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RESUMO

A cafeina ¢ uma substincia consumida comumente por gestantes e esta presente em alimentos como
café, chas, refrigerantes, chocolates, alguns medicamentos, dentre outros. Devido a sua capacidade de
atravessar a membrana placentéria e se acumular no organismo do feto, a cafeina e seus metabolitos tém
sido contraindicados ou sugeridos em doses minimas durante a gestacdo, embora ainda ndo haja um
consenso sobre a dosagem de seguranca. Estudos em humanos e roedores relacionam o consumo de
cafeina a menores indices de fertilizacdo, de implantacdo embriondria, alteracdes na estrutura
placentaria, aumento da ocorréncia de baixo peso fetal e placentdrio, abortos e natimortos. Devido a
escassez de estudos caracterizando as alteragcdes histomorfométricas na estrutura e vascularizacao
placentarias, o objetivo deste projeto foi avaliar as alteragdes biométricas e morfoldgicas decorrentes do
consumo diario de cafeina administrada em diferentes dosagens durante estdgios gestacionais
distintos. Para tanto, camundongos Swiss fémeas foram submetidas a ingestdo diaria de cafeina em
doses variadas antes e durante o periodo gestacional, enquanto o grupo controle foi submetido a
gavagem contendo somente agua. Nos dias 11,5 e 17,5 de gestacdo, as fémeas prenhes foram
eutanasiadas para coleta de material bioldgico, que posteriormente foi submetido a analises biométricas
e histomorfométricas. Os resultados encontrados mostraram provavel efeito antifertilidade da cafeina,
uma vez que as fémeas tratadas apresentaram diestros mais prolongados e menor taxa de prenhez. Além
disso, filhotes de animais tratados apresentaram-se mais leves que os demais, bem como suas placentas
e eficiéncia placentaria. Nao houve alteracdo no tamanho das areas placentdrias, embora uma menor
irriga¢do por vasos maternos em detrimento de um aumento de vasos fetais tenha sido observada em
doses moderadas de cafeina. Achados neste assunto auxiliardo na elucidacdo das alteracdes placentarias
e fetais decorrentes ao consumo de cafeina durante a gestagao.

Palavras chave: cafeina, placenta, desenvolvimento placentario, morfometria, biometria.



ABSTRACT

Caffeine is a substance commonly consumed by pregnant women, and is present in foods such as coffee,
tea, soft drinks, chocolate and some medications. Due to its ability to cross the placental membrane and
accumulate in the fetal body, caffeine and its metabolites have been contraindicated or suggested at
minimal doses during gestation. Although there is still no consensus on the safety dosage. studies in
humans and rodents experimental models link caffeine consumption with lower rates of fertilization,
embryo implantation, changes in placental structure, low fetal and placental weights, abortions and
stillborn. Due to the lack of studies characterizing the histomorphometrical changes in placental
structure and vascularization, the objective of the study was to evaluate biometric and morphological
changes caused by daily caffeine consumption administered at different dosages during different
gestation stages. Female Swiss mice were subjected, by gavage, to daily caffeine intake through low,
moderate and high varied doses, while the control group received water, before and during the
gestational period. On days 11.5 and 17.5 of gestation, pregnant female mice were euthanized for
biological material collection, which was then submitted to biometric and histomorphometric analysis.
The results showed a likely infertility effect of caffeine, since treated females had longer diestrus hours
and a lower pregnancy rate. In addition, treated offspring were lighter than other as well as their
placentas and placentary efficiency. There was no change in placental areas size, although less irrigation
by maternal vessels in detriment of an increase in fetal vessels was observed in moderate doses of
caffeine. The findings of this project may help the elucidation of placental and fetal changes due to

caffeine consumption during gestation.

Keywords: Caffeine, placenta, placental development, morphometric, and biometrics.
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INTRODUCAO

A cafeina ¢ uma substancia estimulante do grupo das xantinas, consumida em todo o mundo sob
a forma nao apenas de café, mas também de algumas variedades de chd, como o cha mate, o cha verde e
o cha branco. 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. Estima-se
que 90% das mulheres entre 18 e 24 anos consumam alimentos cafeinados, em uma média de 166 mg de
cafeina/dia (Frary et al, 2005). Com o objetivo de combater a sonoléncia e/ou fadiga, ou simplesmente
como um habito previamente existente, o consumo durante a gestagdo também ¢ comum, especialmente
a partir do segundo trimestre gestacional (Dews, 2011; Butt & Sultan, 2011; Grosso & Bracken, 2005).
Devido a alteracdes fisiologicas na degradagdo da cafeina, diferentes doses sdo recomendadas ao longo
do tempo de gestacao (EFSA, 2015; Grosso & Bracken, 2005). Por exemplo, em mulheres ndo gravidas,
recomenda-se um consumo maximo de 400 mg de cafeina didrios, enquanto que em gestantes a
recomendacdo de ingestdo varia de 100 a 300 mg, sendo a quantidade recomendada inversamente
proporcional ao periodo gestacional (Partosch et al, 2015; Ree et al, 2015; Momoi et al, 2008; FDA,
2002). Estudos epidemiologicos revelaram que gravidas consomem menos cafeina que as demais
mulheres, variando entre 120 e 300 mg por dia. Tal consumo médio diario foi estimado em 1,5 a 4,6
xicaras de 100 mL, doses estas consideradas ndo seguras para gestantes, de acordo com quantidades

previamente preconizadas (Barone & Roberts, 1996).

No entanto, ha grande dificuldade em quantificar a ingestdo de cafeina, uma vez que o teor desta
substancia pode variar de acordo com o tipo de grdo e de cultivo do café, bem como as formas de
preparacao e a espécie das plantas contendo cafeina (Burke et al, 2013; Arnaud, 1987). A degradagdo da
cafeina também varia conforme as caracteristicas metabolicas individuais, os fatores genéticos € o uso
concomitante de outras substancias como tabaco e alcool (Burke et al, 2013). Por exemplo: uma xicara

de 150 mL de café pode conter, em média, 100 a 150 mg de cafeina variando de acordo com a espécie
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do grao, o tipo de torra e o método de preparo da bebida. Por outro lado, 150 mL de café soluvel podem
conter até 27 mg de cafeina, enquanto a mesma quantidade de café fervido pode conter até¢ 111 mg
(Momoi et al, 2008; Barone & Roberts, 1996; Arnaud, 1993). Em outras fontes, o teor de cafeina
também ¢ variavel: o cha pode apresentar uma média de 32 a 42 mg/150 mL, enquanto em bebidas a
base de cola, pode-se observar um teor entre 32 a 70 mg/330 mL e 4 mg/150 mL em alimentos como o
cacau (Barone & Roberts, 1996; Arnaud, 1987; Bowes, 1989).

Diante do exposto, sabe-se que a cafeina, ao atravessar livremente a placenta, pode prejudicar o
desenvolvimento fetal, ndo somente promovendo alteragdes biométricas, mas também teciduais e na
vascularizagdo placentaria. Entretanto, ainda s3o incipientes os estudos acerca das alteragdes
histomorfométricas e moleculares decorrentes do consumo elevado de cafeina durante a gestagao.

Dessa forma, nossa proposta consistiu na utilizagdo de placentas e fetos de camundongos Swiss
como modelos experimentais para se investigar os efeitos deletérios do consumo cronico da cafeina
durante a gestacdo. Este modelo animal ¢ muito utilizado para estudos mais invasivos, caracterizando-se
por um maior controle pré-coleta e confiabilidade dos dados obtidos (Burton et al, 2006; Croy et al,
2014). As doses foram estabelecidas e classificadas de acordo com fatores de conversdo que
equivaleriam a doses baixas, moderadas e elevadas em seres humanos: convertendo-se estas doses em
xicaras de 100 mL de cafg, elas equivalem a: baixa: 1,5 xicara/dia; moderada: 3 xicaras/dia; e alta: 6
xicaras/dia (Huang et al., 2012).

Achados neste assunto certamente poderdo auxiliar na elucidacdo das alteragdes placentarias,
especialmente morfométricas, decorrentes do consumo de cafeina durante o periodo gestacional de

camundongos.
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OBJETIVOS
1. Objetivo geral

Investigar os efeitos do consumo didrio de cafeina durante a gestagdo sobre a morfologia

placentaria e biometrias fetal e placentdria.

2. Objetivos especificos

Comparando os efeitos de diferentes dosagens de cafeina durante as idades gestacionais de 11,5
e 17,5 dias, os objetivos especificos foram:
- Avaliar alteracdes reprodutivas tais como duracdo do ciclo estral, taxa de prenhez, e nimero
de embrides/fetos viaveis ;
- Avaliar dados biométricos, tais como peso corporal das fémeas prenhes, peso placentério,
peso e tamanho dos fetos e de alguns 6rgaos fetais (figado e cérebro);
- Avaliar, por meio de andlises histomorfométricas, alteracdes na placenta, especificamente na

zona juncional, no labirinto e na placa coridnica.
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REVISAO DE LITERATURA

1. Cafeina: acdo e metabolismo
A cafeina (1, 3, 7-trimetilxantina) ¢ uma substancia alcaloide cuja meia-vida, em humanos, pode
variar de duas a 4,5 horas, podendo alcangar, inclusive, 12 horas. Uma vez ingerida, sua absorc¢ao pelo
trato gastrointestinal estard completa em 45 minutos, com pico de concentracdo plasmatica entre 15 e
120 minutos ap6s a ingestdo (Nehlig, 1999). Ela ¢ quase totalmente metabolizada por enzimas hepaticas
— especialmente a citocromo-oxigenase P450 - a dimetilxantinas. Dentre as principais dimetilxantinas

originadas, encontram-se a paraxantina, a teobromina e a teofilina (Figura 1) (Grosso & Bracken, 2005).

Paraxantina
Cafeina Citocromo-oxigenase P450
1,3.7 - trimetilxantina ™ Teobromina
Teofilina

Figura 1: metabolismo da cafeina

A paraxantina, metabolito primario, corresponde a 72% a 80% do metabolismo final da cafeina
em humanos e em roedores (Grosso & Bracken, 2005; Klebanoff, 1998). Paraxantina ¢ considerada um
antagonista de adenosina, uma vez que ¢ capaz de se ligar aos receptores Al de adenosina do sistema
nervoso central e periférico. A adenosina, via sinalizagcdo celular, controla os estimulos excitatorios,
promove a reducdo de atividade motora e da frequéncia cardiaca, aumenta a sensa¢do de sono e reduz a

liberagdo de neurotransmissores € hormdnios. Uma vez impedida de se ligar aos seus receptores pela
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acdo antagonica da paraxantina, a adenosina e seus efeitos metabdlicos sdo diminuidos, enquanto ha um
aumento de neurotransmissores na circulacao (Grosso & Bracken, 2005; Harland, 2000). Esta ¢ a razao
pela qual a cafeina ¢ usualmente consumida como estimulante: para aumentar a vigilia, reduzir a
sonoléncia e a fadiga (Burke et al, 2013).

A teobromina, responsavel por efeitos farmacoldgicos como o aumento da diurese, estimulagdo
do sistema cardiovascular, relaxamento da musculatura lisa e aumento da secre¢do glandular, perfaz em
torno de 10% dos produtos de degradacdo da cafeina (Arnaud, 1993). J4 a teofilina perfaz em torno de
5% dos produtos de degradacdo e apresenta estrutura quimica semelhante & da cafeina, porém com
meia-vida superior (3 a 9 horas ou mais) (Grosso & Bracken, 2005).

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

Durante e gestagdo, devido ao aumento de estrogénio circulante, ocorre uma reducdo da
atividade das enzimas P450 citrocromo-oxigenases, € consequente reducdo na metabolizacao
(clearance) e na excrecdo de cafeina, teofilina e paraxantina. Isso leva a deposicdo destas substancias
nos tecidos maternos e fetais, dada a sua facilidade de difusdo através da placenta (Yadegari et al, 2016;
Jahanfar & Jaafar, 2015; Sesardic et al, 1990). Com o avancgar da gestacdo, ocorre redugdo da atividade
enzimatica proporcional a idade gestacional, acarretando um aumento da meia-vida destes metabolitos
de até 18 horas em tecidos maternos e fetais durante o ultimo trimestre gestacional (Tsutsumi et al,
2001). Tsutsumi et al (2001) reportaram uma progressiva redugdo na atividade de CYP1A2 ao longo do
primeiro, segundo e terceiro trimestres gestacionais. Neste estudo, todas as participantes mantiveram a
sua ingestdo habitual de cafeina antes e durante a gravidez, e ainda assim a sua degradag¢do foi
drasticamente reduzida ao longo do periodo gestacional. Uma vez que fetos e recém-nascidos sdo

incapazes de metabolizar estas substancias, sua eliminacdo fica totalmente dependente de um sistema
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renal ainda em desenvolvimento (Klebanoff et al, 2002).

Em humanos, estudos envolvendo o consumo de cafeina e sua associagao com efeitos adversos
no desenvolvimento fetal mostraram resultados conflitantes devido a dificuldade de acesso a material
bioldgico e afericdo adequada da quantidade real de cafeina nos alimentos ingeridos pelas gestantes
(Grosso & Bracken, 2005; Bracken et al, 2002; Bowes, 1989). Além disso, as principais fontes de
informagao sobre o consumo materno desta substancia sdo dados epidemiolédgicos e relatos de estudos
longitudinais de consumo reportados pelas pacientes em anamneses de cuidado pré-natal. Uma
metanalise recente da Cochraine Library (2015) revisou sistematicamente todos os estudos publicados
relacionando mulheres gravidas, consumo de cafeina e efeitos adversos. Apds a exclusdo da maior parte
dos estudos devido a inconsisténcias metodologicas, foi concluido que as evidéncias com humanos sao
insuficientes para estabelecer a presenca de efeitos adversos na gestacdo pelo consumo materno de
cafeina, uma vez que estudos randomizados controlados (ERC) sobre o assunto sdo escassos.
Adicionalmente, por razdes éticas, estudos do tipo sdao contraindicados. Até o momento, roedores, como
ratos e camundongos, sdo os modelos mais bem adaptados para este tipo de estudo, uma vez que seu
tecido placentario e metabolismo de cafeina sdo similares aos de humanos (Dews, 2011; Burton et al,

2006; Arnaud, 1993; Rossant & Cross, 2001).

2. Sistema Genital Feminino e gestacio
O sistema genital feminino ¢ composto por 6rgdos responsaveis pela reproducao, sendo também
apto a abrigar um novo ser durante todo o seu desenvolvimento embrionario e fetal. Em mamiferos, ¢
composto por Orgdos genitais externos (vulva, clitoris e vestibulo vaginal) e internos (Dangelo e
Fattini, 2002). Alguns 6rgdos internos merecem destaque devido a sua participagdo direta na concepgao,
fertilizacdo e gestagdo. Sao eles:

e (Gonadas (ovarios): estruturas pares responsaveis pela producdo de ovoécitos a partir da

foliculogénese e também de hormoénios esteroides (estrogeno e progesterona). Estes hormonios,
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estrogeno e progesterona, s2o necessarios para o desenvolvimento dos caracteres secundarios femininos
e atuam sobre o utero, favorecendo a implantagdo e o desenvolvimento embrionario inicial,
respectivamente. Uma vez ovulados, os ovoécitos sdo captados pelas fimbrias das tubas uterinas e
transportados até o utero (Dangelo e Fattini, 2002).

e Tubas uterinas: constituem tubos pares estreitos e sinuosos, responsaveis pela captacao dos

oo6citos liberados durante a na ovulagdo. Além disso, ¢ o local onde ocorre a fertilizagdo ¢ inicia o
processo de clivagem (Dangelo e Fattini, 2002).

e Utero: trata-se do 6rgdo onde ocorre a implantagio do embrido e o desenvolvimento fetal até
o nascimento. Seu formato varia entre as espécies, sendo de “pera invertida” em mulheres e bicorneo
(em formato de “Y”) em roedores (Figura 2 A, B). Morfologicamente, apresenta trés camadas:
endométrio (camada mais interna), miométrio (camada muscular média) e perimétrio (reveste
externamente o 6rgdo), sendo que o endométrio participa ativamente do processo de implantagdo

embriondria e placentacdo (Pang et al, 2014;).

Figura 2: Fotografias representando ttero em fémeas de camundongo. A: Utero em formato de “Y” em fémea nulipara; B:

utero de fémea no terco final de gestagdo (DG 17,5), apresentando fetos, conforme sinalizado pelas setas.

e Vagina: ¢ o 6rgdo de copula feminino, caracterizado por um tubo de paredes parcialmente
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colabadas que se comunica superiormente com o utero, formando o canal do parto. Em roedores, o
sémen ai depositado durante a ejaculacdo sofre coagulagdo, formando um tampao ou plugue vaginal

temporario que ¢ utilizado como um sinal de ocorréncia de copula. (Pang et al, 2014).

3. Ciclo reprodutivo em fémeas de roedores

As fémeas de roedores apresentam ciclo estral caracterizado por quatro fases: proestro, estro,
mestaestro e diestro, sendo que cada fase apresenta duracdo média de um dia. Brevemente, no proestro
as fémeas apresentam um pico de estrogeno e um rapido crescimento folicular que antecedera o estro,
fase ovulatoria caracterizada pelo periodo em que a fémea aceita o0 macho para copula. Na auséncia de
concepgdo, o estro ¢ sucedido durante um curto periodo pelo metaestro, quando se observa aumento
progressivo na concentra¢do de progesterona até o periodo de diestro, caracterizado pela formacao do
corpo ltteo e baixos niveis de estrogeno (Croy et al, 2014).

Caso o ovocito liberado durante o estro seja fertilizado, o embrido formado sofrera varias
divisdes mitdticas ainda no interior da tuba uterina, até o estdgio de morula, ja dentro dos cornos
uterinos. Neste local, o embrido evolui para o estagio de blastocisto, apresentando duas populagdes
celulares distintas: a massa celular interna e o trofoblasto (camada externa) (Florman ¢ Ducibella, 2006).
A implantagdo do embrido ocorre em funcdo da interacdo entre o Utero materno (endométrio) e o
blastocisto, permitindo o desenvolvimento fetal subsequente. Dessa forma, a implantag@o possibilitard a
interagdo vascular entre as interfaces materna e fetal e posterior formagao 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 DG de camundongos, temos placentas completamente
formadas, mas ainda com tamanho reduzido; ja aos 17,5 DG, podemos encontrar placentas em seu
estdgio maximo de desenvolvimento e tamanho (Crow et al., 2014). Em humanos, a gestacdo média

dura de 37 a 41 semanas, e temos uma placenta ja funcional na 12* semana gestacional (Moore, 2013).
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4. A placenta

A placenta ¢ a interface de troca entre mae e feto, sendo responsavel pelo transporte de
nutrientes, gases e substratos energéticos que permitem o desenvolvimento adequado dos mamiferos
eutérios. Em 1937, Mossman definiu a placenta como “uma aposi¢ao ou fusdo entre membranas fetais e
mucosa uterina para trocas fisioldgicas”. Considerando que a placenta tem como objetivo nutrir o feto,
estas formas de nutri¢do variam consideravelmente entre as espécies. Os tipos placentarios também
variam de acordo com a estrutura microscopica, as caracteristicas vasculares, o formato macroscopico, o
tipo de interdigitagdo feto-placentaria, o arranjo vascular e o tipo de barreira materno-fetal formada
(Burton et al, 2006).

Tanto em humanos quanto em roedores, a placenta ¢ do tipo discoidal, pois apresenta formato
discoide, sendo a interagao materno-fetal restrita a esta area circular em comum denominada cotilédone
(Burton et al, 2006). Roedores apresentam um unico cotilédone por feto, enquanto humanos possuem
um grupo de cotilédones formando sua estrutura discoide. (Burton et al, 2006). Do ponto de vista desta
interagdo, as placentas de primatas e roedores caracterizam-se tipicamente por uma invasao dos tecidos
maternos pelos vasos fetais, sendo o trofoblasto (camada externa do blastocisto) diretamente banhado
pelo sangue da made. A este tipo de barreira materno-fetal em intimo contato, da-se o nome de
placentagdo hemocorial (Burton et al, 2006). Comparando-se os numeros de camadas placentarias, as
placentas de roedores sdo tricoriais, com trés regides distintas de células trofoblasticas, enquanto as

humanas possuem apenas duas (Quadro 1; Figura 3).
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Figura 3: Desenho esquematico mostrando a disposi¢@o das areas placentarias comparativamente entre as placentas de

camundongos e humanos

Quadro 1: Estudo comparativo das principais estruturas morfolégicas presentes em

placentas de humanos e camundongos (Adaptado de Rossant & Cross, 2001)

Camundongo Humano Localizagio da estrutura Funcéo geral

Células trofoblasticas | Células citotrofoblasticas | Componente da camada mais Mediar a implantagéo e

gigantes externa da placenta invasdo uterina
Espongiotrofoblasto | Néo possui Camada estrutural externa da Func¢do desconhecida
placenta do roedor; Ausente em seres
humanos
Labirinto Vilosidades coridnicas Camada interna da placenta, recoberta por | Troca direta entre sangue

sinciciotrofoblasto
fetal e materno

Morfologicamente, a formacao da placenta (humana e de roedores) inicia-se no momento em que
ocorre a implanta¢do do blastocisto no endométrio uterino. Células do trofoblasto fetal inserem-se no
endométrio e se diferenciam em dois subtipos de tecidos: o sinciciotrofoblasto, formado por células
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 invasao dos tecidos maternos,
seguindo-se a formacao de vacuolos que coalescem em lacunas dentro do sinciciotrofoblasto. Quando a

implantacdo ¢ dita completa: o feto estd totalmente incorporado & parede uterina, e recoberto pelo
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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 ¢ histologicamente dividida em trés regides distintas,
que se iniciam a partir da decidua materna: zona juncional, labirinto e placa coridnica. Mais distal ao
feto, a decidua materna ou basal ¢ composta por células endometriais modificadas com nucleos
basofilicos palidos, citoplasma eosinofilico e bordas celulares indistintas. Estas células servem como
fagdcitos durante o remodelamento placentario e também secretam fatores de crescimento, hormodnios e
citocinas. Células natural killer uterinas (uUNK) também compdem a decidua, e sdo responsaveis por
fun¢do imunolédgica e angiogénica (Croy et al, 2014). Na decidua, encontramos também os vasos
maternos sob a forma de artérias espiraladas e seios venosos, que formam uma rede vascular. Esta rede
vascular estd inserida na placenta sob a forma de um canal envolvido por células trofoblasticas gigantes
de canal (CTG-C) e atravessa todo o tecido em direcao ao labirinto.

O primeiro compartimento fetal inferior a decidua ¢ estreito e avascular, denominado zona
juncional. Ele ¢ 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 inlimeras células ovais pequenas com nticleos basofilicos e citoplasma escasso. Entre a placa coridnica
e a zona juncional, observa-se o labirinto, formado por células de origem tanto materna, quanto
embriondria. Esta regido ¢ 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 nao-nucleadas

maternas espalhadas por espagos denominados sinusoides e grandes hemdcias fetais, nucleadas, dentro
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dos canais. A por¢do placentaria final ¢ formada pela placa coridonica, composta por grandes vasos

sanguineos que penetram esta placa e sdo conectados aos vasos do corddao umbilical (Croy et al, 2014).

Decidua materna

Zona juncional:

= Células trofoblisticas
gigantes (panetais)

- Espongiotrofoblasto

Placa coridnica

FETO

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

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

A angiogénese placentdria ¢ fundamental na manutencdo da gestacdo (Reynolds et al, 2010).
Alguns fatores de crescimento e fatores reguladores do fluxo sanguineo participam ativamente do
processo de formacao dos vasos sanguineos placentarios desde a implantagdo 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 Flk1, o
VEGF promove a migra¢do celular, a proliferagdo de células endoteliais e aumenta a permeabilidade
vascular (Plaisier et al, 2007), o que permitird a forma¢ao adequada dos vasos sanguineos placentarios

que partipardo das trocas materno-fetais durante a gestacao.

5. Humanos e roedores: uma comparacio entre modelos experimentais

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

A placenta ¢ a principal interface de troca entre mae e feto durante a gestacdo. Considerando que
a placenta visa nutrir e controlar a passagem de vdrias substancias para o feto, os estudos animais
direcionados a aplicacdo clinica requerem um modelo placentario compativel com caracteristicas
humanas (Silva & Serakides, 2016). Atualmente, roedores e primatas ndo humanos parecem representar
os melhores modelos associados a gestacdo e ao desenvolvimento fetal (Christian & Brent, 2001).

Tanto roedores quanto humanos apresentam o tipo placentdrio discoide, sendo a interagdo
materno-fetal restrita a uma area 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, o nimero de camadas placentarias de roedores (trés
camadas) ¢ 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
conversdao que extrapola as doses de consumo humano em modelos de estudos de cafeina utilizando
camundongos e ratos, e fatores de correcdo 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 degradacao da cafeina e a formacdo de seus metabdlitos também variam de acordo com as

espécies estudadas. No entanto, investigagdes precoces comparando farmacocinética da cafeina em
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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 ap6s 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 extrapolagdo para seres humanos, o
principal metabolito originado pos-metabolizagdo ¢ a teofilina. Consequentemente, primatas ndo
humanos ndo fornecem um bom modelo experimental para avaliar os efeitos da cafeina sobre a
reproducdo, pois a paraxantina ¢ o metabolito predominante na degradagdo em humanos e sua fungao e
meia-vida sdo diferentes da teofilina (Christian & Brent, 2001).

Sendo assim, os roedores — camundongos e ratos — s3o considerados um bom modelo
experimental para estudos em humanos com base nas semelhangas de biodegradacao da cafeina (mesma
meia-vida, além de possuirem a paraxantina como principal metabdlito de degrada¢do da cafeina) e
estruturas placentarias similares para provaveis comparacdes de resultados de gestagdao (Bracken et al,

2002).

6. Efeitos da cafeina em embrides e fetos

A cafeina ¢ uma pequena molécula capaz de atravessar as membranas placentarias, atingindo a
circulagdo do feto (Dews, 2011). Como o feto ¢ incapaz de metabolizé-la adequadamente, ¢ exposto ao
mesmo nivel de cafeina ingerida pela mae (Mose et al, 2008; Leon et al, 2002; Arnaud, 1987).

A confirmagdo da passagem livre da cafeina através da placenta, associada aos primeiros estudos
com altas doses dessa substdncia em animais nos anos 60 (Nishimura & Nakai, 1960; Fujii, 1969), levou
a associagdo US Food and Drug Administration (FDA) a implementar, cerca de 20 anos apds estas
descobertas, uma recomendagdo restringindo ou removendo o consumo de café por mulheres gravidas
(FDA, 1980; Terada, 1975; Gilbert & Pistey, 1973; Fujii, 1969; Nishimura, 1960). Posteriormente, a

mesma instituicdo emitiu uma carta recomendando que a ingestdo maxima de cafeina por mulheres
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gravidas fosse 200 mg/dia ou o equivalente a 1,5 a 2 xicaras de café de 100 mL (FDA, 2002). Também
foi sugerido que a ingestao de cafeina fosse restrita a até 300 mg/dia ap6és os estudos de quantificacao
em uma grande amostra de alimentos e apos a realizagdo de ensaios clinicos com adultos de ambos os
sexos e animais (Butt & Sultan, 2011). Atualmente, alguns grupos de pesquisa sugerem ainda que a
ingestdo maxima deva ser de 100 mg/dia ou menos (Partosch et al, 2015; Wadge, 2009; Momoi et al,
2008). Entretanto, ainda ndo foi estabelecido um consenso quanto a ingestdo maxima de cafeina durante
a gestagao.

Estima-se que 69 a 79% das mulheres gestantes consumam cafeina (Huang et al, 2012; Frary,
2005). Sabe-se que outras fontes de cafeina comumente consumidas, além do café¢, aumentam ainda
mais esta estimativa e consequentemente a quantificagdo adequada, tornando dificil estabelecer um
controle seguro de ingestdo (Jahanfar & Jaafar, 2015).

O consumo de cafeina esta associado negativamente as mudangas gestacionais nos animais, tais
como taxas mais baixas de fertilizagdo e implantacdo embriondria, baixos peso ao nascer € peso
placentario, aumento do nimero de abortos, aumento da expressdo de marcadores apoptdticos e
alteragdo da formacao nervosa, articular e 6ssea (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 alteracdes reprodutivas em camundongos fémeas tratadas com
cafeina. Todos os animais tratados ndo s6 reduziram a taxa de concepg¢ao total, mas também tiveram um
ganho de peso materno inferior durante a prenhez. Yadegari et al. (2016), utilizando doses
intraperitoneais de 150 mg/kg/dia de cafeina em ratos albinos fémeas durante os cinco primeiros dias
gestacionais (DQG), relataram que o grupo tratado apresentou uma diminuicdo significativa dos sitios de
implantacdo, bem como do nimero de nascidos vivos, sugerindo que a cafeina poderia causar efeitos
antifertilidade.

Elmazar et al. (1981) administraram cafeina em camundongos albinos, via intraperitoneal e oral,

e descreveram o aumento da corticosterona circulante e presenca de fenda palatina nas ninhadas. Silva et
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al (2013), apds 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 gestacdo e lactagdo teve efeitos deletérios sobre o
desenvolvimento neuronal, hipocampo hiperativado, 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 didrias de cafeina subcutanea de 20 mg/kg durante
a gestagdo, tiveram menor ganho de peso durante o crescimento e diminui¢ao da taxa metabdlica basal.
Os animais adultos também apresentaram aumento no tamanho dos cardiomidcitos e menor
vascularizagao do tecido cardiaco.

Adicionalmente, anormalidades 6sseas sdo descritas em fetos de maes 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 diminui¢ao
da mineralizagdo Ossea era dominante no grupo tratado.

Mesmo havendo diversos estudos que investigam o nascimento e desenvolvimento da prole,
estudos descrevendo alteragdes histomorfoldgicas e fisiologicas placentarias pds-exposi¢do 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 regides edematosas no reticulo endoplasmatico, expansdo das
cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso, desgranulacdo dos ribossomas e condensacdo da
heterocromatina em células trofoblasticas. Além disso,foi demonstrado no estudo de Ma et al (2015) um
aumento da apoptose e inibi¢do da angiogénese apds exposi¢do & cafeina. E importante notar que a
maioria dos estudos com animais aponta para um provavel comprometimento da formacdo do labirinto
placentario, provavelmente causado por anormalidades circulatorias (Bolon, 2014).

Muito ja foi concluido sobre o efeito da cafeina em animais, embora os mecanismos mediadores
desses efeitos ainda permanegam obscuros. Mais estudos sdo necessarios para demonstrar as alteragoes

estruturais causadas pela cafeina durante o desenvolvimento placentario, e se tais alteracdes também
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poderiam ocorrer em seres humanos.

Uma vez que em humanos a maior parte das informagdes obtidas ¢ resultante de estudos
epidemioldgicos, a quantificacdo de cafeina ingerida tem sido feita a partir de biomarcadores sanguineos
ou urinarios 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 auto relato de consumo materno (Grosso et al, 2008). Os autores
concluiram que os biomarcadores de soro e urina ndo refletem a real exposicdo a cafeina durante a
gestagdo, sugerindo que o auto relato materno seria a melhor maneira de estimar o consumo dirio de
alimentos ricos em cafeina. Portanto, um estudo em humanos envolvendo o consumo de cafeina auto
relatado durante a gestacdo torna-se susceptivel a varios tipos de vieses, tais como: selecdo,
desempenho, detecgdo, relato e outros (Jahanfar & Jaafar, 2015).

Embora estudos utilizando roedores mostrem evidéncias sobre os efeitos deletérios do consumo
de cafeina durante a gesta¢do, estudos realizados em humanos envolvendo ingestdo de cafeina e a
gestacdo sdo inconclusivos desde 1970. Varios destes ndo encontraram qualquer relacdo entre o
consumo de cafeina e anormalidades fetais: esta relacdo foi encontrada apenas em gestantes fumantes
e/ou etilistas que consumiam altas doses de café (Olsen, 1991; Peacock et al, 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 a morte fetal no terco final da gestacdo. 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 o peso ao nascer de 1207 mulheres

gravidas que consumiram café instantaneo com cafeina ou descafeinado. Eles concluiram que uma
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redu¢@o 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 gestagdo prejudicaria o desenvolvimento fetal. Embora
tenham encontrado reducdo de peso no recém-nascido de maes que consumiram altas doses de cafeina,
ndo foram encontradas relagdes 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 gestagdo. Alguns autores demostraram uma maior frequéncia de
atraso do crescimento fetal intrauterino de maes que consumiram cafeina no terceiro trimestre de
gestacdo (Gaskins et al, 2016; Del Castillo et al, 2015; Martin & Bracken, 1987; Stein & Susser, 1991).
Os abortos espontaneos e/ou as malformacgdes fetais também estiveram associados ao consumo desta
substancia, embora a complexidade metodoldgica 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 compara¢dao com as
mulheres que ndo consumiram café durante o periodo pré-gestacional, o risco de AE aumentou em 20%.
Outras bebidas cafeinadas relatadas 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 gestagao
aumentaram o risco de aborto em até 25%.

Modelos de perfusdo 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 gestagdo

(Partosch et al, 2015; Grant, 2012; Poulsen et al, 2009). Em 2014, uma perfusdo ex vivo da placenta
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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 gestacdo, 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 didrias de cafeina ingerida devessem ser
inferiores a 200 mg, sempre divididas em por¢des separadas ao longo do dia.

Muitas metandlises foram realizadas associando-se ingestdo de cafeina e desfechos adversos
durante a gestagdo. 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 alteragdes na
ingestdo maxima de recomendag¢do de cafeina pela mae em transtornos gerais de gestacdo, sendo
também confirmado por Greenwood e colegas (2014), Por outro lado, outras metanalises 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 espontineo e encontraram uma
associagdo dose-dependente que apontava para um risco 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 gestacdo, a incidéncia de BPN aumentou em 3%, sendo este
aumento linear de acordo com a dose consumida.

Uma vez que ndo existem provas conclusivas o suficiente para se estabelecer uma dose segura de
cafeina, a atual indicacdo da /DA ainda ¢ utilizada na pratica clinica e aplicada na maioria dos estudos

que avaliam a seguranca desta quantidade de cafeina durante a gravidez.
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MATERIAL E METODOS
1. Comité de ética

Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFMG (CEUA),
protocolo n® 395/2015 (Anexo 1).

2. Animais e grupos experimentais

Noventa fémeas de camundongos Swiss adultas em idade reprodutiva (60 dias de idade) foram
adquiridas junto ao Centro de Bioterismo (CEBIO) da UFMG e mantidas na sala de experimentagao
animal do Departamento de Morfologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG em condic¢des
padrdo de claro-escuro (12h de luz: 12h de escuriddo) e temperatura (23 £ 2° C). Apds sua aquisicao, as
mesmas foram pesadas e mantidas durante uma semana para aclimatacao.

Apds o periodo de aclimatacdo, os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos
experimentais:

- Grupo controle CC (n = 20); fémeas que receberam agua por gavagem;

- Grupo D60 (dose baixa; n = 22): fémeas que receberam 60 mg/cafeina/kg/dia por gavagem,;

- Grupo D120 (dose moderada; n = 24): fémeas que receberam 120 mg/cafeina/kg/dia por
gavagem,;

- Grupo D240 (dose alta; n = 24): fémeas que receberam 240 mg/cafeina/kg/dia por gavagem.

A cafeina (Sigma-Aldrich - Reagent Plus®, C0750) administrada foi diluida em agua e fornecida
sempre no mesmo horario (17:00h). Estas doses equivalem, respectivamente, a 200, 300 e 500mg de
cafeina/dia (1,5, 3 e 6 xicares de 100 mL) de consumo em humanos, de acordo com o fator de correcao
para camundongos estabelecido por Wang (2005) e posteriormente aplicado por Huang et al (2012).
Durante todo o experimento, os animais receberam agua e racdo peletizada (Nuvilab®) ad libitum
isentos de cafeina.

O numero obtido de animais baseou-se na necessidade de obten¢do de cinco fémeas prenhes por

grupo experimental, por idade gestacional.
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3. Tratamento pré-gestacional

Durante sete dias, cada fémea recebeu a cafeina diluida em 4agua por gavagem de acordo com as
dosagens mencionadas previamente, num volume final de 0,55mL por animal, proporcional a
capacidade de diluicdo total da cafeina e a um volume géstrico aceitdvel para estes animais. A gavagem
foi feita diariamente em horarios fixos, proximo ao inicio do periodo escuro dos animais. Os animais do
grupo CC (controle) foram manipulados da mesma maneira descrita para os tratados D60, D120 e D240,
sendo que cada fémea recebeu 0,55 mL apenas de 4gua, sem teor algum de cafeina.

Lavados didrios para citologia vaginal foram feitos em todas as fémeas no mesmo periodo do

dia, a fim de se identificar a fase do ciclo estral na qual cada uma se encontrava.

4. Tratamento gestacional

No oitavo dia, duas fémeas no proestro ou no estro foram colocadas juntas em gaiolas com um
macho adulto durante o periodo necessario para a cobertura das mesmas. O inicio da gestacdo (dia
gestacional 0,5 ou DGO,5) foi considerado como o dia onde se visualizou a presenca de plugue vaginal
(Figura 5) (Pang et al., 2014; Byers et al., 2012). No DGO,5, as fémeas prenhes foram separadas das
demais, sendo o procedimento de gavagem mantido juntamente com a mensuragdo periddica do peso
corporal e consumo de ragdo. A quantificagdo do consumo racdo foi obtida a partir da pesagem a cada
24h do contetido de racdo existente nas caixas dos animais, € em seguida dividindo-se a diferenca de

peso pelo nimero de animais por caixa.
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Figura 5: Fotografia mostrando a presenca de plugue vaginal (seta) em fémea apds a cobertura.

5. Eutanasia e coleta de material biologico

As coletas foram feitas, para todos os grupos (CC, D60, D120 e D240), nos dias gestacionais
(DG) 11,5 (terco médio da gestagdo; placentas em fase final de formagdo; n =39) e DG 17,5 (terco final
da gestacdo; tamanho maximo da placenta; n = 36). As idades gestacionais para a eutandsia foram
previamente estabelecidas conforme desenvolvimentos placentarios descritos por Crow et al (2014) e
Burton et al (2006). As fémeas de cada grupo experimental foram pesadas e posteriormente anestesiadas
por meio de injecdo intramuscular de uma associagdo de Xilazina (5 mg/kg) e Ketamina (80 mg/kg).

Para as analises histomorfométricas das placentas, as fémeas de cada grupo experimental foram
submetidas a heparinizagdo prévia, seguida de perfusdo intravascular com solucdo salina (solucao
aquosa de NaCl, 0,9%) e posterior fixa¢ao intravascular por 30 minutos (solu¢do de glutaraldeido 2,5%
em tampao fosfato de sédio 0,05M, pH 7,4), de acordo com método descrito por Chiarini-Garcia e
Meistrich (2008). Posteriormente, o tutero foi retirado, aberto com auxilio de tesoura e as placentas
coletadas foram seccionadas sagitalmente. As metades foram imersas numa nova solugdo fixadora, na
mesma concentragdo que a anterior, ¢ mantidas a 4°C por mais 24h, para posterior conservacdo em

tampao fosfato de sddio 0,05M, pH 7.,4.
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6. Biometria
Os fetos (n =323) presentes em ambos os cornos uterinos de todas as fémeas gestantes dos
grupos experimentais avaliados foram contados, isolados das respectivas placentas e pesados. Todos os
discos placentdrios foram isolados e pesados individualmente. O cérebro e figado dos fetos também
foram pesados a fim de se estabelecer possiveis relagdes indicativas de crescimento intrauterino restrito

(CIUR).

7. Processamento e analise das placentas para avaliacbes morfologicas e
morfométricas

Apos fixagdo, duas placentas de cada fémea submetida a perfusdo intravascular e fixadas em

glutaraldeido, foram desidratadas em concentracdes crescentes de etanol e incluidas em resina plastica a

base de glicol metacrilato, de acordo com Chiarini-Garcia et al (2011). Dos blocos montados, foram

obtidos cortes histologicos de 3um e 1,5um de espessura, de forma semi seriada (coletando 1 a cada 10
cortes) que foram corados com azul de toluidina-borato de sédio a 1%.

Apos o processamento, foi feita a caracterizagdo histoldgica e descrigdo das alteragcdes que serdao

descritas a seguir.

7.1 Area das regiées placentdrias

Foram obtidas imagens digitais por meio do Scanner de Laminas 3D Histec® de cortes
histologicos placentdrios em que se evidenciaram as regides de zona juncional, labirinto e placa
corionica. O programa de andlise de imagens Case Viewer 1.4® foi utilizado para determinar a area (em
mm) destas trés regides placentarias em cada grupo experimental. A Figura 6 exemplifica como foi feita

a demarcagdo das areas placentarias de interesse.



33

) | @ | | e Ry [ 5T |i2x | sx [l20x ||20x faox || 11 | o EEES | Ll | - [|

Figura 6: Fotomicrografia mostrando a sele¢do das areas placentarias de interesse, conforme com sua localizagéo e

tamanho em mm?, através do software CaseViewer 1.4®.

7.2 Medida de vasos sanguineos
7.2.1 Proporg¢do volumétrica de grandes vasos placentarios

Utilizando o programa de analise de imagens Case Viewer 1.4®, foram evidenciadas a presenca
e a area de vasos com diametro maior que 70 pm na regido do labirinto placentario (grandes vasos). As
areas de cada grande vaso dentro do labirinto foram somadas e realizada a propor¢ao volumétrica destes

vasos em relagdo a area total de labirinto para cada placenta dos diferentes grupos experimentais.



34

Figura 7: Fotomicrografia demonstrando a delimitagdo de grandes vasos sanguineos presentes no labirinto placentario.

Software CaseViewer 1.4®. Barra: 100pm

7.2.2 Propor¢do de vasos fetais e maternos

Utilizando-se o programa Image ProExpress® (Media Cybernetics®), foi feita a determinagao
histolégica de 276 pontos de intersecdo de graticulas no labirinto de cada placenta analisada. Os pontos
foram definidos como: “vaso fetal”, caracterizado pela presenca de hemacias nucleadas e limites
definidos por células de sinusoidais; “espago com sangue materno”, caracteristico por hemacias maduras
ndo nucleadas; e “células”, pontos de intersecdo sobre células sinusoidais caracteristicas do labirinto
placentario. Estes pontos foram posteriormente contados e sua propor¢cao em valor absoluto e percentual

foi comparada entre os grupos experimentais (Figura 8).
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Figura 8: Fotomicrografia de placenta com graticula sobreposta, demonstrando a realizacdo da contagem de pontos de

intersecdo de graticula por meio do programa Image ProExpress® (Media Cybernetics®).

8. Analises estatisticas

Todos os parametros avaliados foram testados quanto a normalidade antes da andlise, 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 das
doses de cafeina sobre os parametros biométricos e histomorfométricos foram avaliados utilizando-se o
modelo linear geral (GLM) do SAS. Nos eventos nos quais os tratamentos mostraram-se significativos,
comparagdes multiplas 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

1. Caracteristicas fenotipicas e parametros reprodutivos

A Tabela 1 resume as principais caracteristicas dos animais dos diferentes grupos experimentais

aos 11,5 e 17,5 dias gestacionais. Devido a necessidade prévia de obten¢do de prenhez em cinco fémeas
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de cada grupo experimental, um niimero maior destas foi recrutado para se obter o nimero desejado, em
se considerando a ocorréncia de possiveis falhas reprodutivas. Conforme evidenciado pela Tabela 1,
pode-se observar que o grupo submetido a altas doses de cafeina (D240) ndo completou a propor¢ao
minima de prenhez, apresentando também varios 6bitos. Portanto, em algumas andlises estatisticas, este
grupo foi excluido devido ao niimero de individuos insuficiente para um teste estatistico. Devido a esta
dificuldade em se obter fémeas prenhes no grupo de dose elevada, outras analises foram feitas para se
investigar um possivel efeito causador de infertilidade proveniente da cafeina.

E importante ressaltar que, durante a fase experimental, as fémeas que consumiram cafeina
apresentaram-se nitidamente mais agressivas, ndo s6 com seus manipuladores, mas também com os
machos quando colocados juntos para o acasalamento. As fémeas tratadas nas dosagens de 120 e 240
mg/kg apresentaram também sinais de estresse como perda de vibrissas e vocalizagdo durante a
manipulagdo (Figura 9), de acordo com o Guia de dor e stress em animais de laboratorio (Guidelines for

pain and distress in laboratory animals, 2017). Vale ressaltar que estes grupos experimentais também

apresentaram maior porcentagem de incidéncia de obitos que os demais.

Figura 9: Fotografia de fémea do grupo tratado com dose maxima de cafeina (D240) apresentando perda de

vibrissas, (seta) sinal caracteristico de estresse (Guidelines for pain and distress in laboratory animals, 2017)
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Tabela 1: Caracteristicas reprodutivas das fémeas dos grupos experimentais controle (CC) e
tratados com doses baixa (D60), moderada (D120) e alta (D240) de cafeina aos dias 11,5 (ter¢o médio) e
17,5 (terco final) de gestacao.

Grupo CC Grupo D60 Grupo D120 Grupo D240

11,5DbG 17,5DG 11,5DG  17,5DG 11,5DG 175DG 11,5DG 17,5DG

n=10 n=10 n=11 n=11 n=12 n=12 n=12 n=12
Ne total de fémeas prenhes  6/10  6/10  7/11  6/11  5/12 512  1/12  1/12
% fémeas prenhes 60,0 60,0 63,6 54,5 41,7 41,7 8,3 8,3
No. médio fetos/fémea 7+1,12 6,5+ 0,9 3,0 +0,9° 0,9 +0,9°
% Reabsor¢io fetal 36,0 64,0 90,0 100,0
Duragio do diestro (dias) 1,75 +£ 0,64* 3,37+0,55° 3,00 +0,49°  3,4740,54°

4> Dados apresentados como média + erro padrio, onde valores que apresentam letras diferentes dentro da linha diferem (P <
0,05)

A Tabela 1 apresenta o percentual de fémeas gestantes por grupo experimental, onde se pode
observar nos grupos tratados com doses moderada (D120) e elevada (D240) de cafeina um menor
percentual de prenhez (P < 0,05) comparado aos grupos controle (CC) e de baixa dose (D60), sugerindo
o efeito antifertilidade da referida substancia.

Ainda em relagdo a pardmetros reprodutivos, foi avaliada a duragdo da fase de diestro do ciclo
estral, que estd representada na Tabela 1. Considerado como a fase ltea, o diestro apresenta duracao
média de 1 a 2 dias em condi¢des fisiologicas normais (Freeman, 2006). Entretanto, o consumo de
cafeina independente da dose, prolongou a duragdo do diestro, apresentando variacdo de 3 a 11 dias
entre as doses mais elevadas (P < 0,05). Nao se sabe exatamente a razdo do prolongamento da fase de
diestro, mas especula-se que o consumo excessivo de cafeina possa interferir no desenvolvimento
folicular, fato este que merece mais investigagdes futuramente.

O numero de fetos por fémea nos diferentes grupos experimentais também foi afetado pelo

consumo de cafeina, sendo menor nos grupos que receberam doses moderada e alta, em comparagao aos
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grupos controle e dose baixa (P < 0,05) (Tabela 1).

Além do menor nimero de fetos, as fémeas tratadas com cafeina apresentaram maior incidéncia
de perda fetal, denominada reabsorcao fetal. A reabsor¢do fetal ¢ uma alteragdo resultante da morte do
feto, com a sua reabsor¢do incompleta, ocorrendo apds a formacao da placenta. Esta perda fetal pode ser
consequente a fatores ambientais, toxicologicos, nimero de fetos e stress (Figura 10) (Bolon, 2014).
Conforme evidenciado na Tabela 1, 100, 90 e 64% das fémeas dos grupos tratados com doses alta,
moderada e baixa, respectivamente, apresentaram reabsorcao fetal, enquanto apenas 36% das fémeas do
grupo controle apresentaram as referidas perdas. As referidas perdas no grupo controle podem ser
justificadas pelo fato de que a reabsorcdo fetal ¢ comum em camundongos submetidos ao stress
(Guidelines for pain and distress in laboratory animals, 2017), e os animais controle foram submetidos
ao stress da gavagem. Tais achados sdo indicativos da toxicidade da cafeina sobre o desenvolvimento

fetal.

Figura 10: Fotografia de utero gravidico pertencente a fémea do grupo experimental D240 (alta dose) ao dia 17,5 de

gestagdo, contendo ponto de reabsorgdo fetal (seta branca)

2- Consumo de racio e ganho de peso corporal
Para uma analise mais apurada dos efeitos da cafeina sobre os animais em questao, questionou-

se se as fémeas tratadas ndo estariam consumindo menores quantidades de alimento. Tal questionamento



39

foi investigado em funcdo de estudos prévios (Dias, 2014; Gao et al, 2013) terem demonstrado que um
consumo insuficiente de nutrientes, especialmente de quantidades consideraveis de proteina, levaria a
um baixo indice de prenhez, além de maiores taxas de abortos espontaneos e formagao de reabsorgdes
fetais em roedores. Entretanto, ao se medir o consumo alimentar didrio durante a gestacdo dos animais
nos diferentes grupos experimentais, foi observado que a cafeina afetou o consumo de racdo pelos
grupos tratados sendo este maior naqueles animais, independente da dose de cafeina consumida, em
comparagdo aos animais do grupo controle (Tabela 2, P < 0,05). Portanto, a dificuldade de se
estabelecer a gestacdo destes animais, bem como o numero reduzido de filhotes, ndo se deve a uma
alimentacdo insuficiente. Sweeney et al. (2016) também trataram camundongos com cafeina e relataram
um aumento de consumo de ragdo dose-dependente, em que menores doses de cafeina aumentavam
mais o apetite destes animais. Entretanto, no presente estudo, o aumento observado no consumo de

racdo nao foi influenciado pelas doses ingeridas.

Tabela 2: ganho de peso gestacional total e consumo de ra¢do ao longo dos tratamentos

Grupo CC (n=12)  Grupo D60 (n=13) Grupo D120 (n=10)
Ganho de peso corporal gestacional total (g) 17,73 + 2,46 11,62 +2,80 10,08 + 0,95
Consumo diario de racio (g) 4,37 +0,23% 5,24 +0,21° 5,01 +0,22°

a4 Dados apresentados como média + erro padrio, onde valores que apresentam letras diferentes dentro da linha diferem (P <

0,05)

Os dados apresentados até o0 momento estao de acordo com os achados de varios estudos, dentre
eles Huang et al. (2012) e Yadegari et al. (2016), que observaram menores taxas de prenhez, de
implantacdo embriondria e ciclos estrais irregulares entre os animais que consumiram doses elevadas de
cafeina. H4 poucos estudos de investigacdo das vias toxicologicas da cafeina sobre a fertilidade de
fémeas. Kwak et al. (2017), ao estudarem fémeas de ratos em estado pré-puberal, sugeriram que a

exposicao a altas doses de cafeina nesta fase da vida aumentaria a produgdo de estrégeno nos ovarios,
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levando a um desequilibrio na regulagao do eixo hipotdlamo-hipofisario-gonadal, o que interferiria no
ciclo estral e na maturagdo sexual destas fémeas. No presente estudo, os dados obtidos indicam
possiveis alteragdes nos niveis de hormdnios gonadotroficos e esteroides ovarianos, conforme relatado
por Kwak et al. (2017), embora anélises destes hormonios ndo tenham sido realizadas.

Adicionalmente, fez-se a curva de ganho de peso gestacional dos animais tratados para se
verificar se as alteracdes no consumo de racdo afetariam aquele pardmetro (Figura 11). Como no grupo
D240 (dose alta), apenas uma fémea das 12 do grupo ficou gestante, ndo foi possivel fazer a curva de
ganho de peso gestacional para o referido grupo. Assim, os resultados obtidos mostram que ja no DG
7,5 o ganho de peso dos animais tratados ¢ menor quando comparado ao grupo controle, sendo esta
diferenga ainda mais pronunciada no grupo de dose moderada (D120) (P < 0,05) e permanecendo até o
dia final da andlise gestacional (17,5 DG). No entanto, no ter¢o final da gestacdo (DG 17,5), as
diferengas no ganho de peso entre os grupos tratados nas doses baixa e moderada ndo sdo mais
observadas, sugerindo um ganho de peso compensatorio no grupo D120 ao final da gestagdo. Mesmo
havendo diferengas no ganho de peso gestacional, o ganho de peso gestacional total foi semelhante nos
trés grupos experimentais (17,73+ 2,46; 11,62 +2.8; 10,08+4,00, respectivamente para os grupos CC,
D60 e DI120), vindo de encontro as nossas observagdes da ocorréncia de ganho compensatorio

apresentado pelos grupos tratados com cafeina.
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Figura 11: Evolugdo do peso corporal dos animais durante a gestag@o nos trés grupos experimentais (P < 0,05).

3. Dados biométricos obtidos no terco médio da gestacao (11,5 DG)

Os dados biométricos do terco médio da gestacdo (11,5 DG) estdo apresentados na Tabela 3.
Este periodo caracteriza-se por placenta recém-formada, j4 funcional, porém com tamanho ainda
reduzido em relagdo ao seu desenvolvimento subsequente (Croy et al, 2014). Como pode ser observado
na Tabela 3, os fetos nesta idade gestacional ainda ndo apresentam alteracdes de peso corporal.
Entretanto, ja € possivel observar uma redugdo no peso placentario apenas no grupo tratado com baixas
doses de cafeina (D60) (P < 0,05; Tabela 3). Animais tratados com doses moderadas (D120),
apresentaram placentas significativamente mais pesadas que os demais, incluindo o grupo controle. Com

esta observagdo intrigante, fez-se necessario o calculo da eficiéncia placentaria destes grupos.

Tabela 3: Parametros biométricos, fetais e placentarios no ter¢o médio gestacional (D11,5) nos

grupos experimentais controle e tratados com doses baixa e moderada de cafeina

Grupo CC Grupo D60 Grupo D120
Peso fetal (g) (n = 203) 0,034 +0,002 0,035 + 0,002 0,030 + 0,002
Peso placentirio (g) (n = 203) 0,076 + 0,003* 0,066 + 0,002° 0,084 + 0,003*

Eficiéncia placentaria 0,52 +0,04* 0,56 +0,03* 0,37 + 0,04°
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a4 Dados apresentados como média + erro padrio, onde valores que apresentam letras diferentes dentro da linha diferem (P <

0,05)

A eficiéncia placentaria (EP) ¢ um indice obtido a partir da divisao do peso médio dos fetos pelo
peso médio das placentas. Quando a EP ¢ elevada, menores placentas sdo capazes de manter o
desenvolvimento e a viabilidade fetal, ou seja, elas possuem um melhor fluxo sanguineo. Uma baixa EP
¢ responsavel por elevados indices de morte pré-natal (Wilson et al, 1998). Comparando-se os graficos
de peso placentario e eficiéncia placentaria (Grafico 10) entre si, pode-se observar que, mesmo
apresentando placentas maiores, o grupo D120 deixa a desejar em sua EP, que ¢ menor e provavelmente
ndo consegue suprir os fetos de maneira satisfatoria. Tal fato evidencia uma tentativa de compensagao: a
cafeina provavelmente alterou o fluxo sanguineo da placenta, que por sua vez aumentou sua densidade
na tentativa de suprir esta necessidade, evitando a formagao de fetos com peso reduzido. Por outro lado,
as placentas das fémeas do grupo D60, mesmo sendo menores, nesta fase gestacional ndo apresentaram
eficiéncia reduzida, tampouco peso fetal comprometido.

Portanto, os resultados aqui obtidos para esta idade gestacional revelam que baixas e moderadas
doses de cafeina nao interferem no desenvolvimento até o ter¢o médio da gestacdo. Entretanto, em
funcdo do comprometimento da eficiéncia placentdria, bem como pelas alteracdes de peso placentario

observadas, supde-se que os fetos poderiam sofrer prejuizo em seu desenvolvimento futuro.

4 Dados biométricos obtidos no terco final da gestacio (17,5 DG)

Diferente dos resultados observados no ter¢o médio, mudangas acentuadas foram observadas
com a evolugdo da gestagdo. Aos 17,5 DG, pode-se observar placentas completamente formadas, com
sua capacidade, funcionalidade e tamanho maximos (Croy et al, 2014). O consumo de cafeina em dose
moderada (D120), mesmo tendo propiciado um aumento no peso placentario no terco gestacional médio
(D11,5), observou-se que estas caracteristicas ndo foram mantidas ao longo da gesta¢do. Assim, no tergo

final (17,5 DG), as fémeas tratadas com esta dose apresentaram placentas significativamente mais leves
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(Tabela 4).
Tabela 4: Parametros biométricos, fetais e placentarios no terco final gestacional (D17,5) nos

grupos experimentais controle e tratados com doses baixa e moderada de cafeina

Grupo CC Grupo D60 Grupo D120
Peso fetal (g) (n = 120) 0,98 +0,01* 0,90 +0,01° 0,83 +0,02°
Peso placentirio (g) (n = 120) 0,190 + 0,005* 0,178 + 0,006* 0,145 +0,007°
Eficiéncia placentaria 5,52 +0,16 5,21 +0,17 5,90 +£ 0,21

44 Dados apresentados como média * erro padrio, onde valores que apresentam letras diferentes dentro da linha diferem (P <
0,05)

Adicionalmente, pode-se observar que todos o consumo de cafeina, independente da dose, afetou
o peso fetal, sendo este inferior em comparagdo ao grupo controle (Tabela 4; P < 0,05), refor¢ando
assim o efeito deletério do uso de cafeina durante a gestacao.

Momoi et al. (2008) relataram que a modesta exposi¢do materna didria a cafeina alterou o fluxo
sanguineo arterial embrionario e induziu a ocorréncia de crescimento intrauterino restrito (CIUR) em
camundongos. Huang et al (2012) relataram resultados semelhantes com ratos e camundongos tratados
durante a gestacdao: CIUR, peso placentério e fetal reduzidos, e diminuicdo do comprimento fetal. Em
humanos, CIUR ¢ diagnosticado quando o peso fetal ¢ dois desvios-padrdo menor que a média de peso
dos demais fetos na mesma idade gestacional (Chatelain, 2000). Em animais, ele pode ser evidenciado
também quando a relagdo peso cérebro: peso o6rgdo do feto se mostrar superior a 1, indicando que,
devido a restricdes ou toxicidades durante a vida intrauterina, o feto teve como prioridade a sua
formagdo cerebral em detrimento da formacdo de outros 6rgaos, o que causou a redugdo de peso destes,
fato este conhecido como “efeito de poupar o cérebro” (Bauer et al, 1998).

Durante as coletas de materiais bioldgicos, foi possivel selecionar e pesar, aos 17,5 DG, o
cérebro e o figado de todos os fetos, com o objetivo de se diagnosticar a ocorréncia de CIUR nos
animais tratados. Entretanto, ndo foi observada diferenca significativa na relacdo cérebro-figado destes

animais, descartando-se o acontecimento de CIUR nos fetos dos grupos tratados com cafeina (P > 0,05).
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Dessa forma, os fetos apresentam altera¢do no peso, sendo mais leves naqueles grupos experimentais. A
EP também foi analisada durante o terco final da gestagcdo. Ao contrario do que foi observado durante o
terco médio, aos 17,5 DG ndo se observou comprometimento na EP. Assim, supde-se que o suprimento
sanguineo nos estagios mais tardios de sua gestagdo seria comprometido pelo consumo de cafeina,
afetando a eficiéncia placentéria e consequentemente, o peso dos fetos, que passam a ser mais leves no

terco gestacional final (Tabela 4).

5. Dados histomorfomeétricos da placenta

Os dados apresentados anteriormente estdo de acordo com o que foi descrito por muitos autores
(Yadegari et al, 2016; Huang et al, 2013; Momoi et al, 2008). Basicamente, a pesquisa do impacto do
consumo de cafeina durante a gestacdo se baseia nas caracteristicas biométricas fetais e nas
consequéncias sobre a prole ap6s a exposi¢ao intrauterina. Entretanto, estudos que investigam alteragdes
histomorfométricas placentdrias sdo escassos.

Para o melhor entendimento das alteracdes biométricas placentarias e fetais decorrentes do
consumo gestacional de cafeina, o estudo deste 6rgdo se faz necessario e importante. Alguns autores
sugerem que alteragdes placentarias venham a ocorrer na regido do labirinto sem, entretanto, haver uma
descricdo do tipo de alteragdo observada. Até o momento, ¢ sugerido que haja uma alteracdo na
vascularizagdo placentdria desta regido (Bolon, 2014). Dessa forma, para a obtengdo de dados mais
precisos, foram realizadas analises histomorfométricas de placentas de fémeas tratadas com doses baixa

e moderada de cafeina, cujos resultados serdo descritos a seguir.

1.1 Proporgdo entre dreas placentarias
Uma das hipdteses deste estudo era que, uma vez que as placentas dos animais tratados com
cafeina apresentam-se biometricamente mais leves se comparadas as do grupo controle, seria encontrada

alguma alteragdo nas areas placentarias, provavelmente na regido do labirinto, responsavel pela troca de
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substancias entre mae e feto. Assim, esperava-se uma area menor de labirinto, ou seja, uma menor
propor¢do em relagdo as demais areas placentarias.

Entretanto, como pode ser observado na Tabela 5, o consumo de cafeina ndo afetou as areas das
diferentes regides placentarias. Dessa forma, as devidas proporc¢des de labirinto, placa coridnica e zona
juncional ndo se alteraram por influéncia do consumo de cafeina, e, portanto, infere-se que a reducao do
peso placentario se deu igualmente em todas as suas regides, de forma proporcional, sem prejuizo de

uma regido em particular.

Tabela 5: Dados histomorfométricos das placentas no ter¢o final da gestacao (D17,5) nos grupos

experimentais
Grupo CC Grupo D60 Grupo D120
Area de labirinto (mm?) 11,2+0,8 12,1 +0,6 10,0 + 0,7
Area de zona juncional (mm?) 1,7+0,7 3,5+0,6 2,54+0,6
Area de placa coriénica (mm?) 1,7+0,2 2,0+0,2 1,6 +0,2

Propor¢ao volumétrica de grandes vasos (%) 0,012 + 0,004 0,006 + 0,003 0,003 + 0,003

1.2 Proporgao de grandes vasos do labirinto

Em se observando a disposicdo de vasos do labirinto, pode-se notar a presenca de vasos de
diferentes calibres: pequeno (didmetro <50um), médio (didmetro entre 50 e 69 um) e grande (diametro
> 70um). Uma vez que a presenga de grandes vasos foi verificada nas placentas estudadas (Figura 6),
optou-se por fazer um estudo de sua disposicdo entre os grupos tratados. Ao se comparar
proporcionalmente a soma das areas de todos os grandes vasos placentarios em relagdo ao labirinto,

verificou-se que esta foi semelhante nos grupos estudados (Tabela 5).

1.3 Tipos de vasos do labirinto

A auséncia de alteragdes na proporcao de areas placentarias, bem como a disposi¢cao normal
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de grandes vasos encontrada entre os grupos tratados, trouxeram dados intrigantes sobre quais possiveis
alteracdes estariam ocorrendo no tecido placentdrio em decorréncia do consumo de cafeina por
gestantes, uma vez que estas ndo foram evidenciadas além da biometria. Portanto, fez-se necessario o
estudo da disposi¢do dos vasos do labirinto de forma a contabilizar os fetais e aqueles de origem
materna.

O estudo dos vasos do labirinto placentario € possivel devido as caracteristicas individuais
que cada um deles apresenta. Vasos fetais sdo separados do sangue materno por células gigantes
sinusoidais e apresentam hemadcias globosas, nucleadas, ndo maduras (Croy et al, 2014). O sangue
materno, por sua vez, flui por entre os vasos fetais e apresenta hemacias em sua forma classica,

pequenas e nao nucleadas (Figura 12).

Sangue materno

Figura 12: Fotomicrografia representando as diferengas entre sangue fetal, com hemacias globosas e nucleadas,

e sangue materno, com hemadcias ja maduras. Aumento: 35; Barra: 12,5um.

A anélise dos tipos de vasos encontrados no labirinto encontra-se representada na Figura 13.
Apesar de o sangue materno desta regido placentaria nao fluir por meio de vasos, utilizou-se o termo

“vaso materno” para designar a regido contabilizada como ocupada por sangue materno; o termo “vaso
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fetal” refere-se aos pontos contabilizados como de regido fetal; e o termo “células” refere-se as células
constituintes do labirinto, basicamente as células gigantes sinusoidais que recobrem os vasos fetais.

Conforme evidenciado na Figura 12, pode-se observar uma dréstica reducdo na irrigagdo de
origem materna nos animais tratados com doses moderadas de cafeina. Esta redu¢do vem acompanhada
de um aumento de tecido fetal, em que se pode notar uma maior presenca de vasos fetais, bem como de
células que recobrem estes vasos. Tal achado se mostrou intrigante, uma vez que evidencia um possivel
mecanismo de compensacao fetal em resposta a uma menor irriga¢ao materna.

Um dos fatores mais importantes para o desenvolvimento intrauterino ¢ a capacidade
materna em fornecer suprimento adequado de nutrientes e oxigénio, permitindo que o feto atinja seu
potencial de crescimento, desenvolvimento e sobrevivéncia pds-natal (Wu et al, 2004). Este achado
talvez possa explicar parte dos dados biométricos encontrados: uma vez que a irrigacdo materna ¢é
insuficiente, observa-se um menor peso das placentas, uma reducdo na eficiéncia placentdria e,
consequentemente, filhotes de peso inferior aos do grupo controle. Mais investigacdes sobre o

mecanismo de agdo da cafeina na placenta de animais devem ser feitas.

Proporgao de vasos do labirinto

200+
C3J Sangue materno

€3 Vasos fetais

1501 @8 Células

100

Tratamento

Figura 13 : Proporg¢do de vasos sanguineos maternos e fetais e componentes do labirinto nos diferentes grupos experimentais

(* P <0,05)
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2. Outras observacées morfologicas

Estudos biométricos e morfologicos foram realizados nos grupos controle e doses baixa e
moderada de cafeina. Isto se deve ao fato de que, em cada idade gestacional (11,5 DG e 17,5 DG),
obteve-se somente uma fémea gestante do grupo alta dose (D240), o que impossibilitou a realizacdo das
analises estatisticas incluindo este grupo experimental. Enquanto as placentas do grupo controle
apresentaram-se histologicamente homogéneas, placentas dos grupos tratados com D60 e D120
mostraram alteragdes em sua estrutura, diga-se uma grande invaginacao, aparentemente oriunda de uma
artéria formadora de canal central, que apresentou estrutura diferenciada em relagdo a sua morfometria
normal (Figura 14: A, B, C). Ao ser observada em maior aumento, a superficie destas invaginagdes
mostrou-se homogénea e com revestimento semelhante ao dos vasos componentes da decidua materna,
ndo se tratando de erros de técnica ou artefatos microscopicos. Assim, maiores investigagoes

morfoldgicas e funcionais sdo necessarias para se desvendar a real caracteristica de tais invaginagdes.
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Figura 14: Fotomicrografias comparativas de placentas no terco final de gestagdo (D17,5): A Grupo Controle; B Grupo D60,
C Grupo D120. Presenga de aumento de didmetro de regido de invaginac¢do no labirinto (asteriscos vermelhos) nos grupos

D60 ¢ D120 (B, C), em comparagdo a mesma regido evidenciada no grupo controle (A). Barra: 500um
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CONSIDERACOES FINAIS

A cafeina ¢ uma das substancias mais popularmente consumidas no mundo, seja por homens,
mulheres gestantes ou ndo e criangas. Muito ja se sabe sobre suas consequéncias durante o
desenvolvimento pré-natal em animais, embora estudos com humanos sejam ainda inconclusivos,
devido a vieses de pesquisa e aspectos €ticos sérios. As doses indicadas de cafeina durante a gestagao
também sdo constantemente questionadas por novos estudos, € t€ém variado entre 0 a 300 mg, de acordo
com estes achados.

Pouco se sabe sobre o mecanismo de acdo e alteragdes histomorfométricas da cafeina nos
periodos pré e pos-concepgao. Os achados biométricos deste estudo reafirmam a necessidade de se
evitar a cafeina durante o periodo gestacional, especialmente durante o terco final, quando a degradacao
da cafeina se torna muito comprometida. Por outro lado, os achados histomorfométricos e inéditos deste
estudo apontam para uma vascularizagdo comprometida ao fim da gestacdo, em que ndo ha sangue
materno suficiente para a nutri¢ao adequada do feto.

Novos estudos relacionados a outros parametros reprodutivos se fazem necessarios para
complementacdo deste estudo, especialmente os relacionados a fun¢do ovariana pré-concepciao. Além
disso, estudos funcionais como o uso de marcadores placentarios também sdo plausiveis, para investigar
a fundo o que realmente ocorre na vascularizagao placentaria com o consumo crdénico de cafeina.

Entretanto, diante do que foi discutido ao longo deste trabalho, a cafeina, inclusive em pequenas
doses, deveria ser evitada ao longo de toda a gestagdo de humanos, especialmente no tltimo trimestre.
Uma vez que sua quantificacdo ¢ dificil e ela estd presente em varios tipos de alimentos, seu consumo
acidental ja ¢ consideravel, e, portanto, sua ingestao deveria ser evitada ou feita minimamente durante a

gestacao.
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