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RESUMO 

 

NOGUEIRA, Ana Cristina Chagas Carvalho. Efeitos da cafeína na manifestação dos 

déficits neurocomportamentais decorrentes da exposição ao etanol durante o 

desenvolvimento. 2018. 98 f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia Clínica e Experimental) – 

Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 

2018. 

 

 O etanol e a cafeína estão entre as substâncias neuroativas mais consumidas no 

mundo. Enquanto o consumo de cafeína é considerado seguro, o consumo de etanol durante a 

gestação é responsável por uma série de distúrbios neurocomportamentais em crianças e 

adolescentes. Apesar das evidências epidemiológicas do uso combinado de cafeína e etanol 

por gestantes, as interações entre estas substâncias têm recebido pouca atenção em estudos 

experimentais. Nesse estudo avaliamos os efeitos da co-exposição às duas drogas durante o 

desenvolvimento na ansiedade, na memória e aprendizado, na atividade natatória e nos níveis 

de estresses oxidativo no córtex. Para tanto, camundongos Suíços foram expostos do primeiro 

dia gestacional até o vigésimo primeiro dia pós-natal (PN21) a solução de cafeína 0,1 g/l 

(CAF1), a solução de cafeína 0,3 g/l (CAF3) ou tiveram acesso livre à água potável (CAF0). 

Em dias alternados de PN2 a PN8, os animais de cada ninhada receberam uma injeção 

intraperitoneal de 0,25 μl/g de etanol (grupo ETOH25), 0,5 μl/g de etanol (grupo ETOH50) 

ou de solução salina (grupo ETOH0). Os testes comportamentais foram realizados entre PN30 

e PN35. Os níveis de ansiedade foram avaliados por 5 minutos no labirinto em cruz elevado 

(LCE), a memória e aprendizado pelo teste de esquiva passiva e o comportamento rotacional 

foi avaliado no nado forçado. O estresse oxidativo foi avaliado pelas medidas das espécies 

reativas ao ácido tiobarbutúrico (TBARS), da capacidade antioxidante (DPPH) e da 

carbonilação de proteínas em PN9 e PN30. No LCE, os animais do grupo ETOH50 foram 

menos ansiosos que os dos grupos ETOH25 e SALINA. Na esquiva passiva, apenas os 

machos expostos ao etanol tiveram prejuízo na memória e aprendizado. No nado forçado, os 

animais expostos a maior dose de cafeína apresentaram menor número de deslocamentos 

angulares e os animais expostos a maior dose de etanol apresentaram maior número de 

deslocamentos angulares. Em todos os testes comportamentais, os efeitos do etanol foram 

menos evidentes no grupo de animais expostos a maior dose de cafeína. De modo geral, a 

exposição à cafeína teve efeito antioxidante e a exposição ao etanol não foi capaz de afetar os 

níveis de estresse oxidativo. Nossos dados corroboram os estudos que mostraram que a 

exposição precoce ao etanol promove uma série de distúrbios neurocomportamentais. Além 

disso, a exposição gestacional à cafeína pode desempenhar um papel protetor nos danos 

causados pela exposição precoce ao etanol. 

 

 

Palavras-chave: Alcoolismo. Cafeína. Ansiedade. Neuroplasticidade. Estresse oxidativo. 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

NOGUEIRA, Ana Cristina Chagas Carvalho. Effects of caffeine in the manifestation of 

neurobehavioral deficits induced by ethanol exposure during development. 2018. 98f. 

Tese (Doutorado em Fisiopatologia Clínica e Experimental) – Faculdade de Ciências 

Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018. 

 

 Ethanol and caffeine are two of the most consumed neuroactive drugs in the world. 

While caffeine consumption is considered safe, ethanol consumption during pregnancy is 

responsible for a number of neurobehavioral disorders in children and adolescents. In spite of 

the epidemiological evidence of the combined use of caffeine and ethanol by pregnant 

women, the interactions between these two drugs have received little attention in experimental 

studies. In the current study, we analyzed the effects of co-exposure to caffeine and ethanol 

during development on the anxiety-like behavior, learning and memory, rotational behavior 

and cortical levels of oxidative stress of mice. In this sense, Swiss mice were exposed from 

the first gestational day to the 21st postnatal (PN21) day to one of three solutions: 1) a 

solution containing caffeine 0.1 g/l (group CAF1); 2) a solution containing caffeine 0.3g/l 

(group CAF3); 3) filtered tap water (group CAF0). Every other day, from PN2 to PN8, 

animals in each litter were i.p injected with one of the following solutions: 1) 0.25 µl/g 

ethanol (group ETOH25); 2) 0.5 µl/g ethanol (group ETOH50); 3) saline solution (group 

ETOH0). The behavioral tests were performed between PN30 and PN35. The anxiety-like 

behavior was evaluated in the locomotor activity was analyzed in the elevated plus maze test 

(EPM). The passive avoidance test was used to assess learning and memory. The rotational 

behavior was assessed in the free-swimming test. On PN9 and PN30, the oxidative stress was 

evaluated by the measurements of thiobarbuturic acid reactive species (TBARS), antioxidant 

capacity (DPPH) and protein carbonylation. In EPM, animals from the ETOH50 group were 

less anxious than those from the ETOH25 and SALINE groups. In passive avoidance, a 

learning and memory impairment were observed only in males exposed to ethanol. In the free-

swimming test, mice exposed to the higher dose of caffeine had fewer angular displacements 

and mice exposed to the higher dose of ethanol had a greater number of angular 

displacements. Of note, the effects of ethanol were less evident in the group animals exposed 

to higher caffeine dose in all behavioral tests. Regarding oxidative stress assays, while the 

exposure to caffeine had an antioxidant effect and exposure to ethanol was not able to affect 

oxidative stress levels. Our data corroborate studies that show that early exposure to ethanol 

promotes a number of neurobehavioral disorders. In addition, gestational exposure to caffeine 

may play a protective role in the manifestation of neurobehavioral deficits caused by early 

exposure to ethanol. 

 

Keywords: Alcoholism. Caffeine. Anxiety. Neuroplasticity. Oxidative stress. 



 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1 – 

Figura 2 - 

Figura 3 – 

Figura 4 - 

 

Figura 5 - 

Figura 6 - 

Figura 7 - 

Figura 8 - 

Figura 9 - 

Figura 10  

Figura 11 -   

Figura 12 -

Figura 13 - 

Figura14  - 

Figura 15 - 

Figura 16 - 

Figura 17 – 

 

Figura 18 - 

Figura 19 - 

Figura 20 - 

 

Figura 21 - 

 

Figura 22 - 

 

Figura 23 - 

 

Figura 24 - 

Figura 25 - 

Figura 26 - 

Mecanismos celulares por trás da ação do etanol.................................. 

Representação da fórmula estrutural da molécula de etanol................... 

Representação da fórmula estrutural da molécula de cafeína................ 

Curvas de crescimento da massa cerebral de humanos e roedores 

durante o desenvolvimento ..................................................................... 

Esquema de umas das formas de como são formadas as EROs............. 

Equação de Haber-Weiss Fenton............................................................ 

Efeitos do etanol na atividade locomotora.............................................. 

Grupos experimentais.............................................................................. 

Esquema do Labirinto em Cruz Elevado................................................. 

Step-Down............................................................................................... 

Esquema do aparato utilizado para o teste de nado forçado................... 

Esquema utilizado para a contagem dos deslocamentos angulares......... 

Esquema do tratamento adotado no estudo do estresse oxidativo.......... 

Massa corporal dos animais durante a exposição ao etanol.................... 

Massa corporal dos animais em PN30 ................................................... 

Número de entradas nos braços fechados do LCE.................................. 

Comportamento associado à ansiedade entre machos e fêmeas por 

grupo CAF............................................................................................... 

Labirinto em Cruz Elevado com todos os animais.................................. 

Latência para descida da plataforma no teste de esquiva passiva........... 

Latência para descida da plataforma no teste de esquiva passiva 

separado por machos e fêmeas................................................................ 

Diferença entre as latências da segunda para a primeira sessão do teste 

de esquiva passiva (DIF)......................................................................... 

Percentual da diferença entre as latências da segunda para a primeira 

sessão do teste de esquiva passiva (%DIF)............................................. 

Diferença (DIF) e percentual da diferença (%DIF) entre as latências 

da segunda para a primeira sessão do teste de esquiva passiva............. 

Número total de deslocamentos angulares no teste de nado livre........... 

Atividade total rotacional de todos os animais........................................ 

Índices de magnitude da lateralidade rotacional: módulo da diferença 

14 

15 

17 

 

20 

26 

27 

30 

35 

36 

37 

38 

39 

40 

47 

48 

49 

 

50 

51 

52 

 

53 

 

54 

 

55 

 

56 

57 

58 

 



 

 

 

Figura 27 - 

Figura 28 - 

Figura 29 - 

Figura 30 - 

entre o número de rotações para esquerda e direita (NET) e percentual 

de deslocamento para o lado preferido (%LP)........................................ 

Dados de TBARS em neonatos............................................................... 

Dados de TBARS em pré-púberes.......................................................... 

Dados DPPH em animais neonataos e pré púberes................................. 

Dados de proteína carbonilada em neonatos e pré-púberes.................... 

 

59 

60 

61 

62 

63 



 

LISTA DE TABELAS 

 

 

Tabela 1 - 

Tabela 2 – 

Tabela 3 -  

 

 

 

 

 

 

Principais Oxidantes Endógenos........................................................................ 

Consumo médio de cafeína durante 21 dias de exposição................................. 

Taxa de mortalidade e de sobrevivência dos animais dos grupos expostos a 

cafeína e etanol.................................................................................................  

 

 

27 

45 

 

46 

 

 

 

 

 



 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

 

 A1                Receptor adenosina do subtipo A 

 A2A              Receptor adenosina do subtipo A2A 

BEC             Concentração de etanol no sangue 

CDC           Centers for Disease Control and Prevention 

CEUA         Comissão de Ética na Utilização de Animais 

DNA ......... Ácido Desoxirribonucleico 

DSM           Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders 

EROs          Espécies Reativas de Oxigênio 

FASD         Fetal Alcohol Spectrum Disorder 

FLSD          Fisher’s Least Significant Difference Test 

GD5-20 .....Dia Gestacional 5 ao 20 (Gestacional Day) 

GD6-16  ....Dia Gestacional 6 ao 16 (Gestacional Day) 

G1               Primeiro dia gestacional 

GABA        Ácido gama-aminobutírico  

GABAA      Rceptor ácido gama-aminobutírico do subtipo A  

IBGE          Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística 

LCE            Labiritnto em Cruz Elevado 

MDAs         Malondialdeídos 

N                 Número amostral 

NIH  .......... National Institutes of Health 

NMDA  ..... N-metil-D-Aspartato 

OMS           Organização Mundial da Saúde 

P                 Valor de prova 

PN               Dia de vida pós natal 

uANOVA   Analise de Variância univariada 

rANOVA    Analise de Variância com repetição 

SAMHSA   Substance Abuse and Mental Health Services Administration 

SODs          Superóxido Dismutases 

SNC  ……. Sistema Nervoso Central 

TDAH        Transtorno do déficit de atenção e hiperatividade 

 

http://www.ibge.gov.br/


 

SUMÁRIO 

 

 

1 

2 

2.1 

2.2 

2.3 

2.4 

2.5 

2.5.1 

2.5.2 

2.5.3 

2.6 

2.6.1 

2.6.2 

 

2.6.3 

2.6.4 

2.7 

3 

3.1 

3.2 

3.3 

3.4 

3.4.1 

3.4.2 

3.4.3 

3.5 

3.5.1 

3.5.2 

3.5.3 

4 

4.1 

INTRODUÇÃO....................................................................................................... 

OBJETIVOS............................................................................................................ 

MATERIAIS E MÉTODOS.................................................................................. 

Animais..................................................................................................................... 

Exposição à cafeína................................................................................................. 

Exposição ao etanol ................................................................................................ 

Taxa de mortalidade............................................................................................... 

Análise comportamental......................................................................................... 

Teste Labirinto em Cruz Elevado............................................................................. 

Teste da esquiva inibitória (Step-down Passive Avoidance)................................... 

Teste do Nado Livre................................................................................................. 

Análises bioquímicas do estresse oxidativo.......................................................... 

Homogeneizado do córtex........................................................................................ 

Determinação da atividade antioxidante total pela captura do radical livre 

Di(phenyl)-(2,4,6-trinitrophenyl)iminoazanium (DPPH)........................................ 

Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS)........................................... 

Determinação de proteínas carboniladas................................................................. 

Análises estatística................................................................................................. 

RESULTADOS........................................................................................................ 

Consumo de líquido................................................................................................ 

Taxa de mortalidade............................................................................................... 

Massa corporal........................................................................................................ 

Análise comportamental......................................................................................... 

Labirinto em Cruz Elevado (LCE).......................................................................... 

Esquiva Passiva........................................................................................................ 

Comportamento rotacional de nado livre................................................................ 

Análise Bioquímica do Estresse Oxidativo no córtex cerebral........................... 

TBARS...................................................................................................................... 

DPPH......................................................................................................................... 

ProteínaCarbonilada ................................................................................................ 

DISCUSSÃO............................................................................................................ 

Resumo dos resultados........................................................................................... 

13 

32 

33 

33 

33 

34 

35 

35 

35 

36 

37 

40 

41 

 

41 

42 

42 

43 

45 

45 

45 

46 

48 

48 

51 

56 

60 

60 

61 

62 

64 

64 



 

4.2 

4.3 

4.4 

4.5 

4.6 

4.7 

 

4.8 

 

4.9 

4.10 

 

 

 

 

Vias de administração das substâncias................................................................. 

Efeitos da cafeína e do etanol no ganho de massa corpórea............................... 

A cafeína afetou de modo dependente do sexo o comportamento no LCE....... 

A exposição ao etanol reduziu o comportamento associado a ansiedade.......... 

A exposição ao etanol afetou o comportamento na esquiva passiva.................. 

A exposição ao etanol aumentou a atividade natatória e a lateralidade 

rotacional no teste de nado livre............................................................................ 

A exposição ao etanol aumentou a lateralidade rotacional no teste de nado 

livre........................................................................................................................... 

A exposição ao etanol não afetou os níveis de estresse oxidativo no córtex...... 

A exposição à cafeína reduziu os níveis de estresse oxidativo e promoveu 

uma leve diminuição dos efeitos comportamentais da exposição neonatal 

etanol........................................................................................................................ 

CONCLUSÃO........................................................................................................ 

REFERÊNCIAS...................................................................................................... 

66 

67 

69 

70 

72 

 

75 

 

76 

77 

77 

 

 

80 

81 

 



13 
 

INTRODUÇÃO 

 

 

Efeitos do álcool no sistema nervoso central 

 

 

O tecido nervoso é uma das estruturas mais sensíveis aos efeitos teratogênicos do 

etanol e, consequentemente, o consumo de bebidas alcoólicas durante a gestação produz um 

amplo espectro de déficits neurológicos e comportamentais que podem persistir ao longo da 

vida (Hannigan and armant, 2000; Spohr et al., 2007; Welch-Carre E, 2005). Dentre os 

distúrbios neurocomportamentais mais frequentemente observados em crianças e adolescentes 

estão o transtorno do déficit de atenção e hiperatividade (TDAH) (Burd et al., 2003) e os 

déficits de memória e aprendizado (Acheson SK et al., 2001; Harris et al., 1995). Estima-se 

que a comorbidade das crianças diagnosticadas com FASD e TDAH é de cerca de 41% 

(Bhatara et al., 2006). Desordens do espectro autista, distúrbios de ansiedade e depressão 

também têm sido descritos em crianças com FASD (Stevens et al., 2013; Hellemans et al., 

2010). 

Estudos em humanos tem sugerido que o estabelecimento de assimetrias cerebral 

parece ser afetado pela exposição ao etanol durante a gravidez, como foi demonstrado por 

estudos de imagem in vivo publicados na última década (Niccols, 2007; Riley et al., 2004; 

Sowell et al., 2008). Por exemplo, indivíduos expostos ao álcool apresentaram redução 

significativa da assimetria da substância cinzenta da superfície cortical no lobo temporal 

(Riley et al., 2004), volume de hipocampo esquerdo menor quando comparado ao direito 

(Riikonen et al., 1999), e um significante aumento na espessura do córtex frontal direito 

quando comparado aos controles (Niccols, 2007; Riley et al., 2004). 

No sistema nervoso central (SNC), o álcool possui atuação inespecífica. Possui 

características polares e apolares, se tornando facilmente acessível a membranas, receptores e 

outras diferentes estruturas intracelulares. Seu mecanismo de ação é complexo e envolve 

desde a alteração da fluidez das membranas celulares até a interação com diversas proteínas 

de membrana (Ly e Longo, 2004; Pinsky e Bessa, 2004). Dentre as proteínas de membrana, 

os receptores ionotrópicos como os receptores para ácido gama-aminobutírico do tipo A 

(GABAA) e os receptores para o glutamato do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) têm sido 

amplamente associados com os distúrbios neurocomportamentais causados pela exposição 

precoce ao etanol (Proctor et al., 2006; Sanna et al., 2004;Ikonomidou, 2000). 
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Particularmente, a administração aguda de etanol, de modo dose dependente, diminui a função 

dos receptores NMDA e aumenta a função dos receptores GABAA (Proctor et al., 2006).  

Dentro da célula, o álcool pode levar ao estresse oxidativo através do aumento dos 

níveis de espécies reativas de oxigênio que são extremamente prejudiciais à célula (Brocardo 

et al., 2011). O álcool também é capaz de ativar a via de sinalização da caspase, que lida com 

a fragmentação do DNA e iniciação da morte celular e neurodegeneração (Olney et al., 2002; 

Olney, 2004; Pascual et al., 2007). No núcleo celular, o álcool pode interferir na transcrição 

de fatores neutróficos (Wilkemeyer, 2002). Além disso, ele também pode alterar o mecanismo 

de metabolização da sinalização sináptica já que a exposição crônica ao etanol reduz 

notavelmente a atividade específica da enzima glutamina sintetase (Norenberg and Martinez-

Hernandez, 1979), importante para a desintoxicação da amônia e reposição neurotransmissora 

(Babu et al., 1994) (Figura 2). 

 

Figura 1 - Representação esquemática dos mecanismos celulares por trás da ação do etanol  

 

 

 
Legenda: Mecanismos celulares por trás da ação do etanol. (A) O álcool atravessa facilmente a bicamada lipídica 

causando danos na membrana. (B) Atua como agonista do receptor GABA, causando a depressão da 

atividade celular. (C) Adicionalmente ao sistema depressor, o álcool inibe a atividade dos receptores 

NMDA e dos canais de cálcio dependentes de voltagem. (D) A diminuição da regulação da expressão 

de receptores neutróficos e nos níveis de cálcio intracelular ativa a sinalização do mecanismo de morte 

celular. (E) O álcool também atua diretamente sobre a mitocôndria de forma prejudicial, 

complementando para a ativação do mecanismo de morte celular. (F) O metabolismo do etanol 

adicionalmente aos resultados tóxicos do acetaldeído e das espécies reativas de oxigênio, contribuem 

para um maior dano mitocondrial e celular.  

Fonte: Modificado de Fontaine et al., 2016. 
 

De modo geral, os efeitos deletérios manifestados devido à exposição pré-natal ao 

etanol podem variar de modo considerável entre indivíduos. O grau com que os déficits 
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neurológicos e comportamentais se manifestam parece variar em função da quantidade de 

etanol consumida pela mãe, da frequência e/ou padrão de consumo e dos picos de 

concentração alcoólica no sangue (Cartwright and Smith, 1995; Guerric, 1998; May et al., 

2013; Sadrian et al., 2014). Além disso, fatores genéticos e um grande número de fatores 

ambientais, amplamente associados com a pobreza, tais como subnutrição, aumento do 

estresse, serviços de saúde e/ou sociais deficitários também podem contribuir para 

teratogenicidade do etanol (Hannigan et al., 2007; Zelner and Koren, 2013). De particular 

interesse para este estudo, uma série de substâncias, como a cafeína, pode interagir com o 

etanol e contribuir para o variado espectro de consequências da exposição ao etanol durante o 

desenvolvimento.  

 

 

Exposição gestacional ao etanol 

 

 

O etanol ou álcool etílico é encontrado em bebidas alcoólicas e consiste em uma 

pequena molécula formada por dois sítios reativos com uma cadeia curta de carbono e um 

grupamento hidroxila (Figura 1). A cadeia de carbono participa de interações hidrofóbicas 

fracas, enquanto o grupamento hidroxila forma ligações de hidrogênio, um tipo de interação 

intermolecular forte. É uma substância hidrossolúvel e com rápida difusão pela barreira 

hematoencefálica (Scivoletto et al., 2003; Bittencourt et al., 2013). 

 

Figura 2 - Representação da fórmula estrutural da molécula de etanol 

 

 

 

Fonte: Saber Atualizado, 2018. Acessado na página https://www.saberatualizado.com.br/2016/11/bebidas-

alcoolicas-causam-cancer.html 

 

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), o álcool é consumido 

praticamente em todo mundo, com estimativa de que indivíduos com idade maior ou igual a 

15 anos consumiram cerca de 6,4 litros de álcool no ano de 2010 (equivalente a 13,9g por dia) 
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(The World Health Report, 2014). Dentro desse consumo global, as mulheres bebem 4,2L por 

ano, enquanto que os homens consomem a média de 13,6L. Ainda segundo a OMS, entre as 

mulheres, estima-se que entre 13 e 20% fazem uso de bebidas alcoólicas no período da 

gestação (Balachova et al., 2011; Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 2009; 

Senecky et al., 2011). Esse dado é de extrema relevância se considerar que o etanol, 

substância presente nos diversos tipos de bebidas alcoólicas, é um potente agente teratogênico 

e atravessa livremente a placenta. Como consequência, os níveis de álcool no sangue dos 

bebês são semelhantes aos das mães (Hannigan e Armant, 2000; Welch-Carre, 2005). Estas 

características tornam o consumo de etanol por gestantes um grave problema de saúde 

pública. Em acordo com essa ideia, vários estudos têm associado o consumo de grandes 

quantidades de bebidas alcoólicas durante a gestação como a principal causa de retardo 

mental no mundo (Miranda RC, 2012;Rasmussen C, 2005; Spohr HL et al, 2007). 

Em abril de 2004, em um encontro envolvendo o NIH (National Institutes of Health), 

o CDC (Centers for Disease Control and Prevention), o SAMHSA (Substance Abuse and 

Mental Health Services Administration) e pesquisadores com reconhecida proficiência na área 

propuseram a sigla FASD (Fetal Alcohol Spectrum Disorder), que desde então, é o termo 

utilizado internacionalmente para nomear toda gama de efeitos e características físicas e/ou 

cognitivas que podem ser observados em um indivíduo cuja mãe ingeriu etanol durante a 

gravidez (Mukherjee RA et al., 2006; Sphor HL et al., 2007). Estima-se que a prevalência da 

FASD seja de 9 casos por 1000 nascimentos (May et al., 2009; Rasmussen C, 2005; Spohr 

HL et al., 2007), taxa esta que é duas vezes maior que a das duas alterações congênitas mais 

comuns (síndrome de Down e espinha bífida) combinadas (May and Gossage, 2001; 

Rasmussen C, 2005; Spohr HL et al., 2007). Quando as análises se restringem a crianças e 

adolescentes em idade escolar, estes números são ainda maiores, variando entre 2 a 5% em 

países em desenvolvimento (May et al., 2009; May et al., 2011; Riley et al., 1993). 

 

 

Cafeína e o sistema nervoso central 

 

 

A cafeína é um composto químico de fórmula C8H10N4O2 (Figura 3) classificado como 

alcalóide purínico ou metilxantina, designado quimicamente como 1,3,7-trimetilxantina. 

Caracteriza-se por ser um pó branco, cristalino, inodoro, altamente resistente ao calor e com 

sabor amargo característico (Monteiro e Trugo, 2005). Ela atua como um antagonista da 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Alcal%C3%B3ide
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adenosina, produzindo efeitos estimulatórios do sistema nervoso central. Sua ação estimulante 

é amplamente conhecida e estudada, porém efeitos antioxidantes também são documentados 

em alguns estudos, embora as conclusões sejam controversas (Ludwig et al., 2012).  

 

Figura 3 - Representação da fórmula estrutural da molécula de cafeína 

 

Fonte: (Bonita et al., 2007) 

 

 

A ação farmacológica da cafeína consiste no bloqueio dos receptores de adenosina A₁  

e A₂ ᴀ (Fredholm et al., 1999). A adenosina é considerada um neuromodulador endógeno que 

controla a liberação de neurotransmissores, a excitabilidade neuronal e o ritmo circadiano 

(Cunha, 2001; Fredholm et al., 2005). Além disso, coordena as respostas da dopamina e 

outros neurotransmissores em áreas do encéfalo responsáveis pela função motora e 

aprendizado e memória (Fredholm et al., 2005). O receptor adenosinérgico do subtipo A₁  é o 

mais abundante, principalmente na região do neocórtex, cerebelo, hipocampo e corno dorsal 

da medula espinhal, enquanto que os receptores do subtipo A₂ ᴀ são altamente expressos em 

neurônios pálido estriatais e no bulbo olfatório, mas também são encontrados em outras 

regiões do cérebro, como no hipocampo (Fredholm et al., 2005). A cafeína também afeta a 

liberação de cálcio intracelular, interfere nos receptores GABAᴀ e inibe a 5’-nucleotidase de 

fosfatase alcalina, mas isso em concentrações mais elevadas do que as requeridas para o 

antagonismo o sistema adenosinérgico (Lelo et al., 1986; Kaplan et al., 1989; Denaro et al., 

1990; Chou, 1992; Benowitz et al., 1995). 

 

 

Exposição gestacional à cafeína 

 

A média mundial para o consumo de cafeína é estimada entre 70 a 76 mg por dia, mas 

chega a 168 mg/dia nos EUA e 40 mg/dia no Brasil (Fredholm et al., 1999). Na Suécia e 
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Finlândia, este número é bem maior, chegando a mais de 400 mg por dia (equivalente ao 

consumo de mais de 10 xícaras de café por dia) (Fredholm et al., 1999). Um dado importante 

para esse trabalho é que aproximadamente 70% das mulheres consomem cafeína diariamente 

durante a gestação (Frary et al., 2005). A cafeína e seus metabólitos (teobromina, teofilina e 

paraxantina) possuem grande solubilidade lipídica e uma baixa ligação às proteínas 

plasmáticas. Estas características permitem a rápida passagem pelas membranas celulares e, 

portanto, não existe nenhuma barreira sangue-cérebro entre adulto ou feto (Fredholm et al., 

1999). Um estudo em recém-nascidos mostrou que as concentrações de cafeína no plasma e 

fluido cérebro-espinhal são semelhantes (Nehlig et al., 1992). Níveis elevados de cafeína 

foram relatados em crianças prematuras nascidas de mulheres que foram consumidoras 

pesadas de cafeína (Khanna e Somani, 1984). Desta forma, é possível que o consumo normal 

de cafeína durante a gestação, ainda que não promova danos diretos ao sistema nervoso do 

feto, potencialize o papel desempenhado pelo etanol na manifestação dos transtornos 

neurocomportamentais observados na FASD, porém não existem estudos conclusivos que 

possam dar suporte a esta hipótese. 

A cafeína está presente na composição de diversas bebidas (refrigerantes, chás, café, 

energéticos e achocolatados), de alimentos derivados do cacau e de alguns medicamentos e, 

portanto, é a substância neuroativa mais consumida no mundo. Seu consumo é tão amplo que 

aproximadamente 70% das mulheres consomem cafeína diariamente durante a gestação 

(Frary et al., 2005). De modo geral, o consumo moderado de cafeína é considerado seguro 

para o feto e durante a amamentação (Tanda e Goldberg, 2000; Gressens et al., 2001). Alguns 

autores, contudo, têm sugerido que, apesar de apresentar baixa teratogenicidade, a cafeína 

pode exacerbar os efeitos deletérios do etanol (Streissguth et al., 1980; Gressens et al., 2001). 

Desta forma, é possível que o consumo normal de cafeína durante a gestação, ainda que não 

promova danos diretos ao sistema nervoso do feto, potencialize o papel desempenhado pelo 

etanol na manifestação dos transtornos neurocomportamentais observados na FASD. Apesar 

de plausível, esta hipótese ainda carece de suporte experimental para validá-la. A existência 

de modelos animais para o estudo das alterações neurocomportamentais decorrentes da 

interação entre o etanol e a cafeína abre grandes possibilidades de investigação em condições 

controladas (sem a influência de possíveis “contaminantes”). 

Alguns estudos afirmam que o consumo moderado de cafeína é considerado seguro 

para o feto e durante a amamentação (Gressens et al., 2001; Tanda and Goldberg, 2000). 

Contudo, a cafeína, quando consumida em grandes quantidades durante a gestação, tem sido 

associada com baixo peso ao nascer e aumento do risco de aborto espontâneo (Fernandes et 
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al., 1998). Um estudo longitudinal realizado em humanos mostrou efeitos negativos no 

consumo da cafeína, como o aumento no risco de restrição no crescimento fetal em mães que 

consumiram essa substância ao longo da gravidez (Nehlig e Debry, 1994). Além disso, a 

exposição gestacional a cafeína tem sido associada com déficits neurocomportamentais, como 

alteração do desenvolvimento neuromuscular, funcionamento do reflexo e irritabilidade em 

recém-nascidos (Loomans et al., 2012), defeitos no tubo neural (ex: espinha bífida) (Schmidt 

et al., 2009) e problemas sociais durante a segunda metade da infância.  

Em um estudo realizado em crianças norueguesas houve uma associação entre a 

exposição gestacional à cafeína e o TDAH (Bekkhus et al., 2010). Em estudos realizados nos 

Estados Unidos (Barr e Streissguth, 1991) e na Holanda (Loomans et al., 2012) não houve 

associação entre o consumo de cafeína e a prevalência de TDAH.  Se considerarmos o alto 

consumo diário de cafeína em países do norte da Europa (Fredholm et al., 1999), é possível 

que as diferenças entre os estudos apenas reflitam uma diferença na dose de cafeína em que as 

crianças foram expostas durante a gestação. Contudo, outros fatores podem contribuir para os 

resultados contraditórios. De fato, o risco relativo para o TDAH em crianças expostas durante 

a gestação a mais de 10 xícaras de café por dia tornou-se estatisticamente não significativo 

após o ajuste das regressões para uma série de fatores de confundimento como o consumo de 

etanol, tabagismo, gênero, idade das mães (Linnet et al., 2009). Desta forma, é possível que o 

consumo normal de cafeína, ainda que não seja diretamente responsável pelo TDAH, 

potencialize o papel desempenhado pelo etanol na manifestação deste transtorno ou até 

mesmo de outros transtornos neurocomportamentais. Apesar de plausível, esta hipótese ainda 

carece de suporte experimental para validá-la. A existência de modelos animais para o estudo 

das alterações neurocomportamentais decorrentes da interação entre o etanol e a cafeína abre 

grandes possibilidades de investigação em condições controladas (sem a influência de 

possíveis “contaminantes”).  

 

Uso de roedores como modelo para o estudo da interação entre a exposição ao etanol e a 

cafeína durante o desenvolvimento  

 

Uma consideração importante para a utilização de roedores em pesquisas relacionadas 

ao estudo dos efeitos de substâncias teratogênicas, como o álcool, é que, do ponto de vista de 

maturação do sistema nervoso, ratos e camundongos nascem mais prematuros que os 

humanos (Clancy et al., 2007; Maier et al., 1999; Quinn, 2005). Um marco do 

desenvolvimento neural normalmente utilizado para balizar o estágio de desenvolvimento de 
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roedores e humanos é o período pico ou surto de crescimento cerebral (do inglês, brain 

growth spurt) (Dobbing e Sands, 1979; (Goodlet e West, 1992). Este período, caracerizado 

pelo crescimento exponencial do cérebro (Figura 4), se inicia em humanos no início do 

terceiro trimestre de gestação e tem seu pico por volta do nascimento. Em ratos e 

camundongos o surto de crescimento cerebral se inicia no dia do nascimento e tem seu ápice 

por volta do décimo dia pós-natal (Bandeira et al., 2009; Dobbing e Sands, 1979). Com base 

neste fato, vários autores têm considerado que, em ratos e camundongos, os primeiros 10 dias 

de vida pós-natal correspondem, do ponto de vista de desenvolvimento neural, ao período 

equivalente ao terceiro trimestre da gestação humana (Dobbing e Sands, 1979; Nunes et al., 

2011). Desse modo, algumas estruturas, como o neocórtex, o hipocampo e o cerebelo, que se 

desenvolvem de modo marcante em humanos durante o último trimestre gestacional, em ratos 

e camundongos, desenvolvem-se após o nascimento (Bandeira et al., 2009; Dobbing e Sands, 

1979; Hannigan e Berman, 2000). 

 

 

Figura 4 - Curvas de crescimento da massa cerebral de humanos e roedores durante o 

desenvolvimento 

 

Legenda: Linha contínua representa o crescimento da massa cerebral em humanos e a linha pontilhada em 

roedores. Os valores representam as médias das massas cerebrais corrigidas pelo peso do cérebro 

adulto. Notar que a fase de crescimento exponencial do surto de crescimento cerebral de humanos 

(área vermelha) ocorre durante a vida pré-natal e a dos roedores (área azul) ocorre no período 

neonatal. 

Fonte: Filgueiras, C C, 2014 (estudo ainda não publicado). 

 

Durante a fase exponencial do surto de crescimento cerebral ocorrem os picos de uma 

série de processos fundamentais para a formação das redes neurais como a neurogênese, a 

migração de populações neuronais para os seus destinos finais, a morte celular programada, o 

crescimento axonal e dendrítico e a sinaptogênese em diversas regiões cerebrais (Brazel et al., 
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2003; Kolb e Whishaw, 1989; Olney et al., 2000). Desta forma, qualquer perturbação durante 

este período pode comprometer de modo significativo para a formação da futura circuitaria 

neural e, portanto, acarretar em prejuízos geralmente irreversíveis para a vida do indivíduo. 

Pode-se citar, por exemplo, o fato dos neurônios serem muito sensíveis aos efeitos 

apoptóticos do álcool durante esse período (Ikonomidou, 2000), onde a morte celular 

excessiva pode conduzir a déficits em longo prazo em processos de aprendizagem e de 

memória (Wozniak et al., 2004).  

 

 

Efeitos da exposição precoce ao etanol em roedores 

 

 

De modo análogo ao observado em humanos, roedores expostos ao etanol durante a 

gestação apresentam retardo de crescimento (Middaugh e Boggan, 1991) e anomalias crânio-

faciais (Sulik, 2005). Do ponto de vista neurocomportamental, estudos realizados em ratos e 

camundongos vêm demonstrando que os dez primeiros dias de vida pós-natal são um período 

crítico para a manifestação de transtornos como a hiperatividade locomotora (Kelly et al., 

1987; Melcer et al., 1994; Nunes et al., 2011; Riley et al., 1993; Slawecki et al., 2004; 

Thomas et al., 2001) e os déficits de aprendizado e memória (Filgueiras et al., 2009a; 

Filgueiras et al., 2010). 

 

 

Efeito da exposição precoce ao etanol na função executiva, aprendizado e memoria de 

roedores  

 

 

A função executiva é um termo abrangente utilizado para se referir a um conjunto 

operações mentais utilizadas para o controle e execução de tarefas cognitivas que incluem a 

memória de trabalho, o raciocínio, a inibição de respostas e comportamentos voltados para a 

resolução de problemas. Acredita-se que estas funções sejam dependentes de estruturas do 

lobo frontal (Ridderinkhof et al., 2004) assim como do córtex pré-frontal, embora alguns 

pesquisadores argumentem que estruturas além do lobo frontal também possam estar 

envolvidas (Alvarez e Emory, 2006). Em seres humanos, esses comportamentos podem 

facilmente ser mensurados através de testes padronizados, que possuem o seu desempenho 
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gravemente impactados pelo uso de álcool no período pré-natal (Rasmussen, 2005). Crianças 

com FASD tem dificuldades em inibir respostas no teste de “Stroop” (Connor et al., 2000), 

uma tarefa em que um indivíduo deve inibir a tendência natural de ler palavras, sendo 

necessário indicar a cor da fonte. Adicionalmente, esses indivíduos têm dificuldade em 

suprimir movimentos sacádicos em tarefas visuais enquanto aguardam o sinal de início 

apropriado (Paolozza et al., 2013) e exibem memória de trabalho pobre quando solicitados a 

recordar os dígitos de trás pra frente (Aragon et al., 2008). No Teste Wisconsin de 

classificação de carta, onde o sujeito deve detectar, usar e alterar cartões ou estratégias de 

classificação os indivíduos com FASD cometem mais erros relacionados à mudança de 

estratégias de classificação (Vaurio et al., 2008). Em roedores, testes de função executiva são 

complexos e uma única tarefa requer o uso de resposta inibitória, memória de trabalho e 

definir mudanças, além de outros fatores. As tarefas de inibição de resposta exigem que os 

sujeitos inibam as respostas predispostas naturalmente pelo organismo em ambientes 

particulares. Por exemplo, a esquiva passiva, é um teste comumente utilizado em roedores 

para mostrar resposta inibitória. Nesses testes, os roedores são colocados em uma caixa com 

uma área “segura” para ele, adjacente a um piso de grade que irá fornecer um choque se o 

animal pisar na grade em uma tentativa/treino. O animal deve aprender a inibir a tendência 

natural de explorar novos ambientes e permanecer no lado “seguro” da câmara de teste 

durante todo o treino. Ratos expostos ao etanol no período pré-natal (dieta líquida GD6-16) 

mostraram deficiência nos testes de esquiva passiva, tanto em PN17 quanto PN41 (Riley et 

al., 1979). Em outro estudo maior, proles expostas ao etanol (dieta líquida GD5-20) 

novamente mostraram déficits na esquiva passiva em PN17 e PN48, mas não em PN114, e 

demorou mais tempo para alterar espontaneamente sua estratégia exploratória em um labirinto 

em “T”, onde o animal ficaria confinado após visitar um determinado braço quando testado no 

PN16 e PN63, mas não em PN112 (Abel, 1982). 

O teste de esquiva passiva inibitória (Step Down test) é útil para avaliar tanto a 

memória de curto prazo, aquela que dura de 1h à 6h, assim como a memória de longo prazo, 

que dura dias, meses ou até mesmo anos. Isso é possível porque a diferença entre essas 

memórias não reside no seu conteúdo cognitivo, mas sim nos mecanismos posteriores a 

formação delas. Em outras palavras, significa dizer que a informação passada pelos estímulos, 

que nesse caso são aversivos, responsáveis pela formação de ambas as memórias chega 

através das mesmas vias sensoriais, e a resposta ou as respostas correspondentes são emitidas 

pelas mesmas vias motoras ou efetoras (Izquierdo, 2011).  
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Efeito da exposição precoce ao etanol na ansiedade de roedores  

 

 

O Labirinto em Cruz Elevado (LCE) é um aparato com o formato de uma cruz, com 

dois braços abertos e dois braços fechados com paredes. O LCE um teste confiável e validado 

usado para mensurar ansiedade/medo em roedores, como indicado por respostas 

comportamentais, fisiológicas e farmacológicas (Pellow et al., 1985; Pellow e File, 1986; 

Lister, 1987). Animais confinados aos braços abertos mostram níveis elevados de 

corticosteroides (Pellow et al., 1985), e a mensuração do número de entradas nos braços 

abertos e o tempo gasto nesses braços abertos são irreversivelmente relatados como ansiedade 

(Cruz et al., 1994), já que ratos tem um medo inato de espaços abertos. Atividade locomotora 

também pode ser quantificada pela distância total percorrida e o número de entradas nos 

braços. Esta última medida é independente da ansiedade, já que tratamentos sedativos 

reduzem o total de entradas nos braços sem mudança no tempo gasto nos braços abertos 

(Pellow e File, 1986). 

Estudos com modelos animais de FASD tem mostrado que a exposição pré-natal ao 

etanol pode produzir efeitos na ansiedade como um comportamento na prole. Dursun et al. 

(2006) encontrou que a prole de ratos expostos à altas doses de etanol (6 g/Kg via gavagem 

intragástrica entre os dias gestacionais 7 e 20; concentração de etanol no sangue (BEC) 0,35 

g/dl 3horas após a gavagem) gastaram menos tempo nos braços abertos no labirinto em cruz 

elevado, um indicador do aumento do comportamento ansioso. Utilizando o teste de campo 

aberto, Zhou et al. (2010) mostrou que exposição pré-natal à altas doses de etanol (6 g/Kg via 

gavagem intragástrica entre os dias gestacionais 7 e 20; concentração de etanol no sangue 

(BEC) 0,35 g/dl 3horas após a gavagem no dia pós-natal 20 = 0,35 g/dl) aumentou a 

ansiedade no rato adulto da prole. A exposição durante o desenvolvimento de ratos ou 

camundongos a baixas doses de etanol tem mostrado um decréscimo no comportamento 

ansioso [0,5 e 4 g/Kg de etanol via gavagem gástrica desde o parto até o desmame; BEC não 

determinado; (Carneiro et al., 2005)], ou sem mudanças significativas em bebedor voluntário 

de água com sacarina contendo 5% de etanol durante duas semanas pré-gravidez e durante a 

gestação; BEC = 0,08 g/dl; (Savage et al., 2010; Staples et al., 2013). Bebendo no paradigma 

claro/escuro, usando 20% v/v de etanol na água durante toda a gestação [BEC = 1,125 – 0,175 

g/dl; (Boehm et al., 2088)], ou com dieta líquida contendo 6% v/v de etanol durante a 

gestação [BEC = 0,03 g/dl; (Probyn et al., 2012; Cullen et al., 2013)], houveram efeitos 

complexos que podem depender do sexo do animal e/ou do seu estado de ativação 
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comportamental antes do teste (Osborn et al., 1998; Wilcoxon et al., 2005; Gabriel et al., 

2006a)]. Coletivamente, esses achados indicam que a exposição ao etanol durante o primeiro 

e segundo trimestre de gravidez pode ter efeitos no comportamento ansioso de roedores 

dependendo da dose e do tempo de administração do etanol.  

Ethen et al. (2009) relatou que algumas mulheres grávidas se abstêm durante os dois 

primeiros trimestres da gravidez e começam a beber durante o terceiro trimestre, quando se 

pode erroneamente presumir que é seguro beber já que os principais processos de 

desenvolvimento estão completos. Entretanto, circuitos neuronais passam por significante 

diferenciação e refinamento durante esse período e isso pode torna-los particularmente 

suscetíveis às ações do etanol. Para modelar exposição durante esse período, o etanol tem sido 

administrado durante as primeiras 1-2 semanas de vida pós-natal em ratos, quando o surto de 

crescimento cerebral acontece nesses animais (Cudd, 2005). Um estudo inicial com ratos 

expostos ao etanol entre os dias pós-natais P4 e P12 usando procedimento de criação artificial 

(BEC = não determinado) encontrou evidência consistente com o aumento da ansiedade 

usando o teste do campo aberto (Kaneko et al., 1996). Em contraste, estudos mais recentes 

falharam em detectar algum efeito significante do etanol. Roskam e Koch (2009) viram que 

injetar ratos com altas doses de etanol em P7 [duas doses de 2,5 g/Kg i.p. com 2 horas de 

intervalo entre elas; BEC = não determinado, porém é esperado que essa metodologia produza 

altos níveis, próximo de 0,5 g/dl; (Ikonomidou et al., 2000)] não alterou significantemente a 

performance no labirinto em cruz elevado durante a fase adulta. Diaz et al. (2014) encontrou 

que exposição a doses moderadas de etanol em câmaras de vapor entre P2 e P12 (BEC = 0,1 

d/dl) não afetou significantemente o comportamento de ansiedade durante a adolescência em 

ratos. 

 

 

Efeito da exposição precoce ao etanol na lateralidade  

 

 

Existe uma gama de estudos demonstrando que roedores apresentam assimetrias 

cerebrais (Lent e Schmidt, 1993; Schwarting e Huston, 1996). Entretanto, é escasso o número 

de estudos investigando os efeitos da lateralização cerebral de roedores expostos 

precocemente ao etanol, e em todos os casos, os filhotes foram expostos durante o período 

pré-natal (Zimmerberg e Riley, 1986; Zimmerberg e Reuter, 1989; Moreland et al., 2002), o 

que é considerado um período equivalente ao primeiro e segundo trimestre de gestação 
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humana (Maier et al., 1999; Maier e West, 2001a; b; Livy et al., 2003). Além disso, muitos 

estudos avaliaram os efeitos da exposição pré-natal ao etanol na prole somente durante um 

curto período de tempo após o nascimento.  

O comportamento de rotação é um comportamento lateralizado que tem sido 

amplamente utilizado como ferramenta experimental para estudos de assimetria cerebral tanto 

em humanos (Bracha et al., 1987; Mohr et al., 2004) quanto em camundongos (Schwarting e 

Huston, 1996; Krahe et al., 2001; Filgueiras e Manhães, 2004; 2005; Filgueiras et al., 2006; 

Manhães et al., 2007). Um método usado para avaliar o comportamento rotacional é o teste de 

nado forçado, um paradigma simples em que os animais são forçados a nadar por alguns 

minutos em um recipiente cilíndrico (Schmidt et al., 1965; Filgueiras e Manhães, 2004; 2005; 

Filgueiras et al., 2006; Manhães et al., 2007). Apesar da simplicidade, o teste de nado livre 

tem uma característica única quando comparado a outros testes circulatórios: é registrado em 

um ambiente mais estressante, onde os animais passam a maior parte do tempo nadando perto 

da parede do recipiente, tentando escapar de uma situação de teste assustadora. Essa situação 

de teste estressante pode adicionar uma interessante característica ao teste de nado livre para a 

análise comportamental nos efeitos da exposição precoce ao etanol. Tem sido bem 

demonstrado que déficits comportamentais que melhoram com a idade em animais expostos 

ao etanol no período pré-natal podem ressurgir sob condições desafiadoras ou estressantes 

(Hannigan et al., 1987; Gabriel et al., 2006b) 

 

 

Mecanismos envolvidos na teratogenicidade do etanol 

 

 

Estudos em roedores têm revelado que o etanol é capaz de afetar muitos eventos do 

desenvolvimento neural, incluindo, a proliferação celular, adesão entre células, morte celular 

programada, migração, crescimento axonal e sinaptogênese (Goodlett et al., 2005). Esta gama 

de efeitos pode se manifestar através de múltiplos mecanismos moleculares, a saber: 1) 

alterações na regulação intrínseca da expressão gênica pela alteração na produção de fatores 

de transcrição; 2) interferência com funções celulares ou com a sinalização molecular que 

controla a sobrevivência e morte celular; e 3) distúrbios na sinaptogênese decorrentes de 

perda de suporte trófico, expressão de receptores e proteínas estruturais ou diminuição dos 

alvos sinápticos. Vale mencionar que todas estas ações, em última análise, contribuem para o 

comprometimento da atividade da célula e podem culminar com a morte das populações 
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neurais suscetíveis. De fato, uma das consequências mais marcantes da exposição do sistema 

nervoso em desenvolvimento ao etanol é o aumento da morte de células neurais (Olney, 

2004). 

Alternativamente, alguns autores vêm sugerindo que alguns dos problemas 

neurológicos decorrentes da exposição ao etanol durante o período de surto de crescimento 

cerebral se devem a uma redução da plasticidade neural, que é a capacidade do sistema 

nervoso modificar sua estrutura e função para se adaptar a novas condições (Hannigan et al., 

2007; Medina et al., 2011; Medina et al., 2006). Em roedores, por exemplo, a exposição 

precoce a doses moderadas de etanol promove alterações significativas na distribuição de 

espinhas dendríticas (Gonzalez-Burgos et al., 2006) e na taxa de neurogênese adulta (Choi et 

al., 2005) no hipocampo. Como a redução da plasticidade neural compromete de modo 

marcante o processamento e armazenamento de novas informações pelo cérebro, é possível 

especular que esta ação do etanol seja a principal causa dos defeitos de aprendizado e 

memória observados na FASD.  

De particular interesse para este estudo um número crescente de estudos vem 

mostrando que a exposição ao etanol durante o desenvolvimento aumenta os níveis de estresse 

oxidativo (Cohen-Kerem e Koren, 2003; Brocardo et al., 2011; Ikonomidou e Kaindl, 2011; 

Collins e Neafsey, 2012; Hernández et al., 2016). O estresse oxidativo pode ser definido 

como o desequilíbrio na formação de radicais livres e a capacidade desse organismo vivo em 

eliminá-lo (Mlp e Lmg, 1999; Albs et al., 2006; Barbosa, 2010). São formadas então as 

espécies reativas de oxigênio (EROs) através do processo metabólico natural de respiração 

celular (Bieben et al., 2012). (Figura 5). 

 

Figura 5 – Esquema de umas das formas de como são formadas as EROs 

 

 

Legenda: Redução univalente do oxigênio a água nas mitocôndrias. Várias espécies reativas são formadas.  

Fonte: Pereira, 2009. 
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Em concentrações baixas à moderadas, as EROs possuem importantes funções nos 

processos fisiológicos celulares, porém, quando em concentrações altas, são capazes de 

produzir modificações adversas nos componentes celulares, como lipídios, proteínas e DNA 

que podem comprometer o desenvolvimento do sistema nervoso (Wang et al., 1996; Valko et 

al., 2006). As EROs podem ser divididas em dois grupos: radicais livres e não radicais. 

Moléculas contendo um ou mais elétrons não pareados e, portanto, dando reatividade à 

molécula são chamados de radicais livres. Quando dois radicais livres compartilham seus 

elétrons desemparelhados, formas não radicais são criadas. As três principais EROs com 

importância fisiológicas são ânion superóxido (O₂ ⁻ ), o radical hidroxila (•OH) e o peróxido 

de hidrogênio (H₂ O₂ ) (Bierben et al., 2012). As EROs estão resumidas na Tabela 1. 

 

Tabela 1 - Principais Oxidantes Endógenos  

Oxidante  Fórmula Equação de Reação 

Ânion Superóxido O₂ ⁻ · NADPH + 2O₂  ↔ NAPH⁺  + H⁺  

2O₂ ⁻  + H⁺  → O₂  + H₂ O₂  

Peróxido de Hidrogênio  H₂ O₂  Hipoxantina + H₂ O + O₂  ↔ xantina + H₂ O₂  

Xantina + H₂ O + O₂  ↔ ácido úrico + H₂ O₂  

Radical Hidroxila  •OH Fe²⁺  + H₂ O₂  → Fe³ + OH⁻  + •OH 

Ácido Hipocloroso HOCl H₂ O₂  + Cl⁻  → HOCl + H₂O 

Radical Peroxil  ROO• R• + O₂  → ROO• 

Radical Hidriperoxil  HOO· O₂  + H₂O ↔ HOO + OH⁻  

Fonte: Adaptado de Bierben et al., 2012. 

 

O ânion superóxido é formado pela adição de um elétron a molécula de oxigênio 

(Miller et al., 1990). Esse processo é mediado pela nicotinamida adenina dinucleotídeo 

fosfatase [NAD(P)H] oxidase ou xantina oxidase ou pelo sistema de transporte de elétron 

mitocondrial. O principal local para a produção de ânion superóxido é a mitocôndria, a 

maquinaria da célula para produzir trifosfato de adenosina. O superóxido é convertido em 

peróxido de hidrogênio pela ação das superóxido dismutases (SODs). O peróxido de 

hidrogênio difunde-se facilmente através da membrana plasmática. Em uma sucessão se 

reações chamadas Reações Haber-Weiss e Fenton (Figura 6), o H₂ O₂  pode quebrar o ânion 

OH⁻  na presença de metais de transmissão como Fe²⁺  ou Cu²⁺ (Fenton, 1984). 

 

 

 



28 
 

Figura 6 - Reações Haber-Weiss e Fenton 

 

 

Legenda: Equação de Haber-Weiss Fenton 

Fonte: Bieben, 2012. 

 

O O₂ ⁻  por ele mesmo consegue reagir com H₂ O₂  e gerar OH⁻ (26,27) e pode 

ainda, por meio da reação com o radical livre óxido nítrico (NO•), gerar a espécie reativa de 

nitrogênio, peroxinitrito (Green et al., 2004; Schneider e Oliveira, 2004). O radical hidroxil é 

o mais reativo das EROs podendo danificar proteínas, lipídios, carboidratos e DNA. Ele 

também pode iniciar a peroxidação lipídica tomando um elétron a partir de ácidos graxos 

polinsaturados, sendo considerado o principal iniciador do processo (Welch et al., 2002). 

Outros radicais livres derivados do oxigênio são os radicais hidroxil (ROO•). A forma 

mais simples desses radicais é o radical hidroperoxila (HOO•) e desempenha um papel 

importante na peroxidação dos ácidos graxos. Os hidroperóxidos lipídicos são muito instáveis 

e facilmente se decompõe em produtos secundários, tais como aldeídos (ex: 4-hidroxi-2,3-

nonenal) e malondialdeídos (MDAs). Os isoprostanos são outro grupo de produtos de 

peroxidação lipídica que são gerados através da peroxidação do ácido araquidônico e também 

foram encontrados elevados nos condensados plasmáticos e respiratórios de pessoas asmáticas 

(Montuschi et al., 1999; Wood et al., 2000). A peroxidação lipídica altera a integridade das 

membranas celulares e leva ao rearranjo da estrutura da membrana. 

 

 

Efeitos da exposição precoce a cafeína em roedores 

 

 

Em relação à cafeína, estudos em roedores confirmam seu baixo potencial teratogênico 

em doses baixas (Nehlig e Debry, 1994). Contudo, quando administrada em doses altas, a 

cafeína tem sido associada com a redução do crescimento (Nehlig e Debry, 1994) e da massa 

cerebral dos fetos (Tanaka et al., 1987) e uma série de distúrbios neurocomportamentais. Em 

ratos, a exposição a doses moderadas de cafeína durante toda a gestação interfere 

negativamente com o reconhecimento de objetos e o comportamento no labirinto radial em 

machos e fêmeas (Soellner et al., 2009). Exposição pré-natal a cafeína induz mudanças 

Fe³⁺ + •O2→ Fe²⁺ + O₂
Fe²⁺ + H₂O₂ → Fe³⁺ + OH⁻ + •OH
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bioquímicas, como as modificações nos níveis cerebrais de catecolaminas, tirosina, triptofano, 

serotonina e nucleotídeos cíclicos nos cérebros de 1 a 35 dias em ratos (Nehlig et al., 1992). A 

administração intraperitoneal de cafeína (50 mg/kg, 3 vezes ao dia) em filhotes de ratos de 7 

dias de idade produz morte neuronal no córtex parietal, córtex temporal, núcleo estriado, 

células granulares do giro denteado, tálamo e hipotálamo (Kang et al., 2002).  

Estudos em roedores têm mostrado que, embora o efeito primário da cafeína seja o 

bloqueio dos receptores de adenosina A1 e A2A, existem efeitos secundários em diversas 

classes de neurotransmissores, como a noradrenalina, dopamina, serotonina, acetilcolina, 

glutamato e GABA, que influenciam diferentes funções fisiológicas (Daly et al., 1981).  

 

 

Efeitos da exposição combinada à cafeína e ao etanol durante o desenvolvimento 

 

 

Apesar das evidências epidemiológicas do uso combinado de etanol e cafeína 

(Benedum et al., 2013; Crozier et al., 2009), a interação estas substâncias durante o 

desenvolvimento têm recebido pouca atenção em estudos experimentais. Este fato é 

particularmente importante visto que alguns estudos apontam que cafeína é capaz de ampliar 

alguns aspectos importantes da ação de outras substâncias neurotóxicas, como o etanol. Por 

exemplo, a exposição pré-natal desde o sexto até o vigésimo dia gestacional ao álcool 

(15g/kg/dia) ou a cafeína (84mg/kg/dia) reduzem o ganho de peso das mães durante a 

gravidez e o peso ao nascer das ninhadas (Hannigan, 2000). A exposição combinada ao etanol 

e a cafeína produz um efeito aditivo na redução do peso no nascimento, no aumento da 

mortalidade pré- e pós-natal (Henderson and Schenker, 1984; Ross and Persaud, 1989) e na 

ocorrência de defeitos no fechamento do tudo neural (Ross and Persaud, 1989, Ross and 

Persaud, 1986).  

De particular interesse para este estudo, a administração aguda tanto de etanol como 

de cafeína durante o período de sinaptogênese causa extensa morte neuronal em diversas 

regiões cerebrais do cérebro de roedores (Kang et al., 2002; Ikonomidou, 2009). Em cultura, a 

administração concomitante destas duas substâncias causa uma perda celular maior do que a 

simples soma das perdas provocadas por cada uma isoladamente (Ikonomidou, 2009). 

Considerando que os transtornos neurocomportamentais observados na FASD têm sido 

fortemente associados com a redução no número de neurônios em estruturas como o 

neocórtex e hipocampo (Medina, 2011), é possível que a exposição combinada ao etanol e à 
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cafeína durante o desenvolvimento tenha um papel mais importante na manifestação dos 

principais distúrbios neurocomportamentais observados na FASD do que o desempenhado 

pelo consumo apenas de etanol. Em contraste com esta ideia, em um estudo recentemente 

concluído (Filgueiras et al., 2015), demonstramos que a exposição à altas doses de cafeína 

(0,3 g/L) do primeiro dia gestacional até o vigésimo primeiro dia pós-natal não apresentavam 

hiperatividade locomotora induzida pela administração de etanol durante o período de surto 

de crescimento cerebral (Figura 7).  

 

Figura 7 - Efeitos do etanol na atividade locomotora 

 

 

Legenda. Médias (± Erro padrão da média) da ambulação total dos animais que receberam uma injeção de etanol 

com 2,5g/kg de etanol (ETOH25), 5g/kg de etanol (ETOH50) ou salina (ETOH0) do segundo ao 

oitavo dia pós-natal distribuídos em função da exposição à cafeína. Do início da gestação até o 

vigésimo primeiro dia pós-natal os animais receberam agua potável (CAF0) ou foram expostos a 

soluções de cafeína de 0,1g/L (CAF1) ou 0,3 g/L (CAF3). Notar que a exposição ao etanol não afetou 

a atividade locomotora dos animais do grupo CAF3. FLSD: * P<0.05 maior que os demais grupos. 

Fonte: Filgueiras et al., 2015(Trabalho ainda não publicado). 

 

Considerando que alguns dos transtornos neurocomportamentais observados na FASD 

têm sido atribuídos a um aumento dos níveis de estresse oxidativo causados pelo etanol e que 

a cafeína apresenta propriedades antioxidantes (Herman e Herman, 2013), é possível que uma 

redução do estresse oxidativo tenha contribuído para a ausência de hiperatividade nos animais 

expostos a solução de cafeína mais concentrada. Contudo, esta hipótese ainda que plausível, 

carece de suporte experimental capaz de validá-la. Além disso, o fato de a cafeína em uma 

dose mais elevada ter mitigado a hiperatividade locomotora induzida pela administração de 

etanol em camundongos neonatos, abre uma margem de investigação sobre as suas 

propriedades antioxidantes e possíveis efeitos protetores sobre distúrbios 

neurocomportamentais decorrentes da exposição a agentes neurotóxicos durante o 
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desenvolvimento. Vale mencionar que a administração de cafeína é o procedimento padrão 

para a prevenção da apneia e morte súbita em bebês prematuros (Maitre et al., 2014). De 

modo interessante, prematuros que receberam o tratamento com cafeína após o nascimento 

apresentaram, quando comparados à prematuros não tratados com cafeína, melhor 

desempenho em medidas que refletem o desenvolvimento do processamento sensorial (Maitre 

et al., 2014) e cognitivo (Gray et al. , 2011). Desta forma, torna-se essencial investigar se os 

efeitos da cafeína para a manifestação da hiperatividade locomotora causada pelo etanol se 

estende a outros transtornos neurocomportamentais observados na FASD.  
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1 OBJETIVOS 

 

Este estudo tem como objetivo principal testar a hipótese que a exposição à 

cafeína minimiza as alterações neurocomportamentais induzidas pela exposição ao etanol 

durante o período de surto de crescimento cerebral. Para tanto, foram realizados dois 

estudos. 

No primeiro estudo objetivamos avaliar o comportamento tipo ansioso, o 

aprendizado e memória e a lateralidade rotacional no teste de nado forçado de 

camundongos adolescentes que foram expostos à cafeína e/ou etanol durante o 

desenvolvimento. A cafeína foi administrada do primeiro dia gestacional até o 21º dia 

pós-natal (dia do desmame). O etanol foi administrado durante o período do surto de 

crescimento cerebral do 2º ao 8º dia pós-natal. Os comportamentos foram avaliados a 

partir do 30º dia de vida pós-natal (início da adolescência). 

No segundo estudo objetivamos avaliar biomarcadores do estresse oxidativo no 

córtex cerebral de camundongos neonatos e adolescentes que foram expostos à cafeína 

e/ou etanol durante o desenvolvimento. Os períodos de exposição a cafeína e etanol 

foram idênticos aos do estudo 1. O estresse oxidativo foi avaliado no 9
o
 e no 30

o
 dia de 

vida pós-natal. 
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

Esse estudo foi realizado sob aprovação do Comitê de Ética para Uso Animal do 

Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes da Universidade do Estado do Rio de Janeiro 

(CEUA/005/2014). Todos os experimentos estão de acordo com a declaração de Helsinque e 

com o Guia de Cuidados de Uso de Animais de Laboratório adotado e promulgado pelo 

Instituto Nacional da Saúde. 

 

 

2.1 Animais 

 

 

Neste estudo foram utilizados camundongos Suíços cujas matrizes foram adquiridas 

do Instituto Vital Brazil (Niterói, Rj) e na Fundação Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro, RJ). Os 

animais foram criados e mantidos no biotério do Laboratório de Neurofisiologia da UERJ em 

um ciclo de luminosidade de 12 horas (início do período escuro = 13:00 h) a uma temperatura 

controlada em torno de 22 ºC. Os animais tiveram livre acesso à comida e água. 

O desmame foi realizado em PN21 (PN1 = Dia do nascimento). Neste dia, os animais 

da mesma ninhada foram separados por sexo e divididos em grupos de 2 a 5 camundongos 

por caixa até o final do período de testes.  

 

 

2.2 Exposição à Cafeína 

 

 

Os animais foram expostos à cafeína (cafeína anidra 1,3,7 trimetilxantina, Proquimios, 

BR) desde o primeiro dia gestacional (G1) até o vigésimo primeiro dia pós-natal (PN21). Para 

tanto, garrafas contendo soluções de cafeína de 0,1 g/L (Grupo CAF1; 11 ninhadas) ou 0,3 

g/L (Grupo CAF3; 13 ninhadas) foram utilizadas como única fonte de água desde o primeiro 

dia de acasalamento até o vigésimo primeiro dia pós-parto. O grupo controle (CAF0; 7 

ninhadas) teve acesso a água potável durante todo o experimento. As concentrações foram 

escolhidas por simularem exposições equivalentes ao consumo diário de 1-2 xícaras de café 

(grupo CAF1) e de 3-4 xícaras de café por dia (grupo CAF3) (Bjorklund et al., 2008; 
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Nakamoto et al., 1991). Para uma estimativa da quantidade de cafeína consumida, a massa 

corporal dos animais e o volume de líquido nas garrafas foram medidos a cada dois dias 

(quando se deu a renovação do conteúdo das garrafas) durante o período de acasalamento.  

 

 

2.3 Exposição ao Etanol 

 

 

Em PN2, os animais de cada ninhada foram semi-randomicamente divididos em três 

grupos e marcados de forma diferente com uma pequena tatuagem (Microtatoo system, 

Harvard Apparatus Inc. EUA) com o intuito de identificá-los ao longo do estudo. Após essa 

marcação, em dias alternados de PN2 a PN8, cada animal recebeu uma injeção intraperitoneal 

de etanol em duas concentrações diferentes: 0,25 µl/g (ETOH25) ou 0,5 µl/g (ETOH50); ou 

solução salina NaCl a 0,9% (ETOH 0), formando ao final, 9 grupos experimentais (Figura 8). 

As doses de 0,25 e 0,5 µl/g de etanol foram escolhidas com base em estudos realizados por 

nosso grupo mostrando que os filhotes atingem picos sanguíneos de etanol que estão dentro 

da faixa que um feto humano pode ser exposto, após a ingestão materna de uma dose de 

álcool de moderada à alta (Filgueiras et al., 2009b; Nunes et al., 2011). Além disso, 90% dos 

animais injetados com etanol de acordo com este protocolo sobrevivem até a idade adulta 

(Filgueiras et al., 2009b). 

Com o objetivo de minimizar o risco de lesões nos órgãos internos, foi utilizada uma 

agulha com pequeno calibre (28G) que era cuidadosamente inserida na região abdominal até a 

cavidade peritoneal. O tratamento em dias alternados foi escolhido por ser o padrão de 

exposição rotineiramente utilizado em estudos que avaliam, em modelos animais, os efeitos 

comportamentais decorrentes da exposição ao etanol durante o período neonatal (Filgueiras et 

al., 2009b; Filgueiras et al., 2010; Medina e Krahe, 2008).  
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Figura 8 - Grupos experimentais 

 

 

2.4 Taxa de mortalidade 

 

 

A taxa de mortalidade decorrente dos diferentes tratamentos foi calculada 

separadamente para cada ninhada pela razão entre o número de animais mortos até o dia de 

teste e o total de animais injetados em PN2.  

 

 

2.5 Análise Comportamental 

 

 

2.5.1 Teste Labirinto em Cruz Elevado 

 

 

O comportamento associado à ansiedade foi investigado usando o teste do labirinto em 

cruz elevado, cujo horário de realização foi entre 8:00 e 9:30h Todos os animais foram 

colocados para habituação por 15 minutos na sala teste antes da realização do teste 

comportamental. O labirinto em cruz elevado tem a forma de um sinal de adição das 

operações matemáticas que consiste em dois braços “abertos” (sem paredes, 5 x 28,5 cm) e 

dois braços “fechados” (5 x 28,5 x 14 cm), arranjados perpendicularmente a uma altura de 50 

centímetros do chão (FIGURA 9).  

O teste começa com o animal sendo colocado no do equipamento com o focinho 

direcionado para o braço aberto. Cada teste teve a duração de 5 minutos na sala com o som 

atenuado. No final da sessão, o chão e as paredes do equipamento foram limpos antes do 

próximo animal a ser testado. Todos os testes foram gravados para posterior análise. Durante 

os testes, a sala foi iluminada com luz branca indireta. 
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A porcentagem de tempo gasto nos braços abertos (% Tempo BA: o tempo gasto nos 

braços abertos dividido pelo tempo gasto nos braços abertos + fechados) e a porcentagem de 

entradas nos braços abertos (% Entradas BA: o número de entradas em braços abertos 

dividido por número de entradas em braços abertos + fechados) foram usados como medidas 

de ansiedade. Uma entrada era contada quando o animal cruzava com as quatro patas em um 

braço. O aumento da % do tempo BA e / ou % de Entradas BA corresponde a um 

comportamento semelhante à redução da ansiedade (Rodgers e Dalvi, 1997). 

Figura 9 – Esquema do Labirinto em Cruz Elevado 

 

Fonte: adaptado de http://encenasaudemental.net/comportamento/insight/modelo-animal-para-estudo-da-

ansiedade/ (visitado em 10/05/2018)  

 

2.5.2 Teste da esquiva inibitória (Step-down Passive Avoidance) 

 

 

Este teste foi realizado em uma caixa (25cm x 25cm) com uma plataforma circular 

com diâmetro de 6,5cm e altura de 2cm, posicionada centralmente sobre uma grade metálica 

(espaçamento de 1 cm entre as barras de 2 mm de diâmetro) (Figura 10). Todos os animais 

foram submetidos a duas sessões de até dois minutos de duração realizadas entre 8:00 e 11:00 

horas (período claro). 

 

http://encenasaudemental.net/comportamento/insight/modelo-animal-para-estudo-da-ansiedade/
http://encenasaudemental.net/comportamento/insight/modelo-animal-para-estudo-da-ansiedade/
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Figura 10 – Step-Down 

 

Fonte: http://www.cebiolog.com.br/comportamento--condicionamento--recompensa.html. (visitado em 

16/09/2018) 

 

 

Em PN30 foi realizada a primeira sessão. Para tanto, os animais foram 

individualmente colocados sobre a plataforma e, imediatamente após colocarem as quatro 

patas na grade metálica, recebiam um choque de 0,2 mA durante 2 segundos. Na segunda 

sessão, os animais foram recolocados na plataforma 3h ou 24h após a primeira sessão. Na 

segunda sessão os animais não receberam o choque após descerem da plataforma. O tempo 

que os animais levaram para colocar as quatro patas na grade, denominado latência de 

descida, foi o parâmetro utilizado para avaliar o aprendizado e memória neste teste. Além 

disso, utilizamos dois índices de aprendizado que foram calculados com base nas diferenças 

entre o tempo de latência na primeira (L1) e na segunda (L2) ou terceira (L3) sessões: L2-L1 

e L3-L1.  

 

 

2.5.3 Teste do Nado Forçado 

 

 

Os testes de nado forçado foram realizados em um recipiente cilíndrico parcialmente 

repleto com água a uma temperatura em torno de 25°C (diâmetro: 21 cm; altura do recipiente: 

23 cm; altura da coluna de água: 16 cm). Para realização do teste, os animais foram colocados 

no recipiente para o nado livre durante 5 minutos (Figura 11). Foram controlados: o 

posicionamento do recipiente, a temperatura da sala de teste e o horário de início dos testes. 

Os testes foram gravados por uma câmera de vídeo posicionada a 1 m acima do recipiente.  

http://www.cebiolog.com.br/comportamento--condicionamento--recompensa.html
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Figura 11 - Esquema do aparato utilizado para o teste de nado forçado 

 

 

Fonte: Adaptado de http://loucoengano.blogspot.com/p/teste-do-nado-forcado.html. Visitado em 16/09/2018. 

 

As contagens foram feitas a partir do material gravado com auxílio de uma gratícula 

que era sobreposta a tela do monitor de vídeo. Como indicado na Figura 12, um 

deslocamento, tanto para a esquerda (natação no sentido anti-horário) como para a direita 

(natação no sentido horário), era definido utilizando-se uma unidade de 30°. Para cada 

deslocamento eram marcados os pontos de início e de interrupção do movimento, tomando-se 

como referência o focinho do animal. Uma volta completa (360°) era constituída por 12 

deslocamentos consecutivos 30° na mesma direção. Para cada animal, o registro de sucessivos 

deslocamentos de 30° em uma direção era interrompido quando o animal apresentava uma 

mudança de direção. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://loucoengano.blogspot.com/p/teste-do-nado-forcado.html
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Figura 12 - Esquema utilizado para a contagem dos deslocamentos angulares 

 

Legenda: De A para B são cruzadas quatro fatias em sentido anti-horário, o que equivale a quatro deslocamentos 

angulares de 30º para a esquerda. De C para D estão esquematizados seis deslocamentos de 30º para a 

direita (seis fatias em sentido horário).  

 

 

A maioria dos animais realizou deslocamentos em torno do centro do recipiente de 

teste (Filgueiras e Manhães, 2004; Filgueiras e Manhães, 2005; Manhães et al., 2007). Nos 

casos cujo deslocamento não era feito ao redor do centro do recipiente, eram marcados os 

pontos de partida e do fim do movimento e foi estimado o número de deslocamentos com o 

auxílio da gratícula.  

A atividade natatória foi avaliada pelo o número total de deslocamentos (NET) que 

corresponde ao somatório do número de deslocamentos para a esquerda e para a direita. A 

lateralidade do comportamento rotacional foi estudada utilizando-se índices de direção, que 

indicam se o animal se desloca preferencialmente para direita ou para esquerda, e de 

magnitude, que indicam a grandeza das diferenças entre as rotações para o lado esquerdo e o 

para o lado direito. Para avaliar a magnitude da lateralidade rotacional foi utilizado o 

percentual de deslocamento para o lado preferido (%LP) que foi determinado pela fórmula: 

%LP = (LP / NET) x 100. Para avaliar o sentido preferencial de rotação foi utilizado o 

percentual de deslocamento para a direita (%R) que foi determinado pela fórmula: %R = (R / 

NET) x 100 onde R corresponde ao número de deslocamentos para a direita. O %R foi 

utilizado como indicador do sentido preferencial de deslocamento. Desta forma, os animais 
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eram classificados como levógiros (sentido preferencial de natação para a esquerda), quando o 

valor do %R era menor que 30, e classificados como destrógiros (sentido preferencial de 

natação para a direita), quando o valor do %R era maior que 70. 

 

 

2.6 Análises bioquímicas do estresse oxidativo 

 

 

Para avaliar os níveis de estresse oxidativo nos tecidos do córtex, um grupo de 19 

ninhadas foi exposto exclusivamente para essa etapa do estudo. A exposição à cafeína e ao 

etanol foi realizada da mesma forma que os grupos citados anteriormente para a fase 

comportamental. Estas análises foram realizas em duas idades distintas dentro da mesma 

ninhada; uma parte dos animais foi avaliada em P9, 24 horas após a última injeção e o 

restante foi avaliada em P30, idade em que os testes comportamentais aconteciam (Figura 13).  

Os animais foram mortos por deslocamento cervical e, logo em seguida, tiveram os 

cérebros dissecados, imediatamente congelados em nitrogênio líquido e foram posteriormente 

armazenados em freezer – 80 
o
C até o momento das análises.  

 

Figura 13 - Esquema do tratamento adotado no estudo do estresse oxidativo 

 

 

Legenda: A figura mostra o desenho experimental do tratamento até o dia de coletar o córtex dos animais. 

 

 

 

 

 

Eutanásia

Eutanásia
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2.6.1 Homogeneizado do córtex  

 

 

Para as análises bioquímicas descritas a seguir, foram necessárias duas diferentes 

formas de homogeneizados do córtex. A primeira a ser descrita foi utilizada para o ensaio do 

DPPH e TBARS. 

Foram separadas amostras de córtex de aproximadamente 60 mg e foram adicionados 

300 µL de tampão KPE (pH 7,4) e feito a homogeneização em Turrex (VetroScientifica). Em 

seguida as amostras foram centrifugadas a 4000 rpm por 10 minutos à 4ºC. O sobrenadante 

foi coletado e aliquotado em dois eppendorfs distintos com 100µL cada para a realização do 

ensaio DPPH e em um terceiro eppendorf foi aliquotado 50 µL para a realização do ensaio 

TBARS. 

Para a segunda forma de homogeneização foram separados aproximadamente 50 mg de 

córtex e adicionado 1 mL de tampão TRIS (0,1M) no Turrex em eppendorf de 2 mL. Em 

seguida as amostras foram centrifugadas a 1.500 g por 10 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi 

recolhido e armazenado para análise de proteínas carboniladas.  

 

 

2.6.2 Determinação da atividade antioxidante total pela captura do radical livre Di(phenyl)-

(2,4,6-trinitrophenyl)iminoazanium (DPPH) 

 

 

É uma das técnicas atualmente utilizada para detectar a presença de compostos 

antioxidantes, é um método baseado na eliminação do radical livre estável 1,1-difenil-2-

picrilhidrazil (DPPH•). Este método é considerado fácil, preciso, rápido, simples e 

econômico, sendo adequado para a determinação da capacidade antioxidante de substâncias 

puras e misturas (Oliveira, G.L.S., 2014).  

O método baseia-se na transferência de elétrons onde, por ação de um antioxidante 

(AH) ou uma espécie radicalar, o DPPH que possui cor púrpura é reduzido formando difenil-

picril-hidrazina, de coloração amarela, com consequente desaparecimento da absorção, 

podendo a mesma ser monitorada pelo decréscimo da absorbância. A partir dos resultados 

obtidos determinou-se a porcentagem de atividade antioxidante ou sequestradora de radicais 

livres. (Nascimento et al., 2011) 
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Esse ensaio é realizado no escuro, protegido da luz. Acrescentamos 200 µL de uma 

solução a 0,25mM de DPPH diluído em etanol em 200 µL de amostra (1:1), que foi o nosso 

tubo “A”. Cada amostra possuía o seu branco, tubo “B”, onde continha a mostra misturada 

somente ao solvente etanol igualmente na proporção 1:1. Todos os tubos foram vortexados e 

incubados no escuro por 30 minutos à temperatura ambiente. Após essa etapa, as amostras são 

centrifugadas por 5 minutos a 10.000 rpm. O sobrenadante foi pipetado em placas de 96 poços 

em duplicatas de 100µL e feito a leitura no espectrofotômetro a 517 nm. 

 

 

2.6.3 Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

 

 

A peroxidação lipídica foi determinada por meio do ensaio de substâncias reativas ao 

ácido tiobarbitúrico (TBARS) utilizando o método de Buege e colaboradores (1978). A 

concentração de TBARS é baseada na capacidade do ácido tiobarbitúrico (TBA) em se ligar a 

lipídios oxidados. Em um tubo de vidro foram adicionados 50 µL do homogeinato por 

amostra e foram preparados mais três para ser o branco do ensaio utilizando 50 µL de tampão 

KPE.  No mesmo tubo com amostra foram adicionados 250 µL de ácido tricloroacético 

(TCA) 35% diluído em água destilada mais 250 µL de Tris-HCl (pH 7,4) e foram incubados 

por 10 minutos em temperatura ambiente. Em seguida foi adicionado 500 µL de solução 

NaSO₄  (sulfato de sódio) + TBA e posto para incubar em banho maria a 95ºC por 45 

minutos. Após a incubação, todas as amostras foram resfriadas em gelo por 5 minutos 

para serem adicionadas 500 µL de TCA 70% e vortexar. Passaram por uma última 

centrifugação a 3000 rpm por 10 minutos a 4ºC e a absorbância do sobrenadante foi 

determinada a 530 nm. A concentração de TBARS foi calculada através da absorbância das 

amostras descontando o BRANCO/ 156000) *31*1000000 e expressa em nM/mg de massa. 

 

 

2.6.4 Determinação de proteínas Carboniladas 

 

 

Proteínas carboniladas são formadas via degradação de aminoácidos (Sledzinskie et al., 

2008; Berlet e Stadman, 1997). Carbonilação é uma modificação irreversível de proteínas 
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causando alteração na estrutura, função e degradação proteica ( Dalle-Donne et al., 2006). A 

quantificação de proteínas carboniladas foi realizada utilizando-se método colorimétrico 

através da reação de 2,4-dinitrofenil hidrazina (DNPH) com o grupo carbonil das proteínas 

para formar hidrazona, um composto que pode ser detectado espectrofotometricamente a 

370nm. (Reznick e Packer, 1994). 

Para tanto, aproximadamente 50 mg  de tecido hepático foi homogeinizado em 1mL de 

tampão Tris (0,1M) e depois centrifugado a 1500g a 4°C durante 10 minutos. Do 

sobrenadante resultante foram retirados 300 µL para quantificação de proteína carbonilada em 

triplicata. A esse sobrenadante acrescentou-se 700 µL de água e 2 mL de TCA 10%. A 

mistura foi agitada em mixer e centrifugada a 500 g a 4°C durante 2 minutos. O sobrenadante 

foi desprezado e ao pellet acrescentou-se 1 mL de DNPH (nM) em tubos e 1 mL de HCl 2,5M 

em 1 dos tubos para determinação do branco. Os tubos foram incubados a 37°C na ausência 

de luz. Em seguida, adicionou-se 4 mL de ácido tricoloacético (TCA) 10% aos tubos, que 

permaneceram em banho de gelo durante 10 min. Os tubos foram novamente centrifugados a 

500g a 4°C durante 2 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o pellet resultante foi lavado 

2 vezes com 2 mL de etanol:acetato de etila na proporção 1:1. Logo em seguida, os tubos 

foram mais uma vez centrifugados a 500g a 4°C durante 2 minutos, o sobrenadante foi 

descartado, o pellet resultante foi ressuspendido em 2mL de guanidina (6 M) e incubado à 

temperatura ambiente durante 40 minutos, com agitação. A leitura colorimétrica das amostras 

a de seus respectivos brancos foi realizada em cumprimento de onda de 370 nm. 

 

 

2.7 Análises estatística 

 

 

Os dados serão apresentados como médias e desvios padrões. Para todos os testes 

estatísticos o limite de significância foi de P< 0,05 (bicaudal). Com o objetivo de minimizar a 

influência dos efeitos de ninhada, nós consideramos a média dos valores dos machos e das 

fêmeas de uma mesma ninhada e não valores individuais (Wainwright, 1998).  

O teste exato de Fisher (2×2) foi utilizado para avaliar as diferenças entre os grupos 

com relação às taxas de mortalidade. Analises de variância de repetição (rANOVA) foram 

realizadas para avaliar os dados de peso durante o tratamento (de PN2 até PN8) e o 

comportamento no teste de esquiva passiva. Análises de variância univariadas (uANOVA) 

foram utilizadas para avaliar os dados de peso em PN30 e os dados comportamentais no LCE 
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e no teste de nado livre. A exposição gestacional (CAF0, CAF1 ou CAF3), a exposição 

neonatal (ETOH0, ETOH25 ou ETOH 50) e o gênero foram usados como fatores de 

classificação (Between-Subjects Factors) tanto para as uANOVAs quanto para as rANOVAs. 

 A idade foi utilizada como fator de repetição e a sessão (Within-Subjects Factors). 

Para simplificar a apresentação dos resultados das rANOVAs, foram apresentados apenas os 

resultados dos testes univariados com os graus de liberdade corrigidos pelo método de 

Greenhouse-Geisser (Huynh e Feldt, 1976). ANOVAs de menor ordem foram utilizadas toda 

vez que interações com valores de prova menores que 0,10 foram detectadas nas ANOVAs 

(Snedecor e Cochran, 1967). Testes FLSD (Fisher’s Least Significant Difference Test) foram 

utilizados para as análises post hoc. 
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3  RESULTADOS 

 

 

3.1 Consumo de líquido 

 

 

Não houve diferença entre o consumo de líquido entre os grupos (Tabela 2). De 

acordo com os dados obtidos para o consumo de líquido corrigido pela massa dos animais foi 

possível estimar que as doses diárias de cafeína dos animais dos grupos CAF1 e CAF3 foram 

respectivamente de 20 e 60 mg/kg/dia.  

 

Tabela 2 - Consumo médio de líquido durante 21 dias de exposição 

Grupo Valores absolutos (ml/dia) Valores corrigidos pela massa (ml/g/dia) 

CAF0 8,57 ± 2,95 0,19 ± 0,02 

CAF1 7,65 ± 1,89 0,20 ± 0,01 

CAF3 6,97 ± 2,16 0,18 ± 0,01 

 

3.2 Taxa de mortalidade  

 

 

A maioria dos animais expostos à cafeína e/ou etanol sobreviveu até o final do período 

de testes comportamentais (Tabela 3). Os animais grupo ETOH50 que não consumiram 

cafeína apresentaram a maior taxa de mortalidade, contudo esta só foi significativamente 

diferente da dos animais do grupo ETOH25 que não consumiram cafeína e dos animais do 

grupo SALINA expostos a solução de cafeína 0,1 g/L. 
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Tabela 3 - Taxa de mortalidade e de sobrevivência dos animais dos grupos expostos a cafeína 

e etanol 

Tratamento com 

cafeína 

Exposição ao 

etanol 

Animais 

Injetados 

em PN2 

Número de 

animais mortos 

Taxa de 

mortalidade 

CAF0 SALINA 35 3 8,6% 

 ETOH25 39 1 2,6% 
a
 

 ETOH50 38 8 21,1% 
a,b

 

CAF1 SALINA 47 2 4,3% 
b
 

 ETOH25 52 5 9,6% 

 ETOH50 54 4 7,4% 

CAF3 SALINA 37 5 13,5% 

 ETOH25 39 5 12,8% 

 ETOH50 48 4 8,3% 

Legenda: As letras iguais indicam as comparações que alcançaram significância estatística. * P < 0,05, Teste 

exato de Fisher. 

 

 

3.3 Massa Corporal 

 

 

De PN2 a PN8, período de exposição ao etanol, a massa corporal dos animais 

aumentou de modo marcante [IDADE: F(1,4/139,6= 1.480,4, P<0,001]. Contudo, este 

aumento foi menos evidente nos animais do grupo ETOH50 que, a partir de PN6, se tornaram 

mais leves que os animais dos grupos ETOH25 e ETOH0 [Idade × Exposição neonatal: F 

(2,7/139,6 = 9,5; P < 0,001] (Figura 14). 

A exposição à cafeína também afetou o ganho de massa dos animais de PN2 a PN8 

[Exposição gestacional: F (2/109 = 7,2; P = 0,001); Idade × Exposição gestacional: F (2/139 = 

8,1; P = 0,001)]. Após a primeira injeção de salina ou etanol, os animais do grupo CAF3 

ganharam menos massa corporal do que os animais dos grupos CAF0 e CAF1 (Figura 14). 
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Figura 14 – Massa corporal dos animais durante a exposição ao etanol 

 

 

Legenda: Médias (± Erro padrão da média) da massa corporal dos animais. Em A, as massas dos animais 

expostos da gestação ao desmame à soluções de cafeína de 0,1g/L (CAF1) ou 0,3g/L (CAF3) ou água 

potável (CAF0). Notar que a exposição precoce ao etanol e a cafeína afetam negativamente o 

crescimento dos animais. Em B, as massas dos animais injetados do segundo ao oitavo dia pós-natal 

com 2,5g/kg de etanol (ETOH25), 5g/kg de etanol (ETOH50) ou salina (ETOH0). FLSD: * P < 0.05; 

** P <0,01e ***P < 0,001. 

 

Em PN30, a massa corporal dos animais do grupo CAF3 foi menor que a dos animais 

dos grupos CAF0 e CAF1 [Exposição gestacional: F (2/159) = 7,7; P = 0,001] e a massa 

corporal dos animais do grupo ETOH50 foi menor que a dos animais dos grupos ETOH0 e 

ETOH25 [Exposição Neonatal: F(2/159) = 6,2; P < 0,01]. Não foram observadas interações 

envolvendo a exposição ao etanol ou a cafeína. Também não observamos diferença entre a 

massa corporal de machos (21,4 ± 0,4 g) e fêmeas (20,0 ± 0,4 g) [Sexo: F(1/159) = 2,7] nem 
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tampouco interações significativas envolvendo o sexo e a exposição à cafeína e/ou etanol 

(FIGURA 15). 

Figura 15 – Massa corporal dos animais em PN30 

 

Legenda: Médias (± Erro padrão da média) da massa corporal dos animais na idade de PN30. Em A, as massas 

dos animais expostos da gestação ao desmame à soluções de cafeína de 0,1g/L (CAF1) ou 0,3g/L 

(CAF3) ou água potável (CAF0). Em B, as massas dos animais injetados do segundo ao oitavo dia 

pós-natal com 2,5g/kg de etanol (ETOH25), 5g/kg de etanol (ETOH50) ou salina (ETOH0). Notar que 

a exposição precoce ao etanol e a cafeína afeta negativamente o crescimento dos animais. FLSD: * P 

< 0.05; ** P <0,01e ***P < 0,001. 

 

 

3.4 Análise Comportamental 

 

 

3.4.1 Labirinto em Cruz Elevado (LCE) 

 

 

A análise do número de entradas nos braços fechados não revelou diferenças 

significativas entre machos (9,3 ± 0,4) e fêmeas (9,2 ± 0,4) nem foi afetada pela exposição à 

cafeína ou ao etanol (Figura 16).  
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Figura 16 - Número de entradas nos braços fechados do LCE 

 

Legenda: Médias (± Erro padrão da média) para o número de entradas nos braços fechados do LCM.  

 

Em contraste ao observado para o número de entradas nos braços fechados, que é uma 

medida utilizada para análise da atividade locomotora, a cafeína afetou de modo dependente 

do sexo o comportamento associado à ansiedade as medidas do tempo no braço aberto 

[F(2/159) = 4,4; P < 0,05], do percentual de tempo no braço aberto [F(2/159) = 3,4; P < 0,05], 

do número de entradas no braço aberto [F(2/157) = 2,9; P = 0,06] e do percentual de entradas 

no braço aberto [F(2/158) = 4,3; P < 0,05]. Enquanto não foram observadas diferenças entre 

machos e fêmeas nos grupos CAF0 e CAF1, no grupo CAF3, as fêmeas apresentaram maiores 

médias para as medidas do tempo no braço aberto (Figura 17A), do percentual de tempo no 

braço aberto (Figura 17B), do número de entradas no braço aberto (Figura 17C) e do 

percentual de entradas no braço aberto (Figura 17D).  
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Figura 17 - Comportamento associado à ansiedade entre machos e fêmeas por grupo CAF 

 

Legenda: Valores de medidas de comportamentos associados à ansiedade de machos e fêmeas separada pelos 

grupos CAF. Médias = ± Erro padrão da média. FLSD: * P < 0.05; ** P <0,01e ***P < 0,001 

 

As análises também revelaram um marcante efeito da exposição neonatal ao etanol 

para todas as variáveis utilizadas para avaliar o comportamento associado à ansiedade. 

Particularmente, quando comparados aos animais dos grupos ETOH25 e SALINA, os animais 

do grupo ETOH50 apresentaram maiores médias para as medidas do tempo no braço aberto 

[F(2/159) = 5,9; P < 0,01], do percentual de tempo no braço aberto [F(2/159) = 5,2; P < 0,01], 

do número de entradas no braço aberto [F(2/157) = 6,1; P < 0,01] e do percentual de entradas 

no braço aberto [F(2/158) = 4,1; P < 0,01] (Figura 18). De modo interessante, quando o efeito 

do etanol foi analisado separadamente em cada um dos grupos de animais expostos a cafeína, 

não foi possível identificar a diminuição do comportamento associado à ansiedade causado 

pela exposição ao etanol nos animais expostos a maior dose de cafeína em nenhuma das 

variáveis estudadas (Figura 18).  
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Figura 18 - Labirinto em Cruz Elevado com todos os animais 

 

Legenda: Dados de todos os animais nos braços abertos (BA) separados pelos respectivos grupos de tratamento 

em PN30 no LCE. Em A, o tempo em segundos de permanência (TBA). Em B, a porcentagem do 

tempo de permanência (%TBA). Em C, o total de entradas no BA (EBA) e em D, o percentual de 

entradas (%EBA). Valores são médias ± EPM, onde * = P < 0,05; ** = P <0,01 quando comparados 

aos seus respectivos grupos SAL. 

 

3.4.2 Esquiva Passiva 

 

 

A latência de descida da plataforma aumentou significativamente da primeira para a 

segunda sessão. Este resultado pode ser observado tanto para a sessão realizada três horas 

após o treino [F (1/119) = 87; P < 0,001] quanto para a sessão realizada vinte e quatro horas 

após o treino [F (1/117) = 88,2; P < 0,001] e não foi afetado pela exposição à cafeína (Figura 

19).  
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Figura 19 - Latência para descida da plataforma no teste de esquiva passiva 

 

Legenda: Valores são médias ± EPM, onde * = P < 0,05; ** = P <0,01 quando comparados aos seus respectivos 

grupos SAL. 

 

A exposição ao etanol afetou de modo dependente do sexo a latência para a descida da 

plataforma tanto quando os animais foram testados 3h [Sessão x Sexo x Exposição neonatal: 

F (2/119) = 2,6, P = 0,08] quanto 24h choque [Sessão x Sexo x Exposição neonatal: F (2/117) 

= 3,0, P = 0,05; Sexo x Exposição neonatal: F (2/117) = 4,4, P < 0,05] após o choque. 

Enquanto o comportamento das fêmeas não foi afetado pela exposição ao etanol (Figura 20 A 

e C), os machos testados 3h após o choque dos grupos ETOH25 e ETOH 50 apresentaram 

latências menores que os do grupo Salina (Figura 20 B) e os machos do grupo ETOH50 

testados 24h após o choque tiveram latências mais baixas que os dos grupos ETOH 25 e 

SALINA (Figura 20 D).  
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Figura 20 - Latência para descida da plataforma no teste de esquiva passiva separado por              

machos e fêmeas 

 

Legenda: Dados de latência (s) dos animais na sessão nT3h e nT24h comparados a sessão de treino separado por 

sexo. Na figura B, a diferença entre os grupos ETOH25 e ETOH50 comparados ao seu respetivo 

SALINA. Em D, a diferença do grupo ETOH50 comparado ao ETOH25 e SALINA. Os resultados 

são apresentados na forma de média ± EPM, onde * = P < 0,05.  

 

Para o índice de aprendizagem e memória (DIF = diferença entre o treito e o teste), a 

exposição ao etanol afetou de modo dependente do sexo tanto os animais submetidos ao 

reteste 3h [Sexo x Exposição neonatal: F(2/136) = 2,6; P < 0,08] ou 24h [Sexo x Exposição 

neonatal: F(2/134) = 3,0; P < 0,06] após a primeira sessão. De modo semelhante ao observado 

para a latência para descida da plataforma, a exposição ao etanol não afetou o comportamento 

das fêmeas (Figura 21 A e C), mas afetou o comportamento dos machos (Figura XY B e D). 

Três horas após o choque, os machos dos grupos ETOH25 e ETOH 50 apresentaram valores 

de DIF menores que os do grupo Salina (Figura 21 B). Vinte quatro horas após o choque, os 

machos do grupo ETOH50 tiveram valores de DIF menores que os dos grupos ETOH 25 e 

SALINA (Figura 21 D). 
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Figura 21 - Diferença entre as latências da segunda para a primeira sessão do teste de esquiva 

passiva (DIF) 

 

Legenda: Valores de DIF (diferença entre o teste a sessão de treino0 dos animais na sessão nT3h e nT24h 

comparados entre machos e fêmeas. FLSD: ** = P < 0,01 e * = P< 0,05. Os resultados são 

apresentados na forma de média ± EPM.  

 

Para a variável %DIF, observamos apenas um efeito do etanol para o grupo de animais 

submetidos ao reteste 3h após o choque [Exposição neonatal: F(2/136) = 3,5; P < 0,05]. Os 

animais dos grupos ETOH 25 e ETOH 50 apresentaram valores menores que os do grupo 

SALINA (Figura 22A). O efeito da exposição ao etanol não foi observado no grupo de 

animais retestados 24h após o choque (Figura 22B).  
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Figura 22 - Percentual da diferença entre as latências da segunda para a primeira sessão do 

teste de esquiva passiva (%DIF) 

 

Legenda: Valores de %DIF dos animais na sessão nT3h e nT24h por grupo de etanol. * = P< 0,05. Os resultados 

são apresentados na forma de média ± EPM.  

 

Tanto para DIF como para o %DIF, a exposição a cafeína não afetou o comportamento 

dos animais nem tampouco interagiu com o sexo ou a exposição ao etanol em nenhum dos 

intervalos utilizados para o reteste (FIGURA 23).  
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FIgura 23 - Diferença (DIF) e percentual da diferença (%DIF) entre as latências da segunda 

para a primeira sessão do teste de esquiva passiva 

 

Legenda: Dados de da diferença entre a sessão teste e a de treino (DIF 3h = nT3h – nT1; DIF 24h = nT24h – 

T1). Os resultados são apresentados na forma de média ± EPM 

 

 

3.4.3 Comportamento rotacional de nado forçado 

 

 

A atividade natatória, medida pelo número total de deslocamentos angulares de 30
o
, 

das fêmeas (520,0 ± 16,1) foi maior que a dos machos (457,4 ± 16,5) [F(1/149) = 7,4; P < 

0,01]. De modo interessante, a exposição à cafeína e ao etanol tiveram um efeito oposto sobre 

a atividade natatória. Enquanto os animais expostos a maior dose de cafeína apresentaram 

menor número de deslocamentos angulares [F(2/149) = 3,6; P < 0,05] (Figura 24A), os 

animais expostos a maior dose de etanol apresentaram maior número de deslocamentos 

angulares [F(2/149) = 3,4, P < 0,05] (Figura 24B). 
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Figura 24 - Número total de deslocamentos angulares no teste de nado forçado 

 

 

Legenda: Dados da atividade rotacional total. Em A, os valores de todos os animais separados por dosagem de 

cafeína (CAF 0 = 0,0 g/L, CAF1 = 0,1 g/L e CAF3 = 0,3 g/L e em B, estão separados por dosagem de 

etanol (ETOH0 = SALINA, ETOH25 = 0,25 µl/g e ETOH50 = 0,50 µl/g). Os resultados são 

apresentados na forma de média ± EPM. * = P< 0,05. 

 

Apesar da ausência de interação entre a cafeína e o etanol na atividade natatória 

[F(4/166) = 1,9, P < 0,12], quando o efeito do etanol no número total deslocamentos foi 

analisado separadamente em cada um dos grupos de animais expostos a cafeína, não foi 

possível identificar a hiperatividade natatória causada pela exposição ao etanol nos dois 

grupos de animais expostos à cafeína (Figura 25).  
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Figura 25 – Atividade total rotacional de todos os animais 

 

Legenda: Dados da atividade rotacional total com todos os animais analisados juntos. Os resultados são 

apresentados na forma de média ± EPM. * = P< 0,05. 

 

Nesse estudo, utilizamos dois índices para avaliar a magnitude da lateralidade 

rotacional: o módulo da diferença entre os deslocamentos para a direita e para a esquerda 

(NET) e o percentual de rotação para o lado preferido (%LP). Para o módulo da diferença 

entre os deslocamentos para a direita e esquerda (NET), observamos uma interação 

significativa entre a exposição à cafeína e ao etanol [F(4/156) = 2,5; P < 0,05]. No grupo de 

animais que não foi exposto a cafeína (CAF0) ou exposto   à dose intermediária (CAF1), a 

exposição ao etanol promoveu um aumento da magnitude da assimetria rotacional que não foi 

observado nos demais grupos de animais expostos à dose de cafeína mais elevada (CAF3) 

(Figura 26A). Resultado semelhante foi observado para o %LP [Interação Exposição à cafeína 

x Exposição ao etanol: F(4/166) = 2,2, P = 0,07] (Figura 26B). 
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Figura 26 - Índices de magnitude da lateralidade rotacional: módulo da diferença entre o 

número de rotações para esquerda e direita (NET) e percentual de deslocamento 

para o lado preferido (%LP) 

  

Legenda: Dados da atividade NET e %LP com todos os animais analisados separadamente por grupo de cafeína 

(A e C) e etanol (B e D). Os resultados são apresentados na forma de média ± EPM. * = P< 0,05. 

 

Em relação ao percentual de deslocamentos para a direita (%R), índice utilizado para 

avaliar a magnitude e a direção da assimetria, as análises não indicaram efeitos significativos 

da exposição à cafeína ou ao etanol nem tampouco interações envolvendo esses fatores.  
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3.5 Análise Bioquímica do Estresse Oxidativo no córtex cerebral 

 

 

3.5.1 TBARS 

 

 

Na idade PN9, a análise das substâncias reativas do ácido tiobarbitúrico revelou efeito 

apenas da cafeína no grupo dos animais que foram submetidos à dose mais alta [F(2/32) = 

3,8; P < 0,05], apresentando valores menores que os encontrados nos grupos CAF0 e CAF1 

(FIGURA 27).  

 

Figura 27 - Dados de TBARS em neonatos 

 

Legenda: Dados do ensaio TBARS em PN9 separados por grupo de cafeína. O grupo CAF3 diferiu somente do 

grupo CAF0. Os resultados são apresentados na forma de média ± EPM, onde * = P < 0,05. 

 

Já em PN30, as concentrações de TBARS dos machos (444,3 ± 20,9) foram maiores 

do que o das fêmeas (379,8 ± 19,7) [Sexo: F(1/63) = 5,0; P < 0,05], porém não houve 

interação entre os tratamentos utilizados com o sexo. Assim como observado para as análises 

realizadas nos animais em PN9, somente a cafeína foi capaz de afetar os valores do ensaio 

[F(2/80) = 48,1; P < 0,001]. Contudo, em PN30, a cafeína aumentou significativamente a 

quantidade de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico no grupo CAF3 (FIGURA 28) 
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Figura 28 - Dados de TBARS em pré-púberes 

 

Legenda: Dados do ensaio TBARS em PN30 separados por grupo de cafeína. A figura mostra a diferença do 

grupo CAF3 comparado aos grupos CAF0 e CAF1. Os resultados são apresentados na forma de média 

± EPM, onde *** = P < 0,001. 

 

3.5.2 DPPH 

 

A exposição ao etanol não afetou de forma significativa a capacidade antioxidante, 

medida pelos níveis do radical DPPH, em nenhuma das idades. Em contraste, a exposição à 

cafeína foi capaz de reduzir os níveis do radical DPPH tanto em PN9 [F(2/32) = 4,6; P < 0,05] 

como em PN31 [F(2/58) = 9,1; P < 0,001]. Em PN9, os animais do grupo CAF3 apresentaram 

valores menores que os dos grupos CAF0 e CAF1 (Figura 29A). Em PN30, os dois grupos de 

animais expostos a cafeína (CAF1 e CAF3) tiveram valores menores que os dos animais não 

expostos (FIGURA 29B). 
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Figura 29 - Dados DPPH em animais neonataos e pré púberes 

 

Legenda: Dados do ensaio DPPH em PN9 e PN30 separados por grupo de cafeína. Em A e B é possível ver a 

diferença do grupo CAF3 comparado aos grupos CAF0 e CAF1. Os resultados são apresentados na 

forma de média ± EPM, onde * = P <0,05, ** = P < 0,01 e *** = P < 0,001. 

 

3.5.3 Proteína Carbonilada 

 

De modo semelhante ao observado para os demais biomarcadores do estresse 

oxidativo utilizados neste estudo, o ensaio para quantificar as proteínas carboniladas mostrou 

que somente a cafeína afetou de forma significativa os valores encontrados tanto em PN9 

[Exposição gestacional: F(2/32) = 20,2; P < 0,001] quanto em PN30 [Exposição gestacional: 

F(2/59) = 3,5; P < 0,05]. Contudo, para os níveis de proteína carbonilada, enquanto, em PN9, 

os dois grupos de animais expostos a cafeína (CAF1 e CAF3) tiveram valores 

significativamente menores que os dos animais não expostos (Figura 30A), em PN30, apenas 

os animais do grupo CAF3 apresentaram menores valores que os do grupo não exposto 

(FIGURA 30B).  
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Figura 30 - Dados de proteína carbonilada em neonatos e pré-púberes 

 

Legenda: Dados do ensaio de Proteína Carbonilada em PN9 e PN30 separados por grupo de cafeína. Em A, é 

mostrado a diferença entre os grupos CAF1 e CAF3 comparados ao grupo CAF0 respectivamente. Em 

B, o grupo CAF3 diferiu somente do grupo CAF0. Os resultados são apresentados na forma de média 

± EPM, onde * = P <0,05, ** = P < 0,01 e *** = P < 0,001. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0,0

20,0

40,0

60,0

80,0

100,0

120,0

CAF 0 CAF1 CAF3

n
M

o
l/

m
g

Ptn Carbonilada PN30

0,0

1,0

2,0

3,0

4,0

5,0

6,0

7,0

8,0

9,0

CAF 0 CAF 1 CAF 3

n
M

o
l/

m
g

 d
e

 p
ro

te
ín

a

Ptn Carbonilada PN9A B

*

***

***



64 
 

4 DISCUSSÃO 

 

 

4.1 Resumo dos resultados 

 

 

Apesar das evidências epidemiológicas do uso combinado da cafeína e etanol, as 

interações entre estas substâncias têm recebido pouca atenção em estudos experimentais. 

Nesse estudo avaliamos os efeitos da exposição à cafeína e/ou etanol durante o 

desenvolvimento em comportamentos associados à ansiedade, à memória e aprendizado e o 

comportamento rotacional no nado livre em camundongos pré-púberes. Além disso, 

avaliamos se houve alteração de alguns biomarcadores de estresse oxidativo no córtex 

cerebral em animais neonatos e em pré-púberes que foram expostos à cafeína e/ou etanol 

durante o desenvolvimento. Para tanto, os animais foram expostos a solução de cafeína em 

duas concentrações (0,1 e 0,3 g/L) desde o início da gestação até o desmame e, em dias 

alternados de PN2 até PN8, receberam uma injeção intraperitoneal de 0,25 ou 0,50 µl/g de 

etanol. Em PN9 e PN30 foram coletados tecidos do córtex para avaliação bioquímica dos 

marcadores de estresse oxidativo e em PN30 também, aconteceram os testes 

comportamentais. 

De acordo com o observado em outros estudos (Filgueiras e Manhães, 2004; 

Filgueiras et al., 2006), a maioria dos animais expostos ao etanol sobreviveu até o dia do teste 

comportamental. No primeiro dia de pesagem, PN2, não houve diferença de massa corporal 

entre as ninhadas expostas as diferentes doses de cafeína, porém, de PN2 a PN8, o grupo 

exposto a maior dose de cafeína apresentou um ganho de massa menor que o grupo exposto a 

menor dose de cafeína ou à água. Esta diferença se manteve até o período de testes 

comportamentais. De modo semelhante ao observado para a cafeína, os animais do grupo 

ETOH50 tiveram um ganho de massa corpórea menor que os dos grupos ETOH25 e SALINA 

de PN2 a PN8 e se mantiveram mais leves em PN30.  

No teste do labirinto em cruz elevado, a cafeína afetou de forma diferente cada sexo. 

No grupo de animais expostos a maior dose de cafeína, as fêmeas do grupo apresentaram 

comportamento menos ansioso que os machos. Já em relação a exposição ao etanol, não 

foram observadas diferenças entre machos e fêmeas. Contudo, os animais do grupo ETOH50 
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apresentaram comportamento menos ansioso quando comparados aos animais dos grupos 

SALINA e ETOH25. 

No teste de esquiva passiva, a exposição ao etanol afetou o comportamento dos 

machos, mas não o das fêmeas. Na sessão realizada 3h hora após o primeiro teste, as latências 

para a descida da plataforma dos machos expostos à ambas as doses de etanol foram menores 

que os animais injetados com salina. Na sessão realizada 24h após o primeiro teste, somente 

os machos do grupo ETOH50 apresentaram a latência de descida menor que os dos grupos 

ETOH25 ou salina. Em relação aos índices utilizados para avaliar o aprendizado e memória 

(DIF e %DIF), na sessão realizada 3h após o choque, os machos expostos a ambas as doses de 

etanol apresentaram valores menores que os machos do grupo salina. Na sessão realizada 24h 

após o choque, apenas para os valores de DIF os machos do grupo ETOH50 foram menores 

que os grupos SALINA e ETOH25.  

No comportamento rotacional, as fêmeas possuem um número maior de 

deslocamentos angulares que os machos. De modo interessante, enquanto os animais expostos 

a maior dose de cafeína apresentaram menor número de deslocamentos angulares, os animais 

expostos a maior dose de etanol apresentaram maior número de deslocamentos. Ao analisar os 

índices de magnitude da lateralidade rotacional (NET e %LP), foi possível observar a 

exposição ao etanol promoveu um aumento da lateralidade no grupo de animais que não 

foram expostos a cafeína  

Para a avaliação dos valores relacionados ao estresse oxidativo foram analisadas, em 

PN9 e PN30, as espécies reativas ao ácido tiobarbutúrico (TBARS), a capacidade antioxidante 

(DPPH) e as proteínas carboniladas ou carbonilação de proteínas. De modo geral, apenas a 

cafeína foi capaz de alterar os níveis de estresse oxidativo. Para o TBARS, a dose mais alta de 

cafeína diminui os valores de espécies reativas em PN9, mas aumenta em PN30. Em relação 

ao DPPH, os valores são menores no grupo CAF3 quando comparados aos grupos CAF0 e 

CAF1 nas duas idades estudadas. Já as análises das proteínas carboniladas, em PN9, todos os 

animais expostos à cafeína possuíam valores menores que os animais expostos somente a 

água, enquanto que em PN30, somente o grupo CAF3 diferiu dos animais expostos a água, 

mas não dos animais do grupo CAF1.  
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4.2 Vias de administração das substâncias  

 

Neste estudo, a cafeína foi administrada por via oral em conjunto com a única fonte de 

água que os animais tinham acesso. Esta via de administração é amplamente utilizada para o 

estudo dos efeitos da cafeína durante o desenvolvimento. Neste paradigma, o consumo de 

cafeína se dá de modo fracionado ao longo do dia simulando a situação mais comum em 

humanos (Lorenzo et al., 2010; Picard et al., 2008; Soellner et al., 2009). A ausência de 

diferenças no consumo de líquidos entre os grupos que expostos à cafeína e água potável 

sugere, que nas concentrações utilizadas neste estudo, o gosto da cafeína não é aversivo aos 

animais. 

As doses de cafeína de 20 e 60 mg/kg/dia obtidas neste estudo estão em acordo com 

outros estudos realizados em ratos e camundongos utilizando soluções com as mesmas 

concentrações de cafeína (Bjorklund et al., 2008; Nakamoto et al., 1991; Picard et al., 2008) e 

estão bem abaixo da faixa de dose (>150 mg/kg) em que são observadas malformações 

orgânicas e abortos em roedores (Fernandes et al., 1998). Se considerarmos uma simples 

extrapolação para a massa corporal de um humano de 60 Kg, as doses de cafeína de 20 e 60 

mg/kg corresponderiam ao respectivo consumo diário de 14 e 42 xícaras de café (assumindo 

que uma xícara contém 85 mg de cafeína). Contudo, como o metabolismo da cafeína difere 

entre roedores e humanos e a meia vida da cafeína é muito menor em roedores (0,7 a 1,2 h) do 

que em humanos (2,5 a 4,5 h), alguns autores propõem que a extrapolação da dose de cafeína 

deve considerar as diferenças entre as taxas metabólicas de roedores e humanos (Fredholm et 

al., 1999; Nehlig e Debry, 1994). Uma estratégia utilizada em estudos pré-clínicos e em 

procedimentos veterinários consiste em calcular o peso metabólico (massa corpórea do roedor 

= massa corpórea humana 
0,75

)
 
(Sharma e McNeill, 2009). Com base neste método de 

estimativa de dose, o consumo de 20 e 60 mg/Kg observado em nosso estudo corresponderia 

respectivamente ao consumo humano diário de 5 e 15 xícaras de café, o que estaria em uma 

faixa de consumo de moderado a alto, para um humano adulto de 60 Kg. 

Com relação ao etanol, a opção de administração por via intraperitoneal se baseou no 

fato de que esta via vem sendo utilizada nos estudos realizados por nosso grupo em 

camundongos Suíços (Filgueiras et al., 2009b; Nunes et al., 2011) e em ratos (Filgueiras et al., 

2010). Apesar do caráter invasivo das injeções e o estresse causado pela manipulação dos 

animais durante o período de exposição, esta técnica tem como aspectos positivos a 

simplicidade e a rapidez com que as drogas atingem o sistema nervoso central. Além disso, a 
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dose de etanol pode ser corrigida facilmente pela massa dos animais e os níveis de etanol 

sérico obtidos com esta técnica se assemelham ás doses que um feto humano pode ser exposto 

após a ingestão materna de uma dose de álcool de moderada à alta (Filgueiras et al., 2009b; 

Nunes et al., 2011). Vale mencionar ainda que a baixa taxa de mortalidade observada neste 

estudo está de acordo com as obtidas em outros estudos realizados por nosso grupo 

(Filgueiras et al., 2009b; Filgueiras et al., 2010; Nunes et al., 2011) e sugerem que a injeção 

intraperitoneal, por si só, não provoca dano significativo em órgãos vitais.  

 

 

4.3 Efeitos da cafeína e do etanol no ganho de massa corpórea 

 

 

Neste estudo, os animais expostos à solução de cafeína de 0,3 g/L apresentaram massa 

corporal igual aos animais expostos a solução de cafeína de 0,1 g/L e os animais cujas mães 

beberam agua potável em PN2. Contudo, apresentaram desenvolvimento mais lento a partir 

de PN4 e se mantiveram mais leves ao longo do período de exposição ao etanol. Estes dados 

estão em acordo com estudos em humanos que mostraram que a exposição crônica à cafeína 

durante o período fetal/neonatal diminui o massa corpórea dos fetos, a massa corpórea pós-

natal e altera diversas características físicas do desenvolvimento (Nehlig e Debry, 1994). 

Estudos epidemiológicos mostraram uma redução dependente da dose no peso de nascimento 

quando as mães consomem durante a gestação mais de 6 xícaras de café ou 540 mg de cafeína 

por dia (Bakker et al., 2010). Outros estudos têm descrito uma redução de peso dependente da 

dose com um consumo diário de doses superiores a 2,5 xícaras de café ou 150 mg de cafeína 

durante a gestação (Fernandes et al., 1998). Ainda que mecanismos os responsáveis pela 

redução de peso ao nascer causada pela cafeína ainda permaneçam desconhecidos, nossos 

dados sugerem que o período de surto do crescimento cerebral pode ser um período crítico 

para a manifestação dos efeitos na cafeína no ganho de massa corporal. Deve-se mencionar 

ainda que alguns autores sugerem que a redução de peso causada pela cafeína pode estar 

associada com a exposição concomitante a alguns fatores que estão etiologicamente 

associados com a redução de peso em neonatos como o tabagismo e o consumo de bebidas 

alcoólicas (Brent et al., 2011). Essa possibilidade é confirmada pelos nossos dados, uma vez 

que o peso dos animais neonatos somente diferiu significantemente após a primeira exposição 

ao etanol, tanto no grupo CAF1 quanto no grupo CAF3, sendo esse o grupo onde os animais 

apresentaram um desenvolvimento menor ainda.  
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Durante o período de exposição, a administração ao etanol promoveu um atraso no 

ganho de peso dos animais. Estes dados são consistentes com outros estudos mostrando uma 

redução do peso corpóreo em roedores expostos ao etanol durante a gestação e o período 

neonatal (Nehlig e Debry, 1994). Além disso, nossos dados também estão de acordo com a 

ideia, já bem estabelecida, de que o consumo de bebidas alcoólicas durante a gestação é capaz 

de promover um retardo no crescimento corpóreo durante a infância (Jones et al., 1973; Jones 

e Smith, 1973). Alguns autores têm associado o retardo no crescimento decorrente da 

exposição gestacional ao etanol com uma redução dos níveis de hormônio do crescimento 

(Blaine et al., 1999; Conway e Swain, 1997). Esta possibilidade, contudo, parece não ser o 

único fator responsável pelo retardo no crescimento nos animais expostos ao etanol. 

Especialmente se considerarmos os próprios estudos realizados por nosso grupo em que o 

etanol era injetado em todos os animais de uma ninhada (Filgueiras et al., 2009b; Nunes et al., 

2011). Nesta condição, não observamos redução no ganho de peso, mesmo quando os animais 

eram injetados com 5 g/Kg de etanol nas mesmas idades (uma injeção ip em PN2, PN4, PN6 

e PN8). Se a redução da produção de hormônio do crescimento fosse o único fator envolvido, 

o retardo no crescimento independeria de as injeções serem feitas em todos os filhotes ou em 

uma parte da ninhada. Desta forma, outros fatores podem exercer seu papel para a diminuição 

do ganho de peso dos animais expostos ao etanol.  

O etanol, devido a sua capacidade de bloquear os receptores NMDA e ativar os 

receptores GABAA (Ikonomidou, 2009), pode afetar o ganho de peso por uma série de outros 

fatores não associados diretamente com o hormônio do crescimento, como por exemplo, o 

metabolismo basal, a ingestão de leite e a atividade motora dos filhotes. Particularmente, foi 

demonstrado que o bloqueio dos receptores NMDA prejudica a geração da atividade rítmica 

dos neurônios do tronco cerebral que integram a circuitaria responsável pelos movimentos 

reflexos da mandíbula durante a amamentação (Kogo et al., 1996; Turmanjr et al., 1999). Na 

primeira semana pós-natal, a administração de agonistas dos receptores GABAA tem um 

efeito sedativo em camundongos (Liljelund et al., 2005). Como os níveis séricos de etanol se 

mantêm elevados por pelo menos sete horas em camundongos (dados não publicados), é 

possível que durante este período os animais injetados com etanol estejam impossibilitados de 

ingerir leite. Assim, os filhotes injetados com salina, que se mantem ativos o tempo todo, 

podem ter um aumento significativo da oferta de leite e com isso apresentar um ganho de 

massa superior ao grupo tratado com etanol.  

Apesar dos trabalhos mostrando que tanto a exposição à cafeína como ao etanol 

reduzem a massa corporal ao nascer, não há estudos epidemiológicos verificando se este 
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afeito pode ou não ser reparado com o desenvolvimento subsequente (Brent et al., 2001). 

Muitos fatores que promovem o retardo no crescimento no útero (anormalidades 

cromossômicas, infecções no útero teratogênicas ou não, privação nutricional) são 

permanentes e não são efetivamente recuperados na infância, como sugerem nossos dados em 

PN30 (início da adolescência), onde os animais do grupo CAF3 e ETOH50 são mais leves 

que os demais grupos. Contudo, esta questão deve ser melhor investigada com a análise de 

outras medidas, além da massa corporal, como o comprimento rostro-caudal e a proporção de 

gordura visceral.  

 

 

4.4 A cafeína afetou de modo dependente do sexo o comportamento no LCE 

 

 

No LCE, os níveis de ansiedade são medidos pela tendência que os roedores 

apresentam de evitar os braços abertos do labirinto, quanto maiores os níveis de ansiedade, 

menor a porcentagem de entradas nos braços abertos e de tempo gasto nos mesmos (Handley 

e Mithani, 1984; Pellow et al., 1985b; Pellow e File, 1986). Quando ratos e camundongos são 

forçados a permanecerem nesses braços, mostram manifestações comportamentais e 

fisiológicas de medo, como congelamento, defecação, e aumento nos níveis de corticoides 

plasmáticos (Pellow et al., 1985a) e consequentemente, permanecem um tempo maior nos 

braços fechados.  

Em nosso trabalho, as fêmeas do grupo CAF3 apresentaram níveis menores de 

ansiedade quando comparados aos machos do grupo exposto a mesma dose de cafeína. A 

ausência de diferenças entre machos e fêmeas nos outros grupos contrasta com alguns estudos 

que mostram que as fêmeas são menos ansiosas que os machos no LCE (Archer, 1975; 

Farabollini et al., 1987; Johnston e File, 1991; Shansky e Woolley, 2016). Contudo, em um 

estudo recente, onde a exposição à cafeína se deu de forma semelhante a nossa (em doses e 

período de exposição), as fêmeas púberes foram menos ansiosas que os machos no teste LCE 

(Ardais et al., 2016). De modo semelhante, em ratos Wistar adultos que consumiram uma 

solução de cafeína (0,3 g/L) durante o período noturno por 30 dias também foi observada uma 

diminuição do comportamento ansioso nas fêmeas, mas não nos machos (Sallaberry et al., 

2018). Como a maioria dos efeitos da cafeína são devidos ao antagonismo dos receptores de 

adenosina (Fredholm et al., 2005), é provável que as ações ansiogênicas ou ansiolíticas da 

droga provenham do antagonismo de diferentes subtipos, especialmente A1 e A2A (Correa e 
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Font, 2008; Cunha et al., 2008), com a possibilidade distinta de que o antagonismo dos 

receptores A2A possa ser a base da ansiólise (Yamada et al., 2014). De modo interessante, o 

consume de cafeína durante a gestação provocou uma diminuição significativa no nível de 

RNAm que codifica o receptor A2A (32%) no cérebro das mães (Lorenzo et al., 2010). Desta 

forma, é possível especular que o comportamento menos ansioso das fêmeas do grupo CAF3 

esteja relacionado a uma diminuição mais acentuada da função dos receptores A2A causada 

pela exposição à cafeína durante o desenvolvimento. 

 

 

4.5 A exposição ao etanol reduziu o comportamento associado a ansiedade 

 

 

A exposição ao etanol também afetou o comportamento dos animais no LCE, contudo, 

de modo independente do sexo. Particularmente, tanto os machos como as fêmeas do grupo 

ETOH50 apresentaram comportamento menos ansioso quando comparados aos animais dos 

grupos SALINA e ETOH25. Este resultado contrasta com muitos estudos que suportam a 

ideia que aumentos persistentes do comportamento ansioso em machos e fêmeas após a 

exposição fetal ao etanol, mensurado tanto pelo labirinto em cruz elevado quanto pelo tempo 

gasto em um novo open field iluminado (Cullen et al., 2013; Dursun et al., 2006; Kleiber et 

al., 2011). Esta discrepância pode estar associada ao momento em que ocorre a exposição ao 

etanol. Enquanto na maioria dos estudos que apontam um efeito ansiogênico do etanol em 

roedores a exposição se dá durante o período gestacional, quando a exposição envolve apenas 

o período neonatal se observa um efeito ansiolítico (Marquardt e Brigman, 2016). 

O desenvolvimento neural de mamíferos pode ser dividido em seis etapas distintas: 

gênese neural, migração, proliferação glial, proliferação de axônios/dendritos, sinaptogênese, 

morte celular e mielinização(West, 1987). As fases de desenvolvimento entre as espécies são 

equacionados usando esses processos. Para os humanos, o primeiro corresponde a 

gastrulação, o segundo a proliferação e migração e o terceiro, ao surto de crescimento e 

diferenciação cerebral. O refinamento e a mielinização ocorrem após o nascimento e durante 

o desenvolvimento. Para facilitar comparações entre estudos e espécies, os experimentos 

citados e discutidos serão caracterizados pelos pontos de tempo equivalentes em dias 

gestacionais de roedores (GD) ou dias pós-natais (PN). Dessa forma, as janelas de exposição 

serão equivalente à: primeiro trimestre (DG 1 a 10), segundo trimestre (DG 11 a 21) e terceiro 

trimestre (PN1 a PN12). O terceiro trimestre apresenta desafios únicos ao campo de exposição 
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fetal ao álcool, como ocorre no período pós-natal. A maior diferença é que os filhotes são 

expostos diretamente ao álcool e não a metabólitos de primeira passagem, como ocorreria 

durante a exposição gestacional. Mesmo com essa diferença, o período equivalente ao terceiro 

trimestre não pode ser descontado em modelos de roedores porque as mães humanas 

continuam a ingerir álcool durante esse período de tempo de desenvolvimento. (Ethen et al., 

2009)  

Desta forma, os efeitos específicos devem, portanto, serem vistos com base no 

momento do insulto à exposição fetal ao etanol. Por exemplo, a exposição durante a 

proliferação resultaria em um número anormal de neurônios, a exposição durante a migração 

resultaria em posicionamento diferencial, enquanto a axogênese interrompida resultaria em 

sinapses aberrantes e possivelmente sinalização diferencial. No entanto, a maioria dos 

modelos EPA (exposição pré-natal ao álcool) abrangem vários dias, ou semanas, de 

desenvolvimento quando múltiplos processos de desenvolvimento estão ocorrendo 

simultaneamente. Isso significa que vários circuitos e regiões podem ser afetados por um 

único modelo.  

Além disso, é possível que diferenças com relação ao nível de estresse produzido pelo 

ambiente de teste também contribuam para as discrepâncias entre os resultados do LCE 

obtidos no nosso estudo e os que apontam um efeito ansiogênico da exposição precoce ao 

etanol. Curiosamente, pode ser que exposições moderadas não sejam suficientes para causar 

alterações de ansiedade que são mensuráveis no LCE (Barbaccia et al., 2007), tornam-se 

evidentes em paradigmas mais estressantes, como o cruzamento de lacunas (Wellmann et al., 

2015). Assim como em outros testes, resultados contrários foram encontrados, como a 

diminuição da ansiedade no labirinto zero usando uma exposição moderada no segundo e 

terceiro trimestres (Cagiano et al., 2002)Diferenças nos paradigmas utilizados para testar a 

ansiedade, como o comportamento, podem contribuir para essas discrepâncias. O labirinto 

zero elimina o quadrado central ambíguo do labirinto em cruz e poderia aumentar a 

locomoção, o que poderia consequentemente esconder alterações na ansiedade, a menos que 

existissem condições mais estressantes. De acordo com essa hipótese, o estresse exacerba 

comportamentos semelhantes aos da ansiedade em camundongos expostos ao etanol 

(Hannigan et al., 1987; Hellemans, et al., 2008; Osborn et al., 1998; Staples et al., 2013). No 

entanto, um estudo realizado durante o primeiro e segundo trimestres de gestação, a prole de 

camundongos, utilizando somente os machos, não mostrou alteração no tempo de centro no 

campo aberto após serem submetidos a um estresse de restrição considerado leve (Popova et 
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al., 2011). Isso sugere que o estresse pode precisar atingir um limiar mínimo antes de 

exacerbar os déficits causados pela exposição precoce ao etanol. 

 

 

4.6 A exposição ao etanol afetou o comportamento na esquiva passiva 

 

 

No teste de esquiva passiva, a exposição ao etanol comprometeu o comportamento dos 

animais de modo sexo dependente. Na sessão realizada 3h após a primeira sessão os machos 

expostos à ambas as doses de etanol apresentaram menores latências de descida da plataforma 

e menores diferenças entre a primeira e a segunda sessão que os machos injetados com salina. 

Na sessão realizada 24h após o primeiro teste, somente os machos do grupo ETOH50 

apresentaram valores menores que os machos do grupo salina.  

Assim como nos estudos relacionados aos efeitos da ansiedade em roedores citados 

anteriormente, em tarefas de desempenho de memória, existem na literatura muitos indícios 

que as fêmeas possuem desempenho diferenciado dos machos, podendo ser pior, ou melhor, 

dependendo de qual tipo de memória que é avaliada, a forma como é avaliada e a idade em 

que ocorre a avaliação (Jonasson, 2005). As fêmeas podem ter um melhor desempenho em 

tarefas que avaliam a memória e aprendizado de acordo com a fase do ciclo estral que se 

encontram quando comparadas aos machos (Diaz-Veliz et al., 1989; Warren e Juraska, 1997; 

Júnior e Morato, 2002). Isso aconteceria devido às flutuações hormonais endógenas, que são 

resultados de estudos que medem explicitamente a aprendizagem espacial ao longo do ciclo 

estral. Warren e Juraska encontraram desempenho superior durante a fase de estro (Daniel et 

al., 1997), mas pelo menos três outros laboratórios não conseguiram encontrar diferenças de 

desempenho ao longo do ciclo estral (Bucci et al., 1995; Berry et al., 1997; Cimadevilla et al., 

2000). Porém, nossos testes foram realizados no início da puberdade de camundongos, em 

PN30, e eles só alcançam a maturidade reprodutiva entre 7-9 semanas de vida (Chorilli et al., 

2007) logo, é pouco provável que essa possibilidade se aplique aos resultados que 

encontramos.  

Outra possibilidade poderia estar relacionada aos efeitos diferenciados em machos e 

fêmeas da exposição precoce ao etanol no hipocampo e na plasticidade neural (Fontaine et al., 

2016). De modo geral, os distúrbios de memória e aprendizado decorrentes da exposição ao 

etanol durante o desenvolvimento são associados com o aumento da apoptose e a redução na 

plasticidade no hipocampo (Ikonomidou et al., 2000; O'malley e Nanson, 2002; Medina, 
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2011). Em acordo com esta ideia, o hipocampo parece ser particularmente sensível a apoptose 

induzida tanto pelo bloqueio dos receptores NMDA como pela hiperativação do GABAA 

(Bittigau et al., 2003; Livy et al., 2003; Nunez e Mccarthy, 2004; Sinner et al., 2011). A 

morte causada pela exposição ao etanol no período equivalente ao terceiro trimestre da 

gestação na zona subgranular do giro denteado reduz o acervo de células tronco/progenitoras 

e diminui a capacidade do hipocampo promover a neurogênese adulta (Ieraci e Herrera, 

2007). Recentemente, tem sido sugerido que a neurogênese hipocampal desempenha um papel 

importante no aprendizado e memória especialmente na organização temporal dos eventos 

aprendidos (Deng et al., 2010). Contudo, a redução na população de células pós-sinápticas 

que apresentam receptores do tipo NMDA e/ou GABAA pode desempenhar um papel 

fundamental nos distúrbios de aprendizado e memória observados em nosso estudo. De modo 

interessante, a exposição precoce ao etanol tem mostrado reduzir a sobrevivência das células 

do hipocampo em machos (Sliwowska et al., 2012), mas não nas fêmeas (Ubanet al., 2010). 

Adicionalmente, a exposição neonatal pode levar ao aumento do nível de estrogênio basal (He 

et al., 2012), o que pode levar implicações na plasticidade sináptica, por esse motivo, é 

interessante considerar ambos os sexos em estudos futuros. 

O receptor NMDA está intimamente ligado com as duas principais formas de 

plasticidade na transmissão sináptica: a potenciação de longo termo (LTP, long term 

potentiation) e a depressão de longo termo (LTD, long term depression) que são 

caracterizadas, respectivamente, por um aumento ou uma diminuição na intensidade da 

resposta pós-sináptica (Barco et al., 2008; Collingridge et al., 2010). Vale mencionar que 

tanto o LTP como o LTD, induzidos pela ativação dos receptores NMDA, tem se mostrado 

essenciais nos processos de diversos tipos de aprendizado e memória (Barco et al., 2008; 

Collingridge et al., 2010). De modo importante, a ação inibitória dos receptores GABAA 

durante a puberdade reduz a ativação dos receptores NMDA e dificulta a formação do LTP 

em neurônios do hipocampo (Shen et al., 2010). Contudo, ao invés de melhorar o aprendizado 

e memória como se poderia supor a princípio, a redução no número dos receptores GABAA 

no hipocampo prejudica o aprendizado e memória (Prut et al., 2010). A ativação dos 

receptores GABAA também tem se mostrado capaz de promover o LTD no hipocampo de 

ratos pré-púberes (Akhondzadeh e Stone, 1998). Desta forma, podemos supor que o maior 

aumento da morte neuronal nos machos durante o período de surto de crescimento cerebral 

dos neurônios que expressam receptores NMDA e GABAA comprometeria de modo 

significativo a capacidade do hipocampo gerar LTP e LTD, o que por sua vez, levaria aos 

maiores déficits de aprendizado e memória observados nos machos. Apesar de um estudo em 
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ratos mostrando que a exposição gestacional ao etanol promove uma redução do LTP no CA1 

de machos e uma facilitação em fêmeas (An e Zhang, 2913), outros estudos não observaram 

tal diferença ou observaram redução nos dois sexos (Fontaine et al., 2016). 

No giro denteado (GD), existe uma imagem mais consistente dos efeitos da exposição 

neonatal ao etanol na LTP. Geralmente, na prole masculina, a LTP é reduzida na maturidade, 

enquanto que nas fêmeas há relatos de ausência de efeito da exposição neonatal ou de 

facilitação da LTP (Fontaine et al. 2016). Os efeitos da exposição preoce na plasticidade do 

GD também parecem depender do tempo de administração do álcool. Quando o álcool foi 

administrado no 1º, 2º ou 3º trimestres, a LTP in vitro foi prejudicada nos machos somente 

após o 2º trimester de exposição (Helferet al., 2012) e não foi prejudicada em nenhum grupo 

de exposição in vivo. Curiosamente, a LTP foi facilitada em fêmeas após a exposição 

equivalente no 3º trimestre apenas. Também foi observado a facilitação da LTP no GD em 

ratos adolescentes fêmeas (PN 30-35) in vivo (Titterness and Christie, 2012), mas em adultos 

(PN 55-70) (Patten et al., 2013a; Patten et al., 2013b; Sickmann et al., 2014) após dois 

trimestres de exposição ao álcool (6.6% v/v), indicando que pode haver mecanismos 

compensatórios que capazes de restaurar a LTP normal na idade adulta quando a exposição 

neonatal é restrita à fêmeas, enquanto que em machos, o prejuízo a LTP no GD pode persistir 

até a vida adulta.  

Além disso, o teste de esquiva passiva busca avaliar a memória episódica ou memória 

emocional, especificamente nesse teste, forma a memória relacionada ao medo. Em tarefas de 

estímulo condicionado ao medo, o animal aprende a fazer a associação ao estímulo 

incondicionado (ex: choque nas patas quando é posto em um determinado ambiente). Muitos 

estudos já mostraram que a amígdala é uma área do cérebro chave para aprender o 

medo(Ambrogi-Lorenzini et al., 1999; Fanselow e Ledoux, 1999; Ledoux, 2000; Wilensky et 

al., 2006), para formar e expressar esse tipo de memória, assim como o hipocampo (Phillips e 

Ledoux, 1992; Myers e Gluck, 1994). Os déficits causados pelo etanol na síntese proteica 

dessas áreas podem provocar o bloqueio da consolidação desse tipo de memória e 

consequentemente fazendo com que os animais expostos a maior dose tenham um mau 

desempenho na esquiva passiva. Contudo, se a exposição ao etanol no período neonatal afeta 

de modo dependente do sexo a amigdala de roedores é uma questão que ainda permanece por 

ser investigada.  
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4.7 A exposição ao etanol aumentou a atividade natatória e a lateralidade rotacional no 

teste de nado livre 

 

 

Como indicado em estudos anteriores (Filgueiras and Manhães, 2004; 2005; Manhães 

et al., 2007; Schmidt et al., 1999), independente do tratamento pós-natal, houve o aumento da 

atividade rotacional total na primeira sessão de teste no nado forçado e, provavelmente, esse 

resultado seria devido ao comportamento de fuga do ambiente estressor. De fato, quando o 

animal é colocado pela primeira vez em uma arena aquática estressante, seu comportamento é 

caracterizado por natação ativa acompanhado de frenéticos arranhões nas laterais da câmara 

de teste (Krahe et al., 2001; Schmidt et al., 1999). Estratégias comportamentais que diminuem 

o gasto de energia, como flutuação passiva ou natação lenta, são interpretadas como formas 

de estratégias de enfrentamento ao estresse no nado forçado (de Kloet and Molendijk, 2016). 

Neste sentido, O teste de natação forçada de roedores pode ser um valioso modelo animal 

para explorar os mecanismos neurobiológicos responsáveis pela seleção de respostas ativas e 

passivas a estressores inescapáveis.  

Tem sido proprosto que a mudança de estratégias de enfrentamento ativo para passive 

seja uma resposta aprendida adaptativa que depende da ativação do sistema 

mesocorticolímbico dopaminérgico (Cabib e Puglisi-Allegra, 2012; Kloet e Molendijk, 2016). 

Particularmente, altos níveis de ativação de dopamina suportam a execução de respostas 

defensivas dispendiosas e arriscadas que caracterizam estratégias ativas de enfrentamento, 

enquanto que níveis reduzidos de dopamina bloqueiam essas respostas (Tye et al., 2013; 

Cabib e Puglisi-Allegra, 2012; Kloet e Molendijk, 2016). Tye e colaboradores (2013) 

demonstraram que a ativação de dopamina nos neurônios do VTA aumenta o comportamento 

de fuga durante o nado forçado, mas não a deambulação em campo aberto. Portanto, uma 

explicação plausível para o aumento da atividade natatória observada em camundongos 

expostos ao etanol é que ela reflete uma estratégia de enfrentamento mal-adaptativa contra 

uma situação de teste inescapável causada por um sistema dopaminérgico mesocorticolímbico 

hiperativo. Além disso, é importante notar que a capacidade de resposta dos circuitos 

dopaminérgicos mesolímbico-cortical durante situações aversivas depende de entradas do 

hipocampo ventral e amígdala (Kloet e Molendijk, 2016), que são regiões alvos de hormônios 

corticosteroides liberados sob estresse (Mcklveen et al., 2013; Myers et al., 2014;de Kloet 

and Molendijk, 2016). Assim, a hiperatividade natatória de animais expostos ao etanol no 

teste de nado forçado também pode estar associada a efeitos tóxicos do álcool na função do 
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eixo HPA (Virgolini et al., 2005; Virgolini et al., 2006; White et al., 2007). Estudos futuros 

são necessários para examinar o papel do sistema mesolímbico nas estratégias de 

enfrentamento relacionadas ao estresse da toxicidade do etanol. 

 

 

4.8 A exposição ao etanol aumentou a lateralidade rotacional no teste de nado livre. 

 

 

Além da maior atividade natatória, os camundongos expostos ao etanol na dose mais alta 

(ETOH50) foram mais lateralizados quando comparados aos grupos salina e ETOH25. Este 

resultado está de acordo com um estudo prévio realizado por nosso grupo em camundongos 

(Filgueiras et al., 2009) com estudos em humanos que mostram que a exposição o álcool 

durante a gravidez afeta o padrão de assimetria cerebral (Riikonen et al., 1999; Riley et al., 

2004; Niccols, 2007; Sowell et al., 2008). Apesar de não termos avaliado a bioquímica nem a 

morfologia da assimetria cerebral, vários autores já sugeriram que essas alterações refletem 

assimetrias dopaminérgicas no sistema nigroestriatal (Glick e Shapiro, 1985; Carlson e Glick, 

1996b; Schwarting e Huston, 1996; Nielsen et al., 1997). É importante mencionar que vários 

estudos mostraram que tanto as assimetrias estriatais como rotacionais são moduladas pelo 

córtex pré-frontal (Glick e Greenstein, 1973; Carlson e Glick, 1996a; Nielsen et al., 1997; 

Gonzalez et al., 2006) e tanto o córtex pré-frontal quanto os gânglios da base, que são 

estruturas fundamentais envolvidas no aspecto cognitivo do movimento (planejar e executar), 

são afetados pela exposição precoce ao etanol (Barr et al., 2005; Kumral et al., 2005; Cortese 

et al., 2006; Fryer et al., 2007; Niccols, 2007). Portanto, nossos dados sugerem que, pelo 

menos em camundongos, a exposição ao etanol durante o período equivalente ao terceiro 

trimestre de gestação humana induz um aumento nas assimetrias dopaminérgicas.  

O aumento da assimetria rotacional pode ainda estar associado ao efeito da exposição 

precoce ao etanol sobre o desenvolvimento do corpo caloso. O corpo caloso é um grande trato 

da substância branca que conecta os dois hemisférios cerebrais e facilita a interação inter-

hemisférica efetiva. Uma série de estudos vem demostrando que a exposição precoce ao 

etanol é capaz de reduzir o corpo caloso tanto em roedores (Wainwright e Gagnon, 1985; 

Moreland et al., 2002) com em humanos (Jacobson et al., 2017; Biffen et al., 2018). De modo 

interessante, alguns estudos sugerem uma relação inversa entre o tamanho/conectividade do 

corpo calos e a magnitude de assimetrias inter-hemisféricas morfológicas e comportamentais 

(Rosen et al., 1989; Aboitiz et al., 1992(Filgueiras e Manhães, 2004; 2005) 
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4.9 A exposição ao etanol não afetou os níveis de estresse oxidativo no córtex  

 

 

A despeito da ideia geral de que a exposição precoce ao etanol aumenta os níveis de 

estresse oxidativo no tecido nervoso (Cohen-Kerem e Koren, 2003; Amin et al., 2016; Wells 

et al., 2016), nossos dados indicaram que a exposição precoce ao etanol não afetou nenhum 

dos biormarcadores de estresse oxidativo avaliados neste estudo. Esta discrepância pode estar 

relacionada ao fato de que o estresse oxidativo promovido pela exposição ao etanol durante o 

período de surto de crescimento cerebral depende da região, da idade e do intervalo entre a 

exposição e a análise dos biomarcadores (Brocardo et al., 2011a). Em estruturas como o 

hipocampo, o aumento do estresse oxidativo causado pela exposição neonatal ao etanol pode 

ser observado por pelo menos 50 dias após a exposição (Brocardo et al. 2017). Em contraste, 

no córtex cerebral e no estriado é possível observar um claro aumento do estresse oxidativo 

2h após a administração de etanol em PN7, mas não entre 10 e 12h após a exposição (Heaton, 

Paiva, Madorsky, Mayer, et al., 2003; Heaton, Paiva, Madorsky e Shaw, 2003). 

 

 

4.10 A exposição à cafeína reduziu os níveis de estresse oxidativo e promoveu uma leve 

diminuição dos efeitos comportamentais da exposição neonatal etanol 

 

 

Neste estudo avaliamos os níveis de estresse oxidativo em PN9 e PN30, pela avaliação 

das espécies reativas ao ácido tiobarbutúrico (TBARS), da capacidade antioxidante (DPPH) e 

das proteínas carboniladas. Em acordo com a literatura, na maioria dos casos, foi possível 

verificar que a cafeína foi capaz de reduzir os níveis de estresse oxidativo. Embora em PN9, 

os animais ainda estivessem sendo expostos a cafeína, em PN30 já estavam a pelo menos 9 

dias sem contato com esta droga. Desta forma, os efeitos da cafeína sobre os níveis de estresse 

oxidativo parecem ser mais duradouros que os do etanol. 

Os animais do grupo CAF3 mostraram melhor capacidade antioxidante em relação aos 

demais segundo o ensaio DPPH, enquanto que os dois grupos expostos a cafeína (CAF1 e 

CAF3) apresentaram valores menores de proteínas carboniladas. Esses dados corroboram 

outros estudos com roedores neonatos que apontam a cafeína como uma substância 

neuromoduladora com importantes propriedades anti-inflamatórias, antiapoptóticas e 

antioxidante (Weichelt et al., 2013; Endesfelder et al., 2017). A única inconsistência com 
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relação ao efeito antioxidante da cafeína foi observada para o ensaio de TBARS. Enquanto em 

PN9, os resultados sugerem redução na peroxidação lipídica no córtex através da marcação 

com MDA, em PN30 os maiores níveis de MDA observados no grupo CAF3 sugerem um 

aumento na peroxidação lipídica. A princípio, este resultado poderia sugerir que a suspensão 

da cafeína, após um longo período de exposição induz um aumento nos níveis de estresse 

oxidativo. Contudo, devemos considerar este resultado com alguma cautela, uma vez que os 

demais indicadores de estresse oxidativo sugerem um resultado oposto em PN30. Além disso, 

apesar do MDA ser considerado e amplamente utilizado como um biomarcador indicativo de 

desequilíbrio da atividade oxidativa do organismo, é necessário considerar que nem todo 

processo de peroxidação lipídica tem o MDA como subproduto, assim como nem todo MDA 

encontrado em amostras biológicas é proveniente da oxidação celular (Janero, 1990; França et 

al., 2013). E por esse motivo, vários processos fisiológicos envolvidos no desenvolvimento 

neural podem ter influenciado essa diferença entre as idades analisadas.  

Considerando que uma parte dos efeitos neurocomportamentais da exposição precoce 

ao etanol pode estar associada ao aumento da formação de espécies reativas de oxigênio 

(EROs) via ativação/indução de NADPH oxidases (NOX), bioativação de substâncias 

intermediárias formadoras de radicais livres, dentre outros mecanismos (Wells et al., 2016), 

era esperado que a exposição a cafeína tivesse algum papel protetor na manifestação dos 

distúrbios neurocomportamentais induzidos pela exposição ao etanol. Esta suposição se baseia 

em uma série de estudos que apontam que o tratamento com agentes antioxidantes durante a 

exposição ao etanol e capaz de mitigar uma série de distúrbios observados na FASD 

(Brocardo et al., 2011b; Ojeda et al., 2018; Zhang et al., 2018). De modo interessante, apesar 

de não observarmos interações estatisticamente significativas entre a exposição a cafeína e ao 

etanol neste estudo, os efeitos neurocomportamentais da exposição ao etanol no LCE e no 

teste de nado livre foram atenuados pela exposição a cafeína. Isto ficou evidente quando o 

efeito do etanol foi avaliado separadamente nos grupos de animais expostos a cada uma das 

soluções de cafeína e a água potável. Não foi possível identificar no grupo de animais exposto 

a maior dose de cafeína o efeito ansiolítico no etanol no LCE nem o aumento da atividade 

natatória e da magnitude da lateralidade no teste de nado livre. Efeito semelhante da cafeína já 

havia sido descrito por nosso grupo com relação a hiperatividade locomotora induzida pela 

exposição ao etanol no teste de campo aberto.  

O efeito protetor da cafeína na manifestação dos déficits neurocomportamentais da 

FASD pode estar associado ainda a um aumento da plasticidade neural causado por esta 

substância. A adenosina é um importante neuromodulador associado à neuroplasticidade em 
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diferentes regiões do SNC (Mendonca e Ribeiro, 1997; D’alcantara et al., 2001) e os alvos 

moleculares principais da cafeína são os receptores adenosinérgicos A1 e A2A. Através do 

bloqueio do A1 e facilitação do A2A. Kaster et al.,(2015) afirma que o consumo de cafeína se 

correlaciona inversamente com a depressão e a deterioração da memória, e atribui ao receptor 

A2A o principal alvo terapêutico porque controlam plasticidade sináptica e proporcionam 

neuroproteção. Além da cafeína ter sua principal ação como antagonista dos receptores de 

adenosina, no SNC, ela também possui a capacidade de inibir a atividade das fosfodiesterases 

promovendo aumento nos níveis de AMPc e GMPc (Wells e Kramer, 1981; Beavo e 

Reifsnyder, 1990; Shi et al., 2003; Corsetti et al., 2007), facilitação da liberação de Ca
2+

 

intracelular (Ehrlich, 1995) e bloqueio dos receptores GABAA (Akopian et al., 1998). Desta 

forma é possível que a exposição à cafeína durante o período do desenvolvimento utilizado 

neste estudo tenha evitado a redução dos níveis de AMPc e/ou GMPc causados pela 

exposição ao etanol. Alternativamente, é possível especular que a administração de cafeína 

possibilitou, via inibição da fosfodiesterase, um aumento da neuroplasticidade e, portanto, 

uma maior capacidade de recuperação comportamental nos animais expostos ao etanol.  
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CONCLUSÕES 

 

 

Este estudo teve como objetivo principal testar a hipótese que a exposição à cafeína 

minimiza as alterações neurocomportamentais induzidas pela exposição ao etanol durante o 

período de surto de crescimento cerebral.  

A exposição ao etanol durante o surto de crescimento cerebral foi capaz afetar o 

comportamento dos camundongos na adolescência. Particularmente, quando comparados aos 

animas expostos a solução salina, os animais expostos ao etanol apresentaram menores níveis 

de ansiedade, prejuízos de aprendizado e memória e maior atividade natatória e um aumento 

na magnitude da lateralidade rotacional.  

A exposição cafeína do primeiro dia gestacional até o 21º dia pós-natal não afetou o 

comportamento dos camundongos na adolescência. De modo interessante, no grupo de 

animais expostos a maior dose de cafeína não foi possível identificar o efeito ansiolítico do 

etanol nem o aumento da atividade natatória e da magnitude da lateralidade no teste de nado 

livre causado pelo etanol.  

Enquanto a exposição precoce ao etanol não afetou os níveis de estresse oxidativo, a 

cafeína foi capaz de reduzir os níveis de estresse oxidativo na maioria dos biomarcadores 

utilizados neste estudo. 

Tomados em conjunto nossos dados suportam a hipótese que a exposição a cafeína é 

capaz de mitigar as alterações neurocomportamentais induzidas pela exposição ao etanol 

durante o período de surto de crescimento cerebral. Além disso, o efeito protetor da cafeína 

está associado à sua capacidade antioxidante. 
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