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RESUMO 

 A cafeína é uma substância comumente consumida por gestantes e lactantes e, em função da sua 

capacidade de atravessar a membrana placentária e se acumular no organismo do feto, bem como 

de ser secretada no leite materno, seu consumo tem sido contraindicado ou sugerido em doses 

mínimas durante a gestação e a lactação. Estudos em humanos e roedores relacionam o consumo 

de cafeína a menores índices de fertilização, de implantação embrionária, alterações na estrutura 

placentária, aumento da ocorrência de baixo peso fetal e placentário, abortos e natimortos. Embora 

apresente tais efeitos deletérios, até o momento há uma escassez de dados descrevendo os 

mecanismos das alterações reprodutivas, comportamentais e funcionais consequentes do consumo 

materno crônico de cafeína durante a gestação e a lactação. Adicionalmente, torna-se necessário 

investigar se tais efeitos irão também se manifestar nas gerações subsequentes. Portanto, o 

objetivo deste trabalho foi avaliar as alterações biométricas, reprodutivas, morfofuncionais e 

comportamentais em duas gerações de camundongos iso e heterogênicos, decorrentes do consumo 

materno diário de cafeína durante a gestação e/ou lactação. Cento e vinte fêmeas adultas de 

camundongos Swiss e 15 fêmeas de camundongos Black-6 foram submetidas a quatro 

experimentos distintos, envolvendo o consumo de doses variadas de cafeína (0, 60, 120 ou 240 

mg/cafeína/dia) antes e durante a gestação e/ou a lactação das proles F1 e F2. Foram feitas 

análises histológicas, hormonais, imunohistoquímicas e comportamentais dos diferentes grupos de 

camundongos e de sua prole ao longo do crescimento e da sua vida adulta. Os resultados 

mostraram que, mesmo nas doses recomendadas atualmente, a cafeína causou alterações no ciclo 

estral e na reserva folicular dos animais; restrição intrauterina de crescimento, alterações na 

morfologia e morfometria placentárias; comprometimento do desenvolvimento biométrico e 

sexual das proles F1 e F2; e alterações cognitivas e comportamentais das proles F1 e F2, 

especialmente de fêmeas. Tais resultados indicam que as atuais doses de consumo recomendadas 

de cafeína precisam ser revistas e atualizadas em humanos, especialmente as relativas à lactação, 

que são pouco discutidas e referenciadas. 

 

            Palavras-chave: cafeína, placenta, ovários, nutrição, gestação, lactação,          

           reprodução, comportamento transgeracional, cognição.  

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

Caffeine is a substance commonly consumed by pregnant and lactating women and, due to its 

ability to cross the placental membrane and accumulate in the fetal body, as well as to be secreted 

into breast milk, its consumption has been contraindicated or suggested in minimal doses during 

pregnancy and lactation. Studies in humans and rodents have linked caffeine consumption to 

lower rates of fertilization, embryo implantation, alterations in placental structure, increased 

occurrence of low fetal and placental weight, abortions, and stillbirths. Although it presents such 

deleterious effects, to date there is a paucity of data describing the mechanisms of reproductive, 

behavioral, and functional changes consequent to chronic maternal caffeine consumption during 

pregnancy and lactation. Additionally, it becomes necessary to investigate whether such effects 

will also manifest in subsequent generations. Therefore, the objective of this study was to evaluate 

the biometric, reproductive, morphofunctional, and behavioral changes in two generations of iso- 

and heterozygous mice, resulting from daily maternal consumption of caffeine during gestation 

and/or lactation. One hundred and twenty adult female Swiss mice and 15 female Black-6 mice 

were subjected to four separate experiments involving the consumption of varying doses of 

caffeine (0, 60, 120 or 240 mg/caffeine/day) before and during gestation and/or lactation of F1 and 

F2 offspring. Histological, hormonal, immunohistochemical and behavioral analyses were 

performed on the different groups of mice and their offspring throughout their growth and adult 

life. The results showed that, even at currently recommended doses, caffeine caused alterations in 

the estrous cycle and follicular reserve of the animals; intrauterine growth restriction, alterations in 

placental morphology and morphometry; impaired biometric and sexual development of F1 and 

F2 offspring; and cognitive and behavioral alterations of F1 and F2 offspring, especially of 

females. These results indicate that the current recommended doses of caffeine consumption need 

to be reviewed and updated in humans, especially those related to lactation, which are little 

discussed and referenced. 

 

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

transgenerational behavior, cognition. 
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INTRODUÇÃO 

 

          A cafeína é uma substância estimulante do grupo das xantinas, consumida em todo o 

mundo sob a forma não apenas de café, mas também de algumas variedades de chá, como o chá 

mate, o chá verde e o chá branco (Paula et al, 2017). Refrigerantes de guaraná e cola, alimentos à 

base de cacau, bebidas energéticas e alguns medicamentos também perfazem a lista de alimentos 

que possuem cafeína como constituinte (Paula et al, 2017). Estima-se que 89% das mulheres entre 

18 e 24 anos consumam alimentos cafeinados, em uma média de 166 mg/dia (Paula et al, 2017; 

Frary et al, 2005). Com o objetivo de combater a sonolência e/ou fadiga, ou simplesmente como 

um hábito previamente existente, seu consumo durante a gestação também é comum, 

especialmente a partir do segundo trimestre gestacional e após o nascimento do bebê (Dews, 2011; 

Butt & Sultan, 2011; Grosso & Bracken, 2005).  

          Devido a alterações fisiológicas na degradação de cafeína, diferentes doses são 

recomendadas ao longo do tempo de gestação e lactação (Paula et al, 2017; EFSA, 2015; Grosso 

& Bracken, 2005). Por exemplo, em mulheres não grávidas, recomenda-se um consumo máximo 

de 400 mg diários, enquanto em gestantes, a recomendação de ingestão varia de 100 a 300 mg, 

sendo tal quantidade inversamente proporcional ao tempo de gestação (Partosch et al, 2015; Ree et 

al, 2015; Momoi et al, 2008; FDA, 2002). Estudos epidemiológicos mostraram que grávidas e 

lactantes consomem menos cafeína que as demais mulheres, apesar de este consumo variar entre 

120 e 300 mg por dia, doses estas estabelecidas pelos respectivos países e suas recomendações 

(Barone & Roberts, 1996). No Brasil, o Ministério da Saúde (2016) determina que a cafeína tem 

um “uso compatível com a amamentação. Contudo, o consumo de altas doses pela nutriz tem sido 

associado à irritabilidade e insônia no lactente”. Outros órgãos são mais específicos nesta 

recomendação para lactantes, e preconizam o consumo habitual de 200 mg/dia como seguro 

(EFSA, 2015) ou um consumo máximo de 300 mg/dia (NHS, 2016). Todas as recomendações 
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sobre o consumo durante a lactação se baseiam em doses associadas ao aparecimento de 

irritabilidade e insônia em bebês, mas as evidências por trás destas recomendações ainda não são 

claras (Aimee et al, 2018). Revisões sistemáticas e do tipo “umbrella” recentes sobre a segurança 

do consumo de cafeína por lactantes são de cunho observacional, e os resultados não consideraram 

os dados demográficos, fisiológicos ou do desenvolvimento dos bebês que consumiram cafeína 

via aleitamento materno (Poole et al, 2018; Wikoff et al, 2017). 

 Uma vez tendo minha formação como Nutricionista, iniciei os trabalhos de atendimento 

ambulatorial de gestantes e nutrizes em estágios de iniciação científica ainda durante a graduação. 

Sempre questionei mentalmente o fato de se variarem tanto as doses recomendadas, ou melhor, o 

fato de se recomendar cafeína para estes grupos específicos da população. Com tantos 

questionamentos e dúvidas, decidi fazer no meu mestrado, em 2015, um estudo sobre como a 

cafeína poderia afetar do ponto de vista histológico e biométrico as placentas e os fetos de 

camundongos submetidos às atuais doses recomendadas. Resultados surpreendentes e inéditos 

mostraram que a cafeína, nas doses de 120 mg/kg/dia em camundongos (moderados 300 mg/dia 

em humanos), pode afetar toda a vascularização placentária, causando uma menor irrigação por 

sangue materno, uma tentativa fetal de compensação e, consequentemente, a ocorrência de 

restrição intrauterina de crescimento (RIUC).  

          Após obtidos tantos dados interessantes, demos prosseguimento aos estudos durante o 

meu doutorado, já que mais questionamentos surgiram diante dos achados: Como se dá a nova 

distribuição sanguínea na interface materno-fetal da placenta, e qual(is) mecanismo(s) pode(m) ser 

determinante(s) de tais alterações vasculares? A cafeína também pode trazer consequências 

negativas oriundas de um consumo durante a lactação? Quais serão estas consequências? Os 

descendentes de consumidoras de cafeína podem sofrer alguma consequência relacionada à 

cognição, comportamento ou desenvolvimento pós-natal? O que ocorre nos ovários de fêmeas 

consumidoras crônicas desta substância? Como está se desenvolvendo o seu ciclo reprodutivo?  
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          Uma vez determinadas as perguntas, tem-se o trabalho a seguir. Ele foi dividido em 

quatro experimentos distintos para trazer algumas respostas e talvez endossar a necessidade 

imprescindível de se repensar sobre as doses realmente seguras de se recomendar o consumo de 

cafeína durante a preconcepção, a gestação e a lactação.   

 

REVISÃO DE LITERATURA 

Cafeína: ação e metabolismo 

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

pode variar de duas a 4,5 horas, podendo alcançar até 12 horas. Uma vez ingerida, ela é quase 

totalmente metabolizada por enzimas hepáticas – especialmente a citocromo P450 1A2 (CYP1A2) 

- as dimetilxantinas. Dentre as principais dimetilxantinas originadas, encontram-se a paraxantina, 

a teobromina e a teofilina (Grosso & Bracken, 2005).  

A paraxantina, metabólito primário, corresponde a cerca de 80% do metabolismo final da 

cafeína em humanos e em roedores (Grosso & Bracken, 2005; Klebanoff, 1998). Esta substância é 

considerada um antagonista de adenosina, uma vez que é capaz de se ligar aos receptores de 

adenosina do sistema nervoso central e periférico. A adenosina se liga a receptores de adenosina 

(ARs) acoplados à proteína G, que controlam diversos estímulos excitatórios, promovem redução 

de atividade motora e frequência cardíaca, aumentam a sensação de sono e reduzem a liberação de 

neurotransmissores e hormônios. Uma vez impedida de se ligar aos seus receptores pela ação 

antagônica da paraxantina, ocorre uma diminuição dos efeitos fisiológicos da adenosina, enquanto 

há um aumento da liberação de neurotransmissores na circulação, como epinefrina e norepinefrina 

(Grosso & Bracken, 2005; Harland, 2000). Esta é a razão pela qual a cafeína é usualmente 

consumida como estimulante: para aumentar a vigília, reduzindo a sonolência e a fadiga (Burke et 

al, 2013).  

Tanto a cafeína quanto os seus metabólitos são moléculas muito pequenas, altamente 
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lipofílicas. Sendo assim, possuem extrema facilidade de se difundir através dos tecidos por difusão 

passiva, atravessando, inclusive, membranas biológicas de alta seletividade e baixa 

permeabilidade, como a hematotesticular, a hematoencefálica e a placentária (Mose et al, 2008; 

Christian & Brent, 2001).  

Durante a gestação, ocorre uma redução hepática da atividade das enzimas P450 

citrocromo-oxigenases, e consequente redução no metabolismo e na excreção de cafeína, teofilina, 

teobromina e paraxantina. Isso leva à deposição destas substâncias nos tecidos maternos e fetais, 

dada a sua facilidade de difusão total através da placenta (Yadegari et al, 2016; Jahanfar & Jaafar, 

2015; Sesardic et al, 1990). Com a evolução da gravidez proporcional à redução da atividade 

enzimática, pode-se observar um aumento da meia-vida destes metabólitos para até 18 horas em 

tecidos maternos e fetais no último trimestre gestacional (Tsutsumi et al, 2001). Uma vez que 

fetos e bebês até os dois anos de idade são incapazes de metabolizar estas substâncias, sua 

eliminação fica totalmente dependente de um sistema renal ainda em desenvolvimento (Klebanoff 

et al, 2002). Durante a lactação, toda a cafeína consumida pela mãe se difunde para o leite materno 

e, devido à incapacidade do recém-nascido de degradá-la, sua meia-vida é mais longa na infância, 

sendo seu o consumo contraindicado até os seis anos de idade (Jawa, 2017; Billon, 1987). 

Pelo exposto acima, torna-se evidente que o acúmulo de cafeína, tanto em fetos quanto em 

bebês pode acometer o desenvolvimento de sistemas orgânicos. Entretanto, estudos abordando os 

efeitos da cafeína sobre a fertilidade feminina são escassos. Assim sendo, faz-se necessário 

discorrer sobre a morfofuncionalidade das gônadas femininas, bem como sobre o desenvolvimento 

placentário e fetal para uma melhor compreensão dos efeitos epigenéticos da cafeína. 

 

Ciclo estral: o ciclo hormonal e sexual do camundongo 

De todos os mamíferos não-humanos, o camundongo tem uma longa história como um  
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modelo experimental para a investigação de doenças e eventos reprodutivos relacionados à 

espécie humana, além de possuir um pequeno tamanho corporal e uma boa taxa de fecundidade 

(Bertolin & Murphy, 2014; Freeman, 2006). O camundongo ovula espontaneamente, em 

intervalos curtos, a cada 4-5 dias, e este ciclo ovulatório é denominado ciclo estral. O ciclo estral 

do camundongo é um evento interativo manifestado em mudanças na anatomia, endocrinologia, 

fisiologia e comportamento, todos culminando em quatro fases distintas: proestro, estro, 

metaestro e diestro (Bertolin & Murphy, 2014). 

Hormônios específicos conduzem as mudanças que ocorrem durante cada fase do ciclo e  

induzem variações anatômicas e celulares que permitem a identificação de cada uma das fases, 

seja através do exame da aparência da abertura vaginal, seja através das células vaginais esfoliadas 

e visualizadas em microscópio óptico de luz (Bertolin & Murphy, 2014). Dentre os hormônios 

envolvidos no ciclo estral, destacam-se (Figura 2): o FSH, que atua principalmente para promover 

o crescimento e maturação folicular; o LH, necessário para o crescimento folicular, indução da 

ovulação e manutenção do corpo lúteo; a prolactina, um estímulo luteotrópico que inicia e mantém 

a secreção de progesterona pelo CL; a progesterona, secretada pelo corpo lúteo durante a fase de 

diestro; e o estrogênio (estradiol), que promove angiogênese e divisão celular das CG, a formação 

de junções comunicantes intercelulares e age sinergicamente com as gonadotrofinas em vários 

níveis, incluindo a promoção do crescimento ovariano (Chou & Chein, 2018).  

Durante o proestro, os folículos antrais crescem exponencialmente sob a influência das 

gonadotrofinas (FSH e LH), culminado em elevadas concentrações plasmáticas de estrogênio, 

seguido por um pico de LH (pico pré-ovulatório), o que caracteriza a fase folicular do ciclo estral 

(Freeman, 2006). A ovulação do camundongo ocorre aproximadamente 12 a 14 horas após este 

pico de LH, coincidindo com a fase do estro bem como com o período durante o qual a fêmea 

estará sexualmente receptiva ao macho (Bertolin & Murphy, 2014). Com a diferenciação dos 

folículos ovulados em corpos lúteos, tem-se a predominância de secreção de progesterona, 
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caracterizando a fase lútea do ciclo estral, composta pelo metaestro e pelo diestro (Bertolin & 

Murphy, 2014). Durante o metaestro e o diestro, a progesterona inibe a secreção de LH e 

consequentemente impede uma nova ovulação. Com a evolução do ciclo, caso não haja 

fertilização, o corpo lúteo deixa de ser funcional, resultando na redução da síntese de 

progesterona ao final do metaestro e durante o diestro. Tal declínio de progesterona deixa de 

inibir, por sua vez, um novo pico de LH, fazendo com que o ciclo continue e novo proestro seja 

iniciado (Bertolin & Murphy, 2014) (Figura 1A). 

As fases do ciclo estral podem ser identificadas através de lavados vaginais com ou sem 

coloração histológica (Figura 1B). O proestro é caracterizado por grandes células 

escamosas/pavimentosas, com núcleos visíveis, aglomeradas em clusters ou isoladas entre si; o 

estro apresenta-se com células escamosas/pavimentosas queratinizadas, fazendo com que os 

núcleos não sejam visíveis; o metaestro traz uma mescla de células escamosas nucleadas e 

anucleadas, e também leucócitos polimorfonucleares, com predominância de neutrófilos; por 

fim, no diestro, há uma prevalência de leucócitos e algumas células epiteliais fusiformes em 

processo de morte podem ser visíveis ao microscópio optico (Figura 2. Shaw et al, 2020; 

Bertolin & Murphy, 2014). 
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Figura 1: Fases do ciclo estral de roedores. (A) Hormônios envolvidos em cada fase do ciclo estral, figura extraída de 

Bertolin & Murphy, 2014; (B) Citologias vaginais com o aspecto de cada fase do ciclo estral: A – Proestro; B – Estro; 

C – Metaestro; D – Diestro. Imagens do Laboratório de Biologia Estrutural e Reprodução (Laber). 

 

 

Os ovários: descrição, morfofuncionalidade, endocrinologia e importância para a concepção. 

Os ovários são estruturas ovaladas, pares, e responsáveis pela produção de gametas 

(oócitos), bem como de hormônios esteroides (estrógeno e progesterona). Estes hormônios são 

necessários para o desenvolvimento dos caracteres sexuais secundários femininos e atuam sobre as 

tubas uterinas e o útero, favorecendo o desenvolvimento embrionário inicial e a implantação, 

respectivamente (Costerman et al, 2019; Saraiva, 2010).  

Histologicamente, cada ovário é constituído por uma região cortical e uma medular. Esta 

segunda contém tecido conjuntivo frouxo, vasos sanguíneos, vasos linfáticos e nervos. Por sua 

vez, na região cortical encontram-se folículos ovarianos em diferentes fases de desenvolvimento 

em seu tecido conjuntivo, sendo estes responsáveis por proporcionar o microambiente adequado 

para o oócito em desenvolvimento (Ross, 2016). Cada folículo abriga um único oócito e seu 

tamanho indica o estado de desenvolvimento deste oócito. As fêmeas já nascem com o seu número 

de folículos definido em sua vida fetal, e estes irão se desenvolver ou entrar em processo de atresia 

até a menopausa (Sanchez et al, 2012).  

O ovário requer nutrientes, hormônios e sinais regulatórios para produzir folículos 

saudáveis e viáveis, especialmente o fator de crescimento semelhante à insulina (IGF1) e o fator 

endotelial vascular de crescimento (VEGF), que estão diretamente envolvidos no desenvolvimento 

dos oócitos (Cardoso et al, 2021). O IGF1 promove a proliferação das células da granulosa e 

participa dos eventos que controlam a produção de hormônios foliculares, enquanto o VEGF tem 
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importante atividade pró-angiogênica, com efeitos mitogênicos e antiapoptóticos sobre células 

endoteliais (Cardoso et al, 2021). 

Antes do início da puberdade, todos os folículos do córtex ovariano estão em estágio de 

folículo primordial, e abrigam um oócito primário. Os oócitos se originam das células 

germinativas primordiais (PGCs). As PGCs têm origem ainda durante o desenvolvimento 

embrionário da fêmea, e passam por uma fase proliferativa de mitoses que irão se estender até o 

evento de formação dos folículos primordiais, quando então as divisões mitóticas param e as 

células germinativas iniciam a meiose, tornando-se oócitos primários (Sánchez & Smiths, 2012). 

A meiose se inicia com um estágio de prófase, uma fase complexa que é subdividida em cinco 

estágios: leptóteno, zigóteno, paquíteno, diplóteno e diacinese. No primeiro período da prófase, 

uma série de eventos ocorre, dentre eles o “crossing over”, fenômeno caracterizado pela troca de 

material genético entre os cromossomos homólogos. Subsequentemente, os oócitos progridem 

para o estágio de diplóteno, onde entram em uma fase de repouso prolongado. Eles ficarão 

estagnados em diplóteno (da meiose I) até que, na puberdade da fêmea, o LH induza a maturação 

final do oócito (Ross, 2014; Sánchez & Smiths, 2012). 

A secreção pulsátil do hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRH) pelo hipotálamo dá 

início à puberdade, é um pré-requisito para a indução da menarca e resulta em uma liberação de 

FSH e LH por parte da hipófise. A liberação dessas gonadotrofinas culminará no início do 

desenvolvimento folicular e dos ciclos ovulatórios da fêmea. O FSH atua principalmente para 

promover o crescimento folicular, a proliferação de células da granulosa, a aromatização de 

andrógenos a estrógenos e a expressão dos receptores de LH (Sánchez & Smitz, 2012). O LH é 

necessário para o crescimento folicular, particularmente nos estágios finais, e indução da 

ovulação. Ambas as gonadotrofinas promovem a secreção de hormônios gonadais, ou seja, 

estrogênio e progesterona, necessárias à execução adequada do programa de desenvolvimento 
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folicular, para a manutenção das características sexuais secundárias e para a ciclicidade 

reprodutiva (Sánchez & Smitz, 2012). 

De acordo com o seu estágio de desenvolvimento, os folículos ovarianos podem ser 

classificados conforme as características morfológicas, tais como formato e estratificação das 

células foliculares e aparecimento do antro (Ross, 2016; Saraiva, 2010). As diferentes classes de 

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

 

1. Primordiais: tipo predominante nos ovários, estes folículos possuem um oócito com cerca de 

30 μm de diâmetro, contendo um grande núcleo central, circundado por uma única 

camada de células foliculares pavimentosas. Os oócitos desses folículos primordiais permanecem 

quiescentes até serem estimulados para o crescimento. Quando as células se tornam cuboidais, os 

folículos são então ativados. Assim, esta fase pode ser histologicamente subdivida em “primordial 

quiescente” e “primordial ativado”. O desenvolvimento dos folículos primordiais é independente 

do estímulo de gonadotrofinas. 

2. Primários: divididos em uni ou multilaminares, caracterizam-se pelo aumento de tamanho do 

oócito e da proliferação das células cúbicas que dão origem a um epitélio estratificado composto 

por células da granulosa (CG). À medida que o folículo continua seu crescimento, forma-se a zona 

pelúcida, um revestimento extracelular oriundo da secreção de glicoproteínas ácidas sulfatadas.  

Ainda nesta fase, formam-se a teca interna e externa, camadas de tecido conjuntivo que circundam 

um oócito em crescimento e desenvolvimento. Uma única camada de CG caracteriza um “folículo 

primário unilaminar”, enquanto mais de duas camadas de CG o denominam como “folículo 

multilaminar ou pré-antral”. O desenvolvimento dos folículos primários também é independente 

de gonadotrofinas. 

3. Secundários: a continuação da proliferação das células da granulosa depende do FSH liberado 

pela adenohipófise. Sob esta ação, quando as CG alcançam uma espessura de seis a 12 camadas, 
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aparecem cavidades repletas de líquido folicular rico em ácido hialurônico entre estas células. As 

cavidades então se coalescem e formam o antro ao redor de um oócito de posição excêntrica e com 

um diâmetro de aproximadamente 125 μm. O antro é aumentado ao redor do oócito, que fica 

ligado ao cúmulo oóforo, região espessada de CG. As células do cúmulo oóforo que circundam 

imediatamente o oócito e ao qual permanecem associadas no momento da ovulação, denominam-

se coroa radiada.  

4. Terciários ou de Graaf: estes folículos contêm um oócito secundário maduro, também 

chamado de Graaf, com diâmetro de 10 mm ou mais, tamanho este que provoca abaulamento na 

superfície do ovário. Em resposta a um pico de LH, a primeira divisão meiótica iniciada durante o 

período embrionário nos folículos primários é então reiniciada, e ocorre a ruptura do folículo com 

liberação do oócito (ovulação). As CG e a teca sofrem luteinização e passam a produzir 

progesterona, dando origem ao chamado corpo lúteo (CL). 

Durante a fase folicular do ciclo estral (em mamíferos) ou menstrual (em mulheres), 

folículos selecionados para prosseguirem até os estágios mais avançados de desenvolvimento, irão 

liberar o oócito por um processo denominado ovulação ou oocitação, o qual ocorre em resposta ao 

pico de LH pré-ovulatório (Saraiva, 2010).  Neste processo, as células da granulosa desempenham 

um papel essencial no desenvolvimento folicular, uma vez que são responsáveis pela produção de 

hormônios esteroides e fatores para o crescimento, desenvolvimento e sobrevivência folicular 

(Matsuda et al., 2012; Jiang et al., 2010; Sugiura et al., 2005). A quantificação do número e do 

tamanho de folículos antrais, bem como sua correlação com as células da granulosa, são foco de 

estudos que investigam a qualidade reprodutiva e fertilidade de animais e até de oócitos humanos 

submetidos à fertilização in vitro (FIV) (Costermans et al, 2019; Schumacheret al.,2018; Lai et 

al.,2013; Knopman et al., 2012). 
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Figura 2: Fotomicrografias dos tipos foliculares encontrados nos ovários de camundongos. A: Seta à 

esquerda: primordial quiescente; Seta à direita: primordial ativado; B: Seta à esquerda: primário multilaminar (pré-

antral); seta à direita: primário unilaminar; C: secundário ou antral com menos de 5 camadas de CG; D: secundário ou 

antral com mais de 5 camadas de CG; E: terciário ou de Graaf; F: atrésico; G: corpo lúteo; H: corpo albicans. Créditos 

da imagem: adaptado de Carvalho et al, dados não publicados. 
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A fertilização. 

Caso o oócito liberado após a ovulação seja fertilizado, o embrião formado sofrerá várias 

divisões mitóticas ainda no interior da tuba uterina, até o estágio de mórula, quando adentra o 

útero. Neste local, o embrião evolui para o estágio de blástula ou blastocisto, apresentando duas 

populações celulares distintas: a massa celular interna e o trofoblasto (camada externa) (Florman e 

Ducibella, 2006). A implantação do embrião ocorre em função da interação entre o útero 

(endométrio) e o blastocisto, permitindo o desenvolvimento fetal subsequente. Dessa forma, a 

implantação possibilitará a interação vascular entre as interfaces materna e fetal e posterior 

formação da placenta, que terá início no oitavo dia de gestação em camundongos. O período 

gestacional total em camundongos varia de 18 a 21 dias (Florman e Ducibella, 2006). Aos 11,5 

dias de gestação (DG) em camundongos, há placentas completamente formadas, mas ainda com 

tamanho reduzido; já aos 17,5 DG, placentas em seu estágio máximo de desenvolvimento e 

tamanho poderão ser encontradas (Crow et al., 2014). Em humanos, o período gestacional médio 

varia entre 37 a 41 semanas, sendo a placenta funcional a partir da 12ª semana (Moore, 2013). 

Se não ocorrer a fertilização, os folículos de Graaf prosseguem para a formação do corpo 

lúteo (CL) (Figura 1). O CL é formado a partir do folículo terciário após ovulação e é constituído 

pelas CG e da teca remanescentes. À medida que o CL começa a se 

formar, vasos sanguíneos e linfáticos crescem dentro da camada da granulosa e secretam 

progesterona e estrogênios. Tal secreção estimula o crescimento do endométrio, que irá se 

preparar para a implantação do zigoto, caso ocorra uma fertilização do oócito secundário. Mesmo 

não havendo fertilização, o CL se mantém ativo por 14 dias, quando então degenera e sofre 

involução, formando uma cicatriz de aspecto amarelado denominada corpo albicans (Ross, 2016; 

Matsuda et al., 2012). 

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

desenvolvimento sofre processo de apoptose das CG ao longo da vida, desaparecendo por meio de 
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um processo denominado atresia folicular ovariana (Figura 1). Este processo é caracterizado por 

parada de mitoses nas CG, separação dessas CG da lâmina basal e morte do oócito que 

anteriormente era circundado por elas. Os folículos atrésicos encolhem e, por fim, desaparecem do 

estroma do ovário, em consequência de fagocitose via macrófagos. Seu espaço é então ocupado 

pelas células do estroma circundante (Ross, 2016, Sugiura et al., 2005).  

Embora a atresia folicular ocorra desde a vida fetal até a menopausa, ela é grandemente 

acentuada ao nascimento da fêmea, e durante a sua puberdade e gestação (Sigiura et al, 2005). Na 

atresia de folículos em crescimento, pode-se descrever, em sequência (Ross, 2016): início da 

apoptose nas células da granulosa; invasão da camada da granulosa por neutrófilos e macrófagos; 

invasão da camada granulosa por filamentos de tecido conjuntivo vascularizado; descamação das 

células da granulosa no antro do folículo; hipertrofia das células da teca interna; colapso do 

folículo à medida que a degeneração continua; e invasão do tecido conjuntivo na cavidade do 

folículo. 

 

Placenta: estrutura e função. 

A placenta é a interface de troca entre mãe e feto, sendo responsável pelo transporte de 

nutrientes, gases e substratos energéticos que permitem o desenvolvimento fetal adequado nos 

mamíferos eutérios. Tanto em humanos quanto em roedores, a placenta é do tipo discoidal, pois 

apresenta formato discoide, sendo a interação materno-fetal restrita a esta área circular em comum 

denominada cotilédone (Burton et al, 2006). Roedores apresentam um único cotilédone por feto, 

enquanto humanos possuem um grupo de cotilédones formando sua estrutura discoide. Do ponto 

de vista desta interação, as placentas de primatas e roedores caracterizam-se tipicamente por uma 

invasão dos tecidos maternos pelos vasos fetais, sendo o trofoblasto (camada externa do 

blastocisto) diretamente banhado pelo sangue da mãe. A este tipo de barreira materno-fetal em 

íntimo contato, dá-se o nome de placentação hemocorial (Burton et al, 2006) (Figura 3; Quadro 1). 
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Comparando-se os números de camadas placentárias, as placentas de roedores são tricoriais, com 

três regiões distintas de células trofoblásticas (duas camadas de células sinciciais - synt I e synt II - 

e a célula endotelial voltada para o lúmen do vaso de circulação sanguínea fetal), enquanto as 

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

 

Figura 3: Desenho esquemático mostrando a disposição das regiões placentárias comparativamente entre 

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

 

 

Tabela 1: Estudo comparativo das principais estruturas morfológicas presentes em 

placentas de humanos e camundongos.  
 

Camundongo Humano Localização da estrutura Função geral 

Células 

trofoblásticas 

 (CT) Gigantes  

Células 

citotrofoblásticas 

Componente da camada mais  

externa da placenta (CT gigantes) 

ou 

entre o sincício e o mesênquima 

fetal placentário (citotrofoblasto). 

Mediar a implantação e  

invasão uterina; regulação 

do fluxo 

sanguíneo placentário. 

Espongiotrofoblasto  Não possui Camada estrutural que forma a zona 

 juncional da placenta do roedor; 

ausente em humanos. 

Suporte nutricional até o  

crescimento do 

labirintotrofoblasto. 

Labirintotrofoblasto Vilosidades 

coriônicas 

Camada interna da placenta, 

recoberta por sinciciotrofoblasto. 

Troca direta entre sangue  

fetal e materno. 

Adaptado de Rossant & Cross, 2001 

 

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

a implantação do blastocisto no endométrio uterino. Células do trofoblasto fetal inserem-se no 
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endométrio e se diferenciam em dois subtipos de tecidos: o sinciciotrofoblasto, formado por 

células multinucleadas em contato com os tecidos maternos, envolvendo o concepto pré-formado; 

e o citotrofoblasto, composto por células uninucleadas originalmente formadas na parede do 

blastocisto, em rápida divisão celular. O crescimento de cito e sinciciotroblasto levam à invasão 

dos tecidos maternos, seguindo-se a formação de vacúolos que coalescem em lacunas dentro do 

sinciciotrofoblasto. Quando a implantação é dita completa, o feto está totalmente incorporado à 

parede uterina, e recoberto pelo epitélio endometrial (Crow et al, 2014; Burton et al, 2006). Em 

camundongos, entre os dias 10,5 e 11,5 de gestação, tem-se uma estrutura placentária definitiva 

(Burton et al, 2006).  

A estrutura placentária de camundongos é histologicamente dividida em três regiões 

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

coriônica (Figura 4). Mais distal ao feto, a decídua materna ou basal é composta por células 

endometriais modificadas com núcleos basofílicos pálidos, citoplasma eosinofílico e bordas 

celulares indistintas. Estas células servem como fagócitos durante o remodelamento placentário e 

secretam fatores de crescimento, hormônios e citocinas. Células natural killer uterinas (uNK) 

também compõem a decídua, e são responsáveis por função imunológica e angiogênica (Croy et 

al, 2014). Na decídua, também são encontrados os vasos maternos sob a forma de artérias 

espiraladas e seios venosos, que formam uma rede vascular. Esta rede vascular está inserida na 

placenta sob a forma de um canal envolvido por células trofoblásticas gigantes de canal (CTG-C) 

e atravessa todo o tecido em direção ao labirintotrofoblasto.  

O primeiro compartimento fetal inferior à decídua é estreito e avascular, denominado zona 

juncional. Ele é composto por células trofoblásticas gigantes parietais (CTG-P) 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 
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e citoplasma escasso. Entre a placa coriônica e a zona juncional, observa-se o labirintotrofoblasto, 

formado por células de origem tanto materna, quanto embrionária. Esta região é composta 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. Estes canais fetais, que são caracterizados pela 

ausência de tecido endotelial, são envolvidos e separados do sangue materno por uma barreira 

celular composta de células trofoblásticas gigantes mononucleadas denominadas sinusoidais 

(CTG-S). Durante o desenvolvimento fetal, pode-se diferenciar hemácias não-nucleadas maternas 

espalhadas por espaços denominados sinusoides e grandes hemácias fetais, nucleadas, dentro dos 

canais. A porção placentária final é formada pela placa coriônica, composta por grandes vasos 

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

2014). 

 

 

Figura 4: Fotomicrografia de corte de placenta de camundongo no terço final da gestação (17,5 dias gestacionais- 

DG), mostrando as diferentes regionais da placenta. A: decídua materna, B: zona juncional, C: labirinto e D: placa 

coriônica. Os vasos da placa coriônica irão formar o cordão umbilical. Barra: 416,7µm 

 

A angiogênese placentária é fundamental para a manutenção da gestação (Reynolds et al, 
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2010). Alguns fatores de crescimento e fatores reguladores do fluxo sanguíneo participam 

ativamente do processo de formação dos vasos sanguíneos placentários desde a implantação até a 

maturação completa da placenta. Dentre eles, destaca-se o VEGF (fator de crescimento endotelial 

vascular) placentário, sintetizado pelas células trofoblásticas gigantes. Ao interagir com um de 

seus receptores, como o Flk1, o VEGF promove a migração celular, a proliferação de células 

endoteliais e aumenta a permeabilidade vascular (Plaisier et al, 2007), o que permitirá a formação 

adequada dos vasos sanguíneos placentários que participarão das trocas materno-fetais durante a 

gestação. 

 

Restrição intrauterina de crescimento e suas consequências. 

No decorrer da gestação, os tecidos que compõem a interface materno-fetal possibilitam 

que os nutrientes ingeridos pela mãe sejam direcionados ao embrião/feto para sua ontogênese. 

Em contrapartida, metabólitos fetais são direcionados da circulação fetal à materna para serem 

excretados pela mãe. Uma nutrição inadequada ou intercorrências neste processo de troca 

poderão interferir negativamente no desenvolvimento embrionário/fetal, repercutindo na saúde 

do indivíduo até mesmo na sua idade adulta. 

Um exemplo de intercorrência negativa neste processo é a restrição intrauterina de 

crescimento (RIUC), também conhecida como “hipótese do fenótipo econômico” (Hales e 

Barker; 2001). Esta hipótese propõe que um ambiente intrauterino precário levaria a uma 

resposta adaptativa fetal, favorecendo o crescimento de órgãos-chave como o cérebro, em 

detrimento de outros, como as vísceras, provocando uma restrição de crescimento fetal 

assimétrica (Almeida e Dias, 2022). Desta forma, a priorização de “órgãos-chave” teria como 

objetivo aumentar as chances de sobrevivência do embrião, mas resultaria em um metabolismo 

pós-natal alterado que poderá perdurar durante toda a vida deste indivíduo, uma vez que órgãos 

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

 A cafeína e seus metabólitos, por atravessarem facilmente as membranas placentárias, 

pode estar relacionada à ocorrência de RIUC e futuras complicações metabólicas (resistência à 

insulina, hipertensão, obesidade, dislipidemias e outras doenças crônicas não-transmissíveis) em 

indivíduos de qualquer idade. Experimentos realizados por nosso grupo de pesquisa, que 

inclusive serviram de base para o presente trabalho, alertam para uma menor irrigação por 

sangue materno na placenta e fetos com menores proporções peso hepático em relação ao peso 

cerebral: um indicador claro de ocorrência de RIUC em dosagens consideradas seguras do 

consumo de cafeína por gestantes.    

 

Cafeína: impactos sobre o ciclo reprodutivo da fêmea. 

A cafeína é uma molécula capaz de atravessar as membranas placentárias e glândulas 

mamárias, atingindo rapidamente a circulação fetal e do bebê (Dews, 2011). Como o feto/criança 

é incapaz de metabolizá-la adequadamente em seus tecidos hepáticos, é exposto ao mesmo nível 

de cafeína ingerido pela mãe durante várias horas pós-exposição (Mose et al, 2008; Leon et al, 

2002; Arnaud, 1987). 

Nos animais, o consumo de cafeína durante a gestação está negativamente associado a 

alterações, tais como redução da implantação embrionária, baixos pesos placentário e do recém-

nascido, restrição intrauterina de crescimento, maior incidência de abortamentos e 

natimortalidade, aumento da expressão de marcadores apoptóticos e alteração da formação dos 

tecidos placentário, nervoso, articular e ósseo (Paula et al, 2017; Ma et al, 2015; Reis et al, 2015; 

Huang et al, 2012; Ballesteros-Yanez et al, 2012; Momoi et al, 2008).  

Huang et al. (2012) relataram alterações reprodutivas em camundongos fêmeas tratadas 

com cafeína. Todos os animais tratados não só reduziram a taxa de concepção total, mas também 

tiveram um ganho de peso materno inferior durante a prenhez. Yadegari et al. (2016), utilizando 
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doses intraperitoneais de 150 mg/kg/dia de cafeína em ratos albinos fêmeas durante os cinco 

primeiros dias gestacionais (DG), relataram que o grupo tratado apresentou uma diminuição 

significativa dos sítios de implantação, bem como do número de nascidos vivos, sugerindo que a 

cafeína poderia causar efeitos antifertilidade. 

Silva et al (2013), após exposição de ratas a doses orais de 0,3 g / L de cafeína (diluída em 

água), sugeriram que a exposição da ninhada à cafeína durante a gestação e lactação teve efeitos 

deletérios sobre o desenvolvimento neuronal, hiperativação hipocampal, susceptibilidade a 

convulsões e déficits cognitivos que poderiam permanecer mesmo na vida adulta. Serapiao-

Moraes et al. (2013) relataram que a prole de camundongos gestantes C57BL/6 tratados com 

doses diárias de cafeína subcutânea de 20 mg/kg durante a gestação, tiveram menor ganho de peso 

durante o crescimento e diminuição da taxa metabólica basal. Os animais adultos também 

apresentaram aumento no tamanho dos cardiomiócitos e menor vascularização do tecido cardíaco. 

Adicionalmente, anormalidades ósseas são descritas em fetos de mães tratadas com 

cafeína. Olchowik et al. (2011) relataram que a ingestão de 30 mg/dia de cafeína durante a 

gestação afetou negativamente o tecido ósseo em ratos. Tomaszewski et al. (2012), utilizando 

microssonda de raios-X para examinar fêmeas de fetos de ratos tratados com 30 mg/dia de cafeína, 

observaram que a diminuição da mineralização óssea era dominante no grupo tratado.  

Mesmo havendo diversos estudos que investigam o nascimento e desenvolvimento da 

prole, estudos descrevendo alterações histomorfológicas e fisiológicas placentárias pós-exposição 

à cafeína ainda são escassos. Huang et al (2012), avaliando um consumo de 180 mg/kg de cafeína 

durante a gestação em ratos Wistar, observaram regiões edematosas no retículo endoplasmático, 

expansão das cisternas do retículo endoplasmático rugoso, degranulação dos ribossomos e 

condensação da heterocromatina em células trofoblásticas. Além disso, foi demonstrado no estudo 

de Ma et al (2015) um aumento da apoptose e inibição da angiogênese após exposição à cafeína. É 

importante notar que a maioria dos estudos com animais aponta para um provável 
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comprometimento da formação do labirinto placentário, provavelmente causado por 

anormalidades circulatórias (Bolon, 2014). 

Muito já foi concluído sobre o efeito da cafeína em animais, embora os mecanismos 

mediadores desses efeitos ainda permaneçam obscuros. Mais estudos são necessários para 

demonstrar as alterações estruturais causadas pela cafeína durante o desenvolvimento placentário, 

e se tais alterações também poderiam ocorrer em seres humanos. 

Uma vez que em humanos a maior parte das informações obtidas é resultante de estudos 

epidemiológicos, a quantificação de cafeína ingerida tem sido feita a partir de biomarcadores 

sanguíneos ou urinários na tentativa de se obter um resultado mais preciso. No entanto, todos 

esses biomarcadores são influenciados pela meia-vida dos metabólitos e o tempo em que a 

amostragem foi realizada. Outros fatores como tabagismo, idade gestacional e vômitos 

exacerbados também influenciam os resultados (Greenwood et al, 2014; Grosso et al, 2008; 

Grosso & Bracken, 2005). Neste sentido, um estudo tentou estabelecer uma associação entre a 

quantificação de cafeína ingerida e a análise de urina materna, do sangue do cordão umbilical e do 

autorrelato de consumo materno (Grosso et al, 2008). Os autores concluíram que os 

biomarcadores de soro e urina não refletem a real exposição à cafeína durante a gestação, 

sugerindo que o autorrelato materno seria a melhor maneira de estimar o consumo diário de 

alimentos ricos em cafeína. Portanto, um estudo em humanos envolvendo o consumo de cafeína 

autorrelatado durante a gestação torna-se susceptível a vários tipos de vieses, tais como: seleção, 

desempenho, detecção, relato e outros (Jahanfar & Jaafar, 2015). 

Embora estudos utilizando roedores mostrem evidências sobre os efeitos deletérios do 

consumo de cafeína durante a gestação, estudos realizados em humanos envolvendo ingestão de 

cafeína e a gestação são inconclusivos desde 1970. Vários destes não encontraram qualquer 

relação entre o consumo de cafeína e anormalidades fetais: esta relação foi encontrada apenas em 

gestantes fumantes e/ou etilistas que consumiam altas doses de café (Olsen, 1991; Peacock et al, 
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1991; Linn et al, 1982). Neste sentido, Bech et al (2005) realizaram um estudo de coorte para 

determinar se o consumo de cafeína durante a gravidez estaria associado à morte fetal no terço 

final da gestação. Os resultados mostraram que o consumo materno de mais de 8 xícaras/dia de 

café aumentou a mortalidade fetal, especialmente após 20 semanas de gestação. No entanto, o 

mesmo grupo em 2007, realizou um estudo randomizado duplo-cego, comparando a duração da 

gestação e o peso ao nascer de 1207 mulheres grávidas que consumiram café instantâneo com 

cafeína ou descafeinado. Eles concluíram que uma redução moderada no consumo de cafeína no 

segundo trimestre gestacional não fez efeito algum sobre as características avaliadas.  

Del Castillo et al (2015), usando um estudo transversal com 1175 mulheres, investigaram 

se a ingestão de cafeína durante a primeira metade da gestação prejudicaria o desenvolvimento 

fetal. Embora tenham encontrado redução de peso no recém-nascido de mães que consumiram 

altas doses de cafeína, não foram encontradas relações entre a ingestão de cafeína, o baixo peso ao 

nascer (definido como peso ao nascer inferior a 2.500 g) e a prematuridade. 

Em contraste, outros estudos sugeriram a ocorrência de efeitos nocivos pelo consumo 

excessivo de cafeína em mulheres durante a gestação. Alguns autores demostraram uma maior 

frequência de atraso do crescimento fetal intrauterino de mães que consumiram cafeína no terceiro 

trimestre de gestação (Gaskins et al, 2016; Del Castillo et al, 2015; Martin & Bracken, 1987; Stein 

& Susser, 1991). Os abortos espontâneos e/ou as malformações fetais também estiveram 

associados ao consumo desta substância, embora a complexidade metodológica e a dificuldade 

para medir a ingestão de cafeína limitassem uma conclusão mais precisa (Browne et al, 2007; 

Van´t, 1982). Gaskins et al (2016), utilizando um estudo prospectivo de coorte, identificaram uma 

tendência linear entre o consumo de mais de 400 mg de cafeína/dia (aproximadamente 4 doses de 

café) antes da gestação e a ocorrência de aborto espontâneo (AE) até 20 semanas de gestação em 

mulheres sem história de AE. Em comparação com as mulheres que não consumiram café durante 

o período pré-gestacional, o risco de AE aumentou em 20%. Outras bebidas cafeinadas relatadas 
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pelos pacientes não foram associadas a este risco. Resultados semelhantes foram previamente 

descritos por Weng et al (2008), que observaram em seu estudo de coorte prospectivo que 

mulheres grávidas que ingeriram mais de 200 mg de cafeína durante a gestação aumentaram o 

risco de aborto em até 25%. 

Modelos de perfusão in vitro e ex vivo, como células cultivadas de placenta humana, 

também foram explorados na tentativa de estabelecer uma dose segura de consumo de cafeína 

durante a gestação (Partosch et al, 2015; Grant, 2012; Poulsen et al, 2009). Em 2014, uma 

perfusão ex vivo da placenta humana provou que a cafeína atravessa livremente o tecido por 

difusão passiva, conforme relatado anteriormente, independentemente da dose utilizada (Poulsen 

et al, 2009). Utilizando um modelo in vitro, Grant et al (2012) observaram que a cafeína inibe a 

invasão e a motilidade do trofoblasto, o que poderia levar a distúrbios na gestação, como aborto e 

pré-eclâmpsia. Assim, de acordo com esses autores, o consumo de cafeína na gestação deveria ser 

desencorajado. Além disso, Partosch et al (2015), usando um modelo cinético fisiologicamente 

baseado para simular a concentração de cafeína no sangue de mulheres não grávidas e grávidas, 

recomendou que as doses diárias de cafeína ingerida devessem ser inferiores a 200 mg, sempre 

divididas em porções separadas ao longo do dia. 

Muitas metanálises foram realizadas associando-se ingestão de cafeína e desfechos 

adversos durante a gestação. No entanto, até agora, apenas resultados inconclusivos foram 

encontrados. Em suas metanálises atualizadas periodicamente com ensaios clínicos randomizados 

em humanos, Jahanfar e Jaafar (2015; 2013; 2009) declararam que não há evidências suficientes 

para apoiar alterações na ingestão máxima de recomendação de cafeína pela mãe em transtornos 

gerais de gestação, sendo também confirmado por Greenwood e colegas (2014). Por outro lado, 

outras metanálises de estudos observacionais associaram o consumo de cafeína a vários resultados 

negativos durante a gestação. Li e cols (2015) avaliaram o consumo de café e cafeína com o 

aborto espontâneo e encontraram uma associação dose-dependente que apontava para um risco 
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potencial do término gestacional precoce. Rhee et al (2015) focaram sua metanálise em estudos de 

coorte e de casos-controle que relacionaram o consumo dependente da dose de cafeína durante a 

gestação e a ocorrência de recém-nascidos de baixo peso ao nascer (baixo peso ao nascer – BPN). 

Os resultados mostraram que, para cada aumento de 100 mg de cafeína consumida durante a 

gestação, a incidência de BPN aumentou em 3%, sendo este aumento linear de acordo com a dose 

consumida.  

Após o nascimento do bebê, o tempo de meia-vida da cafeína no organismo materno 

retorna aos níveis fisiológicos em até uma semana (Knutti et al, 1981). Entretanto, sua capacidade 

de rápida difusão através dos tecidos permanece inalterada, e a substância, se consumida na 

lactação, passa a ter livre passagem via ductos lactíferos até o organismo do recém-nascido, 

atingindo o seu pico em torno de 1h após o consumo da substância pela mãe. O clearance de 

cafeína do recém-nascido a termo ou prematuro, por sua vez, é mais lento até os cinco meses de 

idade, fazendo com que a substância circule e se difunda pelos seus tecidos por mais tempo que o 

esperado (McCreedy et al, 2018; Mc Namara et al, 2004). 

Apesar desta constatação de passagem de cafeína através do leite materno, a maioria dos 

estudos não mediu a atividade ou consequência metabólica de tal fato (Lactmed, 2022). Berlin e 

colaboradores, em 1984, detectou a presença de cafeína em leite materno de 11 mulheres que 

consumiram acima de 100 mg, sendo que a os níveis detectáveis permaneceram por 6,1h após a 

ingestão. Em 2021, Musatadi e equipe constataram a presença de quantidades variáveis de cafeína 

em nutrizes anônimas que doaram voluntariamente amostras de leite materno, sem, entretanto, um 

relato de seu consumo prévio de cafeína. Em 1985, em um estudo onde onze nutrizes consumiram 

aleatoriamente 5 xícaras de café comum ou descafeinado com um total de 500 mg de cafeína 

adicionada diariamente, por 5 dias, seus bebês de 45 dias receberam em média uma dose de leite 

contendo pelo menos 3,1mg/L de cafeína, para os casos não-controle (Ryu et al, 1985). Vale 

lembrar que a dose recomendada para recém-nascidos é de zero miligramas de ingestão diária 
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(LactMed, 2022). 

Um estudo polonês recente feito com 100 nutrizes que relataram consumo prévio de 

cafeína através de inquéritos alimentares, encontrou uma forte correlação entre a ingestão de 

cafeína com base na alimentação de 3 dias e o conteúdo desta substância no leite. Paraxantina, 

teobromina e teofilina, os metabólitos derivados, foram encontradas. Neste estudo, a maior 

quantidade de cafeína no leite foi detectada após quatro semanas de lactação (Purkiewicz et al, 

2022). Estudos feitos com bebês de 14 dias a 19 semanas de vida, cujas mães ingeriram de uma a 

três xícaras de café por dia, detectaram a presença de cafeína na saliva e urina dessas crianças 

entre 1 e 6h após a amamentação, sugerindo a livre passagem da substância para o corpo do bebê 

(Vohra et al, 2019; Berlin et al, 1984; Hildebrandt et al, 1983). 

Quanto às consequências deste consumo de cafeína maternal para os bebês amamentados, 

os estudos disponíveis são antigos, escassos e as revisões sistemáticas, inconclusivas. Em sua 

revisão sistemática em 2018, McCreed define os atuais dados disponíveis sobre o assunto como 

“de qualidade limitada, com amostras muito pequenas, grupos-controle inadequados e elevado 

riscos de fatores de confusão”. 

Isoladamente, os artigos relacionam o consumo de cafeína por nutrizes a um aumento de 

inquietação dos bebês, além de alterações no seu tônus muscular, aumento de tremores, cólicas, 

irritabilidade, baixa qualidade do sono anemia (devido ao fato de a cafeína impedir a absorção do 

ferro presente no leite materno) (Martín, 2007; Rivera-Calimlim, 1977; Clement, 1989. Rustin 

1989). Em seu estudo de coorte, Santos et al (2012) relacionou a baixa qualidade de sono de bebês 

com os relatos de consumo de cafeína por parte de suas mães, e sugeriu que uma dose de até 300 

mg de cafeína não prejudicaria o sono destes recém-nascidos. Em um estudo na Costa Rica com 

mães de baixa renda, estas foram divididas entre consumidoras pesadas de cafeína (mais de 450 

mL/café/dia), ou não-consumidoras (menos de 450 mL/café/dia). Os resultados demonstraram não 

apenas uma baixa qualidade do sono dos filhos, mas também um menor conteúdo de ferro no leite 



40 

 

materno, além de hematócritos e hemoglobinas baixas nos hemogramas das crianças estudadas em 

um mês pós-parto (Muñoz et al, 1988). 

Uma vez que não existem provas conclusivas o suficiente para se estabelecer uma dose 

segura de cafeína, a atual indicação da FDA, de 200 a 300 mg/dia, ainda é utilizada na prática 

clínica e aplicada na maioria dos estudos que avaliam a segurança desta quantidade de cafeína 

durante a gravidez. 

Neste contexto, estudos recentes desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa, utilizando 

fêmeas de camundongos Swiss submetidas ao consumo diário de cafeína antes e durante a 

gestação, revelaram que o consumo desta substância alterou a duração do ciclo estral (fases lúteas 

mais prolongadas), bem como reduziu a taxa de prenhez e o número de fetos por fêmea (Paula et 

al, 2017). Portanto, estes resultados apontaram para um possível efeito antifertilidade da cafeína. 

Além disso, foi demonstrado que o consumo moderado (120 mg/kg) de cafeína afetou os pesos 

dos fetos e placentas, com redução dos mesmos, além de provocar uma menor eficiência 

placentária. Quanto ao aspecto morfológico, não foram observadas alterações nas áreas das 

diferentes regiões placentárias (zona juncional, labirintotrofoblasto e placa coriônica), tampouco 

nos grandes vasos que irrigam o labirinto. Entretanto, foi observada no labirinto placentário uma 

menor irrigação por sangue materno, em detrimento de um aumento do número de vasos fetais e 

células sinusoidais constituintes desta região placentária (Paula et al, 2017). Este seria o primeiro 

relato de alterações morfológicas no labirinto placentário decorrente de consumo diário de cafeína. 

Alterações na duração do ciclo estral bem como no número de fetos sugerem que a própria 

função ovariana possa estar comprometida pelo consumo diário desta substância, apresentando 

efeitos antifertilidade. Estudos acerca dos mecanismos determinantes das alterações reprodutivas 

decorrentes ao consumo elevado de cafeína durante a gestação ainda são escassos. No entanto, 

relatos sugerem a contraindicação ou redução desta substância neste período. 
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Humanos e roedores: uma comparação entre espécies. 

  Vieses metodológicos são classicamente encontrados em estudos relacionados ao 

consumo humano de cafeína durante a gravidez. Estudos observacionais de coorte, bem como 

transversais, evidenciaram resultados variados, embora ainda não tenham conseguido mostrar 

associação entre a ingestão de cafeína e efeitos adversos na gestação (Jahanfar & Jaafar, 2015; 

Bracken et al, 2002). Além disso, ensaios clínicos controlados randomizados seriam os mais 

indicados, mas se revelam difíceis ou mesmo antiéticos. Por outro lado, os estudos com animais 

mostraram-se mais acessíveis e com resultados fidedignos, que poderiam ser aplicáveis a 

humanos, embora algumas particularidades devam ser consideradas (Croy et al, 2014).  

  A placenta é a principal interface de troca entre mãe e feto durante a gestação. Contudo, 

outras interfaces como as membranas fetais (córion, âmnio e saco vitelino) também devem ser 

consideradas mesmo que comumente negligenciadas. Considerando que a placenta visa nutrir e 

controlar a passagem de várias substâncias para o feto, estudos utilizando modelos animais 

direcionados à aplicação clínica requerem um modelo placentário compatível com características 

humanas (Silva & Serakides, 2016). Neste contexto, roedores e primatas não humanos parecem 

representar os melhores modelos experimentais associados à gestação e ao desenvolvimento fetal 

(Christian & Brent, 2001).  

Tanto roedores quanto humanos apresentam o tipo placentário discoide, sendo a interação 

materno-fetal restrita a uma área circular comum denominada cotilédone (Burton et al, 2006). 

Placentas de primatas e roedores são caracterizadas por vasos fetais diretamente banhados por 

sangue materno (placenta hemocorial) (Reynolds et al, 2010; Burton et al, 2006). No entanto, 

comparando-se a barreira celular formada entre sangue materno e vasos fetais, o número de 

camadas placentárias de roedores (três camadas) é superior ao de humanos (duas camadas), o que 

confere ao roedor uma maior resistência a substâncias tais como a cafeína (Rossant & Cross, 

2001). Tal resistência resulta em um fator de conversão que extrapola as doses de consumo 
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humano em modelos de estudos de cafeína utilizando camundongos e ratos, e fatores de correção 

se tornam necessários para o estabelecimento de uma dose comparável entre estas espécies 

(Huang et al, 2012; Reagan-Shaw, 2007; Chistian & Brent, 2001; Wang, 1999).  

A degradação da cafeína e a formação de seus metabólitos também variam de acordo com 

as espécies estudadas. No entanto, investigações prévias comparando farmacocinética da cafeína 

em humanos e muitas espécies de animais demonstraram algumas semelhanças (Christian & 

Brent, 2001). Por exemplo, a absorção de cafeína no trato gastrintestinal atinge 99% em humanos 

e animais aproximadamente 45 minutos após a sua ingestão (Nehig, 1999). Tanto em humanos 

como em roedores, a cafeína é metabolizada a três dimetilxantinas. Embora os primatas não-

humanos possam inicialmente ser um modelo apropriado que forneça dados valiosos para a 

extrapolação para seres humanos, o principal metabólito originado pós-metabolização é a 

teofilina. Consequentemente, primatas não-humanos não seriam um bom modelo experimental 

para avaliar os efeitos da cafeína sobre a reprodução, pois a paraxantina é o metabólito 

predominante na degradação em humanos e sua função e meia-vida são diferentes da teofilina 

(Christian & Brent, 2001). 

Sendo assim, os roedores – camundongos e ratos – são considerados um bom modelo 

experimental para estudos em humanos com base nas semelhanças de biodegradação da cafeína 

(meia-vida similar, além de a paraxantina ser o principal metabólito de degradação da cafeína) e 

morfologia placentária semelhante, permitindo comparações mais fidedignas (Bracken et al, 

2002).  

 

Comportamento, cognição e estudos relacionados. 

Estudos comportamentais em animais têm sido cada vez mais utilizados em pesquisas de 

medicamentos, drogas e substâncias a título de comparação de sua provável ação no organismo 

humano (Hernier, 2016). Estes testes incluem habilidades de aprendizado, atenção, memória de 
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curto e longo prazos, cognição, dentre outros. Por cognição, entende-se os processos mentais 

associados à atenção, à memória, ao aprendizado, ao raciocínio e ao poder de julgamento de um 

indivíduo (Hernier, 2016). A atenção, por sua vez, consiste em uma maior interatividade e 

seletividade, incluindo vigilância, e resulta na capacidade de selecionar aspectos pertinentes de 

uma entrada sensorial (Muir, 1996). O aprendizado se trata da aquisição de um novo 

comportamento como consequência de uma experiência, seja ela positiva ou negativa (Hernier, 

2016). Já a memória é a preservação de determinado comportamento aprendido durante um 

tempo especificado e com a reprodução desse comportamento aprendido (Millan et al., 2012).  

A avaliação dessas funções cognitivas em roedores pode ser relativamente ambiciosa, 

complexa e demorada. Inúmeros testes são feitos em ambientes obrigatoriamente controlados e 

por profissionais treinados para tal (Hernier, 2016). De fato, qualquer efeito prejudicial de uma 

substância farmacológica na atenção, aprendizado, memória ou funções executivas podem ter 

consequências dramáticas para o indivíduo tratado, e cafeína é uma das substâncias que tem 

mostrado tais consequências a curto e longo prazo nos testes cognitivos aos quais os roedores 

são submetidos. 

 

HIPÓTESE 

O consumo materno de cafeína durante a gestação e a lactação compromete o 

desenvolvimento pré e pós-natal, afetando parâmetros reprodutivos e comportamentais na prole, 

que perduram por gerações subsequentes. 

 

OBJETIVOS 

Objetivo Geral 

Investigar os efeitos do consumo crônico de cafeína sobre a morfofuncionalidade ovariana, 

bem como os efeitos transgeracionais do consumo materno diário de doses recomendadas durante 

a gestação e/ou lactação sobre os desenvolvimentos pré e pós-natal, a morfologia ovariana e os 
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aspectos cognitivos e comportamentais da prole de camundongos. 

 

Objetivos Específicos 

  Sempre comparando o consumo crônico de diferentes doses de cafeína (baixo, moderado, 

alto) à ausência da cafeína (controle), bem como o consumo materno de doses moderadas durante 

a gestação e/ou lactação, os objetivos específicos foram: 

 Avaliar a fertilidade por meio de determinação do ciclo estral, da foliculogênese e de dosagens 

hormonais de fêmeas nulíparas; 

 Avaliar parâmetros reprodutivos tais como duração do ciclo estral, taxa de prenhez, número de 

implantações e de fetos viáveis das fêmeas das gerações parental, F1 e F2;  

 Avaliar o desenvolvimento biométrico pós-natal das proles das gerações F1 e F2; 

 Investigar a vascularização placentária por meio de quantificação de vasos e mensuração dos 

respectivos calibres;  

 Investigar a capacidade de proliferação e existência de morte celular placentárias em diferentes 

estágios gestacionais (terços médio e final); 

 Investigar os aspectos comportamentais e cognitivos nas gerações F1 e F2. 

 

METODOLOGIA 

Comitê de ética  

Este projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da UFMG (CEUA), 

protocolo nº 395/2015. 

           

Determinação dos experimentos 
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          Ao longo deste trabalho, foram desenvolvidos quatro experimentos: i) Experimento 1 – 

Estudo da fertilidade de fêmeas nulíparas após o  consumo crônico de cafeína abordando aspectos 

morfofuncionais ovarianos; ii) Experimento 2 - Impacto do consumo crônico da cafeína sobre o 

desenvolvimento placentário e fetal em modelo murino; iii) Experimento 3 – Avaliação de 

parâmetros biométricos e reprodutivos em duas gerações subsequentes à exposição pré-natal e 

neonatal de cafeína; iv) Experimento 4 – Avaliação cognitiva e comportamental da prole adulta 

das gerações F1 e F2 subsequentes à exposição pré-natal e neonatal de cafeína. Um resumo dos 

grupos experimentais, bem como das doses de cafeína e análises feitas está esquematizado na 

Figura 5. 

 

Figura 5: Resumo das metodologias utilizadas nos experimentos deste trabalho. Imagem da autora. 
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Grupo experimental de análise ovariana sob consumo de cafeína: apenas fêmeas nulíparas 

(Experimento 1). 

Resultados preliminares do nosso grupo de pesquisa mostraram que o ciclo estral de 

fêmeas que consomem cafeína de forma crônica mostra-se com maior duração da fase lútea 

(diestro e metaestro). Para investigar se o desenvolvimento folicular estaria comprometido 

decorrente ao consumo de cafeína, 20 fêmeas adultas de camundongo Swiss e em idade 

reprodutiva (oito semanas, média de peso corporal: 30 ± 3 g) foram adquiridas junto ao Centro de 

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

Morfologia do Instituto de Ciências Biológicas da UFMG em condições padrão de claro-escuro 

(12h de luz: 12h de escuridão) e temperatura (23 ± 2oC). Após o período de ambientação, estas 

fêmeas passaram por lavados vaginais diários para a identificação da respectiva fase do ciclo estral 

(proestro, estro, metaestro ou diestro), e foram divididas aleatoriamente em quatro grupos 

experimentais, os quais receberam, via gavagem, água (CC) ou cafeína diluída em água (com um 

auxílio de um processador ultrassônico) durante trinta dias conforme esquema a seguir: 

 Grupo CC (n = 5) – Controle: água via gavagem. 

 Grupo C60 (n = 5) – 60 mg/kg de cafeína diluída em água via gavagem. 

 Grupo C120 (n = 5) – 120 mg/kg de cafeína diluída em água via gavagem, após sonicação para 

duluição. 

 Grupo 240 (n = 5) – 240 mg/kg de cafeína diluída em água via gavagem, após sonicação para 

duluição. 

Estas doses de cafeína equivalem, respectivamente, a 0, 200, 300 e 600 mg/dia de consumo 

em humanos, de acordo com o fator de correção para camundongos estabelecido por Wang (2005) 

e posteriormente aplicado por Huang et al. (2012). Tais doses se referem às duas indicações entre 

entidades americanas, canadenses e europeias (200 e 300 mg/dia) e a um consumo em excesso, 

superior às doses recomendadas para adultos normais (600 mg/dia). A cafeína (Sigma-Aldrich - 
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Reagent Plus®, C0750) foi diluída em água considerando a dose correspondente, sendo a 

gavagem realizada diariamente em horários fixos, próximos ao período escuro dos animais. 

Durante o experimento, todos os animais receberam água e ração peletizada (Nuvilab®) ad 

libitum.  

Após trinta dias, as fêmeas foram eutanasiadas por decapitação, na fase de diestro do ciclo 

estral, tendo sido coletados sangue e ovários para posteriores análises. Os ovários foram fixados 

por imersão em solução de paraformaldeído 4% em tampão fosfato 0,05 M por 24 horas a 

temperatura de 4oC. Posteriormente, foram incluídos em paraplast e cortes histológicos semi-

seriados de 5 µm de espessura foram obtidos, resultando numa média de quarenta lâminas para 

cada ovário. Após coloração em hematoxilina-eosina, procedeu-se a contagem e classificação dos 

tipos de folículos ovarianos, incluindo os atrésicos. Calculou-se a taxa de recrutamento de acordo 

com Campos-Junior et al. (2012) e Santos et al. (2020), em que: Taxa de atresia = [(no folículos 

atrésicos/total folículos) x 100] e Taxa de recrutamento = {[(no primários + pré-antrais + 

secundários)/total folículos] x 100}. O sangue, por sua vez, foi centrifugado e passou por análise 

do tipo ELISA para detecção dos níveis hormonais de prolactina (PRL) e hormônio luteinizante 

(LH). 

 

        Grupo experimental de análise fetal, placentária e transgeracional: fêmeas gestantes e 

lactantes (Experimentos 2, 3 e 4). 

Oitenta fêmeas adultas de camundongo Swiss e 15 fêmeas C-57 Black-6 em idade 

reprodutiva (oito semanas, média de peso corporal: 30 ± 3g) foram adquiridas junto ao Centro de 

Bioterismo (CEBIO) sob as mesmas condições da metodologia anterior. Elas foram divididas 

aleatoriamente em quatro grupos experimentais, os quais receberam, via gavagem, água (CC) ou 

120 mg/kg de cafeína (Sigma-Aldrich - Reagent Plus®, C0750) diluída em água.  

Esta dose de cafeína equivale a 300 mg/dia de consumo em humanos, sendo considerada 
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segura por algumas organizações internacionais e de uso indicado durante a gestação e lactação 

(NHS, 2016; EFSA, 2015). Durante o experimento, todos os animais receberam água e ração 

peletizada (Nuvilab®) ad libitum. A gavagem foi realizada diariamente em horários fixos, 

próximos ao período escuro dos animais. 

As fêmeas C-57 receberam, via gavagem, 0, 60 ou 120 mg de cafeína pelo mesmo 

intervalo de tempo e, no 8º dia, foram colocadas para acasalamento com machos transgênicos 

fluorescentes dominantes para a beta-actina-GFP. Uma vez prenhes de 17,5 dias, as fêmeas foram 

anestesiadas, laparotomizadas e tiveram suas placentas expostas e submetidas à microscopia 

confocal intravital (Nikon Ti Eclipse® acoplada a um confocal A1R).  

Fotomicrografias de tecidos placentários com aumento de 20x foram obtidas usando o 

software NIS Elements® (Nikon®) e a expressão da proteína GFP foi avaliada pelo software 

Volocity®. O diâmetro dos vasos fetais de cada grupo experimental foi determinado pelo software 

Image J® e dividido em cinco categorias comparáveis entre si: 1) < 40 µm (vasos extra pequenos); 

2) > 40 < 80 µm (vasos pequenos); 3) >80 <120 µm (vasos médios); 4) >120 < 160 µm (vasos 

grandes); 5) > 160 µm (vasos extragrandes). Todos os animais foram eutanasiados após o 

procedimento (Figura 6). 
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Figura 6: Esquema explicativo da metodologia utilizada para a determinação e diferenciação de vasos maternos e fetais, 

bem como a classificação de suas categorias a partir do calibre destes vasos. Cabeça de seta branca: grandes vasos, dentre os quais 

encontramos também vasos extragrandes; Cabeça de seta cinza: vasos de calibre intermediários; Cabeça de seta preta: vasos de 

pequeno calibre, dentre os quais também se encontram vasos extra pequenos; Asteriscos: núcleos das células sinusoidais fetais que 

compõem tais vasos sanguíneos. Barras: 55,0 μm. 

 

Em se tratando das fêmeas Swiss, estas receberam cafeína ou água durante sete dias antes 

do início do acasalamento, seguindo posteriormente o esquema abaixo de divisão de grupos 

experimentais: 

 Grupo CC (n = 20) – Controle/Controle: água durante a gestação (20 dias) e a lactação (30 dias). 

 Grupo CT (n = 20) – Controle/Tratado: água durante a gestação (20 dias) e cafeína (120 

mg/kg/dia) durante a lactação (30 dias). 

 Grupo TC (n = 20) – Tratado/Controle: cafeína (120 mg/kg/dia) durante a gestação (20 dias) e a 

lactação (30 dias). 

 Grupo TT (n = 20) – Tratado/Tratado: cafeína (120 mg/kg/dia) durante a gestação (20 dias) e a 

lactação (30 dias). 

Cinco fêmeas gestantes de 11,5 DG e cinco gestantes de 17,5 DG foram eutanasiadas por 
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anestesia e deslocamento cervical, laparatomizadas e tiveram suas placentas coletadas e fixadas 

em paraformaldeído (PFA) a 4% de concentração para posterior análise de imunohistoquímica. As 

placentas de 11,5 DG foram processadas para a identificação de proliferação celular e 

angiogênese. Resumidamente, as secções de 5µm foram desparafinisadas, reidratadas e 

submetidas a aquecimento em micro-ondas por 3 x 5 min em tampão citrato de sódio 0,1 M (pH 6) 

para recuperação antigênica, resfriadas à temperatura ambiente e enxaguadas com solução salina 

tamponada com fosfato pH 7,4 (PBS). A atividade da peroxidase endógena foi bloqueada com 

peróxido de hidrogênio a 3% (v/v) em solução de metanol por 30 min. Os cortes foram pré-

incubados com 5% (p/v) de soro normal de coelho em PBS por 30 min em temperatura ambiente. 

Posteriormente, as seções foram incubadas (overnight) a 4˚C em uma câmara úmida com o 

anticorpo marcador de proliferação Ki-67 (1:100, Soro Anti-coelho policlonal (Abcam) 10% em 

PBS/BSA 1%) e anticorpo secundário 1:200, Soro de Cabra anti-coelho (Vector Laboratories, 

Burlingame, CA, EUA) 10% em PBS/BSA 1%. Seguiu-se a incubação com o complexo avidina-

biotina (ABC, diluído 1:500 (v/v) em PBS-BSAc (Vector stain kit Elite, Vector Laboratories, 

Burlingame, CA, EUA) durante 60 min à temperatura ambiente e a visualização o kit DAB 

(Sigma-Aldrich). Os cortes foram contra-corados com hematoxilina de Mayer. Nos controles 

negativos, o anticorpo primário foi omitido, e nos controles positivos, utilizou-se tecido de tumor 

da glândula mamária canina. 

A coloração nuclear de cor marrom do Ki-67 foi considerada positiva. O percentual de 

proliferação celular foi calculado considerando a seguinte equação: núcleos positivos divididos 

pelos núcleos totais (positivos e negativos) multiplicados por 100. O resultado foi expresso como 

percentual de células Ki-67 positivas (Chiarini-Garcia et al, 2011). 

Para detectar possíveis alterações na angiogênese placentária nessa idade gestacional, foi 

realizada análise de imunofluorescência para detectar marcadores de fator de crescimento 

placentário (PlGF ou PGF). A coloração de todas as lâminas foi realizada simultaneamente em 
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uma única sessão. As secções histológicas foram desparafinisadas, reidratadas e submetidas a 

aquecimento em micro-ondas por 3 x 5 minutos em tampão citrato de sódio 0,1 M (pH 6) para 

recuperação de antigênica, resfriadas até a temperatura ambiente e enxaguadas com solução salina 

tamponada com fosfato pH 7,4 (PBS). As análises foram realizadas na região do labirinto 

placentário e os cortes histológicos foram incubados durante a noite a 4º C em câmara úmida com 

o anticorpo primário anti-PGF1 anti-camundongo (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA). 

Posteriormente, os cortes foram tratados com biotina secundária em PBS-BSAc por 90 minutos a 

4ºC e anticorpo secundário 1:200 anti-camundongo (Abcam). O DAPI (Sigma-Aldrich – D9564; 

diluição 1:1000 (v/v) em PBS) foi utilizado para a identificação do núcleo. Os controles positivos 

foram obtidos usando tecido tumoral de mama e nos controles negativos, o anticorpo primário foi 

omitido. 

Fotomicrografias de tecidos placentários foram obtidas usando o software Zen® (edição 

azul, microscopia Carl Zeiss®) e o microscópio Zeiss Imager Z2 equipado com o sistema de 

aprimoramento de imagem Apotome Z2. As células fluorescentes foram contadas usando a 

ferramenta “Cell Counting” do software Image J®. A porcentagem de células expressando o 

marcador angiogênico foi calculada considerando a seguinte equação: células positivas (coradas 

com citoplasma) divididas por núcleos totais (com citoplasma positivo e negativo) multiplicado 

por 100. Os resultados foram expressos como porcentagem de células positivas (Chiarini-Garcia et 

al, 2011). 

Para identificar a morte celular, os cortes histológicos de placentas de 17,5 DG foram 

incubados durante a noite a 4º C em câmara úmida com o anticorpo primário anti-caspase-3 

produzido em coelho, policlonal, na diluição 1:600 em tampão PBS). Posteriormente, os cortes 

foram tratados com anticorpo secundário de cabra anti-coelho marcado com biotina 1:200 (v/v) 

em PBS-BSAc por 90 minutos a 4ºC. DAPI (Sigma-Aldrich – D9564; diluição 1:1000 (v/v) em 

PBS) foi utilizado para a identificação do núcleo. A solução Sudan Black B foi utilizada para 
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bloquear a autofluorescência das hemácias presentes no labirinto placentário. Os controles 

positivos foram obtidos usando tecido de baço de camundongos e nos controles negativos, o 

anticorpo primário foi omitido. 

A porcentagem de morte celular foi calculada considerando a seguinte equação: núcleos 

positivos divididos por núcleos totais (positivos e negativos) multiplicados por 100. O resultado 

foi expresso como porcentagem de células apoptóticas (Chiarini-Garcia et al, 2011). 

Os animais não utilizados nos procedimentos anteriores (n = 40) tiveram sua gestação 

levada a termo, com obtenção de filhotes nos dias 20,5 (+1 dia). Tais proles, caracterizadas aqui 

como geração F1, foram pesadas e seu comprimento (distância entre focinho – inserção da cauda) 

mensurado ao nascimento, bem como a determinação do sexo realizada por meio de mensuração 

da distância ano-genital. Os filhotes de ambos os sexos, padronizados como um máximo de 6 por 

ninhada, permaneceram junto às mães, sendo pesados e tendo seu comprimento determinado a 

cada cinco dias até os 30 dias de vida, quando foram desmamadas e as mães, eutanasiadas. 

Posteriormente, as aferições foram feitas a cada sete dias até que completassem 60 dias de vida. A 

partir dos 20 dias de vida, a presença ou não de abertura vaginal nas fêmeas (um dos sinais 

indicativos de puberdade) foi monitorada diariamente. Após 60 dias de idade, estas fêmeas foram 

submetidas à técnica de lavado vaginal diário durante 15 dias, para determinação das fases do 

ciclo estral.  

Aos 60 dias de idade, os machos F1 foram encaminhados para o Laboratório de 

Neurobiologia Conceição Machado, sob supervisão da Professora Dra. Aline Miranda, para testes 

comportamentais e posteriormente eutanasiados para coleta e análise de sangue e cérebro. Os 

testes avaliaram a motricidade do animal em campo aberto e, em caso de adequação a este teste, 

subsequentemente houve investigação dos seguintes componentes comportamentais: testes de 

hiperatividade; de comportamentos ansioso, depressivo e compulsivo; avaliação da memória de 

curta e de longa duração; e avaliação da capacidade de aprendizado a curto prazo. Os testes 
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escolhidos foram: Open field, Y-maze, Marble burrying, Teste de reconhecimento social, 

Labirinto em cruz elevado e nado forçado. 

Metade da prole fêmea F1 de cada grupo experimental foi eutanasiada (n = 3 a 5 por 

grupo), sendo os ovários coletados e preparados para análises histomorfométricas posteriores, de 

modo semelhante ao realizado com as mães. As demais fêmeas adultas da geração F1 continuaram 

submetidas a lavados vaginais diários para acompanhamento do ciclo estral, sendo posteriormente 

também encaminhadas para análises comportamentais. Após estas análises, elas foram então 

acasaladas, dando origem à geração F2. Esta passou pelos mesmos procedimentos da F1, com 

separação de filhotes machos para eutanásia e biometria posterior, e as fêmeas direcionadas para 

avaliação de parâmetros reprodutivos com posterior coleta de ovários para análises 

histomorfométricas.  

Seguem-se breves descrições dos testes de comportamento aos quais os animais foram 

submetidos. Destaca-se que as gerações F1 e F2 não consumiram cafeína em nenhum momento de 

suas vidas, sendo o contato com a cafeína realizado pela via transplacentária e/ou ingestão de leite 

materno. 

Open field: os efeitos da cafeína foram avaliados colocando-se, separadamente, cada 

animal em uma caixa quadrada de polipropileno (dimensões 50 x 50 x 22 cm – largura x 

comprimento x altura). Avaliou-se, através do registro de câmeras por 30 minutos, os movimentos 

do animal pelo campo aberto e laterais da caixa. 

Marble Burriyng: em uma caixa contendo maravalha e 12 bolas de gude organizadas sobre 

a cobertura, colocou-se isoladamente cada animal por 20 minutos. Após decorrido o tempo do 

teste, contabilizou-se quantas bolas de gude foram completamente enterradas pelo animal. 

Rotarod: os camundongos foram inicialmente treinados para permanecer no eixo rotativo 

do aparato em uma velocidade de 4 r.p.m. (rotações por minuto) por 3 min. Dois camundongos 

foram testados simultaneamente, e cada animal foi envolvido em três ensaios consecutivos, cada 
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um separado por um período de descanso de um dia. As latências (tempo decorrido) de cada queda 

foram registradas.  

Y-maze: utilizou-se um aparato em formato de “Y” com três braços idêntidos (40 cm 

comprimento cada). Cada camundongo foi individualmente colocado na área central, e 

contabilizou-se o número de entradas nos braços, bem como as alternâncias entre cada um deles 

por 10 minutos.  

Elevated plus-maze: colocou-se, individualmente, o animal no centro do aparato contendo 

4 braços (30cm x 5cm) de 50 cm. Dois dos braços opostos eram completamente abertos, e dois 

continham paredes por toda a sua extensão. Durante 10 minutos, observou-se o deslocamento 

deste animal, registrando-se suas passagens e permanência por cada tipo de braço do labirinto. 

Nado forçado: cada animal foi colocado em um tanque plástico cilíndrico (30 cm de altura 

x 20 cm de diâmetro) com um nível da água de 15 cm do fundo, de forma que o animal permaneça 

em movimentos de natação para sobreviência sem conseguir escalar pelas bordas ou tocar o fundo 

do tanque com os pés ou a cauda. 

Reconhecimento social: de acordo com a técnica de Hernier et al (2016), primeiramente o 

animal em estudo foi colocado por algumas horas para ambientação em um aparato contendo duas 

câmaras idênticas e vazias: direita (right) e esquerda (left). Durante este tempo, monitorou-se o 

seu movimento exploratório, que deve ser semelhante entre as duas câmaras. Em seguida, 

adicionou-se em uma das câmaras um animal “estranho” (outro camundongo, desconhecido), 

denominado S1, e esperou-se que o comportamento social e exploratório fosse aumentado na 

câmara contendo o novo animal. Por fim, um segundo animal “estranho”, o S2, foi adicionado 

após algum tempo na outra câmara vazia, por já ter tido um contato com S1, é esperado que o 

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

 

2. Análise estatística 
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Todos os parâmetros avaliados foram testados quanto à normalidade usando-se o 

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

EUA), sendo os dados analisados como um delineamento experimental inteiramente ao acaso. Os 

efeitos da cafeína sobre os parâmetros biométricos e histomorfométricos foram avaliados 

utilizando-se o modelo linear geral (GLM) do SAS. Nos eventos nos quais os tratamentos 

mostraram-se significativos, comparações múltiplas foram realizadas utilizando-se a probabilidade 

de diferenças (pdiff) entre médias de quadrados mínimos, ajustadas pelo teste Tukey-Kramer 

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

 

 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A história da cafeína e sua relação com a gestação e a lactação é controversa e 

tendenciosa (James, 2020). Na década de 80, surgiram os primeiros estudos com animais e sua 

provável teratogênese, que levaram a FDA a publicar uma carta de recomendação que proibia o 

consumo desta substância por gestantes em qualquer dose ou quantidade (U.S. Food and Drug 

Administration, 1980). Em consequência, na mesma época, foi fundado o International Life 

Sciences Institute (ILSI), criado pelo Caffeine Working Group em associação com a American 

Beverage Association and the National Coffee Association: um instituto de pesquisas formado 

por associações cafeicultoras e produtoras de refrigerantes que passou a desenvolver pesquisas 

com resultados sempre favoráveis ao consumo de cafeína pela população gestante (James, 2020). 

Os conflitos de interesse e as pesquisas altamente rentáveis do novo instituto pressionaram, 

então, a FDA a liberar um novo comunicado indicando um consumo consciente de cafeína e, 

posteriormente, em 2018, um novo documento indicando uma ingestão máxima de até 400 
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mg/dia para todos os grupos consumidores (homens, mulheres, gestantes, lactantes, idosos), 

desde que se levasse em conta a sensibilidade individual e especialmente a tolerância infantil 

(James, 2020).  

Ao longo das últimas quatro décadas, diversas associações se mantiveram variáveis em 

suas recomendações, que vão de um máximo de 200 mg/dia (American College of Obstetricians 

and Gynecologists – ACOG e European Food Safety Authority – EFSA) a até 400 mg/dia 

(James, 2020). Entretanto, cada vez mais estudos têm surgido com resultados que levam ao total 

desencorajamento do consumo de cafeína por crianças, gestantes e lactantes, e o presente 

trabalho, mesmo obtendo resultados utilizando modelos murinos, teve como objetivo endossar 

tais recomendações, além de trazer, de forma inédita, alguns resultados contundentes em relação 

às atuais doses recomendadas de cafeína na gestação e na lactação. 

Experimento 1 – Estudo da fertilidade de fêmeas após o consumo crônico de cafeína abordando 

aspectos morfofuncionais ovarianos.  

 Experimentos prévios do nosso grupo de pesquisa com animais gestantes consumidores de 

cafeína sempre apontaram uma grande dificuldade em estabelecer a gestação de fêmeas tratadas 

com esta substância, especialmente em doses mais elevadas. Portanto, este experimento foi feito 

com o objetivo de avaliar se há alguma alteração na foliculogênese, bem como nas diferentes fases 

do ciclo estral de animais que consomem variadas doses de cafeína de forma crônica. 

Inicialmente, foi avaliada a duração da fase lútea do ciclo estral das fêmeas que 

consumiram cafeína durante trinta dias. Considerado como a fase lútea, o diestro e o metaestro 

apresentam duração média de 1 a 3 dias em condições fisiológicas normais (Freeman, 2006). 

Entretanto, o consumo de cafeína, independente da dose, prolongou a duração desta fase, que 

apresentou uma variação de 3 até 11 dias entre as doses mais elevadas (C120 e C240) (P < 0,05; 

Figura 7). Assim sendo, concluiu-se que a cafeína tanto em doses baixas, quanto nas moderadas e 
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altas, pode alterar a frequência ovulatória de fêmeas murinas. Para se investigar a causa de tal 

alteração, procedeu-se ao estudo da hipótese de que a população folicular ovariana estaria alterada 

e/ou que houvesse alteração hormonal que justificasse tais características do ciclo estral.  
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Figura 7: Duração (em dias) das fases do ciclo estral de camundongos decorrentes do consumo de cafeína, durante trinta 

dias, em diferentes doses. CC: controle (água); C60: 60 mg/cafeína/dia; C120: 120 mg/cafeína/dia; C240: 240 mg/cafeína/dia; a, b P 

< 0,05. 

 

A contagem da população folicular das fêmeas nulíparas foi notavelmente comprometida 

em função do consumo de cafeína (P < 0,05; Tabela 2). Em toda a população folicular, os animais 

do grupo de consumo elevado (C240) apresentaram uma depleção destes folículos totais, que se 

mostrou inferior também nos primordiais ativados (P < 0,05). Houve uma maior proporção de 

folículos primários em C240, em detrimento de uma menor quantidade em T60. Quanto à 

população de folículos primários multilaminares (pré-antrais) e secundários, essa diferença 

populacional deixou de existir, voltando a se mostrar significativa na análise de atresia folicular: 

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

daí o motivo da sua não-representação nestas análises. 

 

 

Tabela 2 – Contagem e proporção das diferentes categorias de folículos em ovários de 

fêmeas nulíparas de camundongos Swiss, após consumo crônico, ou não (CC), de diferentes 

doses de cafeína (C60, C120, C240) 

 

Folículo/Tratamento Controle C60 C120 C240 

Primordial quiescente  73,7 + 6,1 a 54,0 + 6,5 ab 56,0 + 6,5 a 30,0 + 7,0 b 

Primordial quiescente (%) 28,4 + 2,2 a 21,6 + 2,3 a 22,1 + 2,3 a 21,3 + 2,5 a 

Primordial ativado  80,4 + 5,3 a 70,0 + 5,6 a 48,8 + 5,6 b 32,7 + 6,0 b 

Primordial ativado (%) 32,5 + 4,7 a 27,5 + 7,2 c 20,3 + 5,8 b 22,4 + 2,6 bc 

Primário unilaminar  71,6 + 7,7 a 54,8 + 8,2 a 84,6+ 8,2 a 53,3 + 8,8 a 

Primário unilaminar (%) 27,0 + 2,4 bc 21,9 + 2,5 c 32,4+ 2,5 ab 38,4 + 2,7 a 

Primário multilaminar 1,8 + 0,8 a 3,8 + 0,8 a 4,3 + 0,8 a 2,7 + 0,9 a 

Primário multilaminar (%) 0,8 + 0,5 a 1,6 + 0,5 a 1,6 + 0,5 a 2,0 + 0,5 a 

Secundário  25,3 + 5,0 a 32,0 + 5,3 a 20,5 + 5,3 a 13,4 + 5,7 a 

Secundário (%) 9,1 + 2,0 a 12,6 + 2,1 a 8,2 + 2,1 a 10,1 + 2,3 a 

Atrésicos 31,9 + 4,3 a 84,4 + 4,6 b 103,6 + 4,6 c 19,7 + 4,9 a 

Taxa de atresia folicular (%) 11,7 + 4,2 a 33,4 + 4,4 b 44,9 + 4,4 b 11,8 + 4,8 a 

Taxa de recrutamento folicular (%) 36,8 + 3,1a  36,4 + 3,3 a 42,1 + 3,3 ab 50,3 + 3,6 b 

Total de folículos 267,4 + 22,2a 258,7 + 23,5a 265,2 + 23,5a 142,0 + 25,1b 

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

 

Curiosamente, C240 não apresentou diferença na contagem de atresia folicular em relação 

ao grupo controle (P > 0,05), o que nos levou a duas hipóteses a serem elucidadas: 1) C240 

apresentou menos atresia por ter recrutado e ativado mais folículos; ou 2) C240 apresentou menos 
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atresia por ter tido, desde o início, uma menor reserva folicular ovariana. Para investigar tais 

hipóteses, calculou-se a taxa de recrutamento e de atresia foliculares. Os resultados mostraram 

que, mesmo possuindo menos folículos que todos os demais grupos experimentais (P < 0,05), 

T240 também apresentou uma maior taxa de recrutamento (em relação, inclusive, aos animais do 

grupo controle), indicando uma provável tentativa de compensação devido ao excesso de cafeína 

ingerido. Já os grupos C60 e C120 apresentaram com uma maior taxa de atresia. Assim sendo, 

partiu-se para a análise hormonal de hormônio luteinizante (LH) e prolactina (PRL) dos animais 

em estudo. 

Durante o ciclo estral da fêmea adulta, os níveis de FSH, LH e PRL estão baixos até que 

ocorra o proestro, e permanecem elevados até o fim deste período (Croy et al, 2014; Smith et al. 

1975). Durante os dias 1 e 2 do diestro, estágio em que se coletaram as amostras séricas dos 

animais, espera-se uma taxa basal destes hormônios (Croy et al, 2014). Ao se avaliar as dosagens 

de prolactina e LH nas fêmeas em estudo, observou-se que o consumo de cafeína não alterou as 

concentrações plasmáticas daqueles hormônios (P > 0,05; Tabela 3). Tais resultados podem 

indicar que as alterações no ciclo estral das fêmeas, mesmo se caracterizando por um período 

prolongado de sua fase lútea, não parecem estar associadas seleção de folículos, tampouco a 

momento de ovulação. Estes resultados vão ainda ao encontro das contagens foliculares feitas nos 

ovários, uma vez que não houve diferença nas populações gonadotrofina-dependentes (folículos 

secundários) (P > 0,05).  

 

Tabela 3 – Níveis plasmáticos de Prolactina (PRL) e Hormônio Luteinizante (LH) em 

fêmeas nulíparas de camundongos após consumo crônico, ou não (CC), de diferentes doses 

de cafeína (C60, C120, C240) 

 

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

CC 0,7 + 0,3 a 7,0 + 1,8 a 
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C60 0,3 + 0,3 a 7,8 + 2,0 a 

C120 0,5 + 0,3 a 7,6 + 1,9 a 

C240 0,3 + 0,3 a 8,2 + 1,8 a 

 

 

Yadegari e colaborares (2020) estudaram ovários de fêmeas de ratos Wistar e encontraram 

resultados muito semelhantes, com redução do número de folículos primordiais, primários e até 

secundários. Kren et al (2004) cultivaram oócitos suínos in vitro e os trataram com cafeína, assim 

como Prather & Racowsky (1992), com oócitos de hamsters: ambos os estudos encontraram um 

atraso no desenvolvimento folicular, descrito como uma pausa momentânea (de aproximadamente 

24h) no processo meiótico envolvido no desenvolvimento folicular. Jagiello e cols (1972) 

relataram que a administração subcutânea de 25 mg/kg por dia de cafeína preveniu a meiose de 

uma superovulação induzida por hormônios em ratas adultas em estudos in vitro e in vivo. Tais 

observações sugerem, em conjunto, que a redução da fertilidade observada possa ser devido a um 

atraso na retomada da meiose dos oócitos com número prévio já reduzido pela cafeína. 

Kwak e colabores (2017) trataram fêmeas de ratas pré-púberes com dosagens de 120 ou 

180 mg de cafeína/kg/dia, e encontraram resultados semelhantes de atraso na abertura vaginal em 

todos os animais tratados com cafeína, além de detectarem doses elevadas de estrogênio sérico. 

Eles sugerem que a exposição pré e peripúbere à cafeína aumenta a produção de estradiol no 

ovário, o que poderia perturbar a regulação coordenada do eixo hipotálamo-hipófise-ovariano, 

interferindo assim na maturação sexual e, consequentemente, no ciclo estral e recrutamento 

folicular dos animais. 

 

Experimento 2 – Impacto do consumo crônico da cafeína sobre o desenvolvimento 

placentário e fetal em modelo murino. 
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Durante o seguimento da fase inicial deste projeto, ainda em fase de desenvolvimento de 

uma dissertação de mestrado, placentas de 17,5 DG foram escaneadas e passaram por análises 

histomorfométricas de áreas das diferentes regiões e populações celulares. Nenhuma alteração 

relativa às áreas ou à sua proporção volumétrica dos diferentes constituintes foi detectada na zona 

labiríntica (Lz), zona juncional (Jz) ou placa coriônica (Cp). Entretanto, quando avaliados os 

componentes celulares do labirinto placentário, pôde-se detectar uma alteração grave e inédita: o 

grupo C120 (dose moderada relativa a um consumo humano de 300 mg/caf/dia) apresentou um 

aumento significativo dos componentes fetais (sangue e células sinusoidais) em contraste com 

uma redução na irrigação pelo sangue materno na região. A partir deste resultado, questionou-se 

se estaria havendo um aumento no número de vasos sinusoides fetais na placenta, ou se eles 

estavam em mesmo número, entretanto com algum tipo de dilatação. Assim, durante os 

experimentos já do projeto de doutorado, procedeu-se experimentos de microscopia confocal 

intravital e imunohistoquímicos para marcadores de proliferação, angiogênese e morte celular.  

A Figura 8 resume o método de microscopia confocal intravital usado para comparar os 

grupos experimentais, além de apresentar os resultados obtidos através deste processo. As medidas 

dos tamanhos dos vasos sanguíneos fetais, evidenciadas pelo filtro Fit-C ou autofluorescência 

verde transgênica no labirinto, mostraram que o número de pequenos vasos foi semelhante nos 

três grupos experimentais (Controle, C60 e C120-P > 0,05). Os animais do grupo Controle (CC) 

apresentaram apenas vasos pequenos e intermediários e ausência de vasos de grande calibre (P < 

0,05). No entanto, os animais C60 e C120 apresentaram contagens semelhantes de vasos menores 

(P > 0,05), mas os vasos intermediários e de grande calibre apareceram em contagem dose-

dependente nesses grupos tratados (P < 0,05).  
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Figura 8: Microscopia intravital confocal comparando a largura de luz dos vasos fetais da placenta no Labirinto 

dependente da dose no modelo de camundongo GFP C57BL/6. Em verde: fluorescência GFP de vasos fetais na placenta. Em 

vermelho: tecido materno com autofluorescência. Em amarelo: controle negativo. Vasos sanguíneos definidos em categorias 

quantitativas (valores na tabela atual) e qualitativas: “Pequeno” (setas pretas): larguras menores que 80 μm; “Intermediário” (setas 

de cabeça cinza): larguras entre 80,1 e 120,0 μm; e “Grande”(setas de cabeça branca): larguras superiores a 120,1 μm. Barras = 

55,0 μm. Aumentos: 20x. 

 

Sabe-se que em doses moderadas (três xícaras de 100 mL por dia), devido ao efeito de 

vasoconstrição periférica, a cafeína aumenta a pressão arterial (5-10 mm Hg) e diminui levemente 

a frequência cardíaca (Iriyama et al, 2015). Entretanto, alguns estudos associam o consumo de 

cafeína a hipotensão cerebral e vasodilatação periférica causada pelo aumento do fluxo livre de 

adenosina e pela presença de teobromina, um vasodilatador fisiológico (Kolahdouzan & 

Hamadeh, 2017; Uddin et al, 2017; Kurlak et al, 2015). Portanto, a explicação mais plausível seria 

de que a cafeína consumida em doses moderadas pelas fêmeas gestantes causou uma 
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vasodilatação generalizada nos capilares fetais do labirinto placentário sem, entretanto, aumentar o 

número de células dos filhotes na região. 

A análise da expressão de Caspase-3 (Casp3), um indicador de morte celular no labirinto 

placentário, revelou que o processo de morte celular resultante deste marcador não foi afetado pela 

ingestão de cafeína, independentemente das doses no DG 17,5 (P > 0,05; Figura 8). No entanto, a 

expressão do Ki-67, um marcador de proliferação celular, apresentou diferenças significativas no 

DG 11,5, indicando que baixas doses de cafeína (C60) aumentaram a proliferação celular durante 

o processo de placentação, mas não em doses moderadas (C120) (Figura 9). 

 

                     

Figura 9: Imunofluorescência do labirintotrofoblasto para investigar e comparar a morte celular através da expressão de 

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

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

 

Resultados prévios obtidos durante o trabalho realizado no mestrado mostraram que os 

fetos e placentas obtidos de fêmeas consumidoras de cafeína apresentaram um menor peso 

próximo ao seu dia de nascimento (DG 17,5). As placentas C60 e C120 eram mais eficientes, 

inclusive, que as do grupo controle. Maior eficiência placentária (EP) e placentas menores são 

capazes de manter o desenvolvimento e a viabilidade fetal, ou seja, possuem um melhor fluxo 

sanguíneo em direção ao feto. Por outro lado, a baixa eficiência placentária é responsável por altas 

taxas de mortalidade pré-natal (Wilson & Ford, 2001; Wilson et al, 1998). Apesar da maior EP, os 

fetos C120 apresentaram restrição intrauterina de crescimento (RIUC). Como o grupo C60 

apresentou uma maior expressão de KI67, este fato mostra uma tentativa de compensação: a 

cafeína provavelmente alterou o fluxo sanguíneo placentário, que por sua vez aumentou o calibre 

dos vasos fetais na tentativa de suprir essa necessidade, evitando a morte fetal e até mesmo a 

RIUC neste grupo específico.  

Ainda na análise do turnover celular, sabe-se que a morte celular por apoptose é um 

processo fisiológico que contribui para a manutenção da homeostase tecidual (Melo, 2018). Para 

promover esse processo finamente regulado, as proteínas atuam como iniciadores ou efetores. 

Nesse sentido, as proteínas caspases são divididas em iniciadores (8 e 9) e efetores (3 e 7) 

(Berenguer et al., 2019; Kameshima et al., 2019; Kassan et al., 2016). Neste estudo, portanto, as 

mudanças na expressão do marcador Caspase-3 não foram encontradas nos DGs 11,5 ou 17,5 (P > 

0,05). Nenhum tratamento apresentou diferenças na proporção de morte celular ao longo da via 

caspase-3, sugerindo que, se ocorrer morte de células placentárias, pode ser por outro mecanismo 

de apoptose ou durante outra fase de desenvolvimento placentário. Nesse contexto, estudos em 

células trofoblásticas humanas BeWo demonstraram que a exposição à cafeína diminuiu a 
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expressão do gene regulador da morte celular do linfoma de células B (BCL)-2 e modulou a 

expressão do sistema renina-angiotensina (RAS) placentário, ou seja, aumentou a eficiência do 

receptor de angiotensina II (AT2R) e reduziu a expressão gênica do receptor AT1 (Tanuma et al., 

2006; Nomura et al., 2004). Esses dois estudos sugeriram que o consumo de cafeína tinha o 

potencial de alterar o crescimento adequado da placenta e a renovação celular, bem como o 

sistema de fluxo sanguíneo da placenta. Além disso, os efeitos das metilxantinas na regulação da 

transferência de nutrientes e do metabolismo hormonal na placenta também foram descritos. A 

teofilina prejudicou a captação de 3H-2-desoxi-D-glicose pelas células fetais, mostrando que a 

exposição à cafeína pode diminuir o fluxo de glicose para o compartimento fetal (Araújo et al., 

2008). De acordo com esse achado, a cafeína e seus metabólitos podem estar diretamente 

envolvidos na patogênese da RIUC (Sharmin et al., 2012). 
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Figura 10: Expressão de KI-67 no labirinto placentário em 11,5 DG. (A) Fotomicrografia panorâmica aumentada em 20x 

evidenciando a expressão de DAB marrom ou coloração nuclear de células Ki-67 positivas (cabeça de seta amarela). (B) Aumento 

de 40x para destacar a coloração nuclear (cabeça de seta amarela). (C): Tabela quantitativa de contagem de expressão de KI-67 

mostrando aumento significativo da proliferação celular no grupo C60 evidenciado por maior número de células sinusoidais, bem 

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

 

Juntamente com o VEGF, o fator de crescimento placentário (PlGF) atua durante o início 

da embriogênese e, posteriormente, na placenta através de uma atividade quimiotática, mitogênica 

e angiogênica (Chen & Zeng, 2014). Ambos são críticos para a formação da rede capilar 

placentária com o desenvolvimento da placenta, sendo o PlGF responsável por vasos mais estáveis 

e menos permeáveis que os produzidos pelo VEGF (Chen & Zeng, 2014; Carmeliet et al., 2001). 

Tanto as células deciduais maternas quanto a placenta produzem PlGF, e os níveis de 

concentração plasmática materna de PlGF são semelhantes em gestações de camundongos e 

humanas. Sua deficiência precoce está relacionada à pré-eclâmpsia (Rätsep et al, 2014; Levine et 

al, 2004). A análise de imunofluorescência não mostrou diferenças na expressão de PlGF entre os 

grupos experimentais, e supõe-se que este fator não alterou a proliferação capilar normal no GD 

11,5. 

Portanto, apesar da proliferação celular evidenciada no início da formação placentária, a 

expressão do fator de crescimento placentário (PlGF ou PGF), um marcador de angiogênese 

placentária, foi semelhante entre os grupos experimentais, reforçando o resultado prévio de que 

não houve formação de novos vasos fetais no labirinto, e sim uma vasodilatação generalizada no 

local, sem apoptoses via caspase-3. 
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Experimento 3 – Avaliação dos padrões biométricos e reprodutivos em duas gerações 

subsequentes à exposição pré-natal e neonatal de cafeína. 

Diversos estudos gestacionais e neonatais foram feitos com animais submetidos à cafeína 

na gestação e lactação. Entretanto, ainda são escassas as pesquisas relacionadas à prole adulta 

tanto de filhos, quanto de netos de uma geração parental que consumiu doses recomendadas ao 

longo da vida, da gestação e da lactação. No presente trabalho, ao se avaliar os efeitos 

transgeracionais da cafeína, foi possível perceber alterações diversas ao longo do desenvolvimento 

de todas as proles F1 e F2 tratadas. A seguir, dividiram-se estes resultados e discussões entre as 

gerações em questão, para que a didática de exposição dos dados se tornasse mais fácil ao leitor. 

 

         Geração F1 

Dentre as fêmeas da geração parental que engravidaram, o número de nascidos vivos se 

mostrou inferior em todos os grupos tratados, com ênfase para os animais que receberam cafeína 

indiretamente durante o período pré-natal, bem como no período neonatal (P < 0,05; Tabela 4). A 

cafeína não afetou a proporção entre machos e fêmeas da prole na geração F1 (P > 0,05, Tabela 4), 

mas as características biométricas sofreram alterações marcantes ao logo do desenvolvimento pós-

natal, especialmente os animais cujas mães consumiram cafeína durante a lactação (consumo 

indireto de cafeína sob a forma de aleitamento materno). Estes animais apresentaram um menor 

peso e um menor comprimento corporal desde os primeiros dias de vida até as últimas aferições, 

já realizadas ao longo da vida adulta (P < 0,05; Figuras 10 e 11). 

 

Tabela 4 - Parâmetros reprodutivos de fêmeas das gerações parental e F1, cujo contato 

indireto com cafeína se deu durante a gestação (TC), a lactação (CT) ou ambos (TT) 

 
 

Características gerais 

                               Tratamento 

          CC         CT        TC       TT 

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

Número de nascidos vivos por fêmea 11,5 + 1,0a 11,0 + 0,9 ab 9,0 + 0,8 ab 7,8 + 0,8 b 

Número de machos 5,3 + 1,9 a 8,0 + 1,4 a 3,7 + 1,2 a 3,8 + 1,4 a 

Número de fêmeas 6,0 + 2,5 a 4,0 + 2,8 a 5,0 + 2,6 a 5,5 + 1,7 a 

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

 

Já ao nascimento, os filhotes dos grupos tratados da geração F1 apresentaram comprimento     

inferior aos demais do grupo CC (Figura 11). Ao longo do desenvolvimento pós-natal, nota-se um 

menor tamanho nos indivíduos dos grupos TC e TT até a vida adulta (P < 0,05). Destaca-se a 

idade de 30 dias, que indica o momento do desmame completo, com retirada das mães: esta data 

aponta que os filhotes cujas mães consumiram cafeína apenas na lactação (CT) ou na gestação e 

lactação (TT), tiveram um maior prejuízo no desenvolvimento corporal que os demais (CC e TC; 

P < 0,05). Após o término do período de lactação, os valores voltam a se mostrar semelhantes 

entre os três tratamentos (CC, CT e TC), embora o grupo TT mantenha um comprimento inferior 

aos demais até o fim das aferições aos 60 dias de vida, ou seja, um fenótipo que perdurou até a 

vida adulta (P < 0,05).  

 O peso ao nascimento dos filhotes da geração F1 não foi comprometido pelo consumo de 

cafeína materno na gestação (P > 0,05) (Figura 11). Entretanto, pesos corporais inferiores aos do 

grupo CC foram observados já aos 5 dias de vida, bem como durante todo o desenvolvimento pós-

natal destes animais, onde pode ser notado menor peso corporal até a vida adulta, em comparação 

aos animais CC (P < 0,05).  
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Figura 11: Biometria da prole (F1). A – Curva de crescimento (comprimento em centímetros) dos filhotes fêmea F1 de 

camundongo cuja mãe consumiu ou não cafeína cronicamente durante a gestação e/ou a lactação. B – Curva de peso (em gramas) 

dos filhotes fêmea F1 de camundongo cuja mãe consumiu ou não cafeína cronicamente durante a gestação e/ou a lactação. CC: 

grupo controle; CT: cafeína durante a gestação; TC: cafeína durante a lactação; TT: cafeína durante a gestação e a lactação; 

Asterisco: idade do desmame. a,b,c Letras diferentes indicam diferença estatística entre os grupos experimentais (P<0,05). 
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De acordo com dados obtidos previamente no nosso grupo de pesquisa, é provável que os 

animais F1 em contado com cafeína materna tenham sofrido RIUC, uma vez que se trata de uma 

dose comprovadamente causadora desta condição (Paula, 2017). Durante as últimas décadas, 

evidências crescentes associam a exposição intrauterina a determinadas substâncias (como a 

cafeína), a doenças do adulto, levando à formulação da Hipótese das “origens desenvolvimentistas 

da saúde e doença” (DOHaD) (Barker, 2007). De acordo com esta hipótese, o organismo exposto 

a injúrias em sua vida intrauterina desvia os nutrientes, que se encontram restritos, para preservar 

o crescimento e a função dos órgãos vitais, como o cérebro, em detrimento do crescimento de 

outros responsáveis metabólicos, como o fígado e o pâncreas (Almeida, 2022; Barker, 2007). Essa 

adaptação intrauterina é favorável à sobrevivência, mas traz consequências prejudiciais à sua vida 

pós-natal: o indivíduo pode se predispor ao desenvolvimento de doenças cardiometabólicas na 

idade adulta, em função de alterações epigenéticas (Almeida, 2022; Deodati, 2020; Barker, 2007). 

Não foram analisados padrões cardiometabólicos ou epigenéticos dos animais do projeto em 

questão, entretanto, as análises comportamentais e reprodutivas apontaram para alterações 

provavelmente epigenéticas importantes na prole F1. Em um estudo de coorte com humanos, 

pequenas reduções na antropometria neonatal foram observadas com o consumo de cafeína por 

mães (200 mg/dia) (Gleason, 2021). Os resultados deste trabalho sugerem que o consumo de 

cafeína durante a gravidez, mesmo em níveis baixos e até mesmo recomendados, estão associados 

à diminuição do crescimento fetal e uma provável RIUC. 

Uma vez em fase pré-púbere (a partir dos 30 dias pós-natais), as fêmeas F1 passaram a ser 

acompanhadas diariamente quanto à presença de abertura vaginal, um dos indicadores de início da 

puberdade. Além disso, após completos 60 dias de vida, lavados vaginais diários passaram a ser 

realizados a fim de se monitorar o ciclo estral destas fêmeas ao longo dos próximos 30 dias de 

vida adulta. A Figura 12 mostra a contagem dos dias até a detecção de abertura vaginal destas 

fêmeas, bem como o aspecto vaginal a ser observado nesta detecção. Notou-se um atraso nos dias 
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de abertura em todos os grupos que tiveram algum tipo de contato com a cafeína, sendo o período 

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

 

         

Figura 12: Representação dos dias pós-gestacionais em fêmeas F1 até a abertura vaginal. A: Dias corridos contados até a 

detecção da abertura. B: Fotografia autoral de uma fêmea apresentando abertura vaginal, um dos indicadores de puberdade em 

fêmeas de camundongo. a,b Médias com letras diferentes indicam diferença estatística entre os grupos (P < 0,05) 

 

Quanto à análise do ciclo estral das fêmeas desta geração, notou-se novamente um maior 

período de duração da fase lútea nos animais submetidos ao contato materno com a cafeína (P < 

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

 

          

0 5 10 15

Fase lútea

Fase folicular

CC

CT

TC

TT

a

ab

ab

b

A

A

A

A

Dias
     

Figura 13: Parâmetros reprodutivos das fêmeas F1. Duração das fases lútea e folicular dos ciclos estrais ao longo de 30 

dias, de fêmeas F1 submetidas ou não consumo indireto de cafeína. CC: grupo controle; CT: cafeína durante a gestação; TC: 
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cafeína durante a lactação; TT: cafeína durante a gestação e a lactação. a,b Letras diferentes indicam diferença estatística entre os 

grupos experimentais (P < 0,05). 

 

A análise folicular da F1 mostrou que os animais, desde a sua fase intrauterina e já ao 

nascimento, apresentaram uma reserva ovariana depletada de folículos primordiais quiescentes, 

com ênfase nos tratamentos TC e CT (P < 0,05; Tabela 5). Já a ocorrência de atresia folicular, pelo 

contrário, se mostrou elevada em todos os animais cujas mães consumiram cafeína, exibindo pelo 

menos cinco vezes mais quantidade de folículos atrésicos que os animais do grupo controle, 

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

 

             Tabela 5 – Contagem e proporção das diferentes categorias de folículos em ovários 

de fêmeas F1 de camundongos Swiss, após consumo crônico de suas mães, de 120 mg/caf/dia 

durante a gestação (TC), lactação (CT), ou ambas (TT). 

Folículo/Tratamento CC (n=3) CT (n=3) TC (n=5) TT (n=4) 

Primordial quiescente 15,2 + 0,95 a 2,8 + 0,95 b 2,2 + 0,74 b 4,8 + 0,83 b 

Primordial quiescente (%) 15,2 + 0,95 a 2,8 + 0,95 b 2,2 + 0,74 b 4,8 + 0,83 b 

Primordial ativado 53,7 + 2,9 a 8,3 + 2,9 c 7,4 + 2,3 c 19,7 + 2,5 b 

Primordial ativado (%) 27,3 + 1,5 a 5,3 + 1,5 b 14,1 + 1,1 c 8,1 + 1,3 b 

Primário unilaminar     114,0 + 4,5 a 11,7 + 4,5 b 50,8 + 3,5 c 61,0 + 3,9 c 

Primário unilaminar (%)    32,3 + 1,5 a 4,2 + 1,5 b 15,5 + 1,2 c 14,7 + 1,3 c 

Primário multilaminar  50,3 + 2,7 a      24,0 + 2,7 b 7,6 + 2,1 c 32,0 + 2,3 b 

Primário multilaminar (%) 14,3 + 1,0 a      9,4 + 1,0 b 2,3 + 0,8 c 7,5 + 0,9 b 

Atrésico 38,3 + 26,7 a 209,3 + 26,7 b 218,8 + 20,7 c 277,5 + 23,0 b 

Taxa de atresia folicular (%) 10,8 + 3,0 a 78,3 + 3,0 b 65,9 + 2,3 c 64,8 + 2,6 c 

Total folículos 364,7 + 25,7 ab 275,0 + 25,7 c 337,2 + 20,0 bc 425,7 + 22,2 a 

a,b,c Médias com sobrescritos diferentes na mesma linha indicam diferença estatística entre os grupos 

experimentais (P < 0,05). 
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Há evidências crescentes de que os fatores de crescimento, especialmente o IFG-1, 

modulam a foliculogênese, mas seu papel preciso nos processos de crescimento folicular, 

diferenciação e atresia ainda não foi totalmente elucidado (Matsuda et al, 2012). Os fatores de 

crescimento pertencem a sistemas complexos, incluindo todos os fatores relacionados estrutural e 

funcionalmente, os seus receptores e as suas proteínas de ligação. Estudos in vivo e in vitro 

mostram que inúmeros fatores secretados pelas células da granulosa, além do IGF-1, também 

podem interferir no crescimento e recrutamento folicular, dentre eles o kit-ligand, o GDF-9, o 

VEGF e o BCL-2 (Matsuda et al, 2012). Os resultados deste estudo indicam uma depleção de 

folículos que perdurou em todas as classes pré-antrais analisadas (primordial ativado, primário 

unilaminar e primário multilaminar), indicando uma possível falha dos fatores de crescimento 

envolvidos no recrutamento folicular, já que estes são categorias gonadotrofina-independentes. 

Produtos químicos ou tóxicos que destroem extensivamente os folículos primordiais 

podem resultar em infertilidade permanente, uma vez que o folículo primordial depletado não 

pode ser posteriormente substituído (Yadegari et al, 2020). Alguns estudos relataram que a cafeína 

pode interferir na divisão celular, no número final de células da granulosa, na supressão de 

meioses e na morte por atresia folicular (Yadegari, 2020; Dorostghoal et al, 2011; McGee and Hsueh, 

2000), o que pode relacionar esta substância a uma maior incidência de infertilidade na prole adulta F1. 

A atresia folicular é um processo fisiológico de morte e absorção de folículos não-maduros 

que ocorre em todas as espécies fêmeas (Sanchez et al, 2012). A maioria dos oócitos existentes já 

ao nascimento irão espontaneamente entrar em processo atrésico, sendo poucos deles levados à 

fase de maturação e oocitação (Sanchez et al, 2012). O fato de toda a geração F1 já se mostrar com 

reserva depletada de folículos primordias, além de apresentar uma maior taxa de atresia folicular 

em relação às taxas normais do controle, é um fato preocupante que nos leva a refletir sobre a 

redução da fertilidade destas fêmeas. Já foi descrito que a cafeína afeta a fertilidade de 

camundongos machos causando alterações hormonais – especialmente redução de testosterona 
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sérica -, na expressão de proteínas e apoptose do epitélio germinativo (Cavalcante, 2014; 

Serapiao-Moraes, 2013; Wendler 2009). Já estudos envolvendo ovários e hormônios de fêmeas 

F1, e especialmente F2, são incipientes, mas já têm mostrado alterações importantes nos aspectos 

relacionados à sua fertilidade. Yadegari et al (2020) demonstraram, através da análise da geração 

F1 de ratas, reduções significativas no peso corporal, peso dos ovários, no volume ovariano e no 

número de folículos primordiais em fêmeas filhas de progenitoras que consumiram de 45 a 

100mg/kg de cafeína diariamente. Dorostghoal e colegas (2010) relataram resultados semelhantes 

ao estudarem ratas gestantes e lactantes e seus folículos ovarianos primordiais, primários uni e 

multilaminares.  

Sabe-se que a cafeína pode atravessar membranas e barreiras biológicas livremente, 

incluindo os tecidos ovarianos, e que a adenosina estimula angiogênese tecidual (Li et al, 2013). O 

fato de a cafeína ser uma substância antagônica à adenosina pode ter levado à redução da 

angiogênese ovariana e consequente alteração do fluxo sanguíneo para os folículos. Além disso, 

Li e colaboradores já relataram, em 2013, aumento na expressão de caspase-3 e redução de Bcl-2 

consequentes do consumo de cafeína. Esses resultados sugerem que o efeito inibitório da cafeína 

na angiogênese e o aumento da atresia folicular podem estar associados, pelo menos em parte, à 

indução de apoptose de células endoteliais, provavelmente mediada por um mecanismo 

dependente de caspase-3. 

 

         Geração F2 

Desde a década de 80, estudos têm sugerido que a cafeína possui efeitos teratogênicos não 

apenas nos animais consumidores diretos, mas também por mais de uma geração, tanto do ponto 

de vista do desenvolvimento pós-natal, quanto de cunho comportamental desta prole (Sinton, 

1981). Os dados obtidos no presente estudos demonstraram que a geração F2 não sofreu tanto o 

impacto do consumo de cafeína por suas avós. Entretanto, resultou em consequências notáveis, 



75 

 

especialmente do ponto de vista reprodutivo das netas cujas avós consumiram cafeína em algum 

momento pré e/ou pós-natal. 

Os resultados demonstraram que o consumo de cafeína pela geração parental não interferiu 

no número de nascidos vivos (n = 11 + 0,9), tampouco na proporção entre machos e fêmeas na 

prole F2 (P > 0,05).  No que diz respeito às medidas de comprimento iniciais das fêmeas 

analisadas, estas se mostraram afetadas pela cafeína até o seu desmame (P < 0,05; Figura 14), 

indicando que a cafeína consumida pela geração parental parece influenciar no crescimento da 

prole até os 37 dias pós-nascimento. O mesmo não ocorreu em sua fase adulta, quando não há 

diferença estatística entre os comprimentos dos grupos experimentais (P > 0,05, Figura 14). 

 Em relação ao ganho de peso ao longo destas aferições, este também foi afetado ao longo 

do desenvolvimento da prole, que já nasce com um peso inferior aos animais do grupo controle (P 

< 0,05; Figura 13). Esta característica se inverte logo na primeira de vida dos animais e perdura 

até o início da vida adulta (aproximadamente aos 40 dias pós-gestacionais). Uma vez adultos, 

estes animais não apresentam mais diferenças de peso entre os grupos experimentais (P > 0,05; 

Figura 15). 
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Figura 14: Biometria da prole (F1). A - Curva de crescimento (comprimento em centímetros) das proles de fêmeas da 

geração F1 de camundongos cujas mães consumiram ou não cafeína de forma crônica durante a gestação e/ou a lactação. B - Curva 

de peso (em gramas) dos filhotes fêmea F1 de camundongo cuja mãe consumiu ou não cafeína cronicamente durante a gestação. 
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e/ou a lactação. CC: grupo controle; CT: cafeína durante a gestação; TC: cafeína durante a lactação; TT: cafeína durante a gestação 

e a lactação; #: idade do desmame. Letras diferentes indicam diferença estatística entre os grupos experimentais (P<0,05). 

 

A detecção de abertura vaginal das fêmeas F2 não mostrou diferença entre os grupos 

estudados, e se deu no período médio 26,4+1,2 dias pós-natais. Uma vez avaliado o ciclo estral 

desta geração, notou-se novamente um aumento nos dias de fase lútea nos animais que tiveram 

contato indireto com a cafeína sem, entretanto, se mostrar tão evidente como nas gerações parental 

e em F1 (P < 0,05; Figura 15). 
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Figura 15: Parâmetros reprodutivos das fêmeas F2. Duração das fases lútea e folicular dos ciclos estrais ao longo de 30 

dias, de fêmeas F1 submetidas ou não consumo indireto de cafeína. CC: grupo controle; CT: cafeína durante a gestação; TC: 

cafeína durante a lactação; TT: cafeína durante a gestação e a lactação. Letras diferentes indicam diferença estatística entre os 

grupos experimentais (P<0,05). 

 

Conforme previsto na metodologia, os ovários destas fêmeas foram coletados, e sua 

população folicular, analisada (Tabela 5). Novamente, pôde-se perceber uma menor reserva 

folicular primordial quiescente em todos os grupos tratados (CT, TC e TT), assim como um menor 

número de folículos primários, indicando que estes animais já nasceram com uma reserva 

depletada de folículos primordiais (P < 0,05). Todos os animais tratados também apresentaram um 
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maior número de folículos atrésicos, com uma incidência de pelo menos três vezes o número de 

folículos atrésicos observados no grupo controle. Tais achados descritos em F1 e F2 remetem à 

ideia de que seria viável, além de experimentos de detecção de fatores de crescimento ativos nas 

fases foliculares pré-antrais, como EGF (fator de crescimento epidérmico) e IGF-1 (fator de 

crescimento semelhante à insulina), e também experimentos relacionados à apoptose/morte 

celular, como caspase-3. 

     

                   Tabela 6 – Contagem e proporção das diferentes categorias de folículos em 

ovários de fêmeas F2 de camundongos Swiss, após consumo crônico, ou não (CC), de suas 

avós, de 120 mg/caf/dia durante a gestação (TC), lactação (CT), ou ambas (TT). 

Folículo/Tratamento CC (n=5) CT (n=5) TC (n=5) TT (n=5) 

Primordial quiescente  52,0 + 6,9 a 4,2 + 6,9 b 4,8 + 6,9 b 13,0 + 6,9 b 

Primordial quiescente (%) 11,4 + 1,3 a 2,2 + 1,3 b 3,0 + 1,3 b 3,6 + 1,3 b 

Primordial ativado  134,4 + 21,0 a 70,8 + 21,0 a 73,6 + 21,0 a 116,8 + 21,0 a 

Primordial ativado (%) 31,8 + 0,5 a 36,0 + 0,5 a 42,6 + 0,5 a 33,4 + 0,5 a 

Primário unilaminar     164,6 + 11,6 a 46,2 + 11,6 b 32,6 + 11,6 b 38,6 + 11,6 b 

Primário unilaminar (%)    40,6 + 4,4 a 24,8 + 4,4 ab 22,4 + 4,4 b 11,0 + 4,4 b 

Primário multilaminar 33,4 + 11,3 a 21,2 + 11,3 a 23,4 + 11,3 a 32,6 + 11,3 a 

Primário multilaminar (%) 6,6 + 4,9 a 11,0 + 4,9 a 16,4 + 4,9 a 9,0 + 4,9 a 

Atrésicos 34,8 + 8,9 b 45,6 + 8,9 b 17,4 + 8,9 b 143,8 + 8,9 a 

Taxa de atresia folicular (%) 9,6 + 6,3 b 25,2 + 6,3 ab 15,4 + 6,3 b 42,8 + 6,3 a 

Total folículos 419,2 + 34,0 a 188,0 + 34,0 b 151,8 + 34,0 b 344,8 + 34,0 a 
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Experimento 4 – Avaliação cognitiva e comportamental da prole adulta das gerações F1 e F2 

subsequentes à exposição pré-natal e neonatal de cafeína. 

Os experimentos, cujos resultados serão descritos a seguir, foram executados em colaboração 

com o Laboratório de Neurobiologia Professora Conceição Machado, uma vez que esta equipe possui 

recursos humanos e estruturais especializados em comportamento animal. 

 

Geração F1 

 Para a avaliação de qualquer aspecto comportamental, é necessário que os testes se iniciem pelo 

Open field, ou “teste do campo aberto”, a fim de se avaliar a capacidade de locomoção espontânea de 

cada animal (Magenis et al, 2022). Além disso, o teste em questão também avalia o grau de motivação 

exploratória, ansiedade e hiperatividade dos animais através de seus movimentos e posicionamentos 

dentro do campo aberto (Magenis et al, 2022). Se o animal apresenta uma maior aversão à região do 

centro deste campo aberto e priorizar o canto da caixa em que é acondicionado durante o tempo de teste, 

tem-se um indicativo de maior ansiedade. Por outro lado, o excesso de movimento pelos cantos ou no 

próprio centro, indica hiperatividade (Magenis et al, 2022). Assim sendo, as figuras 16 e 17 evidenciam 

os resultados obtidos em machos e fêmeas da geração F1. Todos os animais se deslocaram normalmente 

e puderam ser avaliados quanto aos demais aspectos comportamentais. Entretanto, o período de 

permanência no centro do campo e a distância total percorrida apontaram sinais de ansiedade e 

hipertatividade em todas as fêmeas que tiveram algum contato indireto com a cafeína (gestação e/ou 

lactação), e os machos também mostraram sinais de ansiedade e hiperatividade motora em CT e TC, 

respectivamente (P < 0,05). 

Resultados controversos são encontrados em testes relativos ao open field em camundongos, e os 

estudos variam bastante entre encontrar ou não hiperatividade e/ou ansiedade relativas ao consumo de 

cafeína (Magenis et al., 2022; Al-Basher et al, 2018; Laureano-Melo, 2016; Silva et al., 2013). Isso se 

dá pelo tipo de análise escolhida durante o experimento, como a contagem do número de defecações, de 
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movimentos de escalada e encolhimento, número de cruzamento pelo centro ou pelos quadrantes abertos 

do campo, dentre outros (Magenis et al, 2022). Na pesquisa em questão, foram escolhidos dois 

parâmetros de análise: a distância total explorada pelos animais e o tempo de permanência na área aberta 

das caixas exploratórias, portanto o resultado positivo para ansiedade motora se deveu a tais tipos de 

análise. 
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 Figura 16: Testes de comportamento relativos a comportamento ansioso e compulsão das fêmeas F1.A – Campo aberto 

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

CC: grupo controle; CT: cafeína durante a gestação; TC: cafeína durante a lactação; TT: cafeína durante a gestação e a lactação; A-

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

Asteriscos indicam diferença estatística entre os grupos experimentais do mesmo gráfico (P < 0,05). 

 

 

Figura 17: Testes de comportamento relativos a comportamento ansioso e compulsão dos machos F1.A – Campo aberto 

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

CC: grupo controle; CT: cafeína durante a gestação; TC: cafeína durante a lactação; TT: cafeína durante a gestação e a lactação; A-

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

Asteriscos indicam diferença estatística entre os grupos experimentais do mesmo gráfico (P < 0,05). 
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Ainda em relação aos sinais de ansiedade demonstrados pelos animais da geração F1, 

procedeu-se ao teste do labirinto em cruz elevado (Elevated plus maze). De acordo com este 

teste, a aversão exploratória pelo braço elevado aberto do labirinto indicaria sinais de ansiedade 

por parte do animal estudado, ou seja, quanto menor o tempo de permanência na região aberta do 

aparato, maior a ansiedade apresentada pelo animal (Laureano-Melo, 2016). Os resultados de 

tempo de permanência deste teste não evidenciaram diferenças comportamentais entre os grupos 

estudados, tanto em machos quanto em fêmeas (P > 0,05; Figuras 16C e 17C). Resultados 

semelhantes em relação a sinais de ansiedade aumentada em camundongos Swiss foram obtidos 

por Laureano-Melo e colaboradores (2016) e Al-Basher e sua equipe (2018): tanto filhotes 

quanto adultos mostraram comportamento ansioso em teste de campo aberto, embora sem 

diferenças no labirinto em cruz elevado. Bashkatova e colaboradores (2018) demonstraram 

resultados semelhantes com ratos F1 em labirinto em cruz elevado: não foi detectado 

comportamento ansioso em relação à permanência no braço elevado aberto do labirinto, embora 

os movimentos horizontais dos animais tenham sido estatisticamente significativos e indicadores 

de aumento de atividade motora em relação ao grupo controle. 

Através do teste comportamental denominado “Marble Burriyng”, em que os animais 

tendem a se proteger de objetos aversivos (bolas de gude) dentro do seu ambiente de vivência 

(caixa de PVC com maravalha) e em um tempo cronometrado, é possível avaliar, a partir da 

profundidade e do número de bolas enterradas, se existe algum tipo de comportamento de 

tendência compulsiva (Angoa-Perez et al, 2013). Idealmente, o animal deverá iniciar o teste 

enterrando algumas das bolas, mas, ao perceber que são inofensivas, sua tendência é parar de 

enterrá-las e permanecer tranquilo no ambiente em questão (Archer et al, 1987). As fêmeas de 

todos os grupos tratados, com destaque para o grupo TT, mostraram-se mais compulsivas através 
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do comportamento não apenas de enterrar mais bolas que o necessário (TT), mas também através 

de profundidades maiores que o habitual (CT e TC) (P < 0,05; Figuras 16D e 17D). Os machos 

tratados, por sua vez, não evidenciaram comportamento diferente do habitual neste teste (P > 

0,05).  

  Testes quanto à coordenação motora e capacidade de aprendizado também foram 

realizados com os animais em questão. O “Rotarod Test Dunhan and Miya” treina, ao longo de 

três dias consecutivos, a habilidade neuromotora de um animal em se equilibrar em uma haste 

rotativa motora, e espera-se que esta habilidade seja aprendida e o tempo de latência (tempo até a 

queda do animal desta haste) esteja reduzido no último dia do teste (Hernier et al, 2016). Os 

machos da geração F1, mesmo os CC, não desenvolveram aprendizado ou coordenação motora 

para concluir o experimento, portanto foram excluídos do teste. As fêmeas, por sua vez, 

mostraram-se mais sensíveis a este teste e o grupo TC mostrou déficit de aprendizado em relação a 

todos os demais (P < 0,05; Figura 18). 

 

 

Figura 18: Teste Rotarod de coordenação a aprendizado motor realizado com fêmeas da geração F1.  Latency to fall: tempo de 

permanência no aparato durante os giros até a queda, em três dias de teste. Asteriscos indicam diferença estatística entre os grupos 

experimentais (P < 0,05). CC: grupo controle; CT: cafeína durante a gestação; TC: cafeína durante a lactação; TT: cafeína durante a 

gestação e a lactação.  
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Testes relacionados à memória espacial de curto prazo e de reconhecimento social 

também foram feitos com os animais experimentais. O Y-maze, que diz respeito à memória 

espontânea ou de trabalho, não mostrou alterações entre os indivíduos, tanto em machos, quanto 

em fêmeas, sugerindo que a cafeína não tenha relação com alterações relacionadas a este tipo de 

memória (P > 0,05; Figuras 16 e 17B). A alternância espontânea entre os braços do labirinto em 

“Y” é normalmente esperada devido à curiosidade inata de roedores para explorar novos espaços 

em detrimento de outros já visitados, e um camundongo com memória espontânea intacta 

teoricamente reflete áreas corticais pré-frontais também intactas (Kraueter et al, 2019). 

Ao se avaliar do ponto de vista do reconhecimento social com memórias de curta 

duração, houve um resultado não-satisfatório para os testes das fêmeas, que não funcionou. 

Entretanto, os machos que passaram pelo teste de reconhecimento social (TRS), mostraram um 

prejuízo de memória de curto prazo no tratamento CT (P < 0,05; Figura 19). Os machos CT se 

mostraram menos aptos neste teste pelo fato de passarem um tempo semelhante se alternando 

entre S1 e a câmara vazia, indicando uma provável memória de curto prazo prejudicada.    

 

 

                      

Figura 19: Teste de reconhecimento social e memória de curto prazo. CC: grupo controle; CT: cafeína durante a gestação; TC: cafeína 

durante a lactação; TT: cafeína durante a gestação e a lactação. Asteriscos indicam diferenças significativas (P < 0,05). 
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Por fim, testes relacionados a comportamentos depressivos fecharam as análises 

comportamentais dos animais. O nado forçado mede em tempo e em tipos de movimento as 

tendências que um animal tem de se salvar, através do nado em um ambiente de afogamento 

iminente. Os tempos de latência até inércia e imobilidade definem uma desistência do nado e um 

efeito depressivo da substância administrada ao animal (Can et al, 2012). Todas as fêmeas, cujas 

mães consumiram cafeína em sua gestação e/ou lactação, apresentaram comportamento de 

imobilidade, e os grupos CT e TT (cafeína na lactação), mostraram este comportamento mais 

precoce que as demais (P < 0,05; Figura 20). Quanto aos machos, a característica de imobilidade 

pôde ser observada nos animais amamentados indiretamente com cafeína (CT e TT) (P < 0,05; 

Figura 21). 

 

         

 

Figura 20: Teste do nado forçado de machos e fêmeas. A e C: tempo de imobilidade diante do desafio de afogamento; B e D: tempo 

decorrido até a imobilidade apresentada pelo indivíduo. CC: grupo controle; CT: cafeína durante a gestação; TC: cafeína durante a 

lactação; TT: cafeína durante a gestação e a lactação.  

 

              Geração F2 

 Os mesmos testes de comportamento aos quais a geração F1 foi submetida, foram feitos com a 

geração F2, ou seja: os netos e netas das fêmeas que consumiram ou não cafeína durante a sua gestação 

e/ou lactação. Como será descrito a seguir, as fêmeas F2 foram notavelmente mais afetadas pela cafeína 

que os machos. 

 O teste de campo aberto comprovou a motricidade de todos os animais e destacou as fêmeas TC 

e TT como mais ansiosas e aversivas ao centro do campo que as demais (P < 0,05; Figuras 21A e 22A). 
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Os machos F2 não mostraram diferenças em seu comportamento entre os grupos experimentais (P > 

0,05). O labirinto em cruz elevado, por sua vez, destacou o grupo de fêmeas CT como mais ansioso e 

aversivo ao braço aberto do aparato (P < 0,05; Figuras 21C e 22C). Novamente, os machos não 

apresentaram comportamento atípico neste teste (P > 0,05). Quanto ao Marble burriyng, mais uma vez 

as fêmeas TT apresentaram sinais de compulsão ao enterrar mais bolas de gude que os demais grupos 

experimentais (P < 0,05; Figuras 21D e 22D). 
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Figura 21: Testes de comportamento relativos a comportamento ansioso e compulsão das fêmeas F2.A – Campo aberto 

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

CC: grupo controle; CT: cafeína durante a gestação; TC: cafeína durante a lactação; TT: cafeína durante a gestação e a lactação; A-

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

Asteriscos indicam diferença estatística entre os grupos experimentais do mesmo gráfico (P<0,05). 

 

                  

Figura 22: Testes de comportamento relativos a comportamento ansioso e compulsão dos machos F2.A – Campo aberto (Open field) com 

fêmeas e machos da geração F1; B – Y-maze; C – Labirinto em cruz elevado; D – Marble burried. Tratamentos: CC: grupo controle; CT: 

cafeína durante a gestação; TC: cafeína durante a lactação; TT: cafeína durante a gestação e a lactação; A-B: tempo de permanência no 
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centro do campo aberto, em segundos; C-D: distância total percorrida no teste de campo aberto; Asteriscos indicam diferença estatística 

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

 

 

 O teste Rotarod de aprendizado e coordenação motora mostrou fêmeas CT com um baixo índice 

de aprendizado e de coordenação motora (P > 0,05; Figura 23). Novamente o teste Rotarod não 

funcionou com os machos e não pôde ser avaliado estatisticamente.  

Passando ao Y-maze e aos testes de reconhecimento social, novamente as fêmeas F2 tiveram 

destaques negativos em seus resultados: CT e TT se mostraram com déficit de memória espontânea e 

CT tiveram dificuldade em memória de curta duração (P < 0,05; Figura 24). Sobre o teste de 

reconhecimento social, apesar de este não ter funcionado nas fêmeas F2, os machos CT e TC mostraram 

tal dificuldade em relação aos demais (P < 0,05). Já nos testes de nado forçado, nenhum animal de 

nenhum grupo experimental F2 apresentou particularidades quanto a algum tipo de comportamento 

depressivo (P > 0,05; Figura 25). 

 

 

Figura 23: Teste Rotarod de coordenação a aprendizado motor realizado com fêmeas da geração F2.  Latency to fall: tempo de 

permanência no aparato durante os giros até a queda, em três dias de teste. Asteriscos indicam diferença estatística entre os grupos 

experimentais (P < 0,05). CC: grupo controle; CT: cafeína durante a gestação; TC: cafeína durante a lactação; TT: cafeína durante a 

gestação e a lactação.  
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Figura 24: Reconhecimento social em machos da geração F2. Asteriscos indicam diferença estatística entre os grupos experimentais (P < 

0,05). CC: grupo controle; CT: cafeína durante a gestação; TC: cafeína durante a lactação; TT: cafeína durante a gestação e a lactação.  

 

 

           Figura 25: nado forçado em fêmeas e machos da geração F2. CC: grupo controle; CT: cafeína durante a gestação; TC: cafeína 

durante a lactação; TT: cafeína durante a gestação e a lactação.  

 

Mesmo com menos intensidade nos animais F2, os resultados cognitivos e comportamentais 
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obtidos nesta geração são preocupantes. Eles indicam que não houve apenas um ambiente intrauterino 

inadequado à F1, mas sim uma provável alteração epigenética que perdurou por pelo menos um fenótipo 

seguinte, o da geração F2. Esses processos de passagem transgeracional de mudanças na metilação do 

DNA genômico podem ocorrer em linhagem feminina e masculina, já que a transmissão é via gametas 

(Björklund et al, 2008). A regulação epigenética é um mecanismo de reprogramação e é basicamente 

relacionada ao silenciamento de genes, imprinting genômico e à regulação transcricional de genes 

específicos de tecidos durante diferenciação celular do indivíduo (Deodati et al, 2019). Evidências de 

reprogramação genômica são principalmente relacionadas uma vida intrauterina com insuficiência de 

nutrientes e/ou oxigênio e podem alterar a expressão de múltiplos genes no indivíduo, originando 

doenças ou condições que perduram até a vida adulta (Deodati et al, 2019). 

 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A cafeína é uma das substâncias mais popularmente consumidas no mundo, seja por homens, 

mulheres gestantes ou não, nutrizes e crianças. Muito já se sabe sobre suas consequências durante o 

desenvolvimento pré- e pós-natal em animais, embora estudos com humanos sejam ainda inconclusivos, 

devido a vieses de pesquisa, sensibilidade individual e aspectos éticos. As doses indicadas de cafeína 

durante os períodos gestacional e lactacional também são constantemente questionadas por novos 

estudos, e têm variado enormemente entre 0 e 400 mg. 

Os achados do presente trabalho reafirmam a necessidade de se evitar a cafeína durante o 

período gestacional e lactacional, especialmente durante a amamentação, quando a degradação da 

cafeína se torna muito comprometida por conta do organismo imaturo do bebê.  

Estudos complementares relacionados a outros parâmetros reprodutivos se fazem necessários 

para complementação deste trabalho, especialmente os relacionados à função ovariana pré-concepção. 

Além disso, estudos funcionais como o uso de marcadores ovarianos (por exemplo, imunohistoquímica 

com KI-67 e com caspase-3) também são plausíveis, para investigar a fundo o que realmente ocorre na 

fertilidade diante do consumo crônico de cafeína.  

Obviamente, estudos em animais e em particular em roedores não podem prever todos os 

possíveis efeitos de uma substância na espécie humana, especialmente em gerações subsequentes, com 
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um curto período de vida testada (60 dias). Entretanto, este tipo de trabalho pode, sim, ajudar a endossar 

e mitigar o risco associado ao uso de cafeína em mulheres grávidas e lactantes, sugerindo fortemente 

que as doses consideradas seguras deveriam ser revisadas. 
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