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Introdugdo 2

1. A cafeina: sua ocorréncia e uso

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina) é uma purina, cuja formula
empirica € CgH;;N4O; (Timson, 1977). Essa substdncia ¢ um eletrolito fraco, ndo-
dissociavel, de pH fisiologico (Bianchi, 1962 apud Dorrbecker et al., 1988).
Ocorre, naturalmente, em um grande nimero de plantas, das quais sdo preparadas
bebidas estimulantes.

De acordo com a literatura, a cafeina ¢ consumida pelo homem,
desde os tempos remotos. Quase todas as civilizagdes antigas cultivavam plantas
que continham cafeina e acredita-se que o homem do paleolitico tenha descoberto
as principais fontes dessa substincia. Registros do uso de cha, datam de pelo
menos 1600 anos e, possivelmente, de 4700 anos na China, enquanto que registros
do uso de café, na Etiopia, datam de pelo menos 1000 anos, com evidéncias de
uso ha 1300 anos (revisdao em Timson, 1977, Griffiths & Woodson, 1988).

Além do café e do cha, muitas outras bebidas contém cafeina.
Timson (1977) relaciona varias delas, informando também seu teor de cafeina.
Um exemplo é o guarana, preparado de sementes de Paullinia cupana ou de
Paullinia sorbilis, na area da Amazonia Central, onde estas plantas sdo cultivadas.
Outra planta, conhecida de longa data, e da qual também se prepara uma bebida
que contém cafeina € a llex paraguensis, da qual o mate € preparado. Esta planta €
nativa das montanhas do Paraguai e € extensivamente cultivada na Argentina e sul
do Brasil. A cafeina contida no mate pode chegar a 0,7%. Outro exemplo ¢ a Cola
nitida, uma arvore nativa do oeste da Africa, agora também amplamente cultivada
no Brasil, India ¢ Jamaica. Um tipo de cha ¢ preparado do pé de suas sementes.
As bebidas cola aromatizadas sdao, em parte, manufaturadas da noz de Cola
acuminata. Uma garrafa de 340 mL de uma bebida de cola contém de 35 a 55 mg
de cafeina. Ainda segundo o mesmo autor, bebidas de chocolate, preparadas das
sementes de Theobroma cacao, contém, aproximadamente, 1% de teobromina e
cafeina em quantidade menor.

Também de acordo com Timson (1977), provavelmente, a
bebida ndo alcoolica mais amplamente consumida pelo homem € o cha. Este é

preparado das folhas de Camellia sinensis, um arbusto nativo de Assam e do sul
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Introdugio

da China, agora extensivamente cultivado na India, Sri Lanka e muitos outros

paises na Asia e leste da Africa. A cafeina contida nas folhas, das quais se prepara

o cha, ¢ de aproximadamente 2%. Ja o café ¢ preparado das frutas de espécies de
Coffea, especialmente C. arabica, a qual fornece, aproximadamente, 90% do
suprimento de café do mundo. Os graos de C. arabica contém de 0,7 a 1,5% de
cafeina. A planta ¢ nativa da Etiopia e ¢ também amplamente cultivada na
América do Sul, especialmente no Brasil, Colombia e Costa Rica. Outras espécies
de Coffea utilizadas incluem C. liberica, C. robusta e C. canephora.

Em média, uma xicara de café contém de 95 a 125 mg de
cafeina. Cha, chocolate e coca-cola contém, aproximadamente, a metade dessa
quantidade. Assim, solugdes de 0,01 a 0,05% de cafeina sio consumidas
diariamente pelo homem (Mendelson, 1974).

Os niveis de cafeina no café dependem de varios fatores. De
acordo com Verlengia et al. (1965), a bebida obtida a partir de cafés de moenda
fina, apresenta um maior teor em cafeina do que a obtida a partir dos cafés de
moenda grossa. Os processos de preparo da bebida parecem ter também influéncia
sobre o teor em cafeina: o percolador extrai mais cafeina do que o filtro de flanela
e este mais do que a maquina de expresso.

Em adigdo a sua ampla ocorréncia como um constituinte de
bebidas nao alcodlicas, a cafeina também ¢ utilizada na medicina. Segundo
Timson (1977), a cafeina raramente € utilizada sozinha, sendo mais usualmente
prescrita em combinagdo com outras drogas, sobre as quais tem um efeito
ativador, e também porque ela pode agir contrariamente aos efeitos indesejaveis
da outra droga. A cafeina tem sido usada com muito sucesso em combinag¢do com
isoxsupina e “acetominophen” no tratamento de tensdo pré-menstrual e
dismenorréia primaria e também tem sido utilizada na medicina veterinaria,
principalmente como um estimulante cardiaco e respiratorio.

As agdes farmacologicas da cafeina sdao diversas, incluindo,
basicamente, o estimulo de muitos centros no sistema nervoso central (Mante &

Minneman, 1990).
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2. Metabolismo da cafeina

A cafeina € quase que completamente transformada no homem,

sendo somente cerca de 1 a 3% de uma dose administrada, eliminada de forma

inalterada na urina (Scott et al., 1988). Ela também aparece de forma nio alterada

na saliva, sémen e leite materno (Jorda ef al., 1989).

Conforme Timson (1977), no homem, a cafeina ¢ rapidamente
absorvida do trato gastrintestinal e sob condigdes experimentais tem sido
detectada no plasma dentro de cinco minutos apds a ingestdo. Picos de niveis
plasmaticos foram encontrados 50 a 75 minutos ap6s o consumo de cafeina. Esse
autor relata um experimento em que 12 homens foram injetados intravenosamente
com 7 mg de cafeina por quilograma de peso corporeo. A meia-vida metabdlica
da cafeina no plasma desses homens foi avaliada em 3,5 horas (obteve-se uma
escala de 2,5 a 4,5 horas). Ja em outro experimento, ap0s a ingestdo de 100 mg de
cafeina por trés individuos, a meia-vida variou de 3,5 a 6,5 horas, em dois
individuos, e de 6,0 a 10,5 horas, no terceiro.

Cunningham (1970, apud Burg & Werner, 1972) relatou que a
vida média da cafeina no plasma, figado, musculo e rins do porco € de,
aproximadamente, 13 horas, sendo que no tecido gorduroso do dorso desse
mesmo animal € de 20 horas. Para o homem, de acordo com o mesmo autor, a
meia-vida da cafeina € de cerca de trés horas, sendo este mesmo valor encontrado
em testes realizados com camundongos. Nesses ultimos organismos, a cafeina,
administrada oralmente, apareceu em todos os tecidos dentro de cinco minutos e
alcangou niveis iguais, por grama de agua tecidual, nos pulmdes, musculo
esquelético, testiculos e figado, dentro de uma hora. Resultados semelhantes
foram relatados para machos de coelhos White neozelandeses, apés uma dose
intravenosa de cafeina a 4 mg/Kg. Outros estudos tém mostrado que a cafeina
distribui-se livremente no sistema nervoso central, em adultos e fetos de ratos e
humanos (Dorrbecker ef al., 1988).

A rapidez do metabolismo da cafeina garante que haja pouco ou
nenhum acumulo diario da droga. Experimentos no homem, envolvendo consumo

diario de oito xicaras de café, cada xicara contendo cerca de 80 mg de cafeina, em
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Introdugido S

um periodo de sete horas, mostraram que, aproximadamente, 180 mg da droga
estavam presentes no corpo, uma hora apos a ultima xicara de café. A droga tinha
praticamente desaparecido do corpo pela manha seguinte. Consumidores habituais
de bebidas contendo cafeina, entretanto, requerem cerca de sete dias de total
abstinéncia de todas as fontes de cafeina, antes de sua completa auséncia nos
extratos sangiiineos (Timson, 1977).

De acordo com Jorda et al. (1989), a meia-vida da cafeina ¢
prolongada na gravidez e € surpreendentemente lenta no feto e recém-nascido (65
a 110 horas). A cafeina atravessa a placenta, alcangando concentrag¢des, no liquido
amnioético, cordao umbilical e cérebro fetal, aproximadas aquelas encontradas no
plasma materno (Sommer ef al, 1975 e Goldstein & Warren, 1962 apud
Dorrbecker et al., 1988).

A concentragao de cafeina nos ovarios e testiculos, apds o
consumo normal, € por volta de 1 mg/L. Nestes tecidos, a cafeina é quase que
completamente transformada em acido urico metilado e cafeina desmetilada
(Mendelson, 1974).

A liberagdo de cafeina no plasma é um indicador da fungdo
hepatica perturbada (Varagnolo ef al, 1989). Em pacientes que apresentavam
cirrose hepatica, a liberagdo de cafeina no plasma foi significantemente reduzida e
sua meia-vida significantemente prolongada. Alteragdes menores foram
encontradas em pacientes com doenga do figado ndo cirrética. A liberagdo
reduzida de cafeina em pacientes com doenga do figado cronica é usualmente
atribuida a redugdo no funcionamento da massa de hepatocitos. Entretanto, o
atraso na elimina¢do pode refletir alteragdes especificas na biotransformagdo da
cafeina (Scott et al., 1988).

Foi analisada a diferenga sexual farmacocinética da cafeina no
gado de varias idades. Os resultados mostraram diferenga significante nas idades
superiores a oito meses, sendo as fémeas metabolizadoras mais ativas do que os
machos, suportando a hipotese de que o metabolismo de xenobidticos €
sexualmente diferente nos ruminantes (Janus & Antoszek, 2000).

A cafeina, no homem, € metabolizada primariamente por

desmetilagdao hepatica e oxidagdo sob a influéncia do citocromo microssomal
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hepatico P4so (Scott ef al., 1988). O primeiro passo desse metabolismo parece ser
a remo¢do do grupo 3-metil, produzindo paraxantina (1,7-dimetilxantina)
(Warren, 1969). A paraxantina aparece tanto no plasma, como em células
sanguineas de individuos descafeinados, isto €, desprovidos de cafeina, dentro de

trés horas apds a administragdo oral de cafeina e parte € excretada na urina. A

maior parte da paraxantina € metabolizada em 1-metilxantina e 7-metilxantina,

ambas aparecendo na urina. A maior parte da 1-metilxantina torna-se acido 1-
metilurico e é excretado como tal, mas o acido 7-metilurico ndo € encontrado na
urina apos a ingestao de cafeina.

Uma via secundaria do metabolismo da cafeina pode ser a
remog¢do do grupo 7-metil para formar teofilina (1,3-dimetilxantina) a qual ndo ¢é
excretada, porém a sua quebra produz o acido 1,3-dimetiltrico que é excretado. A
teofilina tem sido detectada como um metabolito da cafeina no liquido amniotico.
A teobromina (3,7-dimetilxantina) ndo foi detectada como um metabolito da
cafeina na urina, mas tem sido detectada como um metabolito dessa substancia no
liquido amnidtico. A desmetilagdo da cafeina, no homem, nido parece passar do
estagio monometil, visto que ndo ocorre acimulo de xantina na urina ou aumento
na excregdo de acido urico (Timson, 1977).

Muitos estudos tém investigado a utilidade clinica de
metilxantinas como sondas, in vivo, para a avaliagdo da fungdo enzimatica,
metabolizadora de drogas, do figado. Estas investigagdes demonstraram que a
rea¢do de desmetilagdo reflete, largamente, a atividade hepatica do citocromo P;.
4s0, sendo a via dominante, a desmetilagdo da posigdo trés (Varagnolo et al.,
1989). A N-desmetilagdo da cafeina pelos microssomos do figado de rato e do
homem, leva a produgdo de teobromina, paraxantina e teofilina. Em figado de
rato, a presenga de um inibidor de Psso reduz a taxa desses produtos,
respectivamente, em 32%, 68% e 42%. Na presenga de um inibidor da
monooxigenase, a inibigdo atinge valores de 66%, 48% e 73%, respectivamente.
Na presenga de ambos os inibidores, a inibigdo ¢ de 95%, 84% e 94%, na
seqiiéncia dos produtos. Os resultados sugeriram que a monooxigenase €
responsavel, primariamente, pela produgdo de teobromina e teofilina, enquanto

que Pyso 0 € pela de paraxantina (Chung & Cha, 1997). O envolvimento do
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Introdugio 7

citocromo Psso, na biotransformagdo da cafeina, no homem, foi anteriormente
indicado por dados de Grant et al. (1987).

No cachorro, o metabolismo da cafeina parece ser
essencialmente o mesmo que ocorre nos humanos. No rato foi demonstrado que a
cafeina penetra rapidamente nos compartimentos intracelulares dos tecidos e
acumula-se no citoplasma. Cafeina 1-metil ['*C]-marcada e seus metabolitos
penetram nos tecidos fetais de ratas gravidas e acumulam-se no cérebro do feto.
Seguindo-se a administragao de [’H, '*C]-cafeina a camundongos machos CD-1, a
uma dose de 25 mg por quilograma do peso corpéreo, a excre¢do de metabolitos
identificaveis ocorreu rapidamente, e foi 80% completa em oito horas. Entre 3 e
6%, da cafeina, foram encontrados n3o alterados na urina. Os principais
metabolitos foram paraxantina, 3-metilxantina, 7-metilxantina, acido 1,3-
dimetilarico e acido 1-metilarico (Timson, 1977).

Estudos realizados em Aspergillus niger mostraram que esse
organismo pode metabolizar cafeina produzindo teofilina e 3-metilxantina.
Teofilina também foi o primeiro produto no metabolismo da cafeina por uma
linhagem de Penicillium roqueforti. Esta linhagem foi capaz de desenvolver-se no
meio contendo 0,04 M de cafeina, como a uUnica fonte de nitrogénio. O
desenvolvimento foi acompanhado pela remogdo completa de cafeina do meio. P.
roqueforti ¢ uma espécie de Stemphylium foram capazes de utilizar cafeina,
teobromina ou xantina como a unica fonte ou de carbono, ou de nitrogénio. Foi
relatado que existe uma via ndo enzimatica em [Lscherichia coli para a
desmetilagdo da cafeina, ¢ nem cafeina, nem teofilina foi metabolizada por
Staphylococcus aureus, embora ambos os compostos sejam incorporados pelas
células. Entretanto, Bacillus coagulans pode utilizar cafeina como a unica fonte de
nitrogénio ou de carbono. Parece que as vias metabolicas seguidas pela cafeina em
microorganismos, sio varias e diferentes das que ocorrem nos mamiferos. Isto
pode ser parte da explicagdo para a diferenga na resposta mutagénica a cafeina
entre mamiferos e microorganismos (Timson, 1977).

Estresse causado pelo frio e ingestdo de cafeina podem aumentar
as catecolaminas no plasma, as concentragdes de acido graxo livre e a energia do

metabolismo (MacNaughton ef al., 1990).

AVA
cm 1 2 3 4 5 6 i unespw-l 12 13 14 15 1e¢ 17 18



Introdugao .

3. Efeitos fisiologicos da cafeina

A cafeina ¢ considerada um estimulante cerebral. A literatura
mostra que o papel da cafeina na fisiologia, humor e comportamento é complexo,
afetando o despertar, a ansiedade e a performance, com efeitos mais acentuados
em criangas do que em adultos (Pons e al., 1988). Ingestdo excessiva de cafeina
pode produzir uma variedade de sintomas psiquiatricos, incluindo ansiedade
cronica, depressdo, ataques de panico, psicose e delirio (pequena revisaio em
Koczapski ef al., 1989). Além disso, palpitagGes e tremor também s@o atribuidos a
cafeina (Koller e al., 1987). Pacientes que fizeram redugGes substanciais no
consumo de cafeina, tiveram grandes melhoras na ansiedade, irritabilidade,
disturbios do sono, dores de cabega e sintomas abdominais (Smith, 1988).

A cafeina parece alterar alguns processos metabolicos ou de
transporte, que regulam o conjunto de aminoacidos no cérebro. Altera¢des nos
aminoacidos livres foram observadas no sistema nervoso central de camundongos
tratados com cafeina por trés semanas. A cafeina foi administrada na agua e, no
final das trés semanas, o nivel de cafeina no cortex cerebral foi de 113 + 19 ug/g.
Um aumento significante nos niveis de glutamina foi encontrado em todo o
cérebro, mas, em algumas regides, houve redugdo significante de glicina, alanina,
serina, treonina € GABA (acido 4-aminobutenodico) (Wajda ef al., 1989).

As agdes centrais da cafeina, isto €, o fato de ser um estimulante
do sistema nervoso central que pode elevar a disposi¢do, aliviar a tensdo e
aumentar a habilidade de concentragdo, tém sido analisadas no nivel molecular em
varios laboratorios. As investigagdes indicam que ocorre uma interagdo em um
sitio receptor de adenosina, com base em que: a) a cafeina e outras metilxantinas
bloqueiam a agdo inibidora da adenosina; b) o bloqueio dos receptores de
adenosina por xantinas correlaciona-se com o grau de estimulo da atividade
locomotora em camundongos e c) o tratamento cronico com cafeina aumenta o
numero de receptores de adenosina no cérebro (Snyder ef al., 1981 e Snyder &

Sklar, 1984 apud Wajda et al., 1989).

AVA
cm 1 2 3 4 5 6 i unespw-l 12 13 14 15 1e¢ 17 18



9
Introdugio

Os efeitos da administragdo cronica de cafeina nos receptores de
adenosina foram estudados em membranas do cérebro de camundongos. Esses
animais foram alimentados com uma dieta rica em cafeina (600 mg/Kg), por 15
dias, e sacrificados dois, quatro, oito e quinze dias apos a retirada da cafeina da
dieta. Comparados com os controles, alimentados com uma dieta regular, os
animais que foram alimentados com cafeina, mostraram um aumento no nimero
de receptores de adenosina no cérebro, em regides do cerebelo e também na parte
dianteira do cérebro (Boulenger & Marangos, 1989).

Em Drosophila melanogaster, também existem relatos de que a
cafeina aumenta o estado de vigilia e a atividade motora. Essas moscas, quando
tratadas com cafeina, mostraram uma redugdo dose-dependente do repouso (Shaw
etal., 2000).

Os efeitos estimulantes do sistema nervoso central causados pela
cafeina, sobre o comportamento programado, foram determinados em ratos
treinados para realizar uma determinada tarefa, em um intervalo fixo de cinco
minutos (FI). Administrada sozinha, a cafeina produziu uma duplicagdo da taxa de
resposta FI a uma dose de 10 mg/Kg e reduziu essa resposta a uma dose de 32
mg/Kg. Os efeitos da cafeina, neste caso, mostraram-se dose-dependentes (Logan
etal., 1989).

O consumo regular de cafeina aparentemente leva a tolerancia
de seus efeitos. A retirada da cafeina, pela cessagdo de sua ingestdo cronica, causa
uma sindrome cujos sintomas incluem dor-de-cabega, fadiga, dores musculares e
obstrugdo nasal (Zhang & Wells, 1990).

A cafeina esta envolvida também com outros aspectos da
fisiologia. Por exemplo, sabe-se que a cafeina causa um aumento na secregio
gastrica, especialmente de pepsina e acido hidroclorico livre € pode causar
ulceragdo gastrica. A dose fatal, no homem, ¢ estimada em torno de 10 g, talvez
menos em pacientes com doenga cardiaca (Timson, 1977).

Um aumento na sintese de uréia foi encontrado em ratos, aos
quais foram administradas altas doses de cafeina. Um aumento paralelo na
biossintese de uréia foi também observado em hepatocitos isolados desses ratos,

tratados com cafeina, os quais confirmaram uma maior capacidade para a sintese
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de uréia induzida por essa substdncia. O aumento apareceu somente apos alguns
dias de tratamento com cafeina (Jorda ef al., 1989).

A cafeina, bem como a metilxantina, um de seus derivados
metabélicos, pode liberar Ca*" de estoques intracelulares (David & Pitman, 1996).
Tem sido citada, na literatura, como um fator de risco para a osteoporose em
humanos, pois, aumentando a excregdo urinaria do célcio, o consumo de cafeina
pode reduzir a densidade mineral Ossea e aumentar a possibilidade de fraturas
(Tavani et al., 1995; Conlisk & Galuska, 2000).

Em ratos, a cafeina aumenta a absor¢io e excregdo de calcio e
também aumenta os niveis do hormonio da paratiredide (iPTH) (Glajchen ef al.,
1988).

Foi observado, também, o efeito da cafeina na contra¢do
muscular. Nos musculos esquelético e cardiaco, a cafeina aumenta a sensibilidade
ao Ca’' ¢ libera o mesmo do reticulo sarcoplasmatico, resultando na contrago
muscular (Gole ef al., 1987, Palade et al., 1989). No musculo liso, a cafeina
também libera Ca®" celular para induzir uma contragio transitoria. Além do efeito
contratil, a cafeina tem um potente efeito inibidor em varios masculos lisos. Foi
demonstrado que a cafeina inibe a fosfodiesterase do monofosfato de adenosina
ciclico (AMP-ciclico) e aumenta a concentragdo celular dessa Gltima substéancia.
Assim, o AMP-ciclico inibe contragdes do musculo liso, ¢ pode-se admitir que o
efeito inibidor da cafeina é mediado por esse composto (Ahn et al., 1988).

Doses de cafeina de 35 a 70 mM provocaram contragdes do
musculo bucal do molusco Aplysia. Segundo os autores Gole ef al. (1987), os
efeitos dessa substancia sobre os musculos bucais de Aplysia sao complexos e ndo
podem ser devidos somente a liberagdo de Ca®" intracelular estocado. Como em
experimentos com musculos de outros animais, a cafeina foi capaz de ativar a
contragao em meio livre de g

Alguns estudos tém relatado que a concentragdo normal de Na*
extracelular impede a cafeina de provocar contragdo de musculos cardiacos na
cobaia e no gato. Acredita-se que esse efeito inibidor do Na" sobre a contragio

provocada pela cafeina, ocorra porque ions Ca?' sdo eliminados da célula por um
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sistema de troca Na'- Ca®' tdo rapido, quanto a liberagdo de Ca*' do reticulo

sarcoplasmatico pela agdo da cafeina (Teraoka ef al., 1990).

De acordo com Fryer & Neering (1989), a cafeina ¢ uma das
drogas mais amplamente usadas no estudo da excitagdo-contragdo acopladas, no
musculo, sendo seus efeitos no musculo esquelético, dose-dependentes.

Varios estudos em vertebrados, incluindo ratos e humanos, tém
sido realizados com o objetivo de detectar o efeito sobre o desenvolvimento,
quando ha ingestdo materna de cafeina. Os efeitos encontrados incluem atraso no
desenvolvimento fetal, envolvendo ambos os sexos, uma diminui¢do na taxa de
desenvolvimento, subsequiente, e alta mortalidade no nascimento (Pollard ef al.,
1987).

Mais de 150 purinas comuns, pirimidinas, derivados de purina e
pirimidina, e analogos de vitaminas foram analisados quanto aos efeitos sobre o
crescimento e o desenvolvimento de insetos. Esses compostos foram injetados nas
pupas de bicho-da-seda, as mariposas Samia cyntia e Callosamia promethea. Os
compostos que tiveram efeitos morfogenéticos foram as metilxantinas (cafeina,
teofilina e teobromina), o acido barbitirico e alguns de seus analogos. As
metilxantinas impediram a iniciagdo do desenvolvimento do adulto, mas nao
foram toxicas para as pupas, muitas das quais viveram mais que dois meses apos a
inje¢ao. Estes compostos afetaram, especificamente, o sistema nervoso central dos
insetos, causando extensas alteragdes degenerativas no cérebro e ganglios
segmentais. Eles impediram o desenvolvimento do adulto por mecanismos que
causam danos a atividade neurossecretora no cérebro (Blaustein & Schneiderman,
1960).

Embora as metilxantinas sejam frequentemente utilizadas como
estimulantes pela populagdao humana, pouco ¢ conhecido sobre a sua fungdo
natural em plantas. Muitas plantas produzem substdncias endogenas, as quais
podem inibir a alimentag@o dos insetos. Dentre estas substancias, sdo encontradas
toxinas especificas, compostos semelhantes a feromonios e substancias de sabor
amargo. As metilxantinas naturais e sintéticas possuem essa propriedade de inibir
a alimentagdo de insetos, por isso, sdo consideradas como pesticidas naturais, que

ocorrem em concentragdes conhecidas em diversas plantas. Estes efeitos sdo
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devidos, primeiramente, a inibigdo da atividade de fosfodiesterases e também a
um aumento intracelular de AMP-ciclico. A baixas concentragdes, metilxantinas
sdo potentes sinergistas de outros pesticidas conhecidos, que ativam a adenilato
ciclase em insetos (Nathanson, 1984).

Em experimentos utilizando-se larvas da praga do tabaco,
Manduca sexta, para estudos sobre os efeitos pesticidas da cafeina, foi preparado
um meio de cultura artificial, onde foi juntado, em varias concentragdes, po das
folhas de cha (Camellia sinensis) ou p6 de grios de café (Coffea arabica). Os
primeiros instares larvais de M. sexta foram colocados para desenvolverem-se em
placas que continham este meio. Em concentragdes de 0,3 a 10% (por peso) para o
café e de 0,1 a 3% para o cha, houve uma inibigdo dose-dependente da
alimentagdo, associada com hiperatividade e tremores. Em concentragdes maiores
do que 10% para o café ou 3% para o cha, as larvas morreram dentro de 24 horas
(Nathanson, 1984).

Itoyama & Bicudo (1992), usando meios de cultura com
concentragdes de cafeina iguais a 50, 100, 1000 e 1500 pg/mL, observaram que a
produtividade (nimero de progénie) de Drosophila prosaltans tratadas foi
significantemente menor que aquela do controle. Adicionalmente, quando as
moscas foram transferidas de uma concentragdo maior para uma menor de
cafeina, a produtividade aumentou. O oposto também foi verdadeiro. Os dados
mostraram que o efeito da cafeina aumenta com a dose, sendo, portanto, dose-
dependente. Ainda nesse mesmo estudo, foi encontrado que a cafeina afeta a
oviposi¢do. Quando fémeas fecundadas, criadas no meio controle, foram
colocadas para ovipor durante 12 horas em meios com cafeina, o nimero de ovos
depositados diminuiu com o aumento da concentragdo dessa droga. Sugeriu-se
que a ingestdo de cafeina bloqueia a produgdo de novos foliculos causando, assim,
um atraso ou decréscimo na oviposi¢ao.

Também em Drosophila prosaltans, a cafeina, em uma
concentragdo de 2500 pg/mL, causou alteragdes permanentes, bloqueando a
recuperagdo da produtividade normal, comparada com outras concentragdes
menores (Itoyama ef al., 1998). Também o tempo de desenvolvimento foi afetado

pela cafeina em concentragdoes de 1000 pg/mL e 1500 pg/mL. Por sua vez, a
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longevidade média de moscas virgens de D. prosaltans, de ambos os sexos,
tratadas com cafeina foi significantemente mais curta do que aquela do controle.
Entretanto, esse decréscimo n3o foi correlacionado com a concentragdo de
cafeina. A cafeina geralmente aumenta a longevidade média de fémeas
acasaladas. Os autores admitiram que o bloqueio da ovogénese pela cafeina
poderia resultar em uma economia de energia que beneficiaria as fémeas
acasaladas (Itoyama & Bicudo, 1992).

Ainda em estudos realizados em D. prosaltans por Itoyama et
al. (1995), verificou-se: a) que a freqiiéncia de acasalamentos foi mais elevada nos
controles do que nos experimentos tratados com cafeina; b) que o tempo médio de
pré-copula para as moscas controle foi menor do que aquele para as moscas
tratadas (25,9 e 33,2 minutos, respectivamente) e ¢) que a média de duragdo de
copula para as moscas controle foi maior do que aquela para as moscas tratadas

(27,0 e 25,7 minutos, respectivamente).

4. Acao mutagénica e efeitos sinergisticos da cafeina

Os efeitos genéticos ocasionados pela cafeina podem ser
agrupados em duas classes, mutagénese direta e modificagdo dos efeitos de outros
agentes. Como um mutageno direto, a cafeina pode potencializar a morte celular e
produzir aberragdes cromossomicas em alguns tipos celulares de mamiferos, in
vitro, a concentragdes muito baixas (Hansson ef al., 1982).

Respostas mutagénicas tém sido observadas em varios outros
organismos. Em animais inferiores aos mamiferos, existem relatos de que a
cafeina ¢ mutagénica para o fungo Ophiostoma multiannulatum, no qual foi
observada a ocorréncia de mutagdes fisiologicas e também de um grande nimero
de micélios alterados morfologicamente, apés o tratamento com essa substincia
(Fries, 1950). Em Saccharomyces cerevisiae, Bard et al. (1980) detectaram
individuos exibindo, naturalmente, diferentes niveis de resisténcia a cafeina. A
cafeina também mostrou-se mutagénica em Drosophila melanogaster (revisio em

Kuhlmann et al., 1968).
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De acordo com Sandlie & Kleppe (1982), a cafeina inibe a
incorporagdo de timidina no DNA em células procaridticas e eucaridticas. Em
Escherichia coli essa inibigdo pode ser devida a varios fatores, tais como,
decréscimo na incorporag@o de timidina pela célula, inibi¢do da timidina quinase,

ou um efeito sobre o processo de sintese do DNA. Com relagdo a timidina

quinase, a cafeina ¢ um inibidor competitivo desta enzima in vitro, competindo

com o substrato ATP pelo sitio de ligagdo.

Segundo Sehgal & Simdes (1976) o contato prolongado com a
cafeina durante o periodo larval, provoca malformagdes dos ovarios nas fémeas e
esterilidade em adultos de Drosophila melanogaster.

Nas plantas, a cafeina interfere, principalmente, na citocinese
(Lopez-Saez et al., 1966 apud McDaniel & Berry, 1974).

Estudos com animais expostos a cafeina em doses iguais, ou
mesmo superiores as maiores exposigdes humanas permitidas, ndo tém
demonstrado efeitos genéticos detrimentais em estudos relacionados a reprodugao,
ou em experimentos de letais dominantes. Contudo, a altas doses, 30 a 100 vezes
a dose permitida aos humanos, efeitos teratogénicos foram observados em
roedores (pequena revisdao em Sivak ef al., 1982).

Ostertag et al. (1965), trabalhando com células humanas HeLa
em cultura, mostraram que a cafeina induz quebras cromossdémicas e que a
quantidade de quebras foi paralela a dose usada. Verificaram-se ainda, que a
cafeina induziu quebras cromossomicas somente quando adicionada antes do
processo de duplicagdio do DNA ou durante este. A maioria das quebras
cromossomicas nao foram reparadas.

Segundo estudos realizados por Kuhlmann ef al (1968),
também em humanos, a cafeina inibe o desenvolvimento das células HeLa em
concentragdes de aproximadamente 200 pg/mL. Essa mesma concentragao causou
inibigdo da sintese de RNA, mas n3o da sintese de DNA. A exposi¢do das células
a altas concentragdes de cafeina, por duas horas, afeta o ciclo celular. O tempo
entre a sintese de DNA e a proxima metafase € de, aproximadamente, uma hora a

mais do que nas células ndo tratadas. A inibi¢do da atividade da DNA polimerase,
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pela cafeina, foi observada em células humanas, in vitro, a concentragdes de
aproximadamente 500 pg/mL, depois de 48 horas.

Em um estudo com o caramujo Biomphalaria glabrata, no qual
massas de ovos foram tratadas com uma solugdo de cafeina a 0,1%, por 24 horas,
em diferentes estadios do desenvolvimento, foi observada uma alta taxa de
mortalidade antes da primeira clivagem dos ovos tratados. Da primeira clivagem
até o estadio de blastula, houve a formagdo de caramujos teratomorfos. No estadio
de gastrula, a taxa de mortalidade foi de 56,8% e no de trocofora jovem foi de
34%. Neste ultimo estadio, obteve-se também a taxa maxima de malformacio da
concha. No estadio de trocofora ndo foi observado nenhum efeito da droga até a
eclosdo (Kawano et al., 1979).

A segunda classe de efeitos genéticos descrita para a cafeina ¢é
que esta droga age como um modificador, ou como um ativador ou inibidor de
alguns processos induzidos por um outro agente (Sivak ef al., 1982). Neste caso, a
freqiiéncia de aberragdes cromossomicas ¢ mais alta do que a freqiiéncia de
aberragdes induzidas pelo mutageno sozinho. O estudo do sinergismo da cafeina
com mutagenos in vivo em mamiferos, nao € relevante somente do ponto de vista
teorico, mas também relaciona-se ao uso da cafeina em dietas humanas (Dulout ef
al., 1981).

A utilizag@o conjunta da cafeina tem causado aumento na taxa
de mutagdes induzidas por radiagdo ultravioleta (Witkin, 1958; Sauerbier, 1964
apud Mendelson, 1974), radiagao y (Yamamoto, 1969 apud Mendelson, 1974),
mitomicina-C e radiagdo X (Mendelson, 1974).

O estudo dos efeitos de dosagens de 3 mM de cafeina sobre a
progressio do ciclo celular de células HeLaS; desenvolvendo-se,
exponencialmente e assincronicamente, em cultura em suspensdo, seguindo a
exposi¢do a 6,8 Gy de radiagdo y ou 30 minutos a 45°C de hipertermia, mostraram
que radiagdo e cafeina agiram de uma maneira complementar, na qual a radiagdo
reduziu o atraso na progressdo do ciclo celular, induzido pela cafeina, de células
em Gy, e o retardo mitotico.

Calor e cafeina tiveram efeitos aditivos sobre as alteragdes na

progressdo do ciclo celular. A cafeina causa um atraso na saida da fase Gi.
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Similarmente, o calor causa um atraso na progressdo de G, Portanto, os atrasos
em G causados pelo calor e pela cafeina podem ser aditivos (Higashi-Kubo ez al.,
1989).

Dulout er al. (1981) analisaram o efeito combinado, em
camundongos in vivo, da cafeina e dos mutagenos trietilenemelamina (TEM) e
adriamicina (ADR). Ambos os compostos s3o usados como agentes
quimioterapéuticos no cincer. Animais injetados somente com cafeina exibiram
um aumento significante na freqiiéncia de “gaps” e também de quebras
cromossOmicas. Tratamentos com TEM induziram um aumento significante de
“gaps”, quebras e trocas cromatidicas. ADR aumentou a freqiiéncia de “gaps” e de
quebras e induziu fusdes céntricas. Tratamentos combinados com TEM e cafeina
evidenciaram a habilidade potencial da Gltima droga. Ja no caso de camundongos
injetados com ADR e cafeina, somente a freqiéncia de fusdes céntricas foi
aumentada. Foi relatado que a cafeina ativou a transformagio neoplasica induzida
por uma variedade de carcinogenos quimicos em c€lulas embrionarias do hamster
Syriam, enquanto que em outro caso, foi relatada uma inibi¢ao de transformagio
induzida por 4-nitroquinolina-N-6xido em células de camundongo BALB/c-3T3.
Ambos os fendmenos foram descritos como inibigdo do reparo poés-replicagio,
pela cafeina.

Itoyama & Bicudo (2000) analisaram o efeito da cafeina
combinado com o cloreto estanoso (SnCl;) sobre a fecundidade de Drosophila
prosaltans. Se a cafeina é considerada um inibidor do reparo do DNA e o SnCl;
afeta 0 DNA, espera-se um efeito prejudicial maior quando ambos os compostos
sdo administrados juntos, do que separados. Os tratamentos isolados com cafeina
e com SnCl; mostraram redug@o significante da progénie quando comparados com
o controle. Por sua vez, o nimero de descendentes no tratamento combinado foi
15% menor do que no tratamento com a cafeina sozinha.

Trinta e cinco populagdes naturais de Drosophila melanogaster
da Virginia foram testadas quanto ao seu grau de sensibilidade ao carcinogeno
aflatoxina B, (AFB,) e a cafeina. Oito destas linhagens foram testadas para os
efeitos da administragdo simultdnea de ambas as drogas. A cafeina demonstrou

um efeito protetor significante impedindo o alto grau de mortalidade ovo-adulto
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produzido por AFB; sozinha e também promovendo menor redugdo do corpo dos
adultos (Chinnici & Bettinger, 1984).

Um teste conhecido como teste de microntcleos serve como
uma medida indireta da quantidade de quebras cromossdmicas causadas por um
determinado agente. Se um cromossomo ¢ quebrado, o fragmento acéntrico pode
ndo ser incorporado dentro de cada nucleo filho na mitose, mas ao invés disso,
pode formar pequenos microntcleos distintos. A cafeina tem numerosos efeitos
sobre o reparo do DNA, e ¢ esperado que ela possa interagir sinergisticamente
com radiagdo 7y, a qual causa varios tipos de danos a molécula de DNA. Foi
encontrado que em linfocitos humanos irradiados a época da inoculagdo e
analisados 72 horas depois, pos-tratamento com cafeina reduziu o numero de
micronucleos observados apos a radiag@o y. Quando a irradiagdo foi 48 horas apos
a inoculagdo e a fixagdo em 72 horas, a freqiéncia de micronucleos foi
grandemente aumentada pelo pos-tratamento com cafeina. A cafeina sozinha n3o
tem efeito sobre a freqiéncia de micronucleos (Boyes & Koval, 1983).

A presenga de hidroxiuréia (HU) durante a fase G; potencializou

a produgdo de aberragdes do tipo cromatidicas induzidas por raios X e

estreptonigrina em linfocitos humanos. Um efeito de potencializagdo do mesmo
tipo e magnitude foi obtido quando cafeina foi dada como um pos-tratamento
durante G;. Foi, entretanto, demonstrado que o atraso mitético induzido por raios
X foi encurtado pela cafeina e prolongado pela HU. Acredita-se que cafeina e HU
reduzem a eficiéncia do processo de reparo; a cafeina por encurtar o tempo
disponivel para o reparo e HU por reduzir o suprimento de material requerido para
o reparo (Hansson ef al., 1982).

Segundo Tomita & Tsuchiya (1989 a, b apud Tsuchiya et al.
1992), quimioterapia combinada com a administragio de cafeina, oferece boas
perspectivas no estudo do osteossarcoma. A cafeina tem um efeito de inibigdo no
reparo do DNA e acentua a citoxicidade da cisplatina, doxorrubicina,
ciclofosfamida e mitomicina-C, que in vitro e in vivo, agem contra uma linhagem
celular de osteossarcoma humano.

No homem adulto a cafeina aumenta as concentragdes de

catecolaminas e corticosterdides no plasma e urina, e altera os niveis de glicose e
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insulina, em varios graus. Em estudos com fetos humanos, nos quais foi
administrada uma infus@o de cafeina para a mde em uma dose total de 4,5 mg/Kg,
observou-se que esta droga ndo tinha efeito sobre o metabolismo materno, mas
quando administrada simultaneamente com glicose intravenosa, resultou em
significante redugdo das taxas de glicose-insulina no plasma materno. Somente
glicose e lactato foram elevados no feto durante uma infusdo materna de cafeina.
Foi concluido, entdo, que a homeostase da glicose fetal pode ser influenciada por
exposi¢do materna a cafeina, mas seu efeito total sobre o metabolismo fetal e
padrdo dos gases sangiiineos € pequeno (Kitts & Mathieson, 1989).

Em um estudo realizado com ratos, foram observados os efeitos
de administragdo aguda de cafeina sozinha e em combinag¢do com o etanol. Os
niveis plasmaticos de aminoacidos nao foram perturbados pela cafeina sozinha,
mas a administra¢do de cafeina e etanol combinados reduziu os niveis de varios
aminoacidos (Bekairi ef al., 1987 apud Wajda et al., 1989).

Ha indicagdes de que a cafeina induz letais dominantes ligados
ao sexo em Drosophila (Kuhlmann et al., 1968). Em um experimento onde
fémeas jovens de Drosophila foram tratadas com cafeina, e entdo acasaladas, por
24 horas, com machos que tinham sido irradiados com 2000 R de radiagao X, a
radiagdo induziu letais dominantes e perda do cromossomo sexual do genoma
paterno, cujas freqiiéncias foram determinadas. Quando fémeas jovens, virgens,
de um estoque radiorresistente foram tratadas com cafeina e entdo irradiadas com
3000 R de radiagdao X, observou-se um aumento dos letais dominantes no genoma
materno. Foi sugerido que a cafeina reduz a eficiéncia de um sistema dos
ovocitos, em Drosophila, que repara quebras cromossomicas produzidas por raio-
X, tanto em genomas paternos como em maternos (Mendelson, 1974).

Dados de Ostertag & Haake (1966) mostraram a ocorréncia de
mortalidade preferencial de machos, apds o tratamento de larvas de Drosophila
com cafeina. Também foi observada perda do cromossomo X e letais recessivos
ligados ao sexo nas larvas fémeas. Andrew (1959) também havia relatado um
aumento significante de mutagGes letais recessivas ligadas ao sexo, apos a

exposi¢ao de machos de Drosophila a cafeina.
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Kuhlmann ef al. (1968) observaram que, quando larvas fémeas
de Drosophila eram expostas a 1% de cafeina, por uma hora, sendo depois
devolvidas ao seu meio normal para incubar, era observada uma mudanga na
razdao sexual (a razdo sexual ¢ definida como a porcentagem de machos no niimero
total de moscas) em favor das fémeas, isto é, mais larvas machos morreram apés a
exposigdo a cafeina. No estudo realizado por Itoyama & Bicudo (1992), observou-
se também que os machos da progénie de fémeas tratadas com diferentes
concentragdes de cafeina, s3o mais prejudicados por essa substdncia do que as
fémeas da mesma progénie, reforcando dados na literatura, que relatam maior

sensibilidade dos machos as condi¢gdes ambientais adversas.

Os dados constantes na literatura, especialmente os obtidos em
Drosophila prosaltans, mostrando que a cafeina diminui a fertilidade e a
longevidade das moscas e aumenta o tempo de desenvolvimento, funcionando
assim, como um redutor do numero de individuos desse género de insetos,

sugeriram o presente trabalho utilizando como organismo de estudo o Aedes

aegypli.

S. Aedes aegypti

Entre os mosquitos, o género Aedes constitui um dos mais
importantes. Ele contém mais de 700 espécies, sendo varias delas transmissoras de
doengas humanas (revisdo em Rai & Hartberg, 1975).

O Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) é originario da Africa, e
dai se alastrou para todo o mundo, sendo atualmente cosmopolita (Reyes-
Villanueva, 1990). Este mosquito disseminou-se em toda a zona intertropical e
mesmo em paises temperados entre 40° latitude Norte e 40° latitude Sul. Sua
disseminagdo pode ser feita facilmente através de navios, trens, automoveis e
avides. Introduzido na América, passou a ocupar larga por¢do do seu territorio,

sobretudo ao longo do litoral atlantico, da Argentina e Uruguai até o sul dos
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Estados Unidos e também as Antilhas. Este inseto prefere a umidade, sendo por
isso mais encontrado no litoral e ao longo dos cursos de agua. Porém isso nao
implica na sua inexisténcia em lugares aridos, sendo encontrado em vastas areas
semi-aridas do Nordeste brasileiro, fato que nao foi suspeitado antes de 1928,
devido a ser sempre julgado como uma espécie de regides umidas (Pessda &
Martins, 1982).

A distribuigdo de A. aegypti ¢ diretamente relacionada aos seus
requerimentos de temperatura. Adultos ndo sdo resistentes em climas frios € uma
temperatura de 6°C por 24 horas, ou acima de 42°C por cinco minutos sdo
consideradas letais. Os limites de temperatura para larvas s3o de 8°C a 46°C e para
os ovos de 20°C a 46°C. A. aegypti tem sido encontrado em todos os paises do
hemisfério ocidental com exceg¢do do Canada (pequena revisao em Slosek, 1986).
Considera-se que, primitivamente, este mosquito era uma espécie florestal
(habitante de bosques) e suas larvas eram bromelicolas, posteriormente, foi se
adaptando ao habitat doméstico e urbano (Pessoa & Martins, 1982; Reyes-
Villanueva, 1990).

Os principais subgéneros de Aedes da regido neotropica sdo os
seguintes: [inlaya (= Conopostegus), Ochlerotatus, Howardina e Stegomyia,
sendo que o Aedes aegypti pertence a este ultimo subgénero (Pessda & Martins,
1982). Esse mosquito ¢ bastante utilizado em estudos de genética basica e
citogenética, bem como em estudos para o desenvolvimento e aplicagio de
metodologia genética para o controle populacional. Ele tem um pequeno niumero
de cromossomos, constando de trés pares, sendo 0s cromossomos sexuais € 0s
cromossomos 2 metacéntricos ¢ sendo o par de cromossomos 3, usualmente,
considerado submetacéntrico (McDonald & Rai, 1970; Lima-Catelani & Bicudo,
1994). E facilmente mantido e manipulado no laboratério, possui uma rica fonte
de variabilidade genética, e apresenta distribuigdo global (Rai & Hartberg, 1975).

O Aedes aegypti ¢ muito importante em entomologia médica
porque ¢ um vetor de enfermidades virais, como a febre amarela, a dengue e a
febre hemorragica. Nas areas urbanas do sudeste da Asia, Pacifico Ocidental e
praticamente em todo o continente americano, os individuos estdo expostos a um

ou mais dos quatro sorotipos do virus da dengue que sao chamados de DEN-1,
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DEN-2, DEN-3 e DEN-4 (Clark, 1995), ¢ desse modo, estio sujeitos a
desenvolver a febre hemorragica, que pode levar a obito.

Apos ter sido erradicado na década de 50 (Pessdéa & Martins,
1982; revisdao em Schatzmayr, 1994), o Aedes aegypti reinvadiu o Brasil a partir
dos anos 70 ocasionando uma grande preocupagao. No Estado de Sao Paulo, o 4.
aegypti foi reintroduzido em 1980 e 1981, e os focos foram eliminados. A
colonizagdo, por esse mosquito, dos 30 municipios da regido de Sao José do Rio
Preto, localizada na parte noroeste do Estado de Sdo Paulo, ocorreu novamente no
periodo de 1985 a 1991 (Neto, 1997). O aumento da infestagdo de varias regides
brasileiras pelo mosquito trouxe, como conseqiiéncia, epidemias de dengue e o
risco da ocorréncia de febre hemorragica, causada em uma segunda infecgdo por
um virus de sorotipo incompativel com o primeiro. O agente etiologico da febre
amarela e da dengue pertence a familia Togaviridae. E um virus de RNA de fita
simples, pertencente ao género /'lavivirus (Arbovirus B) (Candeias, 1991).

Morfologicamente, os adultos de A. aegypti podem ser
facilmente distinguidos das demais espécies de mosquitos. O clipeo ¢ revestido de
escamas; o mesonoto apresenta duas linhas longitudinais medianas de escamas
amarcladas e, de cada lado, uma linha argéntea curva, que se torna reta no ter¢o
posterior e se prolonga até o escutelo, o conjunto forma o desenho de uma lira,
muito caracteristico da espécie. O abdome possui cinco anéis basais brancos.
Fémures com anéis brancos apicais; terceiro par de pernas com an€is, da mesma
cor, nas por¢des basais. A larva possui um sifao respiratorio castanho-escuro,
quase negro, curto, e, devido a este sifdo, permanece quase verticalmente em
relagdo a superficie liquida. O pécten do sifdo possui 12 escamas sob a forma de
ganchos tricaspides; o pécten do oitavo segmento abdominal possui 11 escamas
espinhosas no apice (Pesséa & Martins, 1982).

O Aedes aegypti deposita seus ovos separadamente, em muitos
lotes, postos em intervalos de um dia ou mais, na vizinhanga da agua ou na sua
superficic. Esse mosquito tem a particularidade de seus ovos conservarem durante
muito tempo, mesmo a seco, a capacidade de eclosdo. Tais ovos, colocados sobre
as paredes dos recipientes, podem permanecer viaveis durante muitos meses,

resistindo a dessecagdo, e quando o ambiente torna-se favoravel, as larvas sdo
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liberadas. Dai a necessidade de, além de esvaziar a agua dos recipientes suspeitos,
proceder a esterilizagdo dos mesmos, a fim de destruir as posturas latentes do
mosquito. Tal destrui¢do pode ser feita por simples processos mecanicos, como a
raspagem da superficie interna do recipiente, pela flambagem, ou por processos
quimicos, como por exemplo, pelo hipoclorito, ou pela petrolagem (Pessdoa &
Martins, 1982).

Os locais de postura podem ser vasos de plantas em residéncias
ou nos cemitérios, latas, garrafas, pneus, barris, potes de barro, pias das igrejas,
nas calhas dos telhados, caixas d’agua destampadas, piscinas ndo tratadas, pogos,
enfim, em qualquer recipiente que possa conter agua limpa ou, na falta desta,
mesmo em agua completamente suja, tanto proximo como dentro das habitagdes
humanas (Pessoa & Martins, 1982; Panicker ef al., 1982; Subra, 1983; Strickman
& Kittayapong, 1993).

A copula se processa 12 a 24 horas apds o nascimento do imago
e estimula o desejo da fémea em sugar sangue. Fémeas virgens dificilmente
sugam sangue, que € necessario para o desenvolvimento ou maturagdo dos ovos.
Sob este ponto de vista, nem todos os estegomias se comportam da mesma
maneira. Assim, algumas fémeas sdo ativas e s6 tém necessidade de um unico
repasto sangiiineo para a matura¢do dos ovos; outras, ao contrario, € sao em maior
numero, sO efetuam posturas apds duas, trés ou mesmo quatro refeicdes de
sangue. Se as fémeas sugarem o sangue antes ou apés a copula, os ovos sdo postos
poucos dias depois; se forem alimentadas com liquidos agucarados, os ovos ndo se
desenvolvem, nem ha postura. Cada fémea ¢ capaz de por, em muitas vezes, 70 a
150 ovos. As larvas se desenvolvem rapidamente nas aguas impuras, onde se
nutrem de varias bactérias, algas e diatomaceas, e também de varias particulas de
detritos que sdo derivados de tecidos de plantas em decomposi¢do (Jones, 1978;
Pessoa & Martins, 1982; Clements, 1992).

Como ja foi mencionado, o 4. aegypti é um mosquito
essencialmente doméstico, adaptado a habitagdo do homem a custa do qual se
nutre, de preferéncia. So existe nas regides de temperatura muito elevada e pica
raramente quando ela desce a menos de 23°C. E um mosquito de habitos diurnos,

picando raramente a noite. Para exercer a hematofagia necessita de luz e, assim,
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somente levado por extrema avidez devida a fome é que pica no escuro. Na falta
do homem, ou experimentalmente, pode picar cdes, gatos, ratos, cobaias e até
passaros ou répteis (Pess6a & Martins, 1982).

O ciclo evolutivo dura 11 a 18 dias a temperatura de 26°C.
Quanto a longevidade desta espécie, foi constatado que as fémeas vivem até 154
dias, em condigdes experimentais. Nos paises quentes ha numerosas geragdes
anuais. Segundo dados da literatura, a fémea, apos ter posto todos os seus ovos,
morre rapidamente, raramente sobrevivendo mais de 15 dias apds a postura. Em
condigdes normais, uma fémea pode fazer 12 ou mais repastos sangiiineos em um
més (Pess6a & Martins, 1982).

Sdo José do Rio Preto tem apresentado, nos ultimos anos, altos
indices de infestagdao pelo Aedes aegypti e é hoje a cidade do Estado com maior
incidéncia de dengue, tendo atingido mais de 5000 pessoas, na regido, no ano de
1999. Quanto a febre hemorragica, foi registrado, também em 1999, na regido de
Rio Preto, um caso, o qual ocorreu no municipio de Rioldndia, um dos mais
afetados pela dengue na area de abrangéncia da Diregdo Regional de Saude (DIR-
22), que envolve 99 municipios. Hoje temos o risco da febre amarela, também
transmitida por esse mosquito. Foi confirmado um caso fatal de febre amarela em
Sao José do Rio Preto em margo de 2000 (Bichara & Mendes, 2000, Diario da
Regido). Segundo dados da DIR, no ano 2000, foram registrados, na regido, 1134
casos de dengue confirmados, dos quais 426 em S3o José do Rio Preto.

A falta de cooperagdo das populagdes humanas para a
eliminag@o dos criadouros, em suas proprias casas, tem dificultado e até mesmo
neutralizado os esfor¢os da SUCEN (Superintendéncia de Controle de Endemias
do Estado de Sao Paulo) na solugdo do problema.

Uma das formas pelas quais a SUCEN atua no controle, é
através da eliminagdo das fases larvais de Aedes aegypti pelo uso de inseticidas. O
temef6s, nome comercial: Abate, € um organofosforado, sob a forma de granulos,
que sdo depositados nos pratos dos vasos de flores que enfeitam as casas e em
outros recipientes ndo reciclaveis. Também sdo pulverizados inseticidas
piretroides pelas ruas das cidades, quando o indice de Breteau ultrapassa os niveis

considerados aceitaveis. Esse indice envolve o dimensionamento dos criadouros
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existentes, pela contagem dos recipientes com larvas, dando indicagdo da
intensidade e extensdo da infestagdo, associando recipientes a casas (nimero de
amostras positivas / namero de residéncias visitadas x 100). O conhecimento dos
niveis de infestagdo permite a avaliagio dos riscos de uma epidemia. Areas com
indices superiores a cinco sdo considerados locais de risco para a transmissao das
doengas. Este indice € efetuado mensalmente onde ha infestagdo domiciliar (Alves
etal., 1991).

Lima-Catelani (1996) realizou um estudo do padrdo de esterases
de A. aegypti de Sdo José do Rio Preto e Marilia, tendo verificado que essas
populagdes diferem quanto ao padrdo de bandas esterasicas em géis de
poliacrilamida. As esterases sdo enzimas importantes que desempenham papéis
em varias fungdes dos organismos, abrangendo resisténcia a inseticidas (Kao ef
al., 1985a; Morton, 1993), digestdo (Kapin & Ahmad, 1980; Argentine & James,
1995), reprodugdo (Sergeev et al., 1993) e metabolismo do hormdnio juvenil
(Harshman et al., 1994; Debernard & Couillaud, 1994). Assim, alteragbes no
ambiente podem, eventualmente, causar alteragdes no padrdo dessas enzimas. Eo
caso do uso de inseticidas, analisado em alguns insetos.

A descoberta do desenvolvimento de resisténcia a inseticidas,
pelos mosquitos, ocorreu no final dos anos 40 e inicio da década de 50 (revisao
em Rai & Hartberg, 1975). Essa resisténcia esta sendo constatada em algumas
localidades brasileiras e ha suspeitas de que também esteja ocorrendo em S@o José
do Rio Preto. Essa habilidade dos insetos para metabolizar os inseticidas pode
comprometer os programas de controle, anulando os esfor¢os nesse sentido.

A capacidade de metabolizar os inseticidas, causando assim,
resisténcia aos mesmos, esta ligada, em alguns organismos, a um aumento da taxa
de sintese de dois tipos de esterases, as carboxilesterases e as acetilcolinesterases,
classificadas com base no seu comportamento perante os inibidores malation e
sulfato de eserina (Oakeshott ef al., 1993).

Alguns estudos forneceram evidéncia de heranga monofatorial
para o DDT (1,1-bis (4-clorofenil)-2,2,2-tricloroetano) nas larvas de A. aegypti.
Estudos de ligagdo tém mostrado que este gene é herdado como um gene de

dominancia incompleta que esta no grupo de ligagdo dois. A resisténcia larval,
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aparentemente, envolve um aumento na descloragio do DDT para se tornar o
DDE (2,2-bis(4-clorofenil)-1,1-dicloroetileno), que € inofensivo para os insetos,
pela agdo da enzima DDT-dehidroclorinase (revisdo em Rai & Hartberg, 1975).

A resisténcia ao dieldrin em A4. aegypti mostrou ser controlada
por um Unico gene no grupo de ligagdo dois. Foi demonstrado, posteriormente,
que o gene para a resisténcia ao dieldrin (D/) ¢ distinto do gene que determina
resisténcia a0 DDT (RPP"), mas eles estdo proximamente ligados. D/ é um
excelente marcador genético, em contraste a0 R°”". Ha evidéncias de que genes
modificadores podem ativar a resisténcia ao dieldrin em A. aegypti. Fatores
afetando a resisténcia ao malation tém sido localizados nos grupos de ligagdo dois
e trés (revisdo em Rai & Hartberg, 1975).

Outro aspecto a ser considerado, com relagdo ao uso de
inseticidas, ¢ o do risco, especialmente, para criangas e animais domésticos, da
presenga dos granulos de organofosforados em recipientes proximos ou no interior
das casas, e do inseticida piretroide pulverizado, para pessoas alérgicas e animais.
De um modo geral, o problema dos efeitos toxicos e mutagénicos para o homem e
de contaminagdo para o meio ambiente (que também direta ou indiretamente
atinge o homem), do uso de inseticidas, é bastante sério. Segundo Augusto ef al.
(2000), os inseticidas utilizados no combate ao Aedes sio conhecidamente
neurotoxicos e alergénicos e que, por isto, ndo dependem de dose para produzir
seu efeito toxico.

O abate e o lindane s@o eficientes para o controle de larvas do
mosquito, mas mostraram-se extremamente toxicos e, portanto, sdo fortes
poluidores ambientais. Segundo Shamaan et al. (1993), o abate ¢ muito tdxico
para a larva de Aedes, sendo considerada DL50, a concentragdo de 0,0001 mg/L.
Este produto € bastante conhecido como neurotoxico para o homem, fragiliza
musculos e nervos e também ha evidéncias, em estudos experimentais, de efeito
mutagénico.

Diante dos efeitos que podem ser causados pelos inseticidas, o
uso de substdncias alternativas que viessem a ajudar no controle do Aedes, sem
poluir o ambiente, seria extremamente desejavel. Por exemplo, de acordo com

Andrade & Modolo (1991), o uso do abate em associagdo com o Bacillus
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thuringiensis contra o mosquito Culex quinquefasciatus, tem mostrado resultados

promissores tanto em condigdes de laboratério como no campo.
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Objetivos

O objetivo do presente trabalho foi analisar o efeito da cafeina
“sobre parametros biologicos de Aedes aegypti. O estudo da acgdo toxica e
mutagénica da cafeina tem particular interesse pelo fato desta droga ser
consumida em grandes quantidades pelo homem. Além disso, caso a resposta do
A. acgypti a cafeina fosse semelhante a observada em Drosophila e outros
organismos, eventualmente os resultados obtidos poderiam mostrar que a cafeina
pode ser usada como auxiliar no controle, para eliminagdo das formas larvais de
Aedes.
Para isto foram analisados os seguintes pardmetros:
1. A taxa de eclosao.
O desenvolvimento de ovo até a fase adulta.

A mortalidade nas diferentes fases.

2
3
4. A longevidade dos adultos.
5

O padrido de esterases.

Esse ultimo aspecto foi introduzido com o objetivo de verificar
se a cafeina interfere no padrdo de sintese das enzimas esterasicas, as quais
desempenham papel importante na fisiologia, no desenvolvimento e na aquisigdo

de resisténcia a inseticidas, como demonstrado em alguns organismos.
Além da cafeina, foi testado no presente estudo, o p6 de café
usado, pois caso esse se mostrasse auxiliar no controle de Aedes, por seu contedo
de cafeina, poderia ser utilizado facilmente pela populagio no lugar do

organofosforado abate.
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1. Organismo e procedéncia

No presente trabalho foi utilizado como material de estudo o
mosquito Aedes aegypti. Sua classificagdo taxondmica € a que segue:

Filo: Arthropoda

Classe: Insecta

Ordem: Diptera
Familia: Culicidae
Subfamilia: Culicinae
Género: Aedes
Subgénero: Stegomyia

Espécie: Aedes aegypti

Os mosquitos foram coletados pela SUCEN (Superintendéncia
de Controle de Endemias), em Sido Jos¢ do Rio Preto — SP e criados no
Laboratorio de Vetores deste Instituto. Foram utilizados, nos experimentos, os

ovos ¢ as larvas descendentes desses mosquitos.

2. Manutenc¢io em laboratorio

Os mosquitos sao organismos holometabolos que passam pelas
fases de ovo, larva (fases L1, L2, L3 e L4), pupa e adulto (Figura 1).

Os mosquitos mantidos no Laboratério de Vetores sdo
provenientes de coletas de larvas e pupas, encontradas em recipientes contendo
agua parada. No laboratorio, as larvas de Aedes aegypti sdao separadas de acordo
com as suas caracteristicas morfologicas, pois sdo coletadas larvas e pupas de
varias espécies de mosquitos. No caso das pupas, ndo € possivel diferencia-las
apenas com base em suas caracteristicas morfologicas, entdo estas sdo colocadas
em uma gaiola até o surgimento dos adultos. Estes ultimos entdo, podem ser

separados, pois os caracteres morfologicos de Aedes aegypti sio bastante
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ADULTO

Figura 1. Ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti (modificado da internet — http://www-

rci.rutgers.edu/~insects/Icycle.htm).
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marcantes, possibilitando diferencia-los com precisdo das demais espécies de
mosquitos (Figuras 2 e 3).

Depois de corretamente separados, os adultos sio mantidos em
gaiolas de madeira com tela fina de nylon e forradas com papel branco para que sc¢
possa visualizar os individuos mortos caidos no chdo da gaiola. Na gaiola, os
adultos s3ao alimentados diariamente com uma solugdo aquosa de agucar. Esta
solugdo € colocada em um frasco de boca estreita contendo uma fita de algodao, a
qual absorve a solugdo de agicar. Uma ponta do algodao é deixada para fora do
frasco para que os mosquitos possam sugar. Tanto as fémeas como os machos
alimentam-se desta solugao.

Para a alimentagio das fémeas também ¢ colocado,
semanalmente, um camundongo, o qual € fornecido pelo Biotério do
Departamento de Zoologia do IBILCE — UNESP. As fémeas precisam ser
alimentadas com sangue para que possam ovipor. O camundongo € preso em uma
tela de arame, de tal forma que fique o mais imovel possivel; este procedimento €

conhecido como “empastelamento”. A seguir, o camundongo € colocado na

gaiola, onde permanece por volta de uma hora e trinta minutos.

As larvas que eclodem dos ovos obtidos no laboratorio sao
alimentadas com ragdo para peixes, em flocos, a qual € triturada com o auxilio de
um macerador, até que sc torne po. Este po entdo ¢ espalhado sobre a superficie da
agua quando a maioria das larvas ja estdo na fase de L3. As larvas alimentadas
com esta ragdo se desenvolvem mais rapidamente do que as que ndao sao
alimentadas. A agua com ragdo deve ser trocada, semanalmente.

Dentro das gaiolas também sdo colocados recipientes para a
postura dos ovos. Estes recipientes sdo copos contendo agua da torneira e as
paredes destes copos sdo forradas com uma fita larga de papel de filtro onde ficam
depositados os ovos colocados pelas fémeas. Os ovos que ficam flutuando na agua
dos copos sdo recolhidos com o auxilio de um pincel de ponta fina e colocados na
fita de papel de filtro, juntamente com os outros ovos.

Esta fita contendo os ovos € colocada para secar durante,
aproximadamente, 24 horas. ApoOs esse periodo, os ovos sdo contados com o

auxilio de uma lupa de mdo, e entdo sdo devidamente embalados em saquinhos
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Figura 2. Estadios larvais do mosquito Aedes aegypti (Jones, 1978).
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plasticos e rotulados com o nome da espécie, procedéncia, data da embalagem e
numero de ovos por fita. Desta forma, os ovos embalados sdo estocados para
serem utilizados, posteriormente, nos experimentos.

A umidade no interior das gaiolas ¢ mantida por recipientes
conhecidos como umidificadores. Estes recipientes constam de um copo contendo
agua e um cone de papel de filtro que ¢ colocado dentro do copo, absorvendo a
agua e proporcionando a umidade do ar. Algumas fémeas colocam seus ovos
nestes recipientes, os quais também sdo recolhidos e colocados para secar.

Quando uma das gaiolas estda excessivamente povoada ¢
realizada uma reparti¢do dos mosquitos para outra gaiola. Para isso € utilizado um
equipamento conhecido como sugador. Este equipamento consta de um tubo
longo de vidro, o qual ¢ aberto em um dos lados e do outro lado ¢ tampado com
uma telinha fina de nylon. Este lado tampado do tubo de vidro ¢ conectado através
de um outro tubo de borracha grossa a uma “boqueira” de vidro, a qual € utilizada
para sc fazer a sucgao dos mosquitos com a propria boca. Através deste sugador,

além de ser possivel realizar a transferéncia de mosquitos de uma gaiola para a

outra, também ¢ possivel fazer a separagdao de machos e fémeas, os quais podem

ser visualizados dentro do tubo de vidro.
Durante o dia o laboratorio € iluminado pela luz solar e,

eventualmente, por luz fluorescente. A noite, a luz permanece desligada.

3. Experimentos

Foram realizados 16 experimentos, utilizando-se os meios agua
(controle), po de café usado (também conhecido como borra) e cafeina, em
diferentes concentragoes.

Os experimentos foram realizados em placas de Petri (10 cm de
diametro) contendo 40 mL do meio, o qual era trocado semanalmente. O p6 de
café utilizado em todos os experimentos pertencia a mesma marca e a cafeina
utilizada foi a cafeina anidra P.A. (1,3,7-trimetilxantina) da Reagen—Quimibrés_

Indastrias Quimicas S. A. Brasil. Em cada placa de Petri foram colocados 20
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ovos, nos experimentos de 1 a XIII, 15 larvas L3 nos experimentos XIV e XVl e 8
larvas L3 no experimento XV. Nos experimentos 1 a XIII foram preparadas trés
réplicas de cada meio, totalizando 60 ovos.

A Tabela 1 apresenta um resumo das condi¢des em que foram
realizados os experimentos, abrangendo o estadio dos organismos no inicio dos
experimentos (ovos ou larvas de terceiro estadio), o nimero de ovos ou larvas por
experimento, o namero de placas de Petri contendo os experimentos (dezoito,

doze ou quatro), com ou sem tampa, a origem da agua utilizada (torneira, mineral

ou de fonte), a concentragdo do pd de café¢ usado (0,025; 0,05; 0,1 g/mL), a

concentragdo da cafeina (1000 ¢ 2000; 200 e 500; 100 e 200 pg/mL), na sequéncia
dos experimentos, € o acréscimo ou nao de alimento ao meio (0,01 g de ragdo para
peixe, em po). Todas essas condigdes foram utilizadas procurando melhor
viabilizar os experimentos para atingir os objetivos pretendidos. No que se refere
as placas abertas ou fechadas, optou-se, apos alguns experimentos, pela primeira
condi¢do, embora os dados nio tenham sido conclusivos em relagdo as vantagens
de uma ou outra condig@o.

A concentragdo de po de café¢ 0,025 g/mL corresponde,
aproximadamente, a uma colher de cha rasa de po de café para meio copo de agua,
a de 0,05 g/mL corresponde a cerca de duas colheres e a de 0,1 g/mL a quatro.

A idade dos ovos utilizados foi de, no maximo, 30 dias. Foram
utilizados, no total 3392 ovos e larvas para iniciar os experimentos.

A temperatura da sala de manuteng¢do de Aedes foi registrada
trés vezes ao dia, no decorrer dos experimentos (entre 8:00 e 10:00 horas, 12:00 e
14:00 horas e 17:00 e 19:00 horas) (Tabela 2).

O estudo do tempo de desenvolvimento foi realizado
acompanhando-se diariamente o aparecimento de cada fase. A taxa de eclosdo foi
calculada pela contagem do nimero de larvas de primeiro e segundo estadios. A
mortalidade nas diferentes fases foi computada, principalmente, pela diferenga
entre o nimero de individuos do estadio anterior e o estadio presente.

Para analise da longevidade, os adultos obtidos foram mantidos
em gaiolas ¢ alimentados com uma solu¢@o aquosa de agucar a 8% (0,08 g/mL)

sendo contados diariamente, por sexo, até que todos morressem. Como o0s
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Tabela 1. Condig¢oes de realizagdo dos 16 experimentos. Numero de ovos ou larvas L3 que

deram inicio aos experimentos, niumero de placas, abertas ou fechadas,
preparadas em cada caso; concentragao do po de café e da cafeina no meio;
origem da agua que serviu para o preparo do meio e se este recebeu alimento

ou nao.

Inicio Placas Concentragdo dos meios

Experi- estadios n® condigdes P6 de café  Cafeina Origem  Alimento
mentos (g/mL) (ug/mL) daagua (0,01 g)
I 240 abertas 0,025 1000;2000 torneira i

11 240 fechadas 0,025 200,500 torneira
240 fechadas 0,025 200;500 torneira
240 4 abertas 0,025 200,500 torneira

8 fechadas

fechadas 0,025 200,500 torneira

fechadas 0,025 200,500 torneira

fechadas 0,025 200,500 mineral
abertas 0,025 200,500 torneira
abertas 0,025 200,500 torneira
abertas 0,025 200;500 torneira
abertas 0,025 200;500 fonte
abertas 0,025 200,500 torneira
abertas 0,025; 200,500 torneira

0,05;

0,1
abertas 0,025 100;200 torneira
abertas 0,025 100,200 torneira
abertas 0,025 100,200 torneira
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Tabela 2. Duragdo dos experimentos e temperaturas medidas no laboratorio de criagiao

de Aedes, no decorrer dos mesmos.

Temperaturas (°C)

Experi- Duragio Minima Maxima
mentos
I 20/04/99 a 20/09/99 19,0 28,0

[l 19/05/99 a 21/07/99 19,0 31,0
[11 21/05/99 a 21/07/99 19,0 31,0
A% 26/07/99 a 20/10/99 20,0 31,0
\Y% 22/11/99 a 14/02/00 26,5 325
VI 17/12/99 a 16/03/00 26,5 32,5
14/02/00 a 04/04/00 26,0 31,0
28/02/00 a 31/08/00 16,5 31,0
29/03/00 a 13/08/00 16,5 31.0
13/04/00 a 28/08/00 16,5 29,5
18/04/00 a 12/10/00 16,5 31.5
18/04/00 a 06/10/00 16,5 31.5
15/05/00 a 28/08/00 16,5 28,0
06/06/00 a 12/10/00 16,5 31,5
14/06/00 a 02/10/00 16,5 29,0
11/07/00 a 07/11/00 16,5 33.5
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mosquitos emergiram em namero muito reduzido, geralmente um mosquito por
dia, e seria impossivel manté-los isolados em gaiolas, nem sempre foi possivel
associar a data de nascimento ¢ a de morte dos mosquitos individualmente e

assim, tem-se, na maioria dos casos, uma estimativa da longevidade.

4. Eletroforese

A analise do padrao de esterases dos individuos tratados pelo po
de café e cafeina ¢ dos individuos ndo tratados, foi realizada utilizando-se a
técnica de eletroforese. Para a realizagdo desta técnica € utilizada uma fonte de
energia (200 volts) e uma cuba de eletroforese, na qual ¢ colocado o gel

polimerizado e, neste, as amostras para corrida pela agao da corrente elétrica.

4.1. Preparo das amostras

Todas as amostras utilizadas para corrida nos géis foram
preparadas com larvas individuais no estadio de L4, obtidas na agua (controle), no
meio contendo o po6 de café a 0,025 g/mL, no meio com cafeina a 100 ug/mL e no
meio com cafeina a 200 pg/mL. No total foram analisados 99 individuos obtidos
no meio controle, 124 individuos no meio com po de café, 100 individuos no meio
com cafeina a 100 e 77 individuos no meio com cafeina a 200.

As larvas utilizadas nos géis foram coletadas de cada meio, com
o auxilio de um pincel, e colocadas dentro de “eppendorfs”. Esses recipientes
foram devidamente rotulados com o meio de cultura utilizado e a data de
congelamento. As larvas foram entdo colocadas no freezer, onde permaneceram
até, aproximadamente, um més antes de serem submetidas a eletroforese.

No dia do preparo do gel, as larvas eram retiradas do freezer e

separadas, individualmente, sendo que 20 amostras podiam ser analisadas por gel.

Em cada “eppendorf” eram acrescentados 25 pL de tamp@do para amostra a 10%




40
Material ¢ Métodos

(descrito a seguir), macerando-se cada larva, com um bastdo de vidro, para serem

aplicadas no gel.

4.2. Preparo dos géis

Para o preparo dos géis de corrida montava-se, primeiramente, a
cuba de eletroforese, na qual eram colocadas as duas placas de vidro, que
comportam o gel polimerizado. Na montagem, ap6s as placas serem bem limpas
com alcool, passa-se uma camada bem fina de vaselina em trés bordas de uma
delas. A vaselina serve para vedar as placas e impedir que o gel escorra enquanto
ainda estiver no estado liquido.

Sobre estas camadas de vaselina, colocam-se os “espagadores”
do gel. Em seguida, aplicam-se camadas também muito finas de vaselina sobre os
“espagadores” e coloca-se a outra placa sobre os mesmos, prendendo a seguir, as
duas placas com o auxilio de quatro prendedores grandes, dois nas laterais e dois
na parte inferior das placas.

Apo6s montadas, as placas sio deixadas na posi¢do vertical e
procede-se ao preparo do gel.

O gel de poliacrilamida a 8% foi preparado com as seguintes

substancias, na seqiiéncia abaixo:

1- acrilamida/bis
2- tampao do gel (pH = 8,8)

3- agua destilada

O preparo de todas estas solug¢des sera descrito a seguir.

Estas substancias devem ser misturadas em temperatura

ambiente. A mistura deve ser despejada, rapidamente, no espago compreendido

entre as duas placas de vidro. Em seguida, deve-se colocar os “pentes”, na parte
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superior do gel, previamente limpos com alcool, para que sejam formados os
pocinhos, nos quais sdo aplicadas as amostras. O gel permanece polimerizando
durante, aproximadamente, 30 minutos. Assim que o gel estiver polimerizado,
retira-se o “pente” com muito cuidado. Também retira-se o “espagador” que fica
na parte inferior das placas. Coloca-se o tampao de corrida (descrito adiante) na
cuba, onde sdo colocadas as placas de vidro. Caso formem-se bolhas de ar
embaixo das placas de vidro, as mesmas sdo retiradas com o auxilio de uma
seringa € uma agulha para evitar que se prejudique a corrida das amostras. As
amostras ja preparadas sdo, entdo, aplicadas no gel com o auxilio de uma
micropipeta. Foram colocados 10 puL das amostras e 20 uL do tampdo de corrida
em cada pocinho. Apos preenchidos todos os pocinhos, colocam-se as tampas nas

cubas e liga-se a fonte em 200 volts, por duas horas.

4.3. Coloragio

Decorridas as duas horas, o gel era retirado das placas de vidro e

colocado em um recipiente contendo 50 mL de tampdo fosfato (pH = 6,2)

(descrito a seguir) durante 45 minutos. A seguir, o tampao fosfato era descartado e

acrescentavam-se 50 mL da solugdo corante (descrita a seguir). O gel ficava nesta
solugdo, por uma hora, no escuro. Apos esse tempo, a solugdo corante era
descartada e acrescentavam-se 70 mL da solug¢do descorante (descrita adiante). O
gel permanecia nesta solugdo por 24 horas, no escuro.

A coloragao faz com que as esterases sejam visualizadas nos
géis como bandas de coloragao preta ou vermelha, indicando, respectivamente,
hidrolise preferencial de a-naftil acetato (a-esterases) ou [-naftil acetato (f3-

esterases). Alfa e B-naftil acetato atuam como substratos.
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4.4. Secagem dos géis

ApOs as 24 horas, descartava-se a solugdo descorante e o gel era
colocado para secar. Na secagem dos géis foram utilizados gelatina incolor a 5%,
papel celofane e bastidores (Ceron ef al., 1992). As folhas de papel celofane eram
bem molhadas com agua. Uma das folhas, ja molhada, era entdo colocada sobre
uma das partes do bastidor de tal forma que ndo ficassem bolhas. Logo em
seguida, era espalhada uma pequena quantidade de gelatina incolor sobre a folha
de papel celofane. O gel era colocado, com muito cuidado, sobre essa folha e
espalhava-se mais um pouco de gelatina sobre o gel. A outra folha de papel
celofane era entdo colocada sobre o gel, eliminando-se todas as bolhas formadas.
Em seguida, colocava-se a outra parte do bastidor de tal forma que o gel ficava
preso no meio das duas folhas. Eram, entdo, colocados quatro prendedores

grandes no bastidor, para que o gel ficasse bem esticado. O tempo de secagem do

gel variou de 24 a 48 horas. Por fim, o gel, envolto no papel celofane, era retirado

do bastidor ¢ montado em uma folha de papel sulfite para ser analisado.

4.5. Solugoes

1. Tampao de amostra a 10%
- tampao do gel

- glicerol

2. Tampao do gel
- TRIS (1,5 M) 18,17 g
- completar para 100 mL, com agua destilada
- acertar com HCI (6 M) para pH 8,8

- guardar em frasco escuro, na geladeira, até trés meses

3. Tampao fosfato (0,1 M) pH 6,2
- Na;HPO, (0,2 M) 46,25 mL
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- NaH,PO4 (0,2 M) 203,75 mL
- medir o pH, se este for menor que 6,2, adicionar Na,HPO,
e se este for maior que 6,2, adicionar NaH,;PQO,

- completar para 500 mL, com agua destilada

4. Tampao de corrida pH 8,3
- TRIS (0,012 M)
- glicina (0,096 M)

- completar para 1 L, com agua destilada

5. Solugdo corante para esterases
- Tampao fosfato (0,1 M) pH 6,2
- n-propanol
- Fast blue Rrgalt....onvnumnmns 0,12 g
- alfa-naftil acetato
- beta-naftil acetato...............ooooeeeiiivinnnnn, 0,03 g

- acetona

6. Solugdo descorante
- acido acético glacial
- alcool etilico

- agua destilada

S. Analise de imagem

A analise de imagem foi utilizada para uma avaliagdo
quantitativa do grau de atividade das bandas, baseada na intensidade de coloragio.
Foi utilizado o programa Global Lab Image (Data Translation) em
microcomputador Pentium e “scanner” Genius.

O procedimento envolve a captura da imagem do gel através do

“scanner”, transformagdo das cores do gel em tons de branco a preto e analise pelo
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programa, sendo a intensidade de cor dada em pixels. O programa foi empregado
para tragar graficos de perfil nos quais, a auséncia de cor (branco) corresponde ao
valor 250 pixels ¢ o preto, corresponde ao valor zero, e entre ambos, ha os valores
correspondentes aos diferentes tons de cinza. O eixo horizontal do grafico de
perfil representa os pontos ao longo do segmento de linha (amostras no gel) e o

eixo vertical representa o valor em pixels em cada ponto (amostra).

6. Analise estatistica

A analise estatistica foi aplicada aos resultados referentes aos
padroes de esterases. Na analise estatistica dos dados, com o objetivo de fazer
comparagdes entre os tratamentos, considerando cada banda, foi usado o teste
Qui-quadrado para comparagdes de varias propor¢des independentes (Fleiss,
1981). Quando houve a rejeigao da hipotese de igualdade das proporgdes,

comparagdes multiplas, duas a duas, para detectar as diferengas, foram realizadas

através do teste Z, aproximagdo normal, para a diferen¢a entre duas proporgdes
(Bussab & Morettin, 1985).




IV. RESULTADOS
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Conforme descrito em Material e Métodos, no presente trabalho

foi analisado o efeito da cafeina e do po de café usado sobre pardmetros

biologicos e padrdes de esterases, em Aedes aegypti.

Para testar o efeito dessas substancias, no desenvolvimento, na
mortalidade ¢ na longevidade dos mosquitos, foram realizados 16 experimentos.
Desses experimentos, 13 foram iniciados com ovos (experimentos I ao XIII) e
trés, com larvas L3 (experimentos XIV ao XVI). Os resultados obtidos sido

descritos a seguir.

1. Experimento I

A Tabela 3 refere-se ao primeiro experimento, que na verdade
constituiu um experimento piloto. Nesse experimento, como ja descrito, os ovos
foram colocados para eclodir em agua, po de café usado na concentragao de 0,025
g¢/mL e cafeina nas concentragdes de 1000 pg/mL e 2000 pg/mL. A agua utilizada
em todos os meios foi a de torneira. Em cada meio foram preparadas trés placas
com 20 ovos em cada placa. Esse experimento foi o Unico em que essas
concentragdes mais elevadas, de cafeina, foram utilizadas.

Nesse experimento, ocorreu a eclosdo de 85% dos ovos na agua,
88% na cafeina a 1000 pg/mL, 21% na cafeina a 2000 pg/mL e 52% no po de
café. A taxa de mortalidade larva-adulto foi maior do que a de ovo-larva nos
experimentos com apenas agua ¢ com cafeina.

Mosquitos adultos foram obtidos apenas no meio controle
(dgua) e no meio com po de café, correspondendo, respectivamente, ao
desenvolvimento de 65% e 30% dos ovos utilizados no experimento. A cafeina a
1000 pg/mL produziu apenas larvas que alcangaram os estadios L1 e L2 (49 e 4
larvas, respectivamente), enquanto que na cafeina a 2000 pg/mL, o
desenvolvimento ndo ultrapassou a fase L1 (13 larvas).

Quanto a velocidade do desenvolvimento, a fase L1, apareceu

no segundo dia, a partir do inicio do experimento, na agua e na cafeina a
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Tabela3. Experimento 1. Numero e porcentagem de ovos eclodidos, de adultos produzidos,

mortalidade ovo-larva (O-L) e larva-adulto (L-A) e tempo de desenvolvimento,
nos quatro tipos de testes. L1 e L2 = larvas de primeiro e de segundo estadios,
respectivamente; P = pupa; A = adulto; N = nimero de individuos. Cada teste foi

realizado com 60 ovos.

Ovos Adultos
Eclodidos obtidos Mortalidade

Tempo de desenvolvimento
O-L L-A (dias): inicio da obtengao
(%) (%) do estadio

Agua (controle) 51 (85) 39 (65) 15 24 2 (L1) 4 (L2)

8 (P) 10 (A)

Meios N (%) N (%)

Cafeina 1000 53 (88) 3(L1) 13 (L2)

Cafeina 2000 13 (21)

Podecafé  31(52)  18(30) 3(L1) 5(L2)
13 (P) 15 (A)
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2000 pg/mL, e no terceiro dia, na cafeina a 1000 pg/mL e no po de café.

A fase L2 iniciou-se no quarto dia, na agua, no quinto dia, no po

de café, e no 13° dia, na cafeina a 1000. Pupas foram produzidas na agua, a partir

do oitavo dia ¢ no po de café a partir do 13° dia. Adultos foram obtidos, na agua, a
partir do 10° dia e, no po de café, a partir do 15°.

Apoés esse primeiro  experimento, foram preparados,
seguidamente, outros dois (experimentos 11 e IlI), que ndo tiveram continuidade
porque ndao houve eclosio dos ovos em nenhum dos meios, nem mesmo no

controle.

2. Experimentos 1V a XIII

2.1. Produtividade

Entende-se aqui, por produtividade, o nimero de individuos
produzidos, a partir dos ovos, em cada experimento.

Os dados referentes aos 10 experimentos subseqiientes constam
da Tabela 4. Em todos esses experimentos, foram utilizadas doses de cafeina de
200 pg/mL e de 500 pg/mL e 0,025 g/mL de po de café em agua. Essa tabela
apresenta a produtividade de adultos ou do altimo estadio quando adultos n3o
foram obtidos a partir dos ovos postos a eclodir. Apesar da varia¢do, entre os
experimentos, ha um padrao predominante em cada meio. Na agua, sete dos dez
experimentos produziram adultos, enquanto um experimento ndo apresentou
eclosdo (experimento 1V), outro mostrou desenvolvimento até a fase de larva L4
(experimento VI) ¢ outro ainda, apenas at¢ a fase de larva L2 (experimento VII).
Na cafeina a 200, seis dos dez experimentos desenvolveram-se apenas até a fase
L4, um até¢ a fase L3 (experimento XI), outro até a fase L2 (experimento VII), um
produziu adultos em namero reduzido (experimento VI) ¢ em outro, ainda, nao
ocorreu eclosio (experimento 1V).

Na cafeina a 500, cinco dos dez experimentos desenvolveram-se
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Tabela 4. Experimentos IV a XIII, iniciados com 60 ovos em cada meio. Produtividade (em

porcentagem) de adultos ou do dltimo estadio, quando adultos ndo foram obtidos, a

partir dos ovos postos a eclodir. A = adultos; L2, L3, L4 = fases larvais; N = nimero

de individuos.

: Meios
Agua Cafeina 200 Cafeina 500 Po de café
Outro Outro Outro Outro
A estadio A estadio A estadio A estadio
N (%) N (%) N (%) N (%) N N (%) N (%) N (%)

0 17 (28)

20 (33)

3|

22 (37)

I @2

10 (17)
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até a fase L3, um at¢ a fase L1 (experimento VII), um até a fase L2 (experimento
XII1), dois at¢ a fase L4 (experimentos V e VI) e um ndo apresentou eclosdo
(experimento 1V). No p6 de café usado, nove dos dez experimentos produziram
adultos, geralmente em numero superior ao produzido, nos mesmos experimentos,
no meio controle; apenas em um experimento nao houve produgdo de adultos, mas
o desenvolvimento ocorreu até a fase de pupa (experimento VII).

A produtividade de adultos foi, assim, visivelmente mais

elevada no meio com o po de café do que no controle, enquanto a produtividade

de larvas no meio com 500 pg/mL de cafeina foi acentuadamente menor do que

na cafeina a 200 pg/mL.

Variagdo na concentragdo de po de café¢ usado no meio, foi
realizada no experimento XII1. Nesse experimento, além da concentragdo de 0,025
¢/mL de po de café, cujos resultados estao apresentados na Tabela 4, foram
utilizadas também, outras duas concentra¢des de po de café, para comparagdo:
0,05 g/mL ¢ 0,1 g/mL. Os resultados mostraram producdo de adultos apenas no
meio com 0,025 g/mL. Na concentragao de 0,05 g/mL (duas colheres de cha rasas
de po de café para meio copo de agua) foram obtidas apenas larvas no estadio L2,
que ndo prosseguiram no desenvolvimento. No meio com 0,1 g/mL (quatro
colheres de cha rasas de po de café em meio copo de dgua) também ndo houve
desenvolvimento, porém dada a alta concentragdo de graos do poé de café, no
meio, ndo foi possivel verificar se ocorreu a produgdo de larvas L1 apenas, ou

também L2, que sdo formas muito pequenas, confundindo-se com o meio.

2.2. Taxa de eclosio, produtividade de adultos, por sexo, mortalidade

e periodo de emergéncia

A Tabela 5 contém, para os experimentos IV a XIII, dados de
eclosio, numero de adultos produzidos por sexo, mortalidade ovo-larva,
mortalidade larva-adulto ¢ periodo de emergéncia, a partir do inicio dos

experimentos.
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abela 5. Experimentos 1V a XIII. Taxa de eclosdao, nimero (N) de adultos, fémeas (F) e
machos (M) produzidos, mortalidade ovo-larva (O-L) e larva-adulto (L-A), em
porcentagem, ¢ periodo de emergéncia dos adultos, a partir do inicio dos

experimentos.

Periodo de emer-
Adultos Mortalidade géncia dos adultos
N (%) (dias)
Experi- Meios Ovos
mentos eclodidos
N (%) O-L L-A

% Po de café 33 (55) 45 48

Agua 22 (37)
Cafeina 200 48 (80)
Cafeina 500 34 (57)

Po de cate 35 (58)

Agua 19 (32)
Cafeina 200 14 (23)
Cafeina 500 29 (48)

P6 de café 14 (23)

Agua 2 (3)
Cafeina 200 5(8)
Cafeina 500 4(7)

Po de cafe 28 (47)

Agua 46 (77) 43-104
Cafeina 200 39 (65) -
Cafeina 500 39 (65) 3

Po de café 49 (82)
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Tabela 5. Continuagao.

Agua 52 (87)
Cafeina 200 35 (58)
Cafeina 500 46 (77)

Po de café 42 (70)

Agua 47 (78)
Cafeina 200 45 (75)
Cafeina 500 40 (67)

Po de café 29 (48)

Agua 38 (63)
Cafeina 200 43 (72)
Cafeina 500 33 (55)

P6 de café 37 (62)

Agua 51 (85)
Cafeina 200 38 (63)
Cafeina 500 36 (60)

Po de café 45 (75)

Agua 3(5)
Cafeina 200 7 (12)
Cafeina 500 19 (32)

Pédecafé 6 (10)
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Houve uma grande variagdo quanto a taxa de eclosdo, entre os
diferentes experimentos. Entre os nove experimentos que mostraram eclosio em
todos os meios, as porcentagens foram maiores na cafeina a 200, em dois
experimentos (experimentos V ¢ XlI), na cafeina a 500 também em dois
experimentos (experimentos VI e XIIl), na agua em trés experimentos
(experimentos X, X e XII) e no po de café em dois (experimentos VII e VIII).

A razao sexual dos adultos também fo1 variavel. Considerando-

se 0 po de café, que foi o meio de maior produtividade entre os experimentos,

predominou, as vezes o namero de fémeas, outras vezes o nimero de machos,
totalizando 102 fémeas ¢ 113 machos, nimero que ndo difere significantemente
deli L,

A mortalidade ovo-larva e larva-adulto foi bastante elevada
sendo que, para a ultima, ocorreram valores de 100% na quase totalidade dos
meios de cafeina a 200 e a 500 pg/mL. Em um unico caso (experimento VI)
houve produtividade de adultos no meio de cafeina a 200. Em oito dos dez
experimentos, a produtividade de adultos foi maior no pod de café,
conseqiientemente a taxa de mortalidade foi menor nesse meio.

Quanto ao periodo de emergéncia dos adultos, em seis, dos sete
experimentos em que esse estadio foi obtido nos meios agua e pé de café, o
periodo de emergéncia foi anterior no po de café, chegando essa diferenga ser
superior a dez dias. No experimento XI, em que apenas um adulto foi obtido na
agua, esse adulto emergiu quase 100 dias mais tarde que os adultos obtidos no po

de café.

2.3. Tempo de desenvolvimento

A Tabela 6 apresenta dados sobre os tempos minimos e
maximos de desenvolvimento, em dias, em cada estadio analisado, nos
experimentos IV a XIII, nos meios agua e po de café.

No meio de p6 de café houve uma variagdo relativamente
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Tabela 6. Experimentos 1V a XIll. Tempos minimo ¢ maximo de desenvolvimento, em

dias, nos meios agua ¢ po de café. L3 = larvas de terceiro estadio; L4 = larvas

de quarto estadio; P = pupas; F = fémeas; M = machos.

-

Meios Meios

Experi- Estadios  Agua  Po de café Experi-  Estadios Po de café
mentos mentos

IV L3—>L4 11-29 X L3—L4 6-13

L4—P 17-40 L4—P 13-36
P—F P—F 14-34
P—->M P—>M 15-34

L3—L4 L3—L4 12-22
L4—P L4—P 19-22
P-F 5 P—F 23-31
P—->M P—M 21-26

L3—L4 L3—>L4 11-17
L4—P L4—>P 18-29
Pl P—F £ 22-34
P—->M P—->M 118 21-32

L3—-L4 L3—L4 7-102 9-15
L4—>P L4—>P  28-133 15-26
P—F P—F 31-121 18-29
P—->M P—>M 64-122 17-36

L3—-L4 L3—>L4 9-10 13-25
L4—P L4—->P 21-47 17-29
P—F P—F 23 32
P—->M P—->M
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grande nos tempos de desenvolvimento. Essa variagdo acompanhou,
aproximadamente, as variagdes de temperatura (ver Tabela 2), mas foi a passagem
de L4 para pupa a fase do desenvolvimento mais afetada, havendo experimentos
em que a diferenga em dias, nessa passagem, foi igual a quatro (experimento
XIII), a seis (experimentos 1V e XIl), a sete (experimentos X, X e XI), a nove
(experimento VIII) e a 14 dias (experimento VII) nos periodos de temperatura
mais baixa, enquanto nas temperaturas mais elevadas, foi de dois ou trés dias
(experimentos V e VI). Com relagdo ao meio agua, os tempos de desenvolvimento
foram muito maiores nas mesmas fases, havendo entre os tempos iniciais dos
estadios, uma diferenga de 24 (experimento VIII), 26 (experimento IX) ou até
mais dias. Também os intervalos, entre o primeiro dia de aparecimento das fases
larvais e adultos, ¢ o altimo dia, s3o muito maiores na agua do que no meio de po
de café.

Os meios com cafeina a 200 ¢ a 500 ndo foram considerados,
nessa tabela, tendo em vista o pequeno numero de individuos produzidos e o
pequeno namero de experimentos que os produziram. Contudo, nos experimentos

V e VI, nos quais foram obtidas larvas L4, no meio com cafeina a 200 pg/mL o

periodo de obtengdo do mesmo foi do 22° ao 50° dia, no experimento V e do 7° ao

25°, no experimento V1. Ja no meio com cafeina a 500 pg/mL, o periodo de
obtengdo do mesmo estadio foi do 30° ao 50° dia, no experimento V ¢ do 12° ao

292 dia, no experimento VI.

2.4. Longevidade dos adultos

A Tabela 7 contém dados sobre a longevidade dos adultos nos
meios agua e po de café, para os experimentos I, IV a VI e VIII a XIII. De modo
geral, as fémeas tém uma longevidade maior do que os machos em ambos os
meios. Observa-se também que a longevidade maxima de fémeas e machos foi
maior na agua do que no po de café (ver experimentos I, VIII e X). Como foi
mencionado em Material e Métodos, ndo ha uma metodologia desenvolvida para

analise individual da longevidade dos mosquitos, trata-se, na maior parte dos
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Tabela7. Experimentos I, IV a VI e VIII a XIII. Namero de fémeas e machos

produzidos ¢ sua longevidade minima ¢ maxima, entre parénteses,

em cada experimento, nos meios agua e pd de café. Os asteriscos

indicam

individualmente.

mosquitos

cuja longevidade

pode ser

verificada

Agua

Experimentos Fémeas

Machos

Po de café

Fémeas

Machos

I 20 (1-140)
v
Y | (20)*
Vi
3 (1-82)*
| (46)*

10 (8-125)

5(18-89)

1 (1)

19 (2-33)

5 (1-17)*
| (33)*
12 (1-85)
I (59)
5 (11-108)

2 (1-9)*

12 (1-34)
5 (6-58)
7 (1-59)
5 (1-69)
21 (1-43)
16 (1-70)
8 (1-99)
22 (1-124)
17 (1-123)

1 (74)*

6 (1-19)
12 (1-63)
13 (1-53)
6 (1-41)
17 (1-14)
23 (1-41)
7 (1-77)
12 (1-75)
20 (1-58)

3 (1-86)*
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experimentos, de uma estimativa dessa caracteristica, em que se tem a data de
nascimento ¢ a data da morte dos mosquitos, sem que nem sempre se possa dizer
qual a data de nascimento dos computados mortos. Nos experimentos assinalados
com asterisco, porém, essa associagao foi possivel. Na maioria dos demais, cssa

determinagao foi também possivel para alguns dos mosquitos.

3. Experimentos XIV a XVI

3.1. Produtividade, mortalidade e periodo de emergéncia

A Tabela 8 refere-se aos experimentos X1V a XVI que diferiram
dos anteriores por terem sido iniciados com larvas L3 ao invés de ovos. No

experimento X1V, a maior produtividade de adultos ocorreu na agua, seguida do

po de caté. Nos experimentos XV e XVI porém, a produtividade no po6 de café foi

baixa, sendo que no experimento XVI foi menor do que na cafeina a 200. No
experimento XVI a produtividade na cafeina a 100 nao diferiu da produtividade
na agua.

A mortalidade larva-adulto nesses experimentos também variou,
tendo sido maior no meio de cafeina a 200, para os experimentos XIV e XV. No
experimento XVI, embora tenha sido clevada nesse meio também, foi ainda maior
no po de café.

Quanto ao periodo de emergéncia dos adultos, nos trés
experimentos ¢ na maioria dos meios, foi mais precoce para machos do que para
fémeas. Nos experimentos XIV ¢ XVI o desenvolvimento no po de café foi mais
rapido do que na agua, para fémeas ¢ machos no experimento XVI, e para fémeas

no experimento XIV.
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Tabela 8. Experimentos XIV a XV, iniciados com larvas L3. Namero de fémeas (F) e machos

(M) adultos produzidos, mortalidade larva-adulto e periodo de emergéncia dos
adultos, em dias, a partir do inicio de cada experimento. N/meio = numero de larvas,

em cada meio, que deram inicio ao experimento.

Experi-

mentos

Mortalidade Periodo de emergéncia
(%) dos adultos (dias)

N/meio Meios L-A F M

X1V

15 Agua 7 25-37 12-36
Cafeina 100 40 25-37 25-38
Cafeina 200 80 - 27

Po de café 7

Agua
Cafeina 100
Cafeina 200

Po de cafe

Agua
Cafeina 100
Cafeina 200

Po6 de café
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3.2. Tempo de desenvolvimento

A Tabela 9 apresenta os tempos de desenvolvimento observados
nos experimentos XIV a XVI, em todos os meios. Nestes experimentos, por terem
sido iniciados com larvas ao invés de ovos, ha uma redugdo no tempo de inicio de
aparecimento dos estadios e, conseqiientemente, também do seu término.

O pequeno namero de individuos analisados dificulta o
entendimento desses resultados. Nos trés experimentos, o tempo de inicio de

obtengao dos machos ¢ freqiientemente mais curto do que o das fémeas.

3.3. Mortalidade de larvas e pupas ¢ longevidade de adultos

A Tabela 10 apresenta dados de mortalidade para os

experimentos XIV a XVI, abrangendo os quatro meios e as fases L3, L4 e pupa,

além dos adultos, em que a mortalidade fornece uma medida da longevidade. E

interessante observar que, na cafeina, as larvas chegam a permanecer 51 e 67 dias
e as pupas, até 36 dias, nessas fases. Apos longo periodo algumas prosseguem no
desenvolvimento. Essa tabela mostra mais uma vez a longevidade maior das
fémeas adultas do que dos machos e que a longevidade das fémeas e machos €

menor na cafeina do que na agua, nos trés experimentos.

4. Esterases

Os tratamentos mostraram alteragdo em cinco bandas,
numeradas conforme Lima-Catelani (1996): EST-1, EST-3, EST-7, EST-19 e
EST-20. As Figuras 4 a 7 mostram a localizagdo dessas bandas e suas
caracteristicas quanto a afinidade pelo substrato a-naftil acetato (bandas de cor
preta) ou pelo substrato 3-naftil acetato (bandas de cor vermelha) e quanto ao grau

de atividade (bandas mais, ou menos espessas ¢ coradas). As bandas EST-1, EST-
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Tabela 9. Experimentos XIV a XVI, iniciados com larvas L3. Tempos minimo ¢ maximo de
desenvolvimento, em dias, a partir do inicio dos experimentos. L3 = larvas de

terceiro estadio; L4 = larvas de quarto estadio; P = pupas; F = fémeas; M = machos.

Meios

Experimentos Estadios Agua Cafeina 100  Cafeina 200 Po de café

X1V L3—L4 5 5 5-8 8-11
L4—P 11-24 14-24
P—F - 20-24
P—>M 26 16-26
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Tabela 10. Experimentos XIV a XVI. Numero de individuos mortos nas diferentes fases do

desenvolvimento. Entre parénteses, a idade ou a idade minima ¢ a maxima, em
dias, na ¢poca da mortc dos mosquitos. L3 = larvas de terceiro estadio; L4 =
larvas de quarto estadio, P = pupas; A = adultos; F = fémeas; M = machos;
N/meio = nimero de larvas em cada meio, no inicio do experimento. Os
asteriscos indicam mosquitos cuja longevidade pdde ser verificada

individualmente.

Meios

Experi- N/meio  Estadios Agua Cafeina 100  Cafeina 200 Po de café
mentos

X1V 15 L3 1 (8) 0 0 0
0 3 (10-67) 11 (8-51) 1(11)
0 3 (25-36) 1(11) 0
6 (3-101) 5(1-71) 0 6 (1-85)
8 (1-105) 4 (1-13)* 3 (2-86)* 8 (2-52)

0 0 1(18) 2 (7)

0 1(21) 3 (7-19) 0

0 0 1 (14) 2 (18)
5(77-96)  4(12-34) 2 (1-14)x 3 (1-32)
3 (1-36) 3 (1-3)* 1 (26)* 1 (13)*

0 0 5 (5-34) 11 (11-16)

2 (31-49) 3 (32-49) 5(31-61) 1(11)
1(31) 0 0 0

8 (3-90) 6 (15-75) 2 (60-69)* 1 (77)*

4 (2-51) 6 (1-35) 3 (1-49)« 2 (68-82)*
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Figura 4. Padrdo de esterases de A. aegypti, no estadio L4, no meio controle (1 a 5) e
nos meios tratados com po de café usado (6 a 13) e com cafeina a 200pug/mL

(14 a 20). As bandas numeradas correspondem as esterases que aparentaram

alterac¢do do grau de atividade nos tratamentos.
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Po de cafe Cafeina 100 Cafeina 200

02,03, 04, 05 6 17 18 19 20

b S S |

Figura 5. Padrdo de esterases de A. aegypti, no estadio L4, no meio controle (1 a 5) e nos
meios tratados com po-de café usado (6 a 10), com cafeina a 100pg/mL (11 a
15) e com cafeina a 200pg/mL (16 a 20). As bandas numeradas correspondem

as esterases que aparentaram altera¢do do grau de atividade nos tratamentos.
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Figura 6. Padrdo de esterases de 4. aegypti, no estadio L4, no meio controle (1 a 5) e
nos meios tratados com po de café usado (6 a 10), com cafeina a 100pg/mL
(11 a 15) e com cafeina a 200ug/mL (16 a 20). As bandas numeradas
correspondem as esterases que aparentaram alteragdo do grau de atividade

nos tratamentos.
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Agua P(’) de café Cafeina 200
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Figura 7. Padrao de esterases de A. aegypti, no estadio L4, no meio controle (1 a 5) e
nos meios tratados com p6 de café usado (6 a 15) e com cafeina a 200pg/mL
(16 a 20). As bandas numeradas correspondem as esterases que aparentaram

alteragao do grau de atividade nos tratamentos.
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3 e EST-7 sao classificadas como a-esterases, € as bandas EST-19 ¢ EST-20,

como [-esterases. As alteragdes que ocorreram nas bandas mencionadas

abrangem freqiiéncias de presenga ou auséncia da banda e alteragao do grau de

atividade nas amostras tratadas e nao tratadas.

A Tabela 11 refere-se as alteragoes das bandas esterasicas, nos
tratamentos. Nessa tabela constam os graus de atividade esterasica, em
porcentagem, nos meios agua (controle), po de café usado a 0,025 g/mL, cafeina a
100 ¢ caleina a 200 pg/mL. As porcentagens foram calculadas sobre o numero de
mosquitos da fase L4, individualmente analisados na eletroforese em gel de
poliacrilamida. Trés graus de atividade foram diferenciados, com base na
espessura ¢ intensidade de coloragdo das bandas e denominados, em ordem
decrescente de atividade, +++, ++ e +. O sinal — significa auséncia da banda. A
inclusao das amostras (individuos) nessas classes foi baseada em géis submetidos
a analisc de imagem, na qual a intensidade de coloragdo ¢ convertida em tons de
cinza ¢ dimensionada em pixels.

Desta forma, foram colocadas na classe +++ as bandas que
atingiram, nos graficos de perfil, valores entre 0 e 120, na classe ++, 121 a 210, na
classe +, 211 a 249 e na classe -, 250 pixels.

As Figuras 8 a 12 apresentam os graficos de perfil que
correspondem as bandas dos géis das Figuras 4 a 7, mostrando as variagdes de
intensidade dos tons de cinza que correspondem ao grau de atividade das bandas,
em cada larva. Os graficos de perfil fornecem dados para cada uma das cinco
bandas, aparentemente alteradas pelos tratamentos. A Figura 8 refere-se a banda
EST-1 que apresentou os maiores graus de atividade, entre as cinco bandas
analisadas. As Figuras 9 a 12 correspondem, respectivamente, as bandas
esterasicas EST-3, EST-7, EST-19 ¢ EST-20. A banda EST-19 (Figura 11) foi a
que apresentou os menores graus de atividade entre as bandas analisadas.

Os dados da Tabela 11 permitiram realizar, estatisticamente,
dois tipos de comparagdo: a) quanto a presenga ou auscncia das bandas ¢ b)
quanto as freqiiéncias maiores que + ¢ iguais a + (graus de atividade).

Na comparagao quanto as freqii€ncias de mosquitos, com e¢ sem

atividade csterasica, referente as cinco bandas, foram obtidos os valores de qui-
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Tabela 11. Bandas esterasicas, em mosquitos da fase L4, que apresentaram variagio entre
os meios de tratamento, quanto a presenga e grau de atividade. N = nimero de

larvas analisadas.

Graus de atividade esterasica (%)

Bandas okt ++ + .
(0-120)  (121-210)  (211-249) (250)

Agua 99 4,04 32.32 53,53 10,10

Po de café 124 27,42 25,00 33,87 13,71
Cafeina 100 100 1,00 2,00 83,00 14,00
Cafeina 200 77 2,60 10,40 61,04 25,97

Agua : 26,26 25,25 20,20

Po de café 7,26 63,71 29,03
Cafeina 100 43,00 18,00 32,00
Cafeina 200 25,97 23,38 37,66

Agua 26,26 17,17 34,34

Po de café 13,71 47,60 37,09
Cafeina 100 42,00 18,00 24,00
Cafeina 200 33,76 19,48 27,27

Agua 12,12 87.87

Po de café 14,52 83,06
Cafeina 100 6,00 92,00
Cafeina 200 10,39 89,61

Agua 10,10 86,86

Po de café 21,78 67,74
Cafeina 100 1,00 98,00
Cafeina 200 15,60 84,41
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Figura 8 A-D. Gréficos de perfil, obtidos pelo analisador de imagens, mostrando as variagdes de
intensidade de coloragdo da banda EST-1, nos géis apresentados,
respectivamente, nas Figuras 4, 5, 6 e 7. No eixo horizontal s&o apresentadas as
variagdes entre as amostras analisadas e no eixo vertical constam os valores
correspondentes aos graus de coloragdo cinza. a = agua; ca = p6 de café; c100 =
cafeina 100; c200 = cafeina 200.
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Figura 9 A-D. Gréficos de perfil, obtidos pelo analisador de imagens, mostrando as variagdes de
intensidade de coloragdo da banda EST-3, nos géis apresentados, respectivamente,
nas Figuras 4, 5, 6 e 7. No eixo horizontal sdo apresentadas as variagGes entre as
amostras analisadas e no eixo vertical constam os valores correspondentes aos graus
de coloragdo cinza. a = 4gua; ca = po de café; c100 = cafeina 100; c200 = cafeina

200.
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Figura 10 A-D. Gréficos de perfil, obtidos pelo analisador de imagens, mostrando as variagGes de

intensidade de coloragdo da banda EST-7, nos géis apresentados, respectivamente,

nas Figuras 4, 5, 6 e 7. No eixo horizontal sdo apresentadas as varia¢des entre as

amostras analisadas e no eixo vertical constam os valores correspondentes aos

graus de coloragdo cinza. a = dgua; ca = pd de café; c100 = cafeina 100; c200 =

cafeina 200.
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Figura 11. Grafico de perfil, obtido pelo analisador de imagens, mostrando as variagdes

de intensidade de coloragdo da banda EST-19, no gel apresentado, na Figura

4. No eixo horizontal s3o apresentadas as variagdes entre as amostras
analisadas e no eixo vertical constam os valores correspondentes aos graus

de coloragdo cinza. a = 4gua; ca = p6 de café; c200 = cafeina 200.
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Figura 12 A-B. Gréficos de perfil, obtidos pelo analisador de imagens, mostrando as varia¢des de
intensidade de coloragdo da banda EST-20, nos géis apresentados,
respectivamente, nas Figuras 4 e 7. No eixo horizontal s3o apresentadas as
variagdes entre as amostras analisadas e no eixo vertical constam os valores

correspondentes aos graus de coloragdo cinza. a = dgua; ca = p6 de café; c200 =

cafeina 200.
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quadrado constantes da Tabela 12 (como foi mencionado em Material ¢ Métodos,
foi usado o teste de qui-quadrado para comparagdo de varias propor¢des
independentes). De acordo com essa tabela, o teste de qui-quadrado mostrou-se
estatisticamente significante somente para as bandas EST-1 ¢ EST-20.

Foram realizados desdobramentos através das comparagdes
multiplas das proporg¢des, duas a duas, em cada banda em que o teste foi
significante. Os resultados sdo apresentados na Tabela 13, em forma matricial,
sendo que os niumeros 1, 2, 3 ¢ 4 correspondem, respectivamente, aos tratamentos
com agua, po de café usado a 0,025 g/mL,, cafeina a 100 e cafeina a 200 pg/mL.
Abaixo da diagonal estao os valores calculados para as diferengas entre
propor¢des dos tratamentos correspondentes entre linha ¢ coluna, ¢ acima da
diagonal, o valor do DMS (Diferenga Minima Significante), z = 1,96 para o nivel
de significancia de 5%.

Observou-se que para a banda EST-1 a propor¢do de auséncia
da atividade esterasica encontrada para a cafeina a 200 foi maior que nos outros
trés tratamentos, que sdo considerados estatisticamente iguais. A relagdo entre as
proporgoes € dada por: ps > p; = p2 = ps. Para a banda EST-20, observa-s¢ que a
cafeina a 100 apresentou maior propor¢ao de auséncia de atividade esterasica, € 0
po de caf¢ apresentou a menor proporgao de auséncia de atividade esterasica. Ja
para os meios agua ¢ cafeina a 200 nao houve diferenga significante. Entdo em
termos de proporg¢des pode-se estabelecer a seguinte relagdo: ps > p1 = pa > pa (ver
Tabela 11),

Quanto a comparagao do grau de atividade, foi preciso, para fins
de analise, a jungdo das colunas de valores correspondentes as atividades
esterasicas +++ com ++. Portanto, a comparagio foi de (+++ ¢ ++) com +. Os
resultados das propor¢des correspondentes sdo apresentados na Tabela 14, com a
soma das colunas +++ ¢ ++.

A comparagdo dessas proporgdes independentes foi feita pelo

qui-quadrado e seus resultados estio apresentados na Tabela 15, mostrando

diferengas significantes para as bandas EST-1, EST-3 e EST-7. O teste ndo pode

ser aplicado a banda EST-20 devido a sua baixa freqiiéncia.
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Tabelal2. Valores de qui-quadrado e significancia ao nivel de 5%, para comparagao

das frequéncias de mosquitos com e sem atividade esterasica, nos

diferentes meios.

Bandas a £ sitico Significancia

EST-1 7,81 S

EST-3 7,81 Ns

EST-19

EST-20
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Tabela 13. Comparagoes multiplas das propor¢des, duas a duas, para presenc¢a ou auséncia

das bandas. 1 = agua; 2 = po de caf¢; 3 = cafeina 100; 4 = cafeina 200, * =

valores estatisticamente significantes.

Banda EST-1 Banda EST-20

2 3 1 2

3.56"
3,05% 6,80*

2.76*% 2.04* 1,97* 0,56 2,71*
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Tabela 14. Valores das proporgoes, considerando as classes + e acima de +.

Bandas

Meios

EST-1

EST-20

Agua
Po de café
Cafeina 100

Cafeina 200

Agua
Po de café
Cafeina 100
Cafeina 200

Agua

Po de café
Cafeina 100
Cafeina 200

Agua
PO de caf¢
Cafeina 100
Cafeina 200

Agua
Po de café
Cafeina 100
Cafeina 200

5 6

7
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Tabela 15S. Valores de qui-quadrado e significancia ao nivel de 5%, para

comparagdes quanto ao grau de atividade das bandas, nos diferentes

meios.

Bandas 2 %2 itico Significancia

7,81

2

EST-19
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Em fungao da significancia estatistica observada nessas bandas,
as comparagoes multiplas, duas a duas, foram realizadas através do teste Z de
aproximagdo normal para comparagao de duas propor¢des independentes, cujos
resultados estdo descritos na Tabela 16. Observa-se que, para a banda EST-1,
todas as comparagoes foram estatisticamente significantes, sendo que, na
sequiéncia da menor para a maior expressao constam a cafeina a 100, a cafeina a
200, a agua ¢ o po de café (p3 < ps < p1 < p2). Para as bandas EST-3 ¢ EST-7,

apenas o po de café, de menor atividade esterasica, difere significantemente dos

outros trés meios, que por sua vez, nao diferem entre si (p2 < p1= p3 = p4). No caso

da banda EST-19, ndo houve diferenga estatisticamente significante entre os
meios, que apresentaram percentuais elevados de baixa atividade esterasica (ver

Tabela 14). Neste caso, pa = ps = p2 = p1.
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Tabela 16. Comparagdes multiplas das proporg¢des, duas a duas, considerando as

classcs com atividade esterasica. | = agua; 2 = po de café; 3 = cafeina

100; 4 = cafeina 200; * = valores estatisticamente significantes.

Banda EST-1 Banda EST-3

2 3 : 2
1,96
9,66*
11,4 0,86 10,7*
6,14% 2 80* 0,62 6,97*

Banda EST-7

2 3

1,96
7,14*

0,28 7,43*

0,12 6,50* 0,37
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O fato do Aedes aegypti ser transmissor de doengas graves, ao
homem, torna relevante o estudo de suas caracteristicas bioldgicas, bem como de
suas respostas a alteragdes do ambiente. O conjunto desses conhecimentos pode
contribuir para que surjam novas formas de controle desse organismo, hoje,
basicamente, realizado pelo uso de inseticidas. Esse método de controle ¢é
preocupante porque, por um lado, sabe-se que os inseticidas sao prejudiciais para
a vida ¢ o meio ambiente, devido a sua clevada toxicidade e por outro, sabe-se que
os organismos desenvolvem resisténcia a esses compostos, 0 que, com 0 tempo,
pode tornar indcua, a sua agao.

No presente trabalho analisamos o efeito da cafeina sobre alguns
parametros biologicos de A. aegypti. O objetivo principal foi o de verificar se¢ essa
substancia causaria os mesmos efeitos observados anteriormente em Drosophila,
em estudos realizados em nosso laboratorio, abrangendo redugdao de
produtividade, aumento do tempo de desenvolvimento e reducdo da longevidade.
Em caso positivo, a cafeina talvez pudesse vir a ser utilizada como um auxiliar no
controle de Aedes. Por essa razao, foi também testado o po de café usado, de facil
acesso a populagdo, ¢ que eventualmente poderia vir a ser colocado em pratos de
vasos de flores ¢ outros recipientes domesticos no lugar dos organofosforados
granulados (abate), presentemente utilizados, com riscos, principalmente, para
criangas ¢ animais domésticos.

Os resultados mostraram que a cafeina exerce um efeito dose-
dependente sobre o desenvolvimento de A. aegypti. Nos experimentos iniciados
com ovos, o desenvolvimento foi bloqueado na fase de L1, no meio com cafeina a

2000 pg/mL e em L2, no meio contendo 1000 pg/mL (Tabela 3). Nos dez

experimentos em que foram usadas as concentragdes de 500 e 200 pg/mL, na

primeira concentragdo, cinco mostraram paralisagdo do desenvolvimento na fase
L3, um na fase L2, um na fase L1 ¢ apenas dois prosseguiram até¢ L4, enquanto na
scgunda concentragdo, um  experimento  produziu  poucos adultos, seis
prosseguiram at¢ L4, um foi bloqueado em L3 ¢ um em L2. Ja os trés
experimentos iniciados com larvas L3 e concentragdes de 100 e 200 pg/mL de

cafeina, produziram adultos, em numero maior na primeira do que na segunda
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concentragdo. Portanto, quanto maior a concentragdo de cafeina, mais precoce o
bloqueio do desenvolvimento.

A dependéncia de dose verificada nesses experimentos com
Aedes, confirma dados da literatura obtidos com outros organismos. Um dos
trabalhos que relatam efeito de dose da cafeina ¢ o de Bertrand ef al. (1965, apud
Timson, 1977). Esses autores observaram esse efeito na produgao de ectrodactilia
em descendentes de ratas gravidas, tratadas com cafeina. Também Itoyama
(1989), ltoyama & Bicudo (1992) ¢ ltoyama e¢f al. (1998) observaram, em
Drosophila prosaltans, redugao significante da produtividade, da longevidade ¢
da capacidade de oviposigdo, diretamente proporcional a concentragao da cafeina
no meio.

Os dados do presente trabalho indicaram que a taxa de eclosao
ndo parcce ser afetada pela presenga de cafeina no meio de criagio, em qualquer
das concentragoes utilizadas. Apenas no meio a 2000 pg/mL houve uma taxa de
cclosao reduzida, quando comparada com o meio de 1000 pg/mL do mesmo
experimento, mas como foi realizado apenas um experimento com essas
concentragdes, nao se pode afirmar que a redugdo seja, de fato, devida a
concentragdo de cafeina utilizada.

Em Aedes, o tempo de desenvolvimento também parece ser
afetado pela cafeina. Nos dois experimentos em que foram obtidas larvas L4 nas
concentragdes 200 ¢ 500 pg/ml. (experimentos V ¢ VI), o tempo de
desenvolvimento foi maior na concentragdo mais elevada. Nos experimentos
iniciados com larvas L3, o fato de terem sido realizados com pequeno numero de
larvas, dificulta que sejam tiradas conclusdoes mais amplas. Os resultados obtidos
nesses experimentos, nos meios com cafeina a 100 e a 200 pg/mL, sao até certo
ponto, conflitantes. Apenas no experimento XVI ha um atraso no
desenvolvimento das larvas L3 para L4, no meio com 200 pg/mL de cafeina em
relagao ao meio com 100 pg/mL. Pode-se pensar que o periodo mais importante
de atuagdo da cafeina no desenvolvimento sejam as fases L1 e L2, que nesses

experimentos, iniciados com larvas L3, escapam a essa a¢do. Também os

individuos em L3, com os quais foram iniciados os experimentos, poderiam estar
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em condigdo assincronica com relagdo ao desenvolvimento, sofrendo assim, em
tempo ¢ grau variaveis, a agao da cafeina, antes de atingir a fase de L4. Entretanto,
quando se observa o periodo de emergéncia dos adultos machos, verifica-se que
tanto no experimento X1V, como no XV ¢ XVI, aquele inicia-s¢ mais tardiamente
na calcina a 200 pg/ml. do que na calcina a 100 pg/ml., o que, ressalvado o
niamero relativamente pequeno de individuos, pode estar indicando atraso no
desenvolvimento desse sexo.

Os dados obtidos sugerem, ainda, que a cafeina exerce efeito

sobre a longevidade maxima das fémeas adultas. Na agua, esta foi maior do que

na cafeina a 100 ¢ nesta, maior do que na cafeina a 200, mostrando, assim, efeito
dose-dependente. A longevidade dos machos foi maior na agua em relagdo a
cafeina.

Os dados permitiram verificar, também, nesses experimentos
iniciados com larvas L3, que a mortalidade dos mosquitos, nas fases de larva e
pupa, nem sempre acompanha a concentragio de cafeina. No experimento X1V, as
fases dc L4 ¢ pupas apresentaram mortalidade mais precoce no meio com cafeina
a 200 pg/mL do que no meio com cafeina a 100 pg/mL. Ja no experimento XVI a
mortalidade de L4 foi aparentemente mais precoce na cafeina a 100 do que na
cafeina a 200. Contudo, deve-se lembrar que a maioria desses individuos foram
bloqueados em seu desenvolvimento nessas fases, € portanto, ¢ dificil avaliar o
significado desses efeitos.

Atraso no tempo de desenvolvimento, causado pela cafeina, foi
também observado por outros autores, em outros organismos, tais como larvas de
Telmatoscopus albipunctatus (Diptera) (Sehgal ef al., 1977), ratos (Pollard et al.,
1987) e Biomphalaria glabrata (Kawano & Simdes, 1987). Itoyama & Bicudo
(1992) também observaram aumento no tempo de desenvolvimento de Drosophila
prosaltans, criada em meio com cafeina.

Itoyama (1992) obteve indicagdes de que a cafeina aumenta a
duragdo do processo de divisao celular. De acordo com essa autora, esta poderia
ser uma das causas do aumento do tempo de desenvolvimento, observado em
estudos anteriores. Varios outros trabalhos tém indicado efeitos da cafeina no

processo de divisdo celular. Em plantas de centeio, foram observadas a inibigao da
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citocinese de células germinativas, ¢ fusdes nucleares originando tetraploides
mononuclcados, por a¢ao da cafeina (La Pena ¢f al, 1981). Também foi
demonstrada a ag¢do de inibigdo, pela cafeina, da formagao da placa celular em
células vegetais (Hepler & Bonsignore, 1990).

No presente trabalho, a comparacdo da agdo dos meios com
cafeina, com os meios contendo apenas agua, quanto ao desenvolvimento de
Aedes, mostrou que, nos experimentos iniciados com ovos, enquanto na maioria

dos primeiros o desenvolvimento nao ultrapassou a fase de larva, nos segundos, a

maioria produziu adultos (Tabelas 3 ¢ 4). Contudo, os meios contendo dagua foram

muito inconstantes ¢ at¢ certo ponto decepcionantes em seus resultados, porque
diante da facilidade com que esses mosquitos procriam na natureza, esperavamos
obter, nesses meios, em todos os experimentos, altas taxas de eclosdo ¢ maior
numero de individuos na fase adulta. Varias condigdoes dos experimentos foram
alteradas para encontrar uma explicagao sem, contudo, obter melhores resultados.
Uma alteragdo relevante foi quanto ao acréscimo de alimento a agua. Os dados
indicaram, que a auséncia de alimento na agua impede quase completamente o
desenvolvimento dos mosquitos, do estadio de larvas até a fase adulta. Além
disso, nos experimentos em que poucos adultos foram obtidos na agua, sem
alimento, estes mostraram retardo do desenvolvimento quando comparados com
os obtidos nos experimentos nos quais o alimento foi colocado nos meios.

Ja os resultados com o uso do po de café no meio foram de certa
forma surpreendentes. No primeiro experimento, a taxa de eclosdo foi 33% menor
¢ a produgiio de adultos foi menos da metade no meio com po de café comparado
com a agua (Tabela 3). Esse era o resultado esperado. Nos demais experimentos,
porém, os resultados foram variaveis, obtendo-se, as vezes, taxas de eclosdo
maiores no po de café, outras vezes na agua ou taxas aproximadamente iguais em
ambos os mcios. Quanto ao nimero de adultos produzidos a partir dos ovos, em
geral o po de caf¢ superou a agua (Tabela 7), sugerindo que o po de caf¢ serviu de
alimento aos mosquitos.

De fato, o po de café apresenta aminoacidos, oleos essenciais e

outros componentes que devem ser responsaveis por esse resultado. Foi observado
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que as larvas ingerem os graos do po de caf¢, que podem ser vistos por

transparéncia, no interior do trato digestivo das mesmas.

Dados de Tango (1971) mostram que a porcentagem de proteina
bruta nos residuos da extragao do oleo ¢ da cafeina, oscila em torno de 15% ¢ na
borra do caf¢, apos a extragao do café solavel, em torno de 12% na matéria seca.

O autor considera que como fonte de proteina, o café é muito pobre, além de ser

deficiente de quase metade dos aminoacidos essenciais, nio se prestando

adequadamente a alimentagdo de gado ou frangos. De acordo com Brenes (1979,
pequena revisdo), o subproduto da industria do café tem, ainda, o valor nutritivo
para alimentar um animal, limitado pela presenga de fatores antifisiologicos, tais
como, a cafeina, taninos, acido clorogénico, acido caféico e um excesso de
potassio.

A cafeina, no grao de café, varia em concentragdao entre 1,12 a
1,34%, conforme a variedade de Coffea arabica considerada (Tango, 1971).
Conseqiientemente, a concentragdo de cafeina deve sofrer algum tipo de variagio
na borra do café, e também alguma variagdo em fung¢do do processamento, para
preparo da bebida, como ja foi mencionado.

Se a quantidade de aminoacidos presentes no po de café ¢
considerada insuficiente para alimentar aves ou mamiferos, poderia, porém, ser
suficiente para alimentar um pequeno organismo como a larva de Aedes.

No experimento XIII, em que foram utilizadas trés
concentragdes do po de café, uma, duas ou quatro colheres de cha rasas de po de
caté para meio copo de agua (concentragdes 0,025, 0,05 ou 0,1 g/mL,
respectivamente), nas concentragdoes 0,05 ou 0,1 g/mL ndao houve produgdo de
adultos. A explicacao sugerida ¢ de que o aumento da concentrag¢do do po de café,
aumenta também a concentra¢do da cafeina ¢ outros componentes indesejaveis.
No primeiro experimento, mas apenas nele, paralelamente a uma menor produgio
de adultos, observou-se um aumento no tempo de desenvolvimento, no po6 de café,
utilizando-se a concentragdo de 0,025 g/mL. Em uma caracteristica, porém, o po
de caf¢ mostrou cfeito deletério. A comparagdo da longevidade (ou estimativa da
longevidade) dos adultos produzidos nos meios agua ¢ po de café, mostra que ela

¢ maior na agua, tanto para fémeas como para machos (Tabelas 7 ¢ 10). Uma
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observagao de ordem geral, realizada no presente trabalho, ¢ a de que,
independentemente do meio, a produgdo de machos inicia-se antes de fémeas ¢ a
mortalidade atinge mais precocemente os machos do que as fémeas.

A analise do padrao de esterases, por eletroforese em gel de

poliacrilamida, de larvas tratadas com cafeina a 100 ¢ a 200 pg/mL ¢ com o po de

café a 0,025 g/mL, mostrou alteragdo com relagdo a presenga e grau de atividade
de algumas bandas, quando comparadas com as do meio agua. Aparentemente,
sofreram efeitos, dessas substancias, cinco bandas, trés das quais sido classificadas
como a-esterases (bandas EST-1, EST-3 ¢ EST-7) e duas como [B-esterases
(bandas EST-19 ¢ EST-20).

O padrdo de bandas esterasicas de A. aegypti de Sdo José do Rio
Preto foi descrito por Lima-Catelani (1996). De acordo com essa autora, a banda
EST-1 foi a de maior frequéncia nessa populagio, estando presente em todas as
fases do desenvolvimento ¢ ocorrendo em 100% dos individuos analisados, em
ambos os sexos. A banda EST-3 mostrou-se restrita a fase de larva (86% de
freqiiéncia) ¢ a EST-7 foi observada nas trés fases do desenvolvimento, com
maior frequiéncia na fase de larva (64%). A banda EST-19 também foi exclusiva
da fase de larva, ocorrendo em baixa freqiiéncia (menos de 1%), enquanto a banda
EST-20 foi observada nas fases de larva e pupa, porém, em maior freqiiéncia na
fase de larva (82%) do que de pupa.

Como ja foi mencionado, as esterases $ao enzimas muito
importantes, envolvidas em varias fungdes basicas dos organismos. Lapenta ef al.
(1995) também mencionaram que, nos insetos ha evidéncias de que as esterases
atuam na regula¢dao do hormoénio juvenil, na reprodugdo, no processo digestivo e
na degradacao de inseticidas.

A literatura mostra que a atividade esterasica, em insetos, ¢
maior na fasc de larva. Por exemplo, Khoo ¢f al. (1992) verificaram essa
predominancia na fase L4 de duas espécies de Aedes, A. aegypti ¢ A. albopictus.
De fato, na fasc larval ocorrem fendmenos importantes da diferenciagdo, tais
como a formagdo de asas, das patas e do aparelho bucal (Jones, 1978). Na fase
larval a alimentagdo ¢ muito ativa para fazer face a atividade metabolica intensa,

exigida pelos processos de desenvolvimento e diferenciagdo. Segundo Barnes
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(1990), o desenvolvimento holometabolo ¢ de grande significado adaptativo na
evolugdo dos taxons superiores, porque as larvas podem utilizar fontes
alimentares, habitats ¢ estilos de vida diferentes dos individuos adultos. De acordo
com Vanderley ef al. (1987), a alimentagdao das larvas de Aedes, no ambiente

natural, ¢ muito variada, pois vivem na agua, sao onivoras, utilizando-se,

principalmente, de detritos organicos, bactérias, leveduras vivas e polen, através

da filtragao da agua. Esses aspectos, em conjunto, parecem justificar o alto nivel
de esterases presentes nessa fase do desenvolvimento.

De modo geral, consideram-se as bandas esterasicas com alta
freqiiéncia como estando relacionadas a fungdes vitais basicas. Em A. aegypli a
banda EST-1 ¢ uma delas, ¢ seu bloqueio pela cafeina a 200 pg/mL pode ser um
evento importante na mortalidade que ocorre no desenvolvimento. Essa ¢ também
a banda de maior espessura e intensidade de coloragdo, o que significa que ela ¢
produzida em altos niveis. Lima-Catelani (1996) admitiu a existéncia de
paralelismo de comportamento entre essa banda e o das esterases, anteriormente
descritas em A. acgypti, denominadas pelos autores, EST-6 (Trebatoski & Craig,
1969) ¢ EST-a (Townson, 1972) que foram consideradas idénticas pelo segundo
autor. A banda EST-6 tem sido relacionada com a resisténcia a organofosforados
nessa espécie (Field & Hitchen, 1981; Field ef al., 1984; Dinardo-Miranda, 1994).

A classificagdo das esterases com base na agdo de inibidores,
realizada por Lima-Catelani (1996), seguiu Oakeshott e al. (1993). De acordo
com esses autores, as carboxilesterases sdo inibidas por organofosfatos e as
colinesterases, por organofosfatos ¢ sulfato de eserina. Os dados de Lima-Catelani
(1996) mostraram que as bandas EST-1, EST-7 ¢ EST-20 podem ser consideradas
incluidas na familia das carboxilesterases. Entre as carboxilesterases ocorrem
enzimas envolvidas com resisténcia a inseticidas. As carboxilesterases constituem
uma familia de enzimas amplamente distribuidas, que hidrolizam éster carboxil,
amida ¢ ligagOes tioéster em uma variedade de compostos. O aumento da
atividade de carboxilesterases ¢ o principal mecanismo de resisténcia aos
inseticidas organofosforados em muitas espécies de insetos. No mosquito Culex
quinquefasciatus e no afidio Myzus persicae, esse aumento de atividade ¢€

decorrente da amplificagdo de pelo menos um gene para esterase, atingindo mais
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de 250 copias por genoma, no primeiro organismo (Vaughan & Hemingway,
1995). Em C. quinquefasciatus verificou-se que o padrao mais comum de
resisténcia ¢ dado pela elevagdo conjunta dos niveis de EST-a2 e EST-f2. Os
genes dessas esterases encontram-se em desequilibrio de ligagdo nas populagdes

de mosquitos. Os dados obtidos por varios autores mostraram alta homologia das

regides codificadoras de EST-a2 e EST-Bf2 e sugeriram que os dois genes

surgiram por um evento de duplicagdo (pequena revisao em Vaughan ef al., 1997).

A banda EST-3 parece ser uma acetilcolinesterase.
Acetilcolinesterases sdo enzimas importantes, pois terminalizam o impulso
nervoso, catalisando a hidrolise da acetilcolina, que ¢ um neurotransmissor. E uma
enzima chave no sistema nervoso dos insetos, nos quais o sistema colinérgico €
essencial (Pralavorio & Fournier, 1992 apud Lima-Catelani, 19906).

A banda EST-19 ndo foi testada por Lima-Catelani (1996)
devido a baixa frequéncia nos géis, mas possivelmente se enquadra na mesma
classificagdo de EST-18 ¢ EST-20 (carboxilesterases), dada sua localiza¢gao muito
proxima ¢ ao fato de ser também uma -esterase, como essas enzimas.

Com relagdo a banda EST-1, os dados mostraram redugdo da
freqiiéncia de sua presenga em todos os meios, comparados com os dados de
Lima-Catelani (1996), de presenga da mesma em 100% dos mosquitos analisados,
em todas as fases do desenvolvimento ¢ com alto grau de atividade (bandas
espessas ¢ fortemente coradas).Os dados do presente trabalho mostraram ainda
que a cafeina a 200 apresentou a maior freqiiéncia de individuos sem atividade
dessa enzima ¢ a cafeina a 100, a maior freqiiéncia de individuos com o grau
minimo de atividade da mesma. Os dados sdo, assim, indicativos de que a cafeina
a 100 ¢ a 200 atuou bloqueando a sintese dessa enzima, reduzindo-a a uma
quantidade pequena ou mesmo anulando-a.

Ja o po de café, embora ndo tenha diferido de forma significante,
dos demais meios, quando se compara presenga ou auséncia da banda, diferiu de
forma significante pelo predominio de individuos com maior atividade. O po de
café atuou, portanto, diferentemente da cafeina, permitindo que altos niveis de

sintese (classes +++ ¢ ++) ocorressem em mais de 50% das larvas analisadas.
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Também com relagdo as bandas EST-3 e EST-7, a a¢ao das duas
substdncias foi oposta, agora de forma diferente. Para essas bandas, ndo foi
possivel testar os dados estatisticamente quanto a presenga ou auséncia, mas fol
possivel testa-los quanto ao grau de atividade. Nessa comparagdo, tanto para a
banda EST-3, quanto para a banda EST-7, apenas o po de café¢ diferiu
significantemente no sentido de aumentar a frequéncia de individuos com nivel
baixo de produgdo das enzimas.

Quanto a banda EST-20, o teste para preseng¢a ou auséncia da
banda mostrou que o efeito mais forte foi exercido pela cafeina a 100, no sentido
de reduzir sua presenga, enquanto a cafeina a 200 nao diferiu da agua. O pé de
café foi o meio que apresentou a menor frequiéncia de individuos com auséncia da
banda. Portanto, também quanto a ecsta banda, o ecfeito de ambos os meios foi
oposto.

Com relagdao a banda EST-19, o efeito de presenga ou auséncia
foi semelhante ao da banda EST-20. Apesar de ndo ter sido aplicado o teste
comparativo, a vista dos nimeros observa-se maior freqiiéncia de individuos com
auséncia da banda nos meios com cafeina, especialmente, cafeina a 100. No que
se refere ao grau de atividade, nao houve diferenga significante entre os meios. A

atividade esterasica foi baixa em todos.

E interessante observar que Lima-Catelani (1996) encontrou a

banda EST-19 nas amostras de A. aegypti de Sdo José do Rio Preto, com
frequéncia extremamente baixa (0,062%) e no presente trabalho essas freqtiéncias
variaram de 8 a 17%, nos diferentes meios. Essas freqiiéncias se aproximam
daquelas encontradas, para a populagdo dessa mesma espécie, procedente de
Marilia — SP (Lima-Catelani, 1996). O oposto ocorreu com relagao a banda EST-
20 que Lima-Catelani observou com frequiéncia de 83% e que no presente
trabalho foi no maximo de 32%.

Assim, a cafeina atuou no presente estudo, como redutora dos
niveis de atividade das bandas esterasicas EST-1, EST-19 ¢ EST-20, pertencentes
a grupos de esterases que desempenham papéis fisiologicos importantes. Sua
alteragdo, portanto, pode estar envolvida nos problemas causados pela cafeina, nos

parametros biologicos analisados. A confirmagdo dessa influéncia depende de
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estudos complementares, mas os indicios sdo de que a cafeina pode atuar como
moduladora da produg¢ao enzimatica.

O po de café atuou reduzindo o grau de atividade das bandas
EST-3 ¢ EST-7. Pelo fato de estar apresentando efeito diferente da cafeina, o po
de caf¢ a 0,025 g/mL pode ndo estar atuando pelo seu contetido dessa substancia,
mas, pela presenga de outros compostos considerados toxicos, a que ja foi feita

referéncia anteriormente.

E interessante ainda observar que as enzimas que sofrem

alteragdes nos tratamentos do presente trabalho sdo carboxilesterases e
acetilcolinesterases, as enzimas envolvidas, basicamente, nos mecanismos de
resisténcia a inseticidas. Isto ¢ indicativo de que essas enzimas estdo mais
amplamente envolvidas na resposta ao estresse por xenobioticos, podendo
apresentar mudangas drasticas de nivel sintético na presen¢a dos mesmos. Este ¢ o
caso da cafeina.

E interessante lembrar também que o metabolismo da cafeina,
no homem, ocorre predominantemente por desmetilagao hepatica envolvendo o
citocromo P50 € que este também esta envolvido em resisténcia a inseticidas
(Stegeman & Livingstone, 1998 apud Scott, 1999).

Ambas as observagdes parecem associar 0s mecanismos de
resisténcia a inseticidas ¢ a resposta a a¢do da cafeina. A confirmagdo depende de

uma continuidade dos estudos, nesse sentido.
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Os resultados do presente trabalho permitiram as seguintes

conclusoes:

I- A cafeina exerce um efeito dose-dependente sobre o
desenvolvimento de Aedes acgypti, de modo que quanto maior a concentragido de
cafeina, mais precoce o bloqueio do desenvolvimento. Nos experimentos iniciados
com ovos, o desenvolvimento foi bloqueado na fase L1, no meio com cafeina a

2000 pg/mL, em L2 no meio contendo 1000 pg/mL, predominantemente nas fases

L3 e L4, respectivamente, nos experimentos em que foram usadas as

concentragdes de 500 ¢ 200 pg/mL. Nos experimentos iniciados com larvas L3 ¢
concentragoes de 100 ¢ 200 pg/mL de cafeina, foram obtidos adultos em niimero

maior na primeira concentragao.

2- A presenga de cafeina no meio ndo parece afetar a taxa de
eclosdao dos ovos, mas parece afetar o tempo de desenvolvimento de 4. aegypii.
Nos dois experimentos em que foram obtidas larvas L4 nas concentra¢des de 200
e 500 pg/mL, o tempo de desenvolvimento foi maior na concentragdo mais

clevada.

3- A taxa de mortalidade dos mosquitos nas diferentes fases do
desenvolvimento nem sempre acompanhou a concentragdo de cafeina. Em um dos
experimentos iniciados com larvas L3, as fases de L4 ¢ pupas apresentaram
mortalidade mais precoce no meio com cafeina a 200 pg/mL do que no meio com
100 pg/mL. Em outro, a mortalidade de L4 foi aparentemente mais precoce na
cafeina a 100 do que na cafeina a 200. Porém, como existe bloqueio do
desenvolvimento nas fases mencionadas, ¢ dificil avaliar o significado desses

cfeitos.

4- A maioria dos experimentos iniciados com ovos produziu
adultos no meio contendo agua e, nos meios contendo cafeina, o desenvolvimento

ndo ultrapassou a fase de larva, na maioria dos casos. Entretanto, a produtividade
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de adultos na agua esteve abaixo das expectativas diante da facilidade com que
esses mosquitos procriam na natureza. Muitas tentativas de melhoria da técnica
foram feitas, sendo que a tnica realmente relevante foi o acréscimo de alimento a

agua.

5- Com a devida cautela pelo namero reduzido de adultos
obtidos nos experimentos iniciados com larvas L3, observou-se que a cafeina

afetou a longevidade das fémeas adultas, reduzindo-a, aparentemente de modo

dose-dependente. Para os machos, embora haja reducdo da longevidade na

cafeina, em relagdo a agua, esse parametro parece maior na cafeina a 200.

6- O pd de café usado, colocado no meio de criagdo, na
concentragdo de 0,025 g/mL, em geral, produziu mais adultos do que na propria
agua, sugerindo que o po de café serviu de alimento aos mosquitos. O po de caf€,
de acordo com dados da literatura, apresenta aminoacidos, Oleos essenciais e
outros componentes que devem ser responsaveis por esse resultado. Um tnico
experimento em que, além da concentragdo de 0,025 g/mL, foram utilizadas as
concentragdes 0,05 ¢ 0,1 g/mL de po de café, ndo houve produgdo de adultos em
ambas as concentragoes. Na concentragao 0,05 g/mL o desenvolvimento foi

bloqueado em L2.

7- A cafeina altera o padrao de bandas ecsterasicas dos
individuos submetidos aos tratamentos, analisados em gel de poliacrilamida.
Cinco bandas, sendo quatro carboxilesterases (EST-1, EST-7, EST-19 ¢ EST-20)

¢ uma acetilcolinesterase (EST-3) mostraram variagao em larvas L4.

8- Ha indicagoes de que a cafeina pode atuar como moduladora
da produgdo enzimatica e de que os efeitos do po de café a 0,025 g/mL sdo
devidos, nao ao seu conteudo de cafeina, mas aos demais componentes nele
presentes. Nos meios com cafeina a 100 ¢ a 200 pg/mL houve aumento de
individuos com baixos niveis de atividade enzimatica ou mesmo auséncia de EST-

| ¢ EST-20. Em ambos os casos o pé de café foi o meio que apresentou maior
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freqiéncia de individuos com presenga da banda e com altos niveis de sintese.
Com relagao as bandas EST-3 ¢ EST-7, o resultado foi oposto ao das duas bandas
mencionadas anteriormente. Para estas bandas apenas o po de café aumentou a
frequéncia de individuos com nivel baixo de produ¢do das enzimas. Quanto a
banda EST-19, a cafeina também mostrou o efeito mais forte no sentido de reduzir
a freqiiéncia da banda, enquanto no meio com po de café ocorreu o contrario.
Portanto, com relagdo as cinco bandas, a cafeina ¢ o pd de café tiveram efeitos

0postos.

9- A alteragao, pela cafeina, em A. aegypti, da atividade de
bandas correspondentes a carboxilesterases e acetilcolinesterases, que
normalmente desempenham papcis fisiologicos importantes nos insetos, pode ser
uma das causas dos problemas ocasionados por essa substancia, nos parametros

biologicos analisados.

10- Os presentes dados mostraram que a cafeina atua sobre
enzimas envolvidas, basicamente, nos mecanismos de resisténcia a inseticidas.
Além disso, sabe-se que, no homem, a cafeina ¢ metabolizada predominantemente
por desmetilagao hepatica envolvendo o citocromo Pi4s0 € que nos insetos este
esta envolvido na resisténcia a inseticidas. Ambas as observagdes associam 0s

mecanismos de resisténcia a inseticidas e a resposta a agao da cafeina.

I'1- Uma conclusdo central no presente trabalho ¢ a indicagio de

que a cafeina em concentragdo igual ou superior a 500 pg/mL pode ser um

auxiliar no controle do Aedes. Da mesma forma, concentragdes de po de café
usado, iguais ou superiores a 0,1 g/mL (quatro colheres de cha rasas de po de café
para meio copo de agua), podem ser cfetivas como auxiliar no controle, podendo
ser usadas no lugar do abate. Para o po de caf¢ o experimento sera repetido. A
possibilidade de utilizar cafeina e po de café usado como auxiliares de controle,
pelo bloqueio do desenvolvimento em fases precoces, teria como vantagem

principal a redugdo do uso de inseticidas organofosforados e piretroides, sendo
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que, no que se refere ao po de café, acrescenta-se a disponibilidade e a facilidade

de uso, pela populagio.
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Resumo

O efeito da cafeina for analisado nas concentragdes de 100, 200,
500, 1000 ¢ 2000 pg/mL, sobre o desenvolvimento, a taxa de mortalidade ¢ a
longevidade de Aedes aegypti. Os resultados mostraram um efeito dose-
dependente, dessa substancia, no bloqueio do desenvolvimento dos mosquitos, de
modo que quanto maior a concentragao de cafeina, mais precoce foi 0 mesmo. A
reducdo da longevidade das fémeas adultas também acompanhou a concentragdo
de cafeina no meio, mas ndo a mortalidade de larvas ¢ pupas. Foi também
analisado o efeito, nos mesmos parametros, do po de café usado, sendo que a
0,025 g/ml. foram produzidos adultos mais numerosos do que na agua. O po de
caf¢ apresenta na sua composi¢do, aminoacidos, oleos essenciais ¢ outros, de
modo que os dados sugeriram que cle serviu como alimento para os mosquitos.
Entretanto, a 0,05 ¢ 0,1 g/mL, o desenvolvimento foi bloqueado no inicio da fase
de larva. Foi, ainda, analisado por eletroforese em gel de poliacrilamida, o efeito
da cafeina (a 100 ¢ 200 pg/mL) e do pé de café usado (a 0,025 g/mL) no padrao
de esterases de larvas L4. Foi observado que a cafeina e o po de café alteram o
padrdo de cinco bandas, quatro carboxilesterases (EST-1, EST-7, EST-19 ¢ EST-
20) ¢ uma acetilcolinesterase (EST-3). A cafeina ¢ o po de café diferiram nos seus
cfeitos sobre ecssas bandas. A cafeina causou um aumento do numero de
individuos com baixos niveis de atividade enzimatica ou auséncia das enzimas
EST-1 ¢ EST-20; o oposto ocorreu com o po de café. Este por sua vez, aumentou
a frequéncia de individuos com nivel baixo de produgao de EST-3 e¢ EST-7. A
cafeina mostrou o efeito mais forte no sentido de reduzir a freqiéncia de EST-19;
no meio com pod de café ocorreu o contrario. Nos insetos, as carboxilesterases ¢
acetilcolinesterases, enzimas sobre as quais a cafeina atua em A. aegypti, estdo,

basicamente, envolvidas com a resisténcia a inseticidas, o que indica seu efeito

também no metabolismo de xenobidticos. Os dados sugerem, ainda, que a cafeina

pode atuar como moduladora da produg¢do enzimatica ¢ que os efeitos do po de
café¢ a 0,025 g/mL sao devidos, nao ao seu conteudo de cafeina, mas a outros
componentes. Sugerem, ainda, que a cafeina (a 500 pg/mL ou mais) e o po de café
usado (a 0,1 g/mL ou mais) podem ser auxiliares no controle de Aedes.

Palavras-chaves: cafeina;, Aedes aegypti;  desenvolvimento; mortalidade;

longevidade; esterases.
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Abstract

The effect of cafteine on Aedes aegypti development, mortality
rate and longevity, using five concentrations (100, 200, 500, 1000 and 2000
ug/mL), was analyzed. The results showed a dose dependent effect of this
substance on blockade of the mosquito development, in a way that the greater the
caffeine concentration the carlier the blockade of development. The adult female
longevity decrease also seems to follow the caffeine dosage, but not the mortality
rate. The effect of the ground coftee (at 0.025 g/mL) on the same parameters was
also analyzed. The medium containing it produced greater number of adults than
the water medium. Because the ground coftee presents in its composition amino
acids, essential oils and other components, those data suggested that this
substance fed the mosquitoes. However, at 0.05 and 0.1 g/mL concentrations, the
development stopped at the beginning of the larval stage. The effect of the
caffeine (100 and 200 pg/mL) and of the ground coffee (0.025 ¢/mL) on the
esterase patterns was analyzed in L4 larvae, by polyacrylamide gel
electrophoresis. Both the caffeine and the ground coftee changed the pattern of
five bands, being four carboxylesterases (EST-1, EST-7, EST-19 and EST-20) and
one acetylcholinesterase (EST-3). The caffeine and the ground coffee differred in
their effects on these bands. The caffeine caused an increase of the number of
individuals with down activity levels or absence of the bands EST-1 and EST-20;
the opposite occurred with the ground coffec. This, in its turn, increased the
frequency of individuals with down levels of esterase bands EST-3 and EST-7.
The caffeine showed the strongest effect in reducing the frequency of EST-19; the
contrary occurred in the medium with ground coffee. In insccts, carboxylesterases
and acetylcholinesterases are involved with the resistance to insecticides. The fact
that they are also affected by cafteine indicates a more extensive effect of them on
the metabolism of xenobiotics. The data suggest, still, that the caffeine can act
modulating the enzyme production and that the effects of the ground coffee at
0.025 g/mL are not due to its contents of cafteine, but to another(s) component(s).

Data suggested also, that the caffeine (at 500 pg/mL or more) and the ground

coffee (at 0.1 g/mL or more) can be used as auxiliars in the control of Aedes

aegypli.

Key words: caffcine; Aedes aegypti; development; mortality; longevity; esterases.
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