscos indicam diferenca estatistica entre os grupos
experimentais (P < 0,05). CC: grupo controle; CT: cafeina durante a gestacdo; TC: cafeina durante a lactacdo; TT: cafeina durante a

gestacdo e a lactacéo.
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Testes relacionados @ memdria espacial de curto prazo e de reconhecimento social
também foram feitos com os animais experimentais. O Y-maze, que diz respeito @ memdria
espontanea ou de trabalho, ndo mostrou alteragdes entre os individuos, tanto em machos, quanto
em fémeas, sugerindo que a cafeina nao tenha relacdo com alteracdes relacionadas a este tipo de
memoria (P > 0,05; Figuras 16 e 17B). A alternancia espontanea entre os bracos do labirinto em
“Y” ¢ normalmente esperada devido a curiosidade inata de roedores para explorar novos espagos
em detrimento de outros ja visitados, e um camundongo com memdria espontanea intacta
teoricamente reflete areas corticais pré-frontais também intactas (Kraueter et al, 2019).

Ao se avaliar do ponto de vista do reconhecimento social com memorias de curta
duracdo, houve um resultado ndo-satisfatério para os testes das fémeas, que ndo funcionou.
Entretanto, os machos que passaram pelo teste de reconhecimento social (TRS), mostraram um
prejuizo de memdria de curto prazo no tratamento CT (P < 0,05; Figura 19). Os machos CT se
mostraram menos aptos neste teste pelo fato de passarem um tempo semelhante se alternando

entre S1 e a cdmara vazia, indicando uma provavel memoria de curto prazo prejudicada.
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Figura 19: Teste de reconhecimento social e memdria de curto prazo. CC: grupo controle; CT: cafeina durante a gestacéo; TC: cafeina
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Por fim, testes relacionados a comportamentos depressivos fecharam as analises
comportamentais dos animais. O nado forcado mede em tempo e em tipos de movimento as
tendéncias que um animal tem de se salvar, através do nado em um ambiente de afogamento
iminente. Os tempos de laténcia até inércia e imobilidade definem uma desisténcia do nado e um
efeito depressivo da substancia administrada ao animal (Can et al, 2012). Todas as fémeas, cujas
médes consumiram cafeina em sua gestacdo e/ou lactacdo, apresentaram comportamento de
imobilidade, e os grupos CT e TT (cafeina na lactagdo), mostraram este comportamento mais
precoce que as demais (P < 0,05; Figura 20). Quanto aos machos, a caracteristica de imobilidade

pOde ser observada nos animais amamentados indiretamente com cafeina (CT e TT) (P < 0,05;
Figura 21).
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Figura 20: Teste do nado forcado de machos e fémeas. A e C: tempo de imobilidade diante do desafio de afogamento; B e D: tempo
decorrido até a imobilidade apresentada pelo individuo. CC: grupo controle; CT: cafeina durante a gestacdo; TC: cafeina durante a

lactacdo; TT: cafeina durante a gestacéo e a lactacao.

Geragao F2
Os mesmos testes de comportamento aos quais a geracdo F1 foi submetida, foram feitos com a
geragdo F2, ou seja: 0s netos e netas das fémeas que consumiram ou ndo cafeina durante a sua gestagao
e/ou lactagdo. Como sera descrito a seguir, as fémeas F2 foram notavelmente mais afetadas pela cafeina
que 0s machos.
O teste de campo aberto comprovou a motricidade de todos os animais e destacou as fémeas TC

e TT como mais ansiosas e aversivas ao centro do campo que as demais (P < 0,05; Figuras 21A e 22A).
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Os machos F2 ndo mostraram diferengas em seu comportamento entre 0s grupos experimentais (P >
0,05). O labirinto em cruz elevado, por sua vez, destacou 0 grupo de fémeas CT como mais ansioso e
aversivo ao braco aberto do aparato (P < 0,05; Figuras 21C e 22C). Novamente, os machos néo
apresentaram comportamento atipico neste teste (P > 0,05). Quanto ao Marble burriyng, mais uma vez
as fémeas TT apresentaram sinais de compulséo ao enterrar mais bolas de gude que os demais grupos

experimentais (P < 0,05; Figuras 21D e 22D).
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Figura 21: Testes de comportamento relativos a comportamento ansioso e compulsdo das fémeas F2.A — Campo aberto
(Open field) com fémeas e machos da geracéo F1; B — Y-maze; C — Labirinto em cruz elevado; D — Marble burried. Tratamentos:
CC: grupo controle; CT: cafeina durante a gestacdo; TC: cafeina durante a lactagdo; TT: cafeina durante a gestacdo e a lactagdo; A-
B: tempo de permanéncia no centro do campo aberto, em segundos; C-D: distancia total percorrida no teste de campo aberto;

Asteriscos indicam diferenca estatistica entre os grupos experimentais do mesmo gréafico (P<0,05).
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Figura 22: Testes de comportamento relativos a comportamento ansioso e compulsdo dos machos F2.A — Campo aberto (Open field) com
fémeas e machos da geracdo F1; B — Y-maze; C — Labirinto em cruz elevado; D — Marble burried. Tratamentos: CC: grupo controle; CT:

cafeina durante a gestacdo; TC: cafeina durante a lactagdo; TT: cafeina durante a gestagdo e a lactacdo; A-B: tempo de permanéncia no
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centro do campo aberto, em segundos; C-D: distancia total percorrida no teste de campo aberto; Asteriscos indicam diferenca estatistica

entre os grupos experimentais do mesmo grafico (P<0,05).

O teste Rotarod de aprendizado e coordenacdo motora mostrou fémeas CT com um baixo indice
de aprendizado e de coordenacdo motora (P > 0,05; Figura 23). Novamente o teste Rotarod ndo
funcionou com os machos e ndo pdde ser avaliado estatisticamente.

Passando ao Y-maze e aos testes de reconhecimento social, novamente as fémeas F2 tiveram
destaques negativos em seus resultados: CT e TT se mostraram com déficit de memoria espontanea e
CT tiveram dificuldade em memdria de curta duracdo (P < 0,05; Figura 24). Sobre o teste de
reconhecimento social, apesar de este ndo ter funcionado nas fémeas F2, os machos CT e TC mostraram
tal dificuldade em relacdo aos demais (P < 0,05). Ja nos testes de nado for¢ado, nenhum animal de
nenhum grupo experimental F2 apresentou particularidades quanto a algum tipo de comportamento

depressivo (P > 0,05; Figura 25).
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Figura 23: Teste Rotarod de coordenacéo a aprendizado motor realizado com fémeas da geragdo F2. Latency to fall: tempo de
permanéncia no aparato durante os giros até a queda, em trés dias de teste. Asteriscos indicam diferenca estatistica entre os grupos
experimentais (P < 0,05). CC: grupo controle; CT: cafeina durante a gestagdo; TC: cafeina durante a lactagdo; TT: cafeina durante a

gestacdo e a lactacéo.
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Figura 24: Reconhecimento social em machos da geragdo F2. Asteriscos indicam diferenca estatistica entre os grupos experimentais (P <
0,05). CC: grupo controle; CT: cafeina durante a gestacdo; TC: cafeina durante a lactacdo; TT: cafeina durante a gestagdo e a lactagéo.
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Figura 25: nado forcado em fémeas e machos da geracdo F2. CC: grupo controle; CT: cafeina durante a gestagdo; TC: cafeina

durante a lactagdo; TT: cafeina durante a gestagdo e a lactacéo.

Mesmo com menos intensidade nos animais F2, os resultados cognitivos e comportamentais
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obtidos nesta geracdo sdo preocupantes. Eles indicam que ndo houve apenas um ambiente intrauterino
inadequado a F1, mas sim uma provavel alteracdo epigenética que perdurou por pelo menos um fendtipo
seguinte, o da geracdo F2. Esses processos de passagem transgeracional de mudangas na metilacdo do
DNA gen6émico podem ocorrer em linhagem feminina e masculina, j& que a transmisséo é via gametas
(Bjorklund et al, 2008). A regulagdo epigenética € um mecanismo de reprogramacao e é basicamente
relacionada ao silenciamento de genes, imprinting genémico e a regulagdo transcricional de genes
especificos de tecidos durante diferenciacdo celular do individuo (Deodati et al, 2019). Evidéncias de
reprogramacdo gendmica sdo principalmente relacionadas uma vida intrauterina com insuficiéncia de
nutrientes e/ou oxigénio e podem alterar a expressdao de multiplos genes no individuo, originando

doencas ou condi¢6es que perduram até a vida adulta (Deodati et al, 2019).

CONSIDERACOES FINAIS

A cafeina é uma das substancias mais popularmente consumidas no mundo, seja por homens,
mulheres gestantes ou ndo, nutrizes e criancas. Muito j& se sabe sobre suas consequéncias durante o
desenvolvimento pré- e pos-natal em animais, embora estudos com humanos sejam ainda inconclusivos,
devido a vieses de pesquisa, sensibilidade individual e aspectos éticos. As doses indicadas de cafeina
durante os periodos gestacional e lactacional também sdo constantemente questionadas por novos
estudos, e tém variado enormemente entre 0 e 400 mg.

Os achados do presente trabalho reafirmam a necessidade de se evitar a cafeina durante o
periodo gestacional e lactacional, especialmente durante a amamentacdo, quando a degradacdo da
cafeina se torna muito comprometida por conta do organismo imaturo do bebé.

Estudos complementares relacionados a outros parametros reprodutivos se fazem necessarios
para complementacdo deste trabalho, especialmente os relacionados a fungéo ovariana pré-concepgéao.
Além disso, estudos funcionais como o uso de marcadores ovarianos (por exemplo, imunohistoquimica
com KI-67 e com caspase-3) também sdo plausiveis, para investigar a fundo o que realmente ocorre na
fertilidade diante do consumo crénico de cafeina.

Obviamente, estudos em animais e em particular em roedores ndo podem prever todos 0s

possiveis efeitos de uma substancia na espécie humana, especialmente em geragdes subsequentes, com
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um curto periodo de vida testada (60 dias). Entretanto, este tipo de trabalho pode, sim, ajudar a endossar
e mitigar o risco associado ao uso de cafeina em mulheres gravidas e lactantes, sugerindo fortemente

que as doses consideradas seguras deveriam ser revisadas.
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