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Resumo

O padrão alimentar dos seres humanos se alterou ao longo do tempo, sendo atualmente

composto por uma dieta hipercalórica, com excesso de gorduras e açúcares. Muitos alimentos

presentes nesse tipo de dieta, tais como café, chocolates, refrigerantes e energéticos,

apresentam grandes quantidades de cafeína. Há evidências de que, isoladamente, o consumo

de dieta hipercalórica e a ingestão de cafeína podem comprometer a reprodução. Porém,

pouco se sabe sobre o efeito combinado dessas substâncias especificamente sobre o período

gestacional. Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos do consumo

materno crônico de dieta hipercalórica, associada à ingestão de cafeína durante a gestação,

sobre parâmetros reprodutivos, morfologia placentária e parâmetros biométricos fetais em

camundongos heterogênicos. Para isso, utilizamos camundongos Swiss fêmeas alocadas em

quatro grupos experimentais: 1) dieta controle normocalórica, sem administração de cafeína

(CC); 2) dieta controle e suplementação de 120mg/kg/dia de cafeína (C120); 3) dieta

hipercalórica sem cafeína (TC); 4) dieta hipercalórica e suplementação de 120mg/kg/dia de

cafeína (T120). Os animais receberam as respectivas dietas por seis semanas e a

suplementação da cafeína foi feita por duas semanas a partir da sétima semana, quando as

fêmeas foram acasaladas, sendo eutanasiadas no terço gestacional final (DG17.5). Amostras

de sangue foram coletadas para avaliações de parâmetros bioquímicos e os úteros foram

dissecados para avaliações biométricas e morfológicas dos conceptos e respectivas placentas.

Os resultados encontrados apontam para um quadro de síndome metabólica nos animais que

consumiram a dieta hipercalórica, os quais além de apresentarem um quadro de obesidade,

apresentaram hiperglicemia, dislipidemia e resistência à insulina (P<0,05). Já os animais que

consumiram cafeína obtiveram níveis mais elevados de triglicerídeos e colesterol total, bem

como um quadro de hiperglicemia (P<0,05) Além disso, a dieta hipercalórica, a cafeína e a

associação entre ambas afetaram o desenvolvimento fetal, reduzindo o peso do feto assim

como o peso do fígado (P<0,05), sendo estes achados mais severos nos fetos do sexo

feminino. Tais efeitos sobre o desenvolvimento fetal foram decorrentes das alterações nas

placentas, que além de menores e mais leves em todos os tratamentos (P<0,05), apresentaram

alterações estruturais na interface a materno fetal, com destaque para o aumento na altura da

membrana interhemal (P<0,05). Vale ressaltar que o consumo da dieta hipercalórica associada

a cafeína foi mais deletério sobre o desenvolvimento placentário e fetal que o consumo

isolado destas substâncias. Em conjunto, os achados do presente estudo demonstram que as

alterações metabólicas advindas tanto do consumo de dieta hipercalórica, quanto de cafeína



ou da associação de ambas promovem a alterações morfológicas placentárias,

comprometendo o desenvolvimento fetal, especialmente nas fêmeas, predispondo esses

indivíduos a complicações metabólicas futuras.

Palavras-chave: Dieta hipercalórica, cafeína, obesidade, diabetes, placenta.



Abstract

The dietary pattern of human beings has changed over time, and nowadays consists of a high-

calorie diet with an excess of fats and sugars. Many foods in this type of diet, such as coffee,

chocolate, soft drinks, and energy drinks, have large amounts of caffeine. There is evidence

that consumption of a high calorie diet and caffeine intake alone can compromise

reproduction. However, little is known about the combined effect of these substances

specifically on the gestational period. Thus, the objective of the present study was to evaluate

the effects of chronic maternal consumption of a high calorie diet, associated with caffeine

intake during pregnancy, on reproductive parameters, placental morphology and fetal

biometrics in heterozygous mice. For this, we used female Swiss mice allocated into four

experimental groups: 1) control normocaloric diet, without caffeine administration (CC); 2)

control diet and supplementation of 120mg/kg/day of caffeine (C120); 3) hypercaloric diet

without caffeine (TC); 4) hypercaloric diet and supplementation of 120mg/kg/day of caffeine

(T120). The animals received the respective diets for six weeks and the caffeine

supplementation was done for two weeks from the seventh week, when the females were

mated and euthanized in the final gestational third (DG17.5). Blood samples were collected

for biochemical parameter evaluations and the uteri were dissected for biometric and

morphological evaluations of the conceptuses and their placentas. The results found point to a

metabolic syndrome in animals that consumed the hypercaloric diet, which besides presenting

obesity, showed hyperglycemia, dyslipidemia, and insulin resistance (P<0.05). The animals

that consumed caffeine had higher levels of triglycerides and total cholesterol, as well as

hyperglycemia (P<0.05). Moreover, the high calorie diet, caffeine and the association

between both affected fetal development, reducing fetal weight and liver weight (P<0.05), and

these findings were more severe in female fetuses. Such effects on fetal development were

due to changes in the placentas, which besides being smaller and lighter in all treatments

(P<0.05), showed structural changes in the maternal-fetal interface, with emphasis on the

increase in the height of the interhemal membrane (P<0.05). It is worth mentioning that the

consumption of the hypercaloric diet associated with caffeine was more deleterious on

placental and fetal development than the consumption of these substances alone. Taken

together, the findings of the present study demonstrate that the metabolic alterations resulting

either from the consumption of a high calorie diet, or of caffeine, or the association of both,

promote placental morphological alterations, compromising fetal development, especially in

females, predisposing these individuals to future metabolic complications.



Keywords: Hypercaloric diet, caffeine, obesity, diabetes, placenta.
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1. INTRODUÇÃO

Ao longo do processo evolutivo da espécie humana (Homo sapiens), os indivíduos

habitavam um ambiente no qual a escassez de alimentos era constantemente uma ameaça,

dependendo da caça e coleta de mantimentos que encontravam pelo seu caminho (Zink, et al.,

2016). O padrão alimentar atual é completamente diferente, sendo composto principalmente

por uma dieta rica em alimentos hipercalóricos com grandes quantidades de gordura e açúcar,

estando tal dieta associada a problemas metabólicos, assim como a problemas reprodutivos

(Nazni, 2014; Chia, et al., 2019; Rhee, et al., 2016; Saben, et al., 2016; Rosario, et al., 2016;

Li, et al., 2013).

Muitos dos alimentos presentes nessa dieta, tais como refrigerantes, chocolates,

energéticos e café, contém cafeína em sua composição. Tal substância é consumida,

principalmente, no café, cuja média de consumo per capita entre os países que mais o

consomem chega a 8 xícaras de 100 mL por dia. A população brasileira, consome em média

de 4 a 5 xícaras de café, contendo cerca de 100 mg de cafeína (dePaula & Farah, 2019). Por

ser uma substância lipossolúvel, pode atravessar diversas barreiras orgânicas, sendo o seu

consumo relacionado a modificações placentárias e reprodutivas, tais como redução do

número de implantações e alterações na vasculatura da placenta (Yadegari et al, 2016;

Jahanfar & Jaafar, 2015; Sesardic et al, 1990; Tsutsumi et al, 2001; Julie Lyngs et al, 2017;

Darren C et al, 2014).

Os efeitos do consumo da dieta hipercalórica e da cafeína isoladamente foram

previamente descritos. No entanto, pouco se sabe sobre o impacto da associação entre o

consumo de uma dieta hipercalórica e o consumo de cafeína sobre parâmetros chave da

gestação. Dessa forma, é de suma importância estudar a associação dessas duas dietas uma

vez que ambas são comumente consumidas pela população.
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2. REVISÃO DA LITERATURA

2.1 O padrão alimentar atual e suas consequências.

2.1.2 Fatores genéticos e fisiológicos

A base genética que define o comportamento e a fisiologia humanas evoluíram em

uma condição ambiental distinta da qual a maioria dos humanos vive na atualidade. O

bipedismo evoluiu em ancestrais humanos seguindo a divergência evolutiva dos chimpanzés a

6-7 milhões de anos atrás (Veile, 2018). A morfologia e o comportamento humano moderno

evoluíram através de processos evolutivos cumulativos ao longo da época do Pleistoceno (~

2,5 milhões a ~ 11.000 anos atrás), com evidências fósseis e genéticas colocando a origem do

Homo sapiens a aproximadamente 200.000 anos atrás (Zink, et al., 2016; Veile, 2018).

Durante boa parte desse processo evolutivo, os indivíduos habitavam um ambiente no qual a

escassez de alimentos era constantemente uma ameaça, dependendo da caça e coleta de

alimentos que encontravam pelo seu caminho e dos ciclos sazonais de disponibilidade dos

mesmos (Zink, et al., 2016).

Como o processo evolutivo humano sempre foi marcado pela escassez de alimentos,

ocorreu uma seleção por indivíduos que conseguissem armazenar o máximo possível de

energia, quando houvesse disponibilidade (Eaton e Konner, 1985). Dessa forma, três modelos

(Genótipo e fenótipo parcimonioso; Ponto de ajuste; Ponto de intervenção duplo) foram

criados para tentar explicar o processo de armazenamento de energia que foi evolutivamente

selecionado ao longo do processo evolutivo humano (Higginson, McNamara & Houston,

2016).

O primeiro modelo da hipótese do genótipo e fenótipo parcimonioso propõem que os

animais, incluindo os humanos, têm estratégias de armazenamento de energia que lhes

permitem sobreviver em períodos em que a comida é escassa ou não está disponível. Ou seja,

as pessoas são geneticamente predispostas a comer alimentos em excesso em tempos de

fartura, de modo que tenham reservas suficientes para momentos de necessidade. No entanto,

os indivíduos não ganham peso indefinidamente, mas tendem a permanecer com um nível

definido de reservas energéticas. Tais observações levaram ao modelo de ponto de ajuste do

controle da adiposidade, que foi reforçado pela descoberta da leptina, um hormônio que

fornece feedback negativo da adiposidade ao comportamento alimentar (Higginson,

McNamara & Houston, 2016).
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No segundo modelo, ponto de ajuste, se as reservas de energia estiverem abaixo de

um determinado limite, o animal come; se estiver acima desse limite, o animal não come. O

último modelo, do ponto de intervenção duplo, o animal tem dois limiares. O limite inferior

evita que as reservas fiquem tão baixas que o animal corra o risco de morrer de fome, e o

superior evita que as reservas fiquem tão altas que o animal esteja em perigo de predação

devido à capacidade de manobra reduzida (Higginson, McNamara & Houston, 2016). O

desenvolvimento do fogo e da sociedade tornou os humanos a salvo de predadores. Essa

liberação da pressão de predação permitiu a deriva genética do limiar superior, enquanto o

limiar inferior não se moveu, resultando em uma ampla distribuição da massa corporal

humana (Speakman, 2008). Esses três modelos ajudam a entender as pressões evolutivas que

levaram ao fenótipo encontrado na maior parte da população mundial, no qual à uma grande

tendência a se manter o tecido adiposo adquirido, e que agora ajudam a disseminar a

obesidade (Higginson, McNamara & Houston, 2016).

Como em outras espécies, os estoques de gordura dos seres humanos não apenas

protegem da desnutrição, mas também regulam a reprodução e a função imunológica e estão

sujeitos à seleção sexual. A deposição de gordura atinge o pico durante o final da gestação e

no início da infância, e novamente durante a adolescência nas mulheres (Wells, 2006). A

evolução favoreceu o aumento dos estoques de energia principalmente na fêmea reprodutiva e

na prole no início da vida. Como pode ser comprovado por achados arqueológicos de

esculturas do corpo feminino de cerca de 28 mil anos atrás (Figura 1 -A). A presença de uma

maior quantidade de gordura no sexo feminino foi o padrão estético a ser almejado até o

período do Renascimento, fato comprovado pelas diversas obras datadas deste período

(Figura 1 – B). Entretanto, atualmente essa seleção sexual está associada a maior presença da

obesidade no sexo feminino, que atinge atualmente no Brasil cerca de 25,4% das mulheres,

contra apenas 18,5% dos homens (WHO, 2021).
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Figura 1 - Padrão de beleza. A - vênus de Willendorf, 28 mil anos atrás, autor desconhecido, B - Flora,
1515, autor Ticiano.

2.1.3 Fatores sociais e comportamentais

Um passo importante do processo evolutivo surgiu com o Homo erectus, o qual

adquiriu uma maior capacidade de manipular os alimentos por meio do processo de cozimento.

Com o avançar do processo evolutivo, a cerca de 10 mil anos atrás, os seres humanos

passaram a ser capazes de criar animais e a plantar os seus próprios alimentos, o que permitiu

que se fixassem em um local (Ulijaszek. 2002). O início desse processo de sedentarismo,

associado a essa mudança na disponibilidade de alimentos, causou um grande aumento

populacional. Porém, também houve o aumento de problemas dentários e esqueléticos,

evidenciados pelo aumento de patologias presente nos ossos e dentes datados deste período

(Larsen, 1995).

À medida que o ser humano aumentou a complexidade da forma de adquirir alimentos,

ele reduziu a energia necessária para obtê-los. A mudança na massa corporal pode ser

determinada pela equação de balanço energético de ingestão de energia menos o gasto de

energia, dessa forma, com a redução do gasto energético para obter os alimentos o ganho de

peso passou a ser controlado basicamente pela ingestão(Blundell,. 2020).

Uma pesquisa baseada em duas populações indígenas da América do Sul com níveis

distintos de aculturação em comparação aos países ocidentais desenvolvidos, demonstrou que

tais povos possuíam níveis mais baixos de HDL, massa corporal, assim como um maior

volume cerebral quando comparadas às nações mais industrializadas. Entretanto, a tribo mais
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aculturada possuía níveis de colesterol, massa corporal e volume cerebral piores do que a

menos aculturada (Kaplan et al, 2023), exemplificando a importância do exercício para o

gasto energético na busca pelos alimentos.

Após a primeira revolução industrial (1760-1820) e o surgimento das grandes cidades,

a disponibilidade dos alimentos aumentou, deixando de ser o fator limitante para a dieta das

populações (Hudson, 2014). Com o surgimento da comida industrializada, os alimentos se

tornaram acessíveis para a maior parte da população, pois o custo de produção de um produto

industrializado se tornou menor do que o de produtos naturais, devido à sua produção em

grande escala, associado à sua baixa perecividade (Jideani, et al., 2020). A partir de todas

essas transformações sociais e econômicas, desde o surgimento da agricultura, os humanos

passaram a usar os alimentos de formas simbólicas cada vez mais elaboradas, de modo que a

alimentação humana deixou de ser apenas um ato para saciar a fome e tornou-se cada vez

mais um ato social e cultural (Ulijaszek. 2002).

Associado ao surgimento dos alimentos industrializados, apareceram também os

alimentos feitos para serem consumidos de forma rápida (fast foods), devido ao curto tempo

que as pessoas passaram a ter para se alimentar nas grandes cidades. Entretanto, a

globalização desses alimentos também fez com que houvesse uma simplificação da dieta,

reduzindo a diversidade de alimentos consumidos. Dessa forma, a dieta básica passou a ser

composta pelas principais commodities: trigo, milho, soja, laticínios, carnes e açúcar (Hawkes,

2015). Diante desse cenário, os alimentos foram rotulados como “alimentos saudáveis” e

“alimentos não saudáveis”. “Alimentos saudáveis” é um termo geral para descrever alimentos

considerados benéficos para a saúde e que contêm baixo teor de açúcar, gordura e sal. Por

outro lado, “comida não saudável” ou “junk food” geralmente contém alto nível de calorias de

açúcar ou gordura com pouca proteína, vitaminas ou minerais, normalmente na forma de

salgadinhos, doces, fast food fritos e refrigerantes (O'Neill, 2006).

Na sociedade contemporânea, existe uma maior facilidade em se adquirir alimentos

considerados não saudáveis do que alimentos considerados saudáveis, pois, os alimentos

industrializados e as comidas tipo “fast food” estão constantemente disponíveis ao nosso

redor e possuem um preço mais acessível. Tais alimentos são constituídos por grande

quantidade de gorduras e açúcares que são facilmente absorvidos por nosso organismo, o qual

ainda é evolutivamente adaptado para absorver o máximo de energia dos alimentos (Goodman,

2010).

Dessa forma, o comportamento alimentar humano atual na sociedade industrializada é

caracterizado pelo consumo de dietas de alta densidade energética e padrões de alimentação
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muitas vezes não estruturados, em grande parte desacoplados dos ciclos sazonais de

disponibilidade de alimentos. Consequentemente, esse novo padrão alimentar contribuiu para

o surgimento de doenças relacionadas à alimentação, que incluem as doenças crônicas não

transmissíveis (DCNT) como é o caso do diabetes, das doenças cardiovasculares e da

obesidade, todas associadas ao excesso de alimentos ricos em gorduras e açúcares (Eaton and

Konner, 1985; Hawkes, 2015).

2.2 Doenças crônicas não transmissíveis (DCNT).

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), a proporção de mortes

causadas por doenças crônicas não transmissíveis (DCNT) aumentaram drasticamente nas

últimas décadas, tornando-se a principal causa de mortes no mundo, sendo responsável por

74% de todas as mortes, o que corresponde a cerca de 41 milhões de pessoas (WHO, 2022).

Deste total, 86% eram pessoas com menos de 70 anos e que viviam em países de baixa e

média renda. As projeções do número de mortes total por DCNT mostram que o número de

mortes irá aumentar ainda mais, passando de 38 milhões de mortes em 2012 para 52 milhões

em 2030 (WHO). Existem quatro fatores de risco principais que as DCNT compartilham:

tabagismo, sedentarismo, uso prejudicial de álcool e dietas pouco saudáveis. As DCNT

incluem as doenças cardiovasculares, acidente vascular encefálico, câncer, diabetes,

obesidade e doenças pulmonares crônicas (WHO, 2022).

Associado as DCNT, há a síndrome metabólica, que é caracterizada pela coexistência

de vários fatores de risco importantes para doenças cardiovasculares, como a aterosclerose e

diabetes. O aparecimento da síndrome metabólica é favorecido pelo ganho de peso e pelo

acúmulo de gordura intra-abdominal com grande circunferência da cintura (Eckel, Grundy &

Zimmet, 2005; Eckel et al., 2010; Samson & Garber, 2014). Dessa forma, a obesidade aparece

como o principal fator para o desenvolvimento dessa síndrome.

2.3 Obesidade e problemas reprodutivos

A obesidade é definida por um índice de massa corporal (peso dividido pela altura ao

quadrado) de 30 kg/m2 ou mais. A epidemia global de obesidade resulta da combinação da

suscetibilidade genética, aumento da disponibilidade de alimentos altamente energéticos e

diminuição da necessidade de atividade física na sociedade moderna (Nogues et al., 2021).
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Além das DCNT, a obesidade tem sido associada a problemas reprodutivos. Pesquisas

do tipo coorte demonstraram que a obesidade em mulheres, associada a uma dieta rica em

açúcar e gordura, levam a um desequilíbrio hormonal e disfunção ovulatória (Nazni, 2014).

Além disso, há uma maior prevalência de síndrome dos ovários policísticos (SOP) entre

mulheres obesas (30%-75%). A SOP provoca desequilíbrio endócrino que interfere na

ovulação e na menstruação normais, causando amenorreia e hiperandrogenemia. (Guelinckx

at al., 2008).

O risco de aborto em mulheres obesas é 25-37% maior em comparação com mulheres

não obesas, além de aumentar o risco de hipertensão arterial relacionada à gravidez e pré-

eclâmpsia, assim como redução do peso ao nascimento do bebê e aumento do risco de parto

prematuro (Chia, et al., 2019). Também já foi visto que níveis elevados de produtos finais de

glicação avançada (compostos gerados a partir de uma reação não enzimática que ocorre entre

açúcares redutores e seus metabólitos reativos ou lipídeos oxidados e proteínas ou ácidos

nucléicos) podem afetar negativamente a função endometrial. Isso ocorre por meio da inibição

da adesão e proliferação das células epiteliais endometriais, impedindo a implantação do

embrião e o desenvolvimento placentário (Antoniotti et al., 2018).

O estudo realizado por Nogues et al.(2021) com mulheres obesas e não obesas de

idade entre 27 e 37 anos demonstrou que as amostras de tecido placentário de mulheres

obesas estavam associadas a menor expressão de IL-6 e infiltração de macrófagos/leucócitos,

menor expressão de GLUT1 e SNAT1-2, menor densidade de vasos placentários, assim como

níveis mais baixos de leptina e de gonadotrofina coriônica humana.

Estudos em modelos animais e in vitro demonstraram que animais expostos a uma

dieta rica em gorduras e açúcares possuem menos sítios de implantação, estando relacionado a

problemas na decidualização causados pela diminuição da progesterona circulante (Rhee, et

al., 2016; Saben, et al., 2016). Também já foi visto que a obesidade induzida por uma dieta

rica em gordura e açúcar está associada a alterações nas vias de sinalização placentária da

leptina e insulina/IGF-I/Mtor (Kelly, Powell, & Jansson, 2020). Nesse estudo, a dieta

contribuiu para o crescimento anormal do feto, o qual está associado a complicações

perinatais e aumento do risco de o feto vir a desenvolver síndromes metabólicas

posteriormente em sua vida (Rosario et al., 2016).

A indução de obesidade e diabetes por meio de dieta rica em gordura favoreceu o

aumento anormal de malondialdeído, substância essa produzida devido ao aumento do

estresse oxidativo, criando um ambiente de hipoxia devido a redução das ramificações

arteriais, afetando o desenvolvimento placentário e aumentando o risco de complicações no
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período perinatal (Li et al., 2013). Foi demonstrado que a obesidade materna durante a

gravidez em ratas alterou o desenvolvimento folicular diminuindo o número de folículos

antrais e induziu ao desenvolvimento de cistos foliculares na prole adulta. Além disso, foi

observada uma desregulação endócrina, representada por aumento do estradiol no início da

vida e puberdade precoce na prole (Ambrosetti et al., 2016).

Em outro estudo, camundongos C57BL6/J receberam uma dieta rica em gordura por

12 semanas para induzir a obesidade e relataram que, durante o início da gravidez, o número

de corpos lúteos, os níveis séricos de estradiol e progesterona aumentaram, assim como a

beta-oxidação de ácidos graxos, que por sua vez aumenta o ciclo do ciclo do ácido

tricarboxílico e a expressão gênica relacionada à cadeia de transporte de elétrons, levando ao

aumento da produção de ATP e disfunção ovariana (Li et al., 2021). Ainda sobre a capacidade

ovariana já foi visto em ratos Sprague Dawley fêmeas alimentadas com dieta rica em gordura

por 18 semanas a redução do número e porcentagem de folículos primordiais, e aumento do

número e porcentagem de folículos em desenvolvimento e atrésicos. Sugerindo que essa dieta

pode acelerar o desenvolvimento do folículo ovariano e a taxa de perda folicular (Wang el al.,

2014).

Além disso já foi visto que a obesidade induzida por dieta rica em gordura afetou a

atividade da via de sinalização Akt/FoxO3a/Smad1/5/8 de maneira dependente do tempo

durante o desenvolvimento folicular do ovário de camundongos, levando ao desenvolvimento

folicular anormal (Wu et al., 2016). Sobre o processo de decidualização, foi visto que a

obesidade induzida por dieta prejudica a decidualização das células do estroma endometrial,

comprometendo a implantação (Rhee et all., 2016). Em outro estudo, a obesidade materna

induzida por dieta rica em gordura e açúcar aumentou a taxa de fetos pequenos para a idade

gestacional e aumentou as concentrações de glicose no sangue na prole de camundongos C57.

O peso placentário, a área de superfície e os espaços sanguíneos maternos diminuíram em

ambos os sexos, com reduções no volume do trofoblasto placentário, na capacidade de difusão

de oxigênio e aumento da barreira à transferência apenas nos machos. Também viram a

redução da AMPK fosforilada e a capacidade de síntese lipídica, ao mesmo tempo em que

aumentou os índices de estresse oxidativo nos machos (Napso et al., 2022).

As alterações comportamentais e alimentares que ocorreram ao longo do processo

evolutivo humano, levaram a alterações na fisiologia, fazendo com que surgissem doenças

metabólicas causando alterações até na vida reprodutiva destes indivíduos. Portanto, é de

fundamental importância o conhecimento das alterações que ocorrem nos órgãos reprodutivos

e durante o processo gestacional para a adoção de estratégias para mitigar tais efeitos.
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2.4 Consumo de cafeína e sua relação com a gestação

O consumo de bebidas e alimentos contendo cafeína faz parte da cultura de muitos

países, pois esta substância está presente em alimentos como café, refrigerantes, chocolates e

bebidas energéticas. A forma mais comum de se consumir cafeína é através do café, cuja

média per capita entre os países que mais consomem cafeína chega a 8 xícaras de café por dia.

Além de haver uma grande variação no número de xícaras consumidas por dia, a quantidade

de cafeína presente em cada xícara é muito variável. Em países como Estados Unidos, a

quantidade de cafeína em uma xícara de 100 mL é de cerca de 40 mg, enquanto em países

como a Etiópia, chega a 400 mg (dePaula & Farah, 2019). A população brasileira, consome

em média de 4 a 5 xícaras de café, contendo cerca de 100 mg de cafeína (dePaula & Farah,

2019).

A cafeína (1, 3, 7-trimetilxantina) é uma substância alcaloide cuja meia-vida, em

humanos, varia em torno de 2 a 4,5 horas. Sua metabolização ocorre no fígado por meio das

enzimas hepáticas, com destaque para a citocromo P450 1A2 (CYP1A2). Seus principais

metabólitos são as dimetilxantinas (teofilina a teobromina e a paraxantina), as quais são muito

pequenas e altamente lipofílicas (Grosso & Bracken, 2005). Devido a essas características,

possuem a capacidade de transpor, por difusão passiva, membranas biológicas como a

hematoencefálica, a hematotesticular e a placentária (Mose et al, 2008; Christian & Brent,

2001).

Os efeitos da cafeína no organismo estão diretamente relacionados à sua capacidade de

difusão. No cérebro, a melatonina é regulada pela adenosina que atua por meio de seus

receptores A1 e A2a, que estão relacionados a funções associadas ao sono, excitação e

cognição. A paraxantina, liga-se a estes receptores de adenosina de forma inespecífica, o que

impede a estimulação da enzima N-acetiltransferase e consequentemente, impede o aumento

das concentrações de melatonina. Dessa forma, a cafeína prolonga a latência do sono, reduz o

tempo total e a eficiência do sono e piora a qualidade do mesmo, podendo causar distúrbios

do sono (Clark and Landolt, 2017; Shilo, et al., 2002; O’Callaghan, et al., 2018; Snel and

Lorist, 2011). No testículo, pesquisas demonstraram a relação entre o consumo de cafeína

com problemas de fertilidade, comprovando que o consumo afeta a espermatogênese, além de

comprometer outras funções do sistema reprodutor masculino, tais como redução do diâmetro

do tubo seminífero e diminuição dos níveis de testosterona (Dorostghoal et al, 2012), em ratos.

Durante e gestação, devido ao aumento de estrogênio circulante, ocorre uma redução

da atividade das enzimas P450, e consequente redução no metabolismo e na excreção da
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cafeína, levando à deposição destas substâncias nos tecidos maternos e fetais (Yadegari et al,

2016; Jahanfar & Jaafar, 2015; Sesardic et al, 1990). Tal fato pode aumentar o tempo da meia-

vida daqueles metabólitos para até 18 horas no último trimestre gestacional (Tsutsumi et al,

2001). Além disso, alguns artigos de coorte reportaram efeito da cafeína sobre o risco de

aborto espontâneo (Weng, Odouli & Li, 2008; Srisuphan & Bracken1986; Fernandes et al.,

1998), assim como menores peso e comprimento do recém-nascido (Darren et al., 2014;

Martin & Bracken1987; Rhee et al., 2015; Fernandes et al., 1998).

Adicionalmente, foi relatada por Fenster e colaboradores(1991) a associação entre o

alto consumo materno de cafeína (maior que 300 mg/dia) durante o primeiro trimestre e o

crescimento intrauterino restrito. Resultado similar ao encontrado por Potda (2010) que

realizou um estudo prospectivo de 1.340 mulheres grávidas em Leicestershire, Reino Unido,

quantificando a ingestão total de cafeína 4 semanas antes e durante a gravidez.

Em pesquisas com modelos animais, foi demonstrada a redução de certos tipos

neuronais na prole de camundongos tratados com cafeína durante a gestação e a lactação.

Além disso, a cafeína atrasou a migração de populações específicas de neurônios durante a

maturação do cérebro, resultando em sua inserção atrasada no hipocampo. Dessa forma, esses

animais apresentaram memória prejudicada, bem como maior susceptibilidade a convulsões,

quando expostos a um agente indutor de convulsões (Silva et al., 2013). . Adicionalmente,

alterações comportamentais e de memória em machos e depressão e ansiedade em fêmeas

foram relatadas na prole de camundongos fêmeas tratadas com cafeína durante a gestação e

lactação. Além disso, danos ao DNA e estresse oxidativo no cérebro foram observados na

prole de ambos os sexos (Magenis et al., 2022). Outro trabalho similar verificou sinais

relacionados à ansiedade nos testes comportamentais (Laureano-Melo et al., 2016). Tais

achados corroboram os dados encontrados por Paula (2023), que avaliou os efeitos do

consumo materno crônico de cafeína durante a gestação e lactação nas gerações F1 e F2.

Foram relatados problemas de ansiedade, compulsão, depressão e comprometimento de

memória, sendo as fêmeas mais afetadas que os machos e a prole F2 apresentou maior

comprometimento que a F1. Esses animais também apresentaram menor peso ao nascimento e

crescimento intrauterino restrito. Esse mesmo grupo de pesquisa avaliou as placentas de

camundongos após consumo de doses elevadas (120 mg/kg/dia) de cafeína durante a gestação,

sendo demonstrada menor proporção de vasos maternos e maior proporção de vasos fetais, o

que poderia levar ao menor desenvolvimento desses fetos. Outro grupo de pesquisa

demonstrou presença de regiões edematosas no retículo endoplasmático, expansão das

cisternas do retículo endoplasmático rugoso, degranulação dos ribossomos e condensação da
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heterocromatina em células trofoblásticas, após consumo de altas doses de cafeína (240

mg/kg/dia) durante a gestação (Huang et al., 2012). Adicionalmente, foi demonstrado

aumento da apoptose e inibição da angiogênese no saco vitelino (Ma et al., 2015), bem como

redução no número de implantações e de nascidos vivos (Yadegari et al, 2016). após

exposição à cafeína. Ainda na placenta, foi observado diminuição no peso fetal, peso

placentário, comprimento da cabeça-nádega e retardo da ossificação esquelética relacionado à

dose de cafeína consumida durante a gestação (Smith, McElhatton & Sullivan, 1987). Com

relação à fertilidade, foi visto que camundongos prenhes tratados com doses moderadas ou

altas de cafeína apresentaram maior retenção de embriões na tuba uterina, desenvolvimento

embrionário defeituoso, devido a erros no processo de clivagem e formação do blastocisto, e

menor número de implantação embrionária, sugerindo receptividade uterina prejudicada pela

administração de cafeína, revelada pelo aumento da taxa de reabsorção embrionária,

desenvolvimento anormal e diminuição do peso ao nascer (Qian et al., 2018).

Diante dos exposto, fica evidente a necessidade de se analisar de forma minuciosa os

efeitos da cafeína sobre o sistema genital feminino nas diversas fases do ciclo reprodutivo,

especialmente na gestação. Nesta fase, deve-se destacar a placenta, órgão chave para as

trocas de nutrientes e gases respiratórios entre mãe e feto.

2.5 Placenta

Os tipos placentários podem ser classificados de diferentes formas, de acordo com a

espécie. Neste contexto, iremos destacar o tipo placentário comum a humanos e roedores. O

primeiro nível refere-se à origem dos vasos fetais que vascularizam o córion. Como o córion é

intrinsecamente avascular, para participar das trocas materno-fetais, deve desenvolver uma

circulação funcional. Para tanto, os vasos podem se desenvolver a partir dos vasos do

mesoderma extraembrionário que cobrem o alantoide, formando a placenta corioalantóide

(Burton, Kaufmann, & Huppertz, 2006). O segundo nível de classificação considera a

morfologia macroscópica da placenta. Nas placentas discoidais, que podem ser simples ou

duplas, a interação é confinada a uma área circular estando presente nos primatas e roedores

de laboratório (Figura 2A) (Burton, Kaufmann, & Huppertz, 2006).

Além dessas classificações, existem variações na maneira pela qual os tecidos

maternos e fetais interagem. Nos primatas superiores, a interação entre o tecido materno e

fetal é descrito como trabecular pois os tecidos fetais formam uma estrutura tridimensional em

forma de árvore (Figura 2C). Já nos roedores, os tecidos materno e fetal formam uma
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estrutura tridimensional altamente complexa, que se interliga de maneira semelhante a um

labirinto (Figura 2B) (Burton, Kaufmann, & Huppertz, 2006).

Além dessas variações morfológicas, também existem diferenças na relação

fundamental entre o trofoblasto e os tecidos uterinos. Nos roedores e primatas, a invasão

resulta em erosão nos vasos maternos, de modo que o trofoblasto seja banhado diretamente

pelo sangue da mãe caracterizando a placentação hemocorial (Figura 2D). Mesmo dentro

desta categoria, ocorrem variações dependendo se o trofoblasto tem uma (humanos) ou três

(camundongo) camadas de espessura. As camadas que separam as circulações materna e fetal

são uma combinação de elementos celulares e sinciciais. Portanto, a natureza histológica

detalhada da membrana interheme é de fundamental importância ao considerar as

propriedades de troca que ocorrem (Burton, Kaufmann, & Huppertz, 2006)
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Figura 2 - Tipos placentários. A - Comparação entre a placenta dos camundongos e humanos. B -
Placenta tipo labirinto, característica dos camundongos. C placenta tipo vilo característica dos
humanos. D - Placentação hemocorial, presente nos humanos e roedores. MB: vaso materno; FC:
capilar fetal; BL, lâmina basal; Sy, sinciciotrofoblasto; Cy, citotrofoblasto. Adaptado de Knobil and
Neill’s Physiology of Reproduction, Third Edition.
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O desenvolvimento da placenta é um processo complexo que envolve a interação entre

o embrião e o ambiente placentário. O blastocisto, ao atingir o lúmen uterino, prepara-se para

a implantação. Primeiro, o embrião deve eclodir da zona pelúcida (ZP), uma matriz

glicoproteica especial que envolve o ovo durante a formação do blastocisto. Durante a eclosão,

o blastocisto é liberado da ZP através de uma fenda, devido à ação de uma proteinase

semelhante à tripsina chamada estripsina e da serina protease, hepsina, ambas secretadas pelo

trofectoderma. Concomitantemente com a implantação do blastocisto, muitas mudanças

ocorrem no tecido endometrial materno para criar um ambiente receptivo para os trofoblastos

invasores. Essas mudanças orientam e dão suporte ao embrião durante a implantação e o

desenvolvimento (Hemberger, Hanna, & Dean, 2020).

O processo de implantação começa com a fixação de um blastocisto ao epitélio uterino

no endométrio. No momento da implantação, o embrião é composto por três linhagens

celulares diferenciadas: o trofoblasto, o endoderma primitivo e o epiblasto. No GD 4.5, o

trofectoderma começa a se diferenciar em populações de células trofoblásticas

funcionalmente específicas. Por meio de invasão ativa, as projeções do trofoblasto alcançam

os espaços intercelulares da camada epitelial, a membrana basal e o estroma uterino

subjacente. Essas células trofoblásticas gigantes permitem a rápida remoção de células

uterinas e o alojamento do embrião no estroma devido a sua grande capacidade invasiva e

fagocitária. Com a gastrulação, a partir do GD6.5, formam-se o âmnio, o córion e o alantoide.

A fusão corio-alantóide permite que os vasos sanguíneos derivados do mesoderma invaginem

na camada trofoblástica coriônica para formar o labirinto placentário (Hemberger, Hanna, &

Dean, 2020). Durante esse processo, ocorre a proliferação e diferenciação das células

trofoblásticas gigantes sinusoidais, resultando na formação da membrana interhemal, com o

sangue fetal separado do sangue materno por quatro camadas de células: células endoteliais

fetais, duas camadas de células sinciciotrofoblásticas (SynT-II, SynT-I) e uma camada de

células trofoblásticas gigantes ( S-TGCs) (Simmons, 2014). Entre os dias GD10.5 e GD14.5,

a arquitetura labiríntica torna-se cada vez mais complexa, para facilitar o fornecimento de

nutrientes e gases ao embrião. As células sinciciotrofoblásticas que surgem da fusão das

células trofoblásticas coriônicas estabelecem a principal superfície de troca do labirinto

placentário para o transporte de nutrientes. As células trofoblásticas gigantes revestem o local

de implantação e estão em contato direto com a decídua materna. Juntamente com o

espongiotrofoblasto e as células trofoblásticas de glicogênio em desenvolvimento, elas

formam o principal compartimento endócrino da placenta.
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Até o estágio de blastocisto, o desenvolvimento de camundongos e humanos é

morfologicamente semelhante. Após a implantação, a invasão inicial do embrião humano no

útero decidualizado é alcançada, predominantemente, por uma camada externa de células

sinciciotrofoblásticas que envolve uma camada interna de células citotrofoblásticas

proliferativas. A placenta definitiva é formada pela expansão localizada das vilosidades

coriônicas, cada uma consistindo em um núcleo mesenquimal que contém vasos sanguíneos

fetais, uma camada de células citotrofoblásticas proliferativas e uma camada externa de

células sinciciotrofoblásticas, que se banham diretamente no sangue materno (Hemberger,

Hanna, & Dean, 2020).

A placenta madura dos camundongos pode ser histologicamente dividida em três

regiões distintas, que se iniciam a partir da decídua materna: zona juncional, labirinto e placa

coriônica. A decídua materna é composta por células endometriais modificadas, estas células

servem como fagócitos durante o remodelamento placentário, bem como secretam fatores de

crescimento, hormônios e citocinas. Células natural killer uterinas também compõem a

decídua, sendo responsáveis por função imunológica e angiogênica (Croy et al, 2014). Além

disso, são encontrados na decídua as artérias espiraladas e seios venosos, que formam uma

rede vascular que forma um canal que atravessa a zona juncional e o labirinto. A zona

juncional é composta por células trofoblásticas gigantes parietais e espongiotrofoblasto. As

células gigantes parietais são grandes e possuem núcleo bem destacado e basofílico, rodeado

por um abundante citoplasma eosinofílico. Já o espongiotrofoblasto é um tecido rico em

depósitos de glicogênio e inúmeras células ovais pequenas com núcleos basofílicos e

citoplasma escasso. O labirinto é composto por uma rica rede de capilares fetais banhados por

sangue materno oriundos das artérias espiraladas maternas que adentraram a zona juncional. É

no labirinto que ocorrem as trocas efetivas de nutrientes, gases e metabólitos materno-fetais

por meio da membrana interhemal. Por fim, há a placa coriônica, composta por grandes vasos

sanguíneos que penetram nesta placa e são conectados aos vasos do cordão umbilical (Croy et

al, 2014).

O desenvolvimento placentário apropriado é fundamental para assegurar trocas

adequadas de nutrientes e gases respiratórias entre mãe e feto, assegurando o

desenvolvimento fetal. Quaisquer alterações no desenvolvimento placentário que possam

prejudicá-lo irão afetar o desenvolvimento fetal. Neste contexto, suprimento nutricional

reduzido, devido a diminuição no fluxos sanguíneo útero-placentários, bem como na

capacidade de transporte de nutrientes, podem comprometer o desenvolvimento fetal
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(Pijnenborg et al., 1983). Tal comprometimento, por sua vez, pode está associado com o

crescimento intrauterino restrito.

Há evidência de que o suprimento placentário de aminoácidos é significativamente

reduzido independentemente da gravidade da restrição de crescimento e da presença de

hipóxia (Cetin et al., 1996). Já foi relatado também que os gradientes materno-fetais de

glicose estão aumentados em fetos com restrição (Marconi et al., 1996).

Outro estudo demonstrou que excesso de IGFBP-1, responsável por modular as IGFs

e presente na decidua materna, também está associado ao crescimento intrauterino restrito,

devido a uma insuficiência placentária. A super expressão decidual de IGFBP-1 causa

alterações marcantes na morfologia da placenta devido à invasão e diferenciação alterada do

trofoblasto. Essas mudanças resultam em um aumento da massa placentária durante a

gravidez gerando um processo de insuficiência placentária (Crossey, Pillai & Miell, 2002).

Portanto, quaisquer alterações que possam ocorrer durante o desenvolvimento placentário e

que venham a prejudicá-lo, consequentemente, irão afetar o desenvolvimento pré-natal.

2.6 Desenvolvimento pré-natal e e restrição intrauterina de crescimento

Desde a concepção até o nascimento, os desenvolvimentos embrionário e fetal

levam em torno de 19 a 21 dias para se completar nos roedores de laboratório. Durante esse

processo, o concepto passa por diversas alterações que garantem o seu desenvolvimento

adequado. Na tuba uterina, o zigoto sofre diversas clivagens enquanto ocorre a sua migração

para o útero (DG 1.5 - 4.5). Estas divisões celulares originam a mórula (DG 4.5), estágio no

qual o embrião adentra o útero, que, por sua vez, continua o processo de divisão e

diferenciação até a formação do blastocisto DG 5.5. Caso o ambiente uterino esteja favorável,

a implantação do blastocisto no endométrio irá ocorrer em DG 5.5 - 6.5. Após a formação do

saco vitelino (DG6.5), dá-se a formação do cone ectoplacentário (DG 7.5) e diferenciação

entre a região embrionária e extraembrionária (Bolon, 2015).

A partir desse momento, ocorrem diversas alterações no embrião; dentre elas o

surgimento do primórdio do coração (DG 985-10.5), desenvolvimento da placa neural (DG

8.5 - 9.5), início da formação do intestino (8.5 - 9.5), fechamento do sulco neural (DG 9.5-

10.5) , formação do coração com ventrículo comum (DG 11.5), divisão do cérebro em

telencéfalo e diencéfalo (DG 11.5 - 12.5) , divisão do fígado em 4 lóbulos (DG 12.5), início

da ossificação (DG 15.5) e formação do diafragma (DG 15.5). No dia gestacional 15.5, ocorre

a transição do período embrionário para o período fetal, caracterizado pela presença de córnea,
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nervo ópico, ducto coclear, adenohipófise, glândula submandibular, metanefro e úmero. O

feto, por sua vez, continua apresentando modificações. Por exemplo no DG 16.5 o fígado está

completamente formado, o intestino sofre torções na cavidade abdominal (DG 17.5-18.5) e

por fim ocorre o espessamento da pele (DG 18.5). A partir desse momento, o feto se encontra

apto para sobreviver no ambiente externo (Bolon, 2015).

Conforme descrito anteriormente, o desenvolvimento fetal é um processo

extremamente complexo, consequentemente quaisquer alterações que ocorram durante essa

fase irão ocasionar alterações que podem comprometer a sobrevivência do concepto. Dentre

tais alterações, existem modificações placentárias, as quais levam ao crescimento intrauterino

restrito (Crossey, Pillai & Miell, 2002). A restrição intrauterina de crescimento pode ser

definida como a condição na qual o feto não consegue expressar o seu potencial de

crescimento, de acordo com a idade gestacional, sendo a segunda maior causa de mortalidade

infantil no mundo (Blencowe et al., 2019). Dessa forma, o feto pode crescer dentro de seu

potencial genético no início da gestação, porém o ambiente materno limita seu

desenvolvimento normal. Essa restrição no crescimento leva a uma assimetria dos órgãos

ocasionada pelo "efeito poupador do cérebro". Esse efeito é caracterizado pelo

redirecionamento do fluxo sanguíneo para o cérebro para preservar suas funções vitais, o que

compromete o desenvolvimento de outros órgãos, devido à baixa vascularização (Barbero et

al., 2018).

Nas últimas décadas, tem sido demonstrado que o crescimento intrauterino restrito está

envolvido na predisposição a patologias que podem seguir até a idade adulta ou se manifestar

apenas nesse período (Martin-Gronert and Ozanne, 2006). A teoria da Origem do

Desenvolvimento da Saúde e da Doença baseia-se no conceito de que as origens das doenças

relacionadas ao estilo de vida são formadas no momento da fertilização, nos estágios

embrionário, fetal e neonatal pela inter-relação entre os genes e o ambiente (nutrição, estresse

ou produtos químicos ambientais).

O crescimento intrauterino restrito já foi correlacionado com diversas doenças, tais

como diabetes (Rashid, Bansal & Simmons, 2018), hipertensão (Hennington & Alexander,

2013), e síndrome metabólica (Jahan-Mihan et al., 2015). Esse fenômeno é conhecido como

“programação fetal”, quando um insulto in utero leva a alterações funcionais em órgãos-chave

que permanecem na vida pós-natal e levam a um maior risco de doenças posteriores na idade

adulta.

O insulto inicial faz com que o feto se adapte para sobreviver em um ambiente

nutricionalmente insuficiente. Entretanto, após o nascimento, esses indivíduos reconhecem
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como normal um ambiente nutricionalmente insuficiente e, ao serem expostos a um ambiente

nutricionalmente favorável, reconhecem este como um ambiente estressor. Esse mecanismo é

conhecido como fenótipo parcimonioso e foi proposto por Hales e Barker (2001). Dessa

forma, mesmo ao passar por um período de recuperação do crescimento os indivíduos com

crescimento intrauterino restrito possuem uma maior suscetibilidade a doenças na idade adulta

devido a essa adaptação. Portanto, o entendimento das alterações que levam ao

desenvolvimento do crescimento intrauterino restrito são de suma importância.

3. HIPÓTESE

O consumo materno crônico de dieta hipercalórica associada à ingestão de cafeína irá

comprometer a morfologia placentária, levando a alterações no desenvolvimento fetal de

maneira sexo-dependente.

4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do consumo crônico de dieta hipercalórica, associada à ingestão de cafeína

durante a gestação, sobre a morfologia placentária e parâmetros biométricos fetais em

camundongos heterogênicos.

4.2 Objetivos Específicos

Sempre comparando animais que ingeriram ou não dieta hipercalórica associada ou não à

ingestão de cafeína, os objetivos específicos foram:

 Avaliar parâmetros reprodutivos maternos através da análise do ciclo estral por meio

do lavado vaginal;

 Determinar curva de metabolismo de carboidratos por meio da dosagem da glicemia

e a insulina materna no período pré-gestacional;

 Analisar parâmetros histomorfométricos placentários no terço final gestacional;

 Determinar dados biométricos fetais em ambos os sexos
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5. MATERIAL E MÉTODOS

5.1 Desenho experimental

5.1.2 Animais

Foram utilizadas fêmeas nulíparas de camundongo heterogênicos da linhagem Swiss

(n= 48) em idade reprodutiva (8 semanas; peso corporal 26 ± 0,3g) provenientes do Centro de

Bioterismo (CEBIO) da UFMG e mantidas na sala de experimentação animal do

Departamento de Morfologia (ICB/UFMG). Os animais foram mantidos sob temperatura

controlada (23 ± 2ºC) em condições padrão de claro-escuro (12h de luz: 12h de escuro). Foi

ofertada ração comercial (Nuvilab - Quintia) e água ad libitum durante uma semana para

aclimatação antes de iniciar o experimento. Durante todo o experimento foram ofertados aos

animais ao menos uma vez por semana, rolos de papel, assim como material para construção

do ninho, como uma forma de reduzir o estresse e promover o enriquecimento ambiental.

Adicionalmente, foi realizado o enriquecimento ambiental social, mantendo os animais em

grupos de dois até quatro indivíduos por caixa. O estudo apenas teve início após ser aprovado

pelo Comitê de Ética Animal da Universidade Federal de Minas Gerais sob o protocolo

255/2022.

5.1.3 Dieta

Após o período de aclimatação, deu-se início à verificação do ciclo estral, por meio de

lavados vaginais, por um período de duas semanas , conforme descrito no tópico subsequente.

Durante esse período, as fêmeas receberam dieta comercial (Nuvilab - Quintia) e água ad

libitum. Posteriormente, as fêmeas comprovadamente cíclicas foram divididas aleatoriamente

em quatro grupos experimentais, sendo12 fêmeas por grupo, a saber:

- Grupo dieta controle sem cafeína (CC): fêmeas que receberam dieta padrão e água por

gavagem;

- Grupo dieta controle com cafeína (C120): fêmeas que receberam dieta padrão e 120 mg de

cafeína/kg/dia por gavagem;

- Grupo dieta hipercalórica (alto teor de gorduras e açúcares - HF/HS) sem cafeína (TC):

fêmeas que receberam dieta hipercalórica e água por gavagem;

- Grupo dieta HF/HS com cafeína (T120): fêmeas que receberam dieta hipercalórica e 120 mg

de cafeína/kg/dia por gavagem.
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A dieta padrão foi composta por 10% gordura e 0% sucrose, enquanto a dieta

hipercalórica foi composta por 45% gordura e 17% sucrose(ambas produzidas pela empresa

PragSoluções Biociências). Optou-se por usar tal dieta por ser um modelo confiável para

representar o atual padrão alimentar humano, já tendo sido utilizado por outros grupos de

pesquisa (Chin, et al., 2017; Pennington, et al., 2017; Pennington, et al., 2020).

A dosagem da cafeína (Sigma-Aldrich - Reagent Plus®, C0750) de 120 mg/kg/dia

equivale a 13,2 mg/kg/dia em uma pessoa de peso médio de 60 kg totalizando 583,2 mg de

cafeína/dia, o que corresponde a 3,6 xícaras de 100 mL de café de consumo em humanos, de

acordo com o fator de correção para camundongos estabelecido por Nair & Jacob (2016).

Essa dosagem de cafeína foi escolhida a partir de resultados preliminares obtidos por nosso

grupo de pesquisa por induzir diversas alterações feto-placentárias (Paula., 2017), além de

corresponder ao número médio de xicaras consumido nos países que mais consomem café

(Grosso & Bracken, 2004; EFSE 2012).

Para estabelecer o padrão de consumo crônico, ambas as dietas (HF/HS e padrão)

foram fornecidas durante 6 semanas, conforme previamente descrito em outros estudos

(Saben, et al., 2016; Rosario, et al., 2016; Merle, et al., 2019; Andreas, et al., 2019; Díaz, et

al., 2015). No início da quinta semana, as fêmeas receberam cafeína diluída em água ou

apenas água, num volume final de 0,5mL por animal, proporcional à capacidade de diluição

total da cafeína e ao volume gástrico relativo aos camundongos. A gavagem foi realizada

diariamente próximo ao início do período escuro dos animais (17:00 h). O mesmo protocolo

de dieta associado à cafeína foi mantido durante toda a gestação, sendo os animais

eutanasiados no terço gestacional final (DG 17.5).

5. 2 Avaliação dos ciclos estrais

Os lavados vaginais foram realizados diariamente por um período de 15 dias antes do

início dos tratamentos para identificação das fases do ciclo estral: proestro (caracterizado por

células epiteliais nucleadas), estro (células epiteliais cornificadas), metaestro (células

epiteliais e leucócitos polimorfonucleares) e diestro (leucócitos polimorfonucleares) (Cora et

al., 2015) (Figura 3). A duração total de cada fase do ciclo estral foi então contabilizada e

avaliada por duas semanas para excluir do experimento aquelas fêmeas que apresentassem

alterações no ciclo estral, tendo sido identificada uma fêmea que não apresentou fase fértil

(proestro e estro) durante todo o período.
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Os ciclos estrais foram acompanhados por um período de 8 semanas, abrangendo o

período do estabelecimento da cronicidade do consumo das dietas (6 semanas), bem como o

período da associação entre as dietas e o consumo de cafeína (2 semanas). Para facilitar o

entendimento do efeito dos tratamentos ao longo do tempo, a análise do ciclo estral foi

dividida em três ciclos de duas semanas cada. O primeiro e o segundo ciclos correspondem ao

período de tratamento com as dietas controle e HF/HS, enquanto o terceiro ciclo representa o

período de associação com cafeína.

A partir da terceira semana após a associação entre dietas e cafeína, as fêmeas em

proestro e estro foram acasaladas e o início da gestação foi marcado pelo primeiro dia de

visualização do plugue vaginal, indicativo de uma possível prenhez (dia gestacional - DG 0,5;

Lima et al., 2016). No DG 0,5, as fêmeas foram separadas dos machos e os tratamentos

experimentais ainda mantidos.

Figura 3 - Classificação do ciclo estral. Diestro - leucócitos polimorfonucleares. Metaestro -
células epiteliais e leucócitos polimorfonucleares. Estro - células epiteliais cornificadas. Proestro -
caracterizado por células epiteliais nucleadas.

5. 3 Consumo alimentar e parâmetros biométricos corporais

O consumo alimentar médio foi mensurado diariamente antes e durante a gestação,

sendo determinado pela diferença o entre as pesagens da ração de dois dias consecutivos.

Além disso, os animais foram pesados semanalmente para monitoramento do peso corporal,

sendo calculado o ganho de peso semanal pela diferença entre os pesos de cada semana. Estas

medidas também foram utilizadas para calcular o índice de massa corporal por meio da

fórmula: IMC = Peso (g)/ comprimento2(cm) (adaptado de Brockmann & Bevova, 2002),

bem como a taxa de obesidade, dada pela média de peso corporal do grupo controle mais três

desvios-padrões (Enriori et al., 2007). Dessa forma, todos os animais que apresentaram pesos

corporais acima desse valor foram considerados obesos.



37

5.4 Coleta das amostras

As fêmeas prenhes em DG 17.5 foram pesadas, anestesiadas (associação entre xilazina

2%, 20mg/kg e ketamina 5%, 50mg/kg, i.m.), sendo posteriormente eutanasiadas por meio

de decapitação, momento no qual amostras de sangue foram coletadas. Em seguida, foi

realizada laparotomia para exposição dos cornos uterinos, sendo estes dissecados para

remoção das placentas e conceptos. Posteriormente, foram determinados: (1) número de

fetos viáveis, (2) número de fetos inviáveis (reabsorção fetal - caracterizado pela morte do

embrião na fase de implantação; fetos mumificados - caracterizado pela morte do feto após a

formação da placenta sem o completo desenvolvimento do feto; e fetos mortos - caracterizado

pela morte do feto completamente formado), (3) diâmetro placentário (média entre o maior e

o menor diâmetro), (4) peso placentário, (5) tamanho corporal do feto (obtido pela medida do

comprimento cabeça-base da cauda), (6) eficiência placentária (avaliada a partir da razão

entre a média de peso fetal e a média de peso placentário), (7) pesos do cérebro e fígado fetais

(utilizados para cálculo da razão peso cérebro/peso fígado - parâmetro para diagnóstico de

restrição intrauterina de crescimento - RIUC) (Felicioni et al., 2019). Além disso, foram

obtidos os pesos dos seguinte órgãos maternos; fígado, baço; ovários, bem como do tecido

adiposo.O tecido adiposo foi subdividido em tecido adiposo visceral (tecido adiposo

associado aos órgãos), abdominal (tecido adiposo presente na cavidade abdominal não

associado aos órgãos), subcutâneo (localizado abaixo da pele) e gonadal (associado as

gônadas).

5.5 Análises bioquímicas

Testes de tolerância à glicose e insulina foram realizados na quinta e sexta semanas de

indução da dieta e consequentemente na primeira e segunda semanas de indução da cafeína,

respectivamente, pois é necessária uma semana de intervalo entre os dois testes devido ao

stresse imposto aos animais. Os camundongos foram submetidos ao jejum por 6 horas antes

dos testes e a glicose e a insulina foram administradas por via intraperitoneal. Os níveis de

glicose foram medidos em 0, 15, 30, 60 e 120 minutos após a administração da glicose e em 0,

15, 30, 60 minutos após a administração da insulina. Uma gota de sangue foi coletada de um

corte na ponta da cauda dos animais, para determinar os níveis de glicose, que foram medidos

usando um glicosímetro portátil (On Call® Plus; Laboratórios Acon, Inc., San Diego, CA,

EUA).



38

As amostras de sangue coletadas no momento da eutanásia foram centrifugadas, sendo

o soro utilizado para dosar os seguintes parâmetros bioquímicos: colesterol total; colesterol

LDL (lipoproteínas de baixa densidade); colesterol HDL (lipoproteínas de alta densidade);

triglicerídeos; ALT (Alanina aminotransferase) e AST (Aspartato aminotransferase) (Villas et

al., 2018).

Para as análises de colesterol total, colesterol HDL e triglicerídeos foram utilizados

kits específicos (Analisa) para determinação de cada um desses parâmetros por meio de

análise enzimática-colorimétrica. Em tubos de ensaio foram pipetados 1ml de um reagente de

cor contendo um complexo enzimático específico para cada tipo de análise. Posteriormente,

0,01 mL de plasma foi pipetado em casa tubo, sendo estes homogenizados e incubados em

banho-maria a 37° por 10 min. Em seguida, foram feitas as leituras fotométricas em um

analisador semi automático (Bioplus Bio 200). Os níveis de absorbância foram determinados

pela comparação das amostras teste com a amostra padrão.

Para as análises de ALT e AST foram utilizados kits específicos (Bioclin) para

determinação de cada um desses parâmetros por meio de análise enzimática-colorimétrica.

Em tubos de ensaio, foram pipetados 1mL de substrato contendo um complexo enzimático

específico para cada tipo de análise. Posteriormente, 0,1 mL de plasma foi pipetado em cada

tubo, sendo estes homogenizados e levados ao equipamento de leitura o qual manteve as

amostras à 37°, fazendo quatro leituras com intervalo de 1 minuto cada. Os níveis de

absorbância foram determinados pela comparação das amostras teste com a amostra padrão.

5.6 Determinação do sexo

Após a dissecação dos conceptos, a pelve de cada feto foi fixada em paraformaldeído

a 4% por 24 horas, e armazenada em tampão fosfato a 0,1M. Posteriormente, foram

dissecadas sob lupa para avaliação da ultraestrutura das gônadas para determinação do sexo

fetal. As gônadas de cada feto foram coletadas e incluídas em resina plástica à base de glicol

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

cortes histológicos de 3μm de espessura, que foram corados com azul de toluidina-borato de

sódio a 1% , para confirmação do sexo fetal. (Figura 4)
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Figura 4 - Comparação sexual entre gônadas. A - Posição anatômica gônada feminina. B -
Posição anatômica gônada masculina. C- Comparativo entre gônada feminina e masculina. D -
Fotomicrografia da gônada feminina. E - Fotomicrografia da gônada masculina. Círculo azul - rim,
círculo amarelo - bexiga, círculo vermelho - testículo, círculo verde - ovário, destacado roxo - corno
uterina.

5.7 Avaliação da placenta

5.7.1 Preparo e seleção

Para avaliação histomorfométrica das placentas, um fragmento de cada placenta foi

fixado em paraformaldeído a 4% por 24 horas e armazenado em tampão fosfato a 1M. As

placentas escolhidas para inclusão foram selecionadas com base no peso médio fetal de cada

sexo por grupo. Após a seleção, os fragmentos foram incluídos em parafina para se obter
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secções histológicas de 5 μm, que foram coradas com hematoxilina/eosina de acordo com

Chiarini-Garcia (2011).

5.7.2 Área das regiões placentárias

A determinação das áreas placentárias de cada grupo experimental foi realizada por

meio do programa de análise de imagens Zen (blue edition, Carl Zeiss Microscopy),

considerando as regiões da decídua, zona juncional, labirinto e placa coriônica em imagens

histológicas obtidas por meio de câmera acoplada a lupa (Carl Zeiss Microscopy

GmbH)( (Figura 5A).

5.7.3 Proporção dos componentes das áreas placentárias e vasos fetais e maternos

Utilizando o softwear Image ProExpress® (Media Cybernetics® versão 4.5), foi feita

a proporção de vasos fetais e maternos presentes no labirinto placentário de cada placenta

(Figura 5D?). Tal proporção foi realizada com o uso uma gratícula de 220 pontos de

interseção na zona juncional e no labirinto de cinco secções histológicas de cada placenta

analisada (Figura 5B). Os pontos de interseção na zona juncional foram definidos como:

núcleo de células de glicogênio, citoplasma de células de glicogênio, núcleo de células

endócrinas, citoplasma de células endócrinas e vasos sanguíneos (Figura 5C). Os pontos no

labirinto foram definidos como: “vaso fetal”, caracterizado pela presença de hemácias

nucleadas e limites definidos por células de sinusoidais; “espaço com sangue materno”,

característico por hemácias maduras não nucleadas; “núcleos” e “citoplasma”, pontos de

interseção sobre células sinusoidais características do labirinto placentário (Figura 5D).

Também foram contabilizados os artefatos, que correspondem a estruturas de origem

diferente da estudada ou campos vazios sem estruturas na imagem.. A proporção volumétrica

(VP) de cada componente histológico foi calculada como VP = NP × 100/1100, onde NP =

número de pontos equivalentes em cada componente histológico, 1100 = número total de

pontos nas 5 secções histológicas. O número total de pontos em alguns casos podia ser

inferior a 1100, caso houvesse a presença de artefatos, uma vez que estes não fazem parte das

estruturas analizadas.
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Figura 5 - Análises placentárias - A - Áreas das regiões placentárias; decídua - azul, zona
juncional - verde, labirinto - amarelo e placa coriônica - vermelho. B - Análise da proporção
volumétrica. C - Parâmetros utilizados para a proporção volumétrica na zona juncional; vaso - rosa,
núcleo célula gigante - vermelho, citoplasma célula gigante - verde, núcleo célula glicogênio - amarelo,
citoplasma célula de glicogênio - azul. D parâmetros utilizados para a proporção volumétrica no
labirinto; vaso fetal - vermelho, vaso materno - verde, núcleo célula da membrana interhemal - azul,
membrana interhemal- amarelo. Barra 100um.

5.7.4 Diâmetro dos vasos e altura da membrana interhemal
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A análise do diâmetro dos vasos maternos e fetais na região do labirinto foi realizada

por meio do diâmetro de Ferret, o qual proporciona o diâmetro médio de uma estrutura

irregular. Para isso, 10 vasos maternos e 10 vasos fetais de cada placenta analisada foram

medidos, utilizando o programa Image ProExpress® (Media Cybernetics® versão 4.5). Para a

análise da membrana interhemal, o mesmo programa foi utilizado para calcular a altura desta

membrana.

5.8 Análises estatísticas

Todos os parâmetros foram testados quanto à normalidade antes da análise, usando-se

o procedimento univariado do programa Statistical Analysis System® (SAS Institute, Cary,

NC, EUA). Todos os dados gerados passaram pelo teste Shapiro-Wilk para análise de

normalidade, os dados não normais foram transformados por meio do log ou raiz quadrada.

Os efeitos das dietas e da cafeína foram analisados pelo procedimento do modelo geral linear

(GLM) do programa SAS. Adicionalmente, o teste de qui-quadrado foi utilizado para

comparar a frequência de animais obesos nos diferentes grupos experimentais.

Nos eventos nos quais os efeitos dos tratamentos foram significativos, comparações

múltiplas entre as médias foram realizadas utilizando a probabilidade de diferenças , ajustadas

pelo teste Tukey-Kramer (SAS, 2001). Nas tabelas e figuras, os dados foram descritos como

média dos quadrados mínimos ± erro padrão da média. Em todas as análises, P < 0,05 foi

considerado significativo.

6. RESULTADOS

6.1 Consumo alimentar

Com relação ao consumo de ração no período pré-gestacional, observou-se que os

grupos experimentais que receberam a dieta HF/HS (TC; T120) alternaram como o grupo que

apresentou o maior consumo durante as cinco primeiras semanas, quando comparados aos

grupos que consumiram a dieta controle (C120; CC) (P< 0,05). Já no período gestacional,

observou-se maior consumo no grupo que consumiu apenas cafeína (C120) em comparação

ao grupo tratado com a dieta HF/HS mais cafeína (T120) no início da gestação (DG 5.5) (P<

0,05) (Tabela 1).
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Tabela 1: Consumo alimentar médio semanal (g) durante os períodos pré gestacional e
gestacional em camundongos alimentados somente com dietas controle (CC) ou HF/HS (TC)
ou tais dietas associadas a cafeína (C120 e T120)

Parâmetros CC C120 TC T120 S.E.M

Pe
río
do

pr
é-
ge
st
ac
io
na
l

1ªsemana 5,2ab 5,0a 5,3b 5,3b 0,05

2ªsemana 4,20a 4,43ab 4,70bc 4,72c 0,08

3ªsemana 3,67a 3,86ac 5,0b 4,38bc 0,21

4ªsemana 3,33c 3,80a 4,10ab 4,43b 0,09

5ªsemana 3,33a 3,30a 3,70a 4,26b 0,12

6ªsemana 3,77 3,53 3,96 3,96 0,17

Pe
río
do

ge
st
ac
io
na
l

DG 1.5 4,2 4,3 4,5 3,5 0,6

DG 5.5 4,5ab 5,4a 4,6ab 3,5b 0,5

DG 10.5 4,9 5,3 5,3 3,9 0,7

DG 15.5 4,8 6,1 4,5 4,4 0,6

DG 17.5 5,1 5,1 5,0 4,9 0,4

a,b,c Dados apresentados como média ± erro padrão, onde valores que apresentam letras diferentes
dentro da mesma linha diferem estatisticamente (P < 0,05)

6.2 Peso corporal

As medidas de peso corporal revelaram que a partir da primeira semana de tratamento

da dieta houve um aumento no peso dos animais tratados com a dieta HF/HS (TC; T120; P<

0,05) aumento este que permaneceu mesmo após o início do tratamento com a cafeína na

quinta semana (P< 0,05). Já no início da gestação (DG 0.5), o grupo tratado apenas com a

dieta HF/HS (TC) apresentou peso corporal maior comparado ao grupo tratado com a dieta e
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a cafeína (T120;P< 0,05). A partir do DG 15.5, o grupo T120 passou a apresentar peso

corporal similar ao grupo CC (Figura 6).

Figura 6 – Evolução do peso corporal semanal (g) medido durante os períodos pré gestacional
e gestacional em camundongos alimentados somente com dietas controle (CC) ou HF/HS (TC) ou tais
dietas associadas a cafeína (C120 e T120).
a,b,c Dados apresentados como média ± erro padrão, onde valores que apresentam letras diferentes
diferem estatisticamente (P < 0,05)

6.3 Ganho de peso corporal

Os dados de ganho médio de peso corporal, apresentados na Tabela 2, demonstram

que tal parâmetro foi maior no período pré-gestacional nos grupos que consumiram a dieta

HF/HS na primeira ( TC e T120 maiores que CC e C120), terceira (TC e T120 maiores que

CC), quarta ( TC e T120 maiores que CC e C120) e sexta (TC maior que CC) semanas de

tratamento (P < 0,05). No período gestacional, observou-se diferença no ganho de peso no

DG10.5, no qual o grupo C120 teve o menor ganho de peso em comparação ao TC (P<0,05).

Já no DG 15.5 a redução no ganho de peso foi observada nos grupos que consumiram

cafeína, independente do tipo de dieta (C120 e T120; P<0,05) em comparação aos grupos TC

e T120.

Tabela 2: Ganho médio de peso corporal (g) durante os períodos pré-tratamento, pré
gestacional e gestacional em camundongos alimentados somente com dietas controle (CC) ou
HF/HS (TC) ou tais dietas associadas a cafeína (C120 e T120)

Parâmetro CC C120 TC T120 S.E.M

file://///presentar
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a,b,c Dados apresentados como média ± erro padrão, onde valores que apresentam letras diferentes
dentro da linha diferem estatisticamente (P < 0,05)

6.4 Índice de massa corporal

Foi observado que, a partir da segunda semana de tratamento com a dieta HF/HS,

ambos os grupos (TC; T120) apresentaram aumento de IMC em comparação aos grupos CC e

C120 (P< 0,05). Entretanto, no DG0.5 houve uma diminuição do IMC do grupo T120,

igualando ao grupo CC e C120. O grupo TC, durante todo o período gestacional teve os

Pr
é-

tr
at
am

en
to 1ªsemana 2,7 2,0 2,4 2,1 0,3

2ªsemana 1,3 1,4 1,0 1,4 0,3

Pe
rí
od
o
pr
é-
ge
st
ac
io
na
l

1ªsemana 0,9a 1,5a 4,6b 4,4b 0,4

2ªsemana 0,7 0,9 2,4 2,6 0,5

3ªsemana -0,2a 1,5ab 3,1b 3,0b 0,6

4ªsemana 0,7a -0,8a 2,2c 2,2c 0,5

5ªsemana 1,4 0,1 1,8 1,2 0,5

6ªsemana -0,6a -0,2ab 1,0b -0,1ab 0,5

Pe
rí
od
o
ge
st
ac
io
na
l

DG 0.5 -0,09 -0,64 -0,63 -0,20 0,29

DG 5.5 0,80 1,19 2,74 0,84 0,5

DG 10.5 4,2ab 2,3c 4,7a 3,0bc 0,5

DG 12.5 3,9 2,3 2,9 2,3 0,7

DG 15.5 6,6a 4,0b 6,7a 4,3b 0,8

DG 17.5 4,2 4,1 4,6 3,6 0,8
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maiores valores de IMC (P< 0,05) em comparação aos grupos CC e C120. A partir do DG

12.5 a diferença entre os grupos CC e C120 tornou-se significativa, permanecendo o grupo

C120 com os menores valores até o final da gestação (P< 0,05) (Figura 7).

Figura 7 – Índice de massa corporal nos períodos pré-tratamento, pré-gestacional e gestacional
em camundongos alimentados somente com dietas controle (CC) ou HF/HS (TC) ou tais dietas
associadas a cafeína (C120 e T120).
a,b,c Dados apresentados como média ± erro padrão, onde valores que apresentam letras diferentes
diferem estatisticamente (P < 0,05)

6.5 Relação obesidade

Desde a primeira semana de tratamento com a dieta HF/HS, foi observado um

aumento significativo de indivíduos obesos nos grupos TC e T120, passando de 41% e 42%

na primeira semana, para 83% e 78% na sexta semana, respectivamente, no período pré-

gestacional (P< 0,05). Por sua vez, no período gestacional, o padrão de obesidade permaneceu

durante toda a gestação para o grupo TC, ocorrendo uma queda de 75% para 38% na

porcentagem final. Essa tendência de queda também foi observada no grupo T120. No entanto,

nesse grupo a porcentagem de fêmeas obesas diminui gradativamente com o avançar da

gestação até não haver mais obesidade no GD17.5 (Tabela 3)

Tabela 3: Proporção de indivíduos obesos ao longo do período experimental em
camundongos alimentados somente com dietas controle (CC) ou HF/HS (TC) ou tais dietas
associadas a cafeína (C120 e T120)
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.NO - animais não obesos; O - animais obesos; NS- não significativo

Parâmetros

CC C120 CT T120

P-valor

NO O NO O NO O NO O

Pe
rí
od
o
pr
é-
ge
st
ac
io
na
l

Peso inicial 100% 0% 92% 8% 100% 0% 93% 7% NS

1ªs pré-trat 100% 0% 92% 8% 100% 0% 93% 7% NS

2ªs pré-trat 100% 0% 100% 0% 100% 0% 93% 7% NS

1ªs dieta 100% 0% 92% 8% 58% 42% 57% 43% 0,017

2ªs dieta 100% 0% 100% 0% 67% 33% 79% 21% 0,04

3ªs dieta 100% 0% 67% 33% 17% 83% 14% 86% 0,0001

4ªs dieta 100% 0% 100% 0% 33% 67% 36% 64% 0,0001

5ªs dieta 100% 0% 100% 0% 17% 83% 21% 79% 0,0001

6ªs dieta 100% 0% 100% 0% 17% 83% 21% 79% 0,0001

Pe
rí
od
o
ge
st
ac
io
na
l

GD 0.5 100% 0% 100% 0% 25% 75% 56% 44% 0,0001

GD 5.5 100% 0% 100% 0% 13% 87% 44% 56% 0,0001

GD10.5 100% 0% 100% 0% 25% 75% 67% 33% 0,0001

GD12.5 100% 0% 100% 0% 37% 63% 67% 33% 0,0001

GD15.5 100% 0% 100% 0% 50% 50% 89% 11% 0,0001

GD17.7 100% 0% 100% 0% 62% 38% 100% 0% 0,0001
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6.6 Teste de tolerância à glicose

A curva do teste de tolerância à glicose demonstrou que, aos 15 e 60 minutos após a

injeção de glicose, os grupos tratados com a dieta HF/HS (TC e T120) já apresentavam níveis

glicêmicos elevados (P< 0,05) em comparação com os grupos CC e C120. Aos 30 minutos

apenas o grupo T120 era diferente dos grupos CC e C120 (Figura 8).

Figura 8 - Teste de tolerância a glicose no período pré- gestacional em camundongos alimentados
somente com dietas controle (CC) ou HF/HS (TC) ou tais dietas associadas a cafeína (C120 e T120).
a,b,c Dados apresentados como média ± erro padrão, onde valores que apresentam letras diferentes
diferem estatisticamente (P < 0,05)

6.7 Teste de tolerância à insulina

Por sua vez, a curva para o teste de tolerância à insulina revelou níveis mais elevados

no grupo C120 antes da injeção de insulina (momento 0) em comparação aos grupos CC e TC

(P<0,05). Após 15 e 60 minutos da injeção de insulina, os níveis de glicose mais elevados

foram observados nos grupos que receberam dieta HF/HS (TC e T120; P< 0,05) em relação

ao grupo CC. O grupo C120 teve os maiores valores em 90min comparado ao grupo CC (P<

0,05) (Figura 9).
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Figura 9 -Teste de tolerância a insulina no período pré- gestacional em camundongos
alimentados somente com dietas controle (CC) ou HF/HS (TC) ou tais dietas associadas a cafeína
(C120 e T120).
a,b Dados apresentados como média ± erro padrão, onde valores que apresentam letras diferentes
diferem estatisticamente (P < 0,05).

6.8 Análise bioquímica

Os resultados das análises bioquímicas estão representados na Figura 10. Observou-se

que os níveis de triglicerídeos foram mais elevados nos grupos que receberam cafeína (C120

e T120), em comparação ao grupo CC (P< 0,05). Em contrapartida, os níveis de colesterol

total dos grupos C120, TC e T120 foram maiores que do grupo CC (P< 0,05). Para o HDL os

níveis foram mais altos nos grupos TC e T120 em comparação aos grupos CC e C120. Já o

LDL foi mais alto apenas no grupo TC em comparação ao grupo CC (P< 0,05).

Os níveis da enzima de função hepática, ALT, foram mais elevados nos animais do

grupo T120 em comparação aos animais dos grupos CC e C120 (P< 0,05), mas sem alterações

entre os grupos experimentais para os níveis de AST .
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Figura 10 - Parâmetros bioquímicos do plasma de fêmeas gestante que consumiram dieta
HF/HS e ou cafeína durante a gestação em camundongos alimentados somente com dietas controle
(CC) ou HF/HS (TC) ou tais dietas associadas a cafeína (C120 e T120).
a,b,c Dados apresentados como média ± erro padrão, onde valores que apresentam letras diferentes
diferem estatisticamente (P < 0,05).

6.9 Ciclo estral

Os dados dos lavados vaginais dos três ciclos estão apresentados na Tabela 4. Foi
demonstrado que a dieta HF/HS não alterou o ciclo estral (P> 0,05). Entretanto, a introdução
da cafeína levou a um prolongamento da fase de metaestro (grupos C120; T120) em
comparação aos animais tratados apenas com as dietas (grupos CC e TC;P< 0,05).
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Tabela 4: Verificação da frequência e análise do ciclo estral em camundongos alimentados
somente com dietas controle (CC) ou HF/HS (TC) ou tais dietas associadas a cafeína (C120 e
T120)

a,b Dados apresentados como média ± erro padrão, onde valores que apresentam letras diferentes
dentro da mesma linha em cada ciclo diferem estatisticamente (P < 0,05).

Parame
ters

Ciclo basal 1º ciclo 2º ciclo 3º ciclo

Contr
ole

Trata
do

S.E.
M

Contr
ole

Trata
do

S.E.
M

Contr
ole

Trata
do

S.E.
M

C
C

C1
20

T
C

T1
20

S.E.
M

Nº de
ciclos

2,0 1,8 0,1 1,9 1,8 0,1 1,75 1,85 0,17 1,5 1,7 1,9 1,6 0,2

Proestr
o

0,2 0,4 0,1 0,9 1,0 0,2 0,9 1,5 0,2 0,6 0,6 0,7 0,8 0,2

Estro 4,3 4,1 0,3 2,4 2,5 0,3 1,9 1,3 0,2 2,1 2,7 1,9 2,3 0,4

Metaest
ro 1,2 0,9 0,2 1,1 1,5 0,2 1,12 0,96 0,24 0,9

a
1,4
b

0,2
a

1,2
b 0,2

Diestro 8,3 8,6 0,4 9,4 9,0 0,4 10,0 10,2 0,3 10,
4 9,3 11,

2 9,6 0,5
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6.10 Parâmetros reprodutivos

A análise dos parâmetros reprodutivos demonstrou que nem a porcentagem de fêmeas

prenhas, tampouco o número de fetos vivos e mortos foram alterados pelas dietas ou cafeína.

Entretanto, a cafeína promoveu um aumento significativo no número de reabsorções no grupo

C120 em comparação ao grupo CC e CT (P< 0,05). Já o consumo da dieta HF/HS levou a um

maior número de fetos mumificados no grupo TC em comparação ao grupo CC (P< 0,05)

(Tabela 5).

Tabela 5 - Parâmetros reprodutivos em camundongos alimentados somente com dietas
controle (CC) ou HF/HS (TC) ou tais dietas associadas a cafeína (C120 e T120)

Parâmetros CC C120 TC T120

Porcentagem de
prenhez 75,0 % (9/12) 66,6 % (8/12) 66,6 % (8/12) 75,0 % (9/12)

Fetos vivos 9,1 ± 0,8 9,2 ± 0,8 10,6 ± 0,8 10,0 ± 0,8

Reabsorção 0,3 ± 0,3a 1,3 ± 0,3b 0,3 ± 0,3a 0,8 ± 0,3ab

Mumificados 0,0 ± 0,2b 0,3 ± 0,2ab 0,6 ± 0,2a 0,2 ± 0,2ab

Fetos mortos 0,2 ± 0,1 0,0 ± 0,1 0,1 ± 0,1 0,1 ± 0,1

a,b Dados apresentados como média ± erro padrão, onde valores que apresentam letras diferentes
dentro da mesma linha diferem estatisticamente (P < 0,05)

6.11 Peso dos órgãos

Em se tratando do peso dos órgãos das fêmeas prenhas, notou-se que o consumo da

dieta HF/HS levou a um aumento no peso do fígado (grupos TC e T120) em comparação ao

grupo controle (P< 0,05). Os pesos dos demais órgãos (baço e ovários) não foram alterados

pelo consumo das respectivas dietas (P >0,05).

O consumo da dieta HF/HS promoveu maior deposição de tecido adiposo subcutâneo

e abdominal nos grupos CT e C120 em comparação aos grupos CC e C120, ademais o grupo

CT teve uma maior acumulo do que o grupo C120 (P< 0,05). , Já para a gordura visceral,

houve uma maior deposição no grupo CT em comparação com os demais (P< 0,05). Quanto a
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gordura gonadal o grupo CT teve um maior acumulo em comparação aos demais grupos e o

grupo T120 teve um maior acumulo do que o grupo C120) (Tabela 6; P< 0,05).

Tabela 6 - Peso dos órgãos de fêmeas prenhas alimentadas somente com dietas controle (CC)
ou HF/HS (TC) ou tais dietas associadas a cafeína (C120 e T120)

a,b,c Dados apresentados como média ± erro padrão, onde valores que apresentam letras diferentes
dentro da mesma linha diferem estatisticamente (P < 0,05)

6.12 Biometrias fetal e placentária

Os dados das biometrias fetal e placentárias estão representados na Tabela 7. A partir

dos dados biométricos fetais, observou-se o peso dos fetos em todos os tratamentos (C120,

CT, T120) foi menor do que o do grupo CC, bem como diferentes entre si (P<0,05)

independente do sexo. O comprimento fetal foi comprometido pelo consumo da cafeína,

havendo um menor comprimento nos grupos C120 e T120 em comparação com o grupo CC e

CT, além disso o comprimento do grupo T120 foi menor do que o do grupo C120.(P< 0,05).

Parâmetros CC (n = 9) C120 (n = 8) TC (n = 8) T120 (n = 9) S.E.M

Fígado 2,2a 2,3ab 3,6c 2,6b 0,1

Baço 0,082 0,077 0,104 0,098 0,008

G visceral 0,7a 0,5a 1,6b 0,8a 0,1

G abdominal 1,2a 0,7a 4,3b 2,6c 0,4

G gonadal D 0,11ab 0,06a 0,30c 0,17b 0,02

G gonadal E 0,11ab 0,07a 0,33c 0,20b 0,03

G subcutânea 2,0a 1,3a 4,4b 3,2c 0,3

Ovário D 0,011 0,010 0,012 0,010 0,001

Ovário E 0,013 0,008 0,011 0,008 0,002
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Verificou-se também um efeito de sexo para este parâmetro, sendo as fêmeas menores que os

machos (P<0,05). O peso do fígado dos grupos tratados (C120, CT, T120) foi

significativamente menor do que o dos grupo CC, sendo que o grupo T120 obteve os menores

valores (P< 0,05), independente do sexo. O peso do cérebro não foi afetado, mas a razão peso

cérebro/peso fígado foi maior nos animais do grupo T120 em comparação com os demais

grupos (P< 0,05).

Em relação aos dados placentários, observou-se que o peso da placenta do grupo TC

foi maior do que os demais grupos (P< 0,05), e que o peso das placentas dos grupos C120 e

T120 foram menores do que o grupo CC (P< 0,05), ademais as fêmeas tiveram placentas mais

leves (P< 0,05). Já o diâmetro placentário foi afetado apenas pela cafeína nos quais os grupos

C120 e T120 apresentaram os menores valores em comparação aos grupos CC e CT (P< 0,05),

além disso as placentas das fêmeas foram menores ocorrendo também interação entre

tratamento e sexo (P< 0,05). A eficiência placentária foi afetada apenas pela dieta, sendo

menor nos grupos TC e T120 em comparação aos grupos CC e C120 (P< 0,05), além disso a

eficiência das fêmeas foi maior do que a dos machos (P< 0,05) .
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Tabela 7 – Parâmetros biométricos placentários e fetais de fetos cujas mães consumiram dieta HF/HS e ou cafeína

a,b,c,d Dados apresentados como média ± erro padrão, onde valores que apresentam letras diferentes dentro da mesma linha diferem estatisticamente quanto ao
efeito dos tratamentos (dieta e cafeína) (P < 0,05)
A,B Dados apresentados como média ± erro padrão, onde valores que apresentam letras diferentes dentro da mesma linha diferem estatisticamente quanto ao
efeito de sexo (machos e fêmeas) (P < 0,05)

Parâmetros

CC C120 TC T120

S.E.M

P-valor

Fêmea
(n = 39)

Macho
(n = 43)

Fêmea
(n = 34)

Macho
(n = 39)

Fêmea
(n = 39)

Macho
(n = 46)

Fêmea
(n = 44)

Macho
(n = 42)

Efeito de
tratamento

Efeito de
sexo

Tratament
o * Sexo

Peso fetal (g) 1,02a 1,06a 0,87c 0,84c 0,95b 1,01b 0,75d 0,75d 0,02 P < 0.05 NS NS

Comprimento fetal (mm) 22,2bA 22,7bB 20,7aA 20,7aB 20,7bA 22,3bB 19,8cA 20,1cB 0,2 P < 0.05 P <
0,001

NS

Peso fígado (g) 0,074a 0,074a 0,061c 0,061c 0,068b 0,072b 0,055d 0,055d 0,002 P < 0.05 NS NS

Peso cérebro (g) 0,041 0,042 0,036 0,036 0,040 0,040 0,048 0,034 0,004 NS NS NS

Razão peso
cérebro/pesofígado 0,56a 0,57a 0,60a 0,59a 0,59a 0,57a 0,64b 0,63b 0,01 P < 0.05 NS NS

Peso placenta (g) 0,140bA 0,150bB 0,120cA 0,130cB 0,150aA 0,170aB 0,130cA 0,140cB 0,004 P < 0.05 P <
0,001

NS

Diâmetro placenta (mm) 7,84aA 7,80aB 7,14bA 7,49bB 7,66aA 8,23aB 7,31bA 7,52bB 0,09 P < 0.05 P <
0,001

P < 0,001

Eficiência placentária 7,3aA 7,0aB 7,6aA 6,4aB 6,4bA 6,0bB 6,0bA 5,6bB 0,2 P < 0.05 P <
0,001

NS
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6.13 Parâmetros histomorfométricos da placenta

A determinação das áreas placentárias demonstrou que não houve comprometimento

das regiões da placa coriônica e do labirinto pelos tratamentos experimentais. Entretanto, o

consumo de cafeína aumentou a área da zona juncional do grupo TC em relação ao grupo

C120 (P< 0,05) independente do sexo. DE forma semelhante, a área da decídua foi

significativamente aumentada no grupo TC em relação ao grupo C120 (P< 0,05),, sendo tal

comprometimento mais severo nas fêmeas (P< 0,05) (Tabela 8).

Os diâmetros dos vasos maternos e fetais não foram afetados pelos tratamentos, mas a

altura da membrana interheme foi significativamente aumentada por todos os tratamentos em

comparação ao grupo CC (P< 0,05), havendo uma altura maior nas fêmeas (P< 0,05) (Tabela

8).
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Tabela 8 – Parâmetros histomorfométricos de placentas de fetos cujas mães consumiram dieta HF/HS e ou cafeína

a,b Dados apresentados como média ± erro padrão, onde valores que apresentam letras diferentes dentro da mesma linha diferem estatisticamente quanto ao
efeito dos tratamentos (dieta e cafeína) (P < 0,05).
A,B Dados apresentados como média ± erro padrão, onde valores que apresentam letras diferentes dentro da mesma linha diferem estatisticamente quanto ao
efeito de sexo (machos e fêmeas) (P < 0,05).

Parâmetros

CC C120 TC T120

S.E.M

P-value

Fêmea
(n = 5)

Macho
(n = 5)

Fêmea
(n = 5)

Macho
(n = 5)

Fêmea
(n = 5)

Macho
(n = 5)

Fêmea
(n = 5)

Macho
(n = 5)

Treatmen
t effect

Sex
effect

Treatment
* Sex

Á
re
as

pl
ac
en
tá
ri
as

Placa Coriônica 0,75 0,62 0,62 0,58 0,86 0,70 0,76 0,55 0,11 NS NS NS

Labirinto 6,7 6,7 5,4 5,8 6,5 6,8 5,9 5,7 0,7 NS NS NS

Zona Juncional 1,5ab 1,9ab 1,4a 1,4a 2,1b 2,1b 1,7ab 1,8ab 0,2 P < 0.05 NS NS

Decídua 1,0abA 1,5abB 0,9aA 0,9aB 1,2bA 1,5bB 0,9abA 1,3abB 0,2 P < 0.05 P < 0.01 NS

Diâmetro vaso fetal 26,4 26,5 28,3 30,6 30,6 28,0 32,4 29,4 2,3 NS NS NS

Diâmetro vaso materno 28,5 27,3 28,9 29,3 32,3 27,7 29,8 32,3 1,6 NS NS NS

Altura memb. interheme 3,3aA 2,9aB 3,7bA 3,7bB 3,9bA 3,4bB 3,6bA 3,5bB 0,1 P < 0.05 P < 0.01 NS
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6.14 Proporção volumétrica dos componentes placentários

A proporção volumétrica da zona juncional revelou que apenas a proporção de vasos

foi maior no grupo T120 em comparação aos grupos CC e TC independente do sexo fetal (P<

0,05).

Já para a proporção dos constituintes do labirinto, o número de núcleos da membrana

interheme foi afetado, havendo uma redução significativa da proporção desse componente

estrutural no grupo T120 em comparação ao grupo controle, independe do sexo fetal (P< 0,05)

(Tabela 9).
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Tabela 9 - Proporção volumétrica da zona juncional e labirinto de placentas de fetos cujas mães consumiram dieta HF/HS e ou cafeína

a,b Dados apresentados como média ± erro padrão, onde valores que apresentam letras diferentes dentro da mesma linha diferem estatisticamente quanto ao
efeito dos tratamentos (dieta e cafeína) (P < 0,05).
CCG - citoplasma célula gigante; CCGL - citoplasma célula de glicogênio; VA - vaso; NCG - núcleo célula gigante; NCGL - núcleo célula de glicogênio; VF
- vaso fetal; VM - vaso materno; MI - membrana interhemal; NCM - núcleo célula membrana interhemal

Parâmetros

CC C120 TC T120

S.E.M

P-value

Fêmea
(n = 5)

Macho
(n = 5)

Fêmea
(n = 5)

Macho
(n = 5)

Fêmea
(n = 5)

Macho
(n = 5)

Fêmea
(n = 5)

Macho
(n = 5)

Treatmen
t effect

Sex
effect

Treatment
* Sex

Zo
na

Ju
nc
io
na
l

CCG 63,2 62,3 68,1 70,4 58,6 59,4 61,0 61,4 4,4 NS NS NS

CCGL 13,4 14,8 3,6 5,1 12,4 13,9 5,7 9,6 3,8 NS NS NS

VA 3,6a 6,1a 12,5ab 8,5ab 10,1a 6,6a 18,0b 13,2b 2,5 P < 0.05 NS NS

NCG 16,8 13,6 14,9 13,9 15,2 15,7 13,1 13,0 1,4 NS NS NS

NCGL 2,96 3,22 0,94 2,14 3,6 4,4 2,1 2,9 1,1 NS NS NS

L
ab
ir
in
to

VF 17,1 15,7 18,3 20,0 16,7 25,7 25,0 19,8 3,1 NS NS NS

VM 9,9 9,5 8,8 7,6 7,4 6,3 7,0 5,8 1,7 NS NS NS

MI 56,8 58,5 58,8 59,1 59,9 55,1 54,7 61,7 3,0 NS NS NS

NCM 16,3a 16,4a 14,2ab 13,3ab 16,1ab 12,9ab 13,3b 12,7b 1,1 P < 0.05 NS NS
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7.DISCUSSÃO

A base genética que define o comportamento e a fisiologia humanas evoluíram em

uma condição ambiental distinta da qual a maioria dos humanos vive na atualidade. Durante

boa parte desse processo evolutivo, os indivíduos habitavam um ambiente no qual a escassez

de alimentos era constantemente uma ameaça (Zink, et al., 2016). Portanto, ocorreu uma

seleção por indivíduos que tivessem a capacidade de armazenar o máximo possível de energia

dos alimentos, quando houvesse disponibilidade (Eaton and Konner, 1985). Dessa forma, o

humano da atualidade possui grande capacidade de acumular gordura, que, associada ao

comportamento alimentar atual na sociedade industrializada, é responsável pelo aumento na

incidência de obesidade no mundo. Sabendo-se que a obesidade é fator de risco para uma

grande diversidade de doenças bem como para problemas gestacionais, é crucial o estudo

dessa patologia. Portanto, este estudo teve como objetivo avaliar as consequências do

consumo de uma dieta rica em carboidratos e lipídeos (HF/HS) associada a cafeína durante a

gestação em modelo murino heterogênico.

Devido as similaridades placentárias com os humanos, bem como a metabolização

semelhante da cafeína, foi escolhido para este projeto o camundongo como modelo

experimental. Visando obter uma maior representatividade da alta diversidade genética

encontrada na população humana foi utilizado uma linhagem heterogênica.

O modelo de dieta HF/HS utilizado tem uma diferença de 472 kcal/dia entre a dieta

controle e a dieta enriquecida, quando comparada a uma dieta em humanos, considerando

uma dieta padrão de 2000 kcal. Esse aumento de calorias foi dado pelo acréscimo de gordura

e açúcar, as quais podem ter contribuído para a palatabilidade da ração, favorecendo o

aumento do consumo observado durante o experimento na fase pré-gestacional em ambos os

grupos alimentados com a dieta HF/HS. Outro fator a ser considerado é a consistência da

ração HF/HS, pois devido a maior quantidade de gordura e açúcar, sua consistência ficou

mais macia que a ração controle. Em geral, os roedores necessitam roer objetos e alimentos

para haver o desgaste dos dentes (Kono et al., 2020). Dessa forma, os animais dos grupos

tratados com essa ração podem ter apenas roído mais a ração ao invés de tê-la consumido,

fato comprovado pela constante presença de pedaços de ração depositados no fundo da caixa,

não tendo sido notado tal comportamento nos animais que receberam a dieta controle.

Comportamento semelhante também foi relatado por Leigh, Kendig & Morris 2019, quel

avaliaram a palatabilidade de uma dieta, assim como sua capacidade de gerar obesidade,

encontrando diferenças no consumo e presença de alimentos nas gaiolas.
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Seja pelo aumento de calorias ou pelo aumento de ingestão, ou até mesmo pela

associação dos dois fatores, os grupos que receberam a dieta HF/HS obtiveram um ganho de

peso maior no período pré-gestacional e, consequentemente, apresentaram peso corporal mais

alto, assim como maior IMC. Tal fato foi responsável pela obesidade notada em 80,5% de

todos os animais que consumiram a dieta HF/HS , até o final do período pré-gestacional,

permanecendo significativamente elevado em todo o período gestacional no grupo TC.

Apesar dos animais do grupo T120 manterem um IMC e um peso corporal elevados durante

todo o período pré gestacional, durante a gestação esse padrão foi alterado. A partir do início

da gestação, a cafeína no grupo T120 foi responsável pela redução do peso corporal desses

animais, diminuindo, consequentemente, o IMC, que foi similar ao do grupo controle. No

DG 5.5, o grupo T120 apresentou baixo consumo de ração, podendo estar associado ao menor

ganho de peso encontrado no DG 10.5. Tal redução no ganho de peso gestacional afetou o

peso corporal desses animais, que a partir do DG 15.5 foi similar ao grupo controle, bem

como o IMC. Além disso, ao final do período gestacional já não eram encontrados indivíduos

apresentando quadro de obesidade.

Essa redução no peso corporal está diretamente relacionada ao consumo da cafeína,

uma vez que já foi demonstrado em estudos em humanos, que o consumo de 100 a 200mg/dia

de cafeína afetou o metabolismo, tornando-o até 4% mais rápido, e consequentemente,

fazendo com que ocorresse um maior gasto energético do que seria esperado (Dulloo et all.,

1989; Koot & Deurenberg, 1995). Adicionalmente, o consumo de cafeína está inversamente

relacionado a obesidade como demonstrado por Muhammad et al.( 2019), que avaliou esta

relação na população da Indonésia. O aumento no metabolismo, corrobora também com os

achados no grupo que consumiu apenas a cafeína (C120). Neste grupo, foi observado menor

ganho de peso em GD 10.5, mesmo diante de um aumento no o consumo alimentar em GD5.5.

Concomitantemente, em GD 12.5, o IMC desses animais foi inferior ao do grupo controle,

demonstrando a alta demanda energética desses animais.

Conforme relatado, o consumo da dieta HF/HS aumentou significativamente o número

de indivíduos obesos, sendo a obesidade um fator de risco para diversas doenças crônicas não

transmissíveis. Baseado nos resultados encontrados no período pré-gestacional relativos ao

teste de tolerância à glicose e à insulina, podemos concluir que os animais que consumiram a

dieta HF/HS apresentaram resistência à insulina, uma vez que os níveis glicêmicos

permaneceram elevados por um longo período de tempo no teste de tolerância à glicose, além

de não ter apresentado queda acentuada no teste de tolerância à insulina. Já os dados

bioquímicos revelaram que os níveis de triglicerídeos estavam mais elevados no grupo T120 e
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ligeiramente aumentados no grupo TC. Apesar do nível de colesterol total estar mais elevado

nos grupos que consumiram a dieta HF/HS, tanto os níveis de HDL quanto de LDL estavam

mais elevados nesses animais. É associado ao diabetes tipo 2 uma elevação dos níveis de

triglicerídeos e de LDL, assim como uma redução dos níveis de HDL Apesar do padrão de

colesterol HDL ter sido diferente do esperado, pode-se inferir que estes animais possuem uma

predisposição a apresentar um quadro de diabetes tipo 2, uma vez que hiperglicemia e

hiperinsulinemia são as principais características desse tipo de diabetes. Além disso, modelos

de camundongos para diabetes possuem padrão similar ao encontrado neste estudo (Wu &

Huan, 2007; Cefalu, 2006; Leiter, 2009). Já tá tendo sido visto também em animais com

diabetes tipo II que o consumo de cafeína aumentou o padrão hiperglicemico (Cardia et al.,

2015).

O padrão glicêmico basal dos animais que consumiram cafeína foi alterado após a

indução da cronicidade de seu consumo, uma vez que no teste de tolerância à glicose foi

encontrado um perfil hiperglicêmico nestes animais. Associado a isso, o nível dos

triglicerídeos do grupo C120 foi o mais elevado, em comparação aos dois grupos que não

consumiram cafeína. Esse padrão hiperglicêmico e de triglicerídeos está novamente

associado a perfil metabólico desses indivíduos que consumiram cafeína, tendo sido

previamente relatada a correlação positiva entre o consumo de cafeína e a hiperglicemia

(Kashani-Amin at al., 2013; Fredholm, Beaudoin & Graham, 2011).

Os níveis mais elevados de ALT encontrados nos animais do grupo T120 e TC são um

indício de que esses animais possuem algum distúrbio metabólico, possivelmente

relacionado ao fígado gorduroso ou esteatose hepática não alcoólica, uma vez que os altos

índices de ALT são a principal alteração laboratorial encontrada naquela patologia (Amgulo,

2002). Associado à elevação do ALT, encontrou-se aumento no peso do fígado dos animais

que consumiram a dieta HF/HS. Esse aumento no peso pode estar correlacionado a uma maior

deposição de gordura nos hepatócitos, sendo um indicativo da ocorrência de fígado gorduroso.

Além disso, cerca de 30-100% de pessoas acometidas por essa doença apresentam um quadro

de obesidade e 10-75% possuem diabetes tipo II, corroborando para a nossa hipótese de que

os animais de nosso estudo são acometidos por fígado gorduroso (Amgulo, 2002; Anstee &

Goldin, 2006).

A obesidade resulta em alterações bioquímicas sanguíneas, na função cardíaca, e na

distribuição de gordura no corpo. A deposição visceral de tecido adiposo, que caracteriza a

obesidade da parte superior do corpo, é um dos principais contribuintes para o

desenvolvimento de hipertensão, concentrações plasmáticas elevadas de insulina e resistência
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à insulina, diabetes mellitus e dislipidemia (Kopelman, 2000; Libby, 2021). Em nossos

achados, os grupos TC e T120 que foram alimentados com a dieta HF/HS apresentaram, de

forma geral, maior quantidade de gordura corporal em comparação com os animais que

receberam a dieta normal. Dessa forma, o acúmulo de gordura, principalmente abdominal,

encontrado nos animais deste estudo corrobora com os achados bioquímicos, estando

correlacionados a diversas doenças, sugerindo que estes animais possuem diabetes e correm

um maior risco de desenvolverem aterosclerose e esteatose hepática não alcoólica.

Todas essas alterações no metabolismo dos animais que consumiram a dieta HF/HS e

ou consumiram cafeína modificam a fisiologia , podendo ter efeitos em cascata em outras vias

e órgãos desses animais, provavelmente afetando por exemplo a fertilidade e o

desenvolvimento fetal no caso de uma gestação. Com base nos parâmetros reprodutivos,

podemos perceber que não houve diferença na porcentagem de fêmeas prenhas, mesmo

ocorrendo um prolongamento da fase de metaestro nos animais tratados com cafeína.

Também não houve diferença no número de fetos vivos e mortos, o que indica que a taxa de

ovulação não foi alterada. Entretanto, outras pesquisas já demonstraram que tanto o consumo

isolado de cafeína (Dorostghoal M et al, 2011; Cao H et al, 2016), quanto a ingestão de uma

dieta HF/HS (Li et al., 2021; Wang et al., 2014; Wu et al., 2016), pode ocasionar alterações na

fertilidade.

Apesar de não ter afetado a taxa de fêmeas prenhas e o número de nascidos vivos, a

cafeína aumentou significativamente o número de reabsorções nos grupos C120 e T120. Já a

dieta HF/HS aumentou o número de fetos mumificados no grupo TC. Esses achados estão

associados ao aumento do risco de aborto relatado em mulheres obesas (Chia, et al., 2019;

Antoniotti et al., 2018) assim como em mulheres que consomem cafeína (Weng, Odouli & Li,

2008; Srisuphan & Bracken1986; Fernandes et al., 1998). Demonstra-se assim, o efeito

deletério do consumo desses alimentos em excesso durante o período pré-gestacional e inicial

da gestação onde ocorre o processo de implantação e início da formação da placenta e

desenvolvimento embrionário.

Os maiores índices de reabsorção e mumificados encontrados são um indicativo de

que estejam ocorrendo também alterações no processo de formação das placentas e fetos que

conseguiram iniciar e prosseguir no processo de desenvolvimento. De fato, foi visto que o

peso dos fetos cujas mães consumiram a dieta HF/HS e ou consumiram cafeína foram

menores, assim como também foi afetado o comprimento fetal e o peso do fígado nos grupos

que consumiram cafeína. Vale destacar que a associação entre a dieta e a cafeína foi

significativamente mais prejudicial do que tais fatores isolados, sendo os únicos a serem
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acometidos pela restrição intrauterina de crescimento , demonstrado pela relação peso

cérebro/peso fígado que indica que o cérebro desses indivíduos foi poupado em relação aos

outros órgãos. Essas alterações biométricas fetais estão relacionadas com o

desenvolvimento precário da placenta, como foi visto pelo peso reduzido das placentas das

fêmeas que consumiram a dieta HF/HS e ou cafeína e pelo diâmetro reduzido devido ao

consumo da cafeína. Refletindo na eficiência placentária, que foi menor nos grupos TC e

T120 demonstrando que essas placentas não foram capazes de promover o crescimento

adequado dos fetos. Estas alterações macroscópicas placentárias estão relacionadas com a

alteração na proporção das áreas das placentas, devido ao aumento da zona juncional e

decídua dos animais que consumiram a dieta HF/HS. Curiosamente, não houve diferença na

proporção volumétrica dos componentes placentários para o grupo TC, mas a associação com

a dieta afetou significativamente a proporção de vasos na zona juncional, podendo ser um

indicativo de um mecanismo compensatório para aumentar o fluxo sanguíneo que chega na

região do labirinto. Não houve alterações na área dos vasos no labirinto, mas houve uma

redução do número de células trofoblásticas que constituem a membrana interhemal. Essa

membrana é a região onde ocorrem as trocas materno fetais, sendo de grande importância

para o desenvolvimento fetal. Conforme demonstrado, essa membrana foi significativamente

aumentada por todos os tratamentos, implicando consequentemente em uma maior dificuldade

de troca, resultando em menos nutrientes chegando ao feto e ocorrendo um desenvolvimento

prejudicado do mesmo. Além dos efeitos dos tratamentos sobre o desenvolvimento fetal, foi

visto também um efeito relativo ao sexo dos fetos. Observou-se um desenvolvimento

prejudicado no sexo feminino, que mesmo tendo uma eficiência placentária maior do que os

machos, apresentou fetos mais leves, provavelmente devido a uma maior membrana

interhemal.

Todas essas alterações observadas levam ao desenvolvimento de um indivíduo cuja

saúde já foi debilitada durante a vida fetal, podendo predispor mais facilmente esses

indivíduos a doenças, como previsto pelo conceito de origem do desenvolvimento da saúde e

da doença (DOHaD) (Suzuki, 2018). Esse conceito surgiu como resultado de estudos

epidemiológicos retrospectivos mostrando as ligações entre o ambiente fetal inicial e o risco

de desenvolver doenças posteriormente na vida, tais como a obesidade, hipertensão, diabetes

mellitus e fígado gorduroso. Tendo sido comprovado por diversas pesquisas em animais

experimentais que mostram que a perturbação dos processos de desenvolvimento pode, de

fato, produzir alterações fisiopatológicas e epigenéticas gerando mudanças na prole adulta

(Suzuki, 2018). Dessa forma, caso não ocorram alterações na forma como nos alimentamos,
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com especial destaque para a alimentação materna durante a gestação, criaremos um ciclo

vicioso de doenças, causando alterações cada vez mais profundas nas próximas gerações.

8. CONCLUSÃO

Apesar de tanto o consumo cronico de cafeína quanto o consumo crônico da dieta

hipercalórica serem prejudiciais para a saúde materna e para o desenvolvimento fetal, o

consumo crônico de dieta hipercalórica, associada ao consumo de cafeína foi ainda mais

prejudicial. Tendo sido demonstrado que estes animais possuem um quadro de síndrome

metabólica Que, mesmo não afetando a fertilidade, prejudicou a morfologia placentária bem

como os parâmetros biométricos fetais. Esse comprometimento no desenvolvimento fetal está

relacionado com a predisposição de doenças como a obesidade, hipertensão e diabetes melitus.

Todas essa doenças são um grande problema de saúde pública e poderiam ser evitadas com

mudanças alimentares maternas mais adequadas.
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	5ªsemana
	6ªsemana
	Período gestacional
	DG 0.5
	-0,09
	-0,64
	-0,63
	-0,20
	0,29
	DG 5.5
	0,80
	1,19
	2,74
	0,84
	0,5
	DG 10.5
	4,2ab
	2,3c
	4,7a
	3,0bc
	0,5
	DG 12.5
	3,9
	2,3
	2,9
	2,3
	0,7
	DG 15.5
	6,6a
	4,0b
	6,7a
	4,3b
	0,8
	DG 17.5
	4,2
	4,1
	4,6
	3,6
	0,8
	Parâmetros
	CC
	C120
	CT
	T120
	P-valor
	NO
	O
	NO
	O
	NO
	O
	NO
	O
	Período pré-gestacional
	Peso inicial
	1ªs pré-trat
	2ªs pré-trat
	1ªs dieta
	2ªs dieta
	3ªs dieta
	4ªs dieta
	5ªs dieta
	6ªs dieta
	Período gestacional
	GD 0.5
	100%
	0%
	100%
	0%
	25%
	75%
	56%
	44%
	GD 5.5
	100%
	0%
	100%
	0%
	13%
	87%
	44%
	56%
	GD10.5
	100%
	0%
	100%
	0%
	25%
	75%
	67%
	33%
	GD12.5
	100%
	0%
	100%
	0%
	37%
	63%
	67%
	33%
	GD15.5
	100%
	0%
	100%
	0%
	50%
	50%
	89%
	11%
	GD17.7
	100%
	0%
	100%
	0%
	62%
	38%
	100%
	0%
	Parameters
	Ciclo basal
	1º ciclo
	2º ciclo
	3º ciclo
	Controle
	Tratado
	S.E.M
	Controle
	Tratado
	S.E.M
	Controle
	Tratado
	S.E.M
	CC
	C120
	TC
	T120
	S.E.M
	Nº de ciclos
	1,9
	1,8
	0,1
	1,75
	1,85
	0,17
	1,5
	1,7
	1,9
	1,6
	0,2
	Proestro
	0,9
	1,0
	0,2
	0,9
	1,5
	0,2
	0,6
	0,6
	0,7
	0,8
	0,2
	Estro
	2,4
	2,5
	0,3
	1,9
	1,3
	0,2
	2,1
	2,7
	1,9
	2,3
	0,4
	Metaestro
	1,2
	0,9
	0,2
	1,1
	1,5
	0,2
	1,12
	0,96
	0,24
	0,9a
	1,4b
	0,2a
	1,2b
	0,2
	Diestro
	8,3
	8,6
	0,4
	9,4
	9,0
	0,4
	10,0
	10,2
	0,3
	10,4
	9,3
	11,2
	9,6
	0,5
	Parâmetros
	CC
	C120
	TC
	T120
	Porcentagem  de prenhez
	75,0 % (9/12)
	66,6 % (8/12)
	66,6 % (8/12)
	75,0 % (9/12)
	Fetos vivos
	9,1 ± 0,8
	9,2 ± 0,8
	10,6 ± 0,8
	10,0 ± 0,8
	Reabsorção
	0,3 ± 0,3a
	1,3 ± 0,3b
	0,3 ± 0,3a
	0,8 ± 0,3ab
	Mumificados
	0,0 ± 0,2b
	0,3 ± 0,2ab
	0,6 ± 0,2a
	0,2 ± 0,2ab
	Fetos mortos
	0,2 ± 0,1
	0,0 ± 0,1
	0,1 ± 0,1
	0,1 ± 0,1
	Parâmetros
	CC (n = 9)
	C120 (n = 8)
	TC (n = 8)
	T120 (n = 9)
	S.E.M
	Fígado
	2,2a
	2,3ab
	3,6c
	2,6b
	0,1
	Baço
	0,082
	0,077
	0,104
	0,098
	0,008
	G visceral
	0,7a
	0,5a
	1,6b
	0,8a
	0,1
	G abdominal
	1,2a
	0,7a
	4,3b
	2,6c
	0,4
	G gonadal D
	0,11ab
	0,06a
	0,30c
	0,17b
	0,02
	G gonadal E
	0,11ab
	0,07a
	0,33c
	0,20b
	0,03
	G subcutânea
	2,0a
	1,3a
	4,4b
	3,2c
	0,3
	Ovário D
	0,011
	0,010
	0,012
	0,010
	0,001
	Ovário E
	0,013
	0,008
	0,011
	0,008
	0,002
	Parâmetros
	CC
	C120
	TC
	T120
	S.E.M
	P-valor
	Fêmea    (n = 39)
	Macho    (n = 43)
	Fêmea    (n = 34)
	Macho    (n = 39)
	Fêmea    (n = 39)
	Macho    (n = 46)
	Fêmea    (n = 44)
	Macho    (n = 42)
	Efeito de tratamento
	Efeito de sexo
	Tratamento * Sexo
	Peso fetal (g)
	1,02a
	1,06a
	0,87c
	0,84c
	0,95b
	1,01b
	0,75d
	0,75d
	0,02
	P < 0.05
	NS
	NS
	Comprimento fetal (mm) 
	22,2bA
	22,7bB
	20,7aA
	20,7aB
	20,7bA
	22,3bB
	19,8cA
	20,1cB
	0,2
	P < 0.05
	P < 0,001
	NS
	Peso fígado (g)
	0,074a
	0,074a
	0,061c
	0,061c
	0,068b
	0,072b
	0,055d
	0,055d
	0,002
	P < 0.05
	NS
	NS
	Peso cérebro (g)
	0,041
	0,042
	0,036
	0,036
	0,040
	0,040
	0,048
	0,034
	0,004
	NS
	NS
	NS
	Razão peso cérebro/pesofígado
	0,56a
	0,57a
	0,60a
	0,59a
	0,59a
	0,57a
	0,64b
	0,63b
	0,01
	P < 0.05
	NS
	NS
	Peso placenta (g)
	0,140bA
	0,150bB
	0,120cA
	0,130cB
	0,150aA
	0,170aB
	0,130cA
	0,140cB
	0,004
	P < 0.05
	P < 0,001
	NS
	Diâmetro placenta (mm)
	7,84aA
	7,80aB
	7,14bA
	7,49bB
	7,66aA
	8,23aB
	7,31bA
	7,52bB
	0,09
	P < 0.05
	P < 0,001
	P < 0,001
	Eficiência placentária
	7,3aA
	7,0aB
	7,6aA
	6,4aB
	6,4bA
	6,0bB
	6,0bA
	5,6bB
	0,2
	P < 0.05
	P < 0,001
	NS
	Parâmetros
	CC
	C120
	TC
	T120
	S.E.M
	P-value
	Fêmea    (n = 5)
	Macho    (n = 5)
	Fêmea    (n = 5)
	Macho    (n = 5)
	Fêmea    (n = 5)
	Macho    (n = 5)
	Fêmea    (n = 5)
	Macho    (n = 5)
	Treatment effect
	Sex effect
	Treatment * Sex
	Áreas placentárias
	Placa Coriônica
	0,75
	0,62
	0,62
	0,58
	0,86
	0,70
	0,76
	0,55
	0,11
	NS
	NS
	NS
	Labirinto
	6,7
	6,7
	5,4
	5,8
	6,5
	6,8
	5,9
	5,7
	0,7
	NS
	NS
	NS
	Zona Juncional
	1,5ab
	1,9ab
	1,4a
	1,4a
	2,1b
	2,1b
	1,7ab
	1,8ab
	0,2
	P < 0.05
	NS
	NS
	Decídua
	1,0abA
	1,5abB
	0,9aA
	0,9aB
	1,2bA
	1,5bB
	0,9abA
	1,3abB
	0,2
	P < 0.05
	P < 0.01
	NS
	Diâmetro vaso fetal
	26,4
	26,5
	28,3
	30,6
	30,6
	28,0
	32,4
	29,4
	2,3
	NS
	NS
	NS
	Diâmetro vaso materno
	28,5
	27,3
	28,9
	29,3
	32,3
	27,7
	29,8
	32,3
	1,6
	NS
	NS
	NS
	Altura memb. interheme
	3,3aA
	2,9aB
	3,7bA
	3,7bB
	3,9bA
	3,4bB
	3,6bA
	3,5bB
	0,1
	P < 0.05
	P < 0.01
	NS
	Parâmetros
	CC
	C120
	TC
	T120
	S.E.M
	P-value
	Fêmea      (n = 5)
	Macho      (n = 5)
	Fêmea      (n = 5)
	Macho     (n = 5)
	Fêmea      (n = 5)
	Macho     (n = 5)
	Fêmea      (n = 5)
	Macho     (n = 5)
	Treatment effect
	Sex effect
	Treatment * Sex
	Zona Juncional
	CCG
	63,2
	62,3
	68,1
	70,4
	58,6
	59,4
	61,0
	61,4
	4,4
	NS
	NS
	NS
	CCGL
	13,4
	14,8
	3,6
	5,1
	12,4
	13,9
	5,7
	9,6
	3,8
	NS
	NS
	NS
	VA
	3,6a
	6,1a
	12,5ab
	8,5ab
	10,1a
	6,6a
	18,0b
	13,2b
	2,5
	P < 0.05
	NS
	NS
	NCG
	16,8
	13,6
	14,9
	13,9
	15,2
	15,7
	13,1
	13,0
	1,4
	NS
	NS
	NS
	NCGL
	2,96
	3,22
	0,94
	2,14
	3,6
	4,4
	2,1
	2,9
	1,1
	NS
	NS
	NS
	Labirinto
	VF
	17,1
	15,7
	18,3
	20,0
	16,7
	25,7
	25,0
	19,8
	3,1
	NS
	NS
	NS
	VM
	9,9
	9,5
	8,8
	7,6
	7,4
	6,3
	7,0
	5,8
	1,7
	NS
	NS
	NS
	MI
	56,8
	58,5
	58,8
	59,1
	59,9
	55,1
	54,7
	61,7
	3,0
	NS
	NS
	NS
	NCM
	16,3a
	16,4a
	14,2ab
	13,3ab
	16,1ab
	12,9ab
	13,3b
	12,7b
	1,1
	P < 0.05
	NS
	NS

