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IT. INTRODUÇÃO

Nos últimos anos houve um crescimento acentuado no

interesse em estudar o5 efeitos de substâncias às quais. voluntária

ou involuntariamente,. o homem se expõe na alimentação. no trabalhos

na medicação e outras circunstâncias.

Tem­se avaliado os efeitos dessas drogas em vários

organismos abrangendo bactériass fungos. plantas e animais.

inclusive o homem. quando possível (CTIMNSON, 1977: LEONARO et al...

1787). Foréms dada à diversidade dessas substâncias e à dificuldade

de abordagem de seu modo de açãos muito ainda resta a saber. mesmo

sobre as drogas mais estudadas.

A literatura mostra que entre as substâncias ingeridas

pelo homem. consideradas de uso mais generalizado fc mais

extensivamente estudadas. encontra­se a cafeina.

À cafeina (14 SS. Zetrimetilxantina. de fórmula molecular

Coat; NÃO) E um alcalóide pertencente ao grupo das xantinas
trimetiladas presente em mais de 60 espécies de plantas,

Quimicamente., estes alcalóides assemelhamese às purinas. xantinas e

ácido uúricos os8 quais são compostos metabolicamente importantes

(LEONARO et al.» 1987).

Segundo TIMSON (1977) à cafeina é um pó branco ou Massa

branca constituída por longos cristais aciculares. Flexíveis. muito

com brilho sedoso. Funde­se entre 2353 e à: 2 sublima­se

acima de 176ºT à pressão atmosféricas sem decomposição. A

solubilidade da cafeina. em águas varia com à temperatura. À 2OC ela

é de 6.60 9/1029 ml de águas. a 8SOC é de 2.80 9/1029 ml de água e à

10000, de 509 9/1800 ml de água. À solubilidade em outros solventes.
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como acetonas clorofórmio e etanol à 2590. é des respectivamentes

2.0. 18,2 e 1,5/100 ml do solvente,

À cafeina é consumida não só sob à forma de café (Coffea

arabica). chás (como o chá da índias. Cameliia sinensis). ou mesmo

Juaranaá (Paullinia cupana) mas. tambéms como componente de

analgésicoss anorectantes e estimulantes ou componentes de misturas

estimulantes. como as anfetaminas CEENOWITZ. 1998).

Clinicamente. à cafeina tem efeito estimulador do sistema

nervoso central. kEla afeta primeiro o cortex cerebral e depois à

medula. Fode afetar. tambéms à coordenação psicomotora. aumentar à

secreção de ácido graxo e pepsinas produzir ação diurética,

aumentando o volume urinário e à secreção de sóodios causar efeitos

cardiovasculares e efeitos alérgicos (LEONARD et al.. 1987).

( No homema à cafeína, é rapidamente absorvida pelo trato
gastrintestinal e distribuída pelos vários tecidos. na proporção de

seu conteúdo de água. Isto ocorre tanto com as células somáticas.

como com as celulas germinativas (KIHLHAN, 1974)
(o metabolismo da cafeinas em mamifeross. processa­se

simultaneamente por várias vias. Variações na potencialidade das

enzimas do fígado, em diferentes espécies. resultam em diferenças

quantitativas em alguns dos metabólitos da cafeina. Há mais do que

uma enzima envolvida na biotransformação de cada metabólitos mas. às

oxigenases do citocromo F­450 possuem um papel maior no metabolismo
primário da cafeina. Segundo STAVRIC & GILEBERT (1999). às enzimas

Noacetil­transferases são responsáveis por alguns metabólitos

adicionais. No conjuntos os metabólitos urinários da cafeína compéem

um quadro mais complicados havendo pelo menos 18 metabólitos

identificados na urina de várias espécies. sendo que o padrão de
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excreção é quantitativa e qualitativamente diferente entre elas.

cafeína não modificada representa somente 1:89 à 1,6% do metabólito

urinário. para homens e macacos. Já os porcos. eliminam cerca de 5

da cafeina administrada.)
(Alguns dos numerosos metabólitos da cafeina são conhecidos

por serem mais ativos biologicamente do que outros (STAVRIC &

GILEERT. iP9Q). Únis dos metabólitos primários da cafeína.”

paraxantina (ii. Z­dimetilxantina) e teofilina (1. S­dimetilxantinas.

mostram propriedades farmacológicas e toxicológicas completamente

opostas. Enquanto a paraxantina não é biologicamente ativa e é

praticamente não tóxicas à teofilina6é farmacologicamente muito

ativa e potencialmente tóxica. À teofilina é mais ativa do ME A
cafeína em estímulo cardíaco, dilatação coronária e relaxante
misculo esquelético, Outros metabólitos como à B­metilxantina

i­cmetilxantina possuem atividades farmacológicas importantes.

3metilxantina é mais ativa do que à teofilina como um inibidor da

fosfodiesterase do AMP cíclico e é menos ativa do que à teofilina

como um inibidor do AKEF cíclico.)
( ná indicação de que o metabólito S­(Nemetilformilamina)­é­

amino­ít.3­dimetiluracil possui eftito toxicológicos, podendo. este

compostos interagir com o ONA. é encontrado somente em pequenas

quantidades na urina humanas enquanto é o maior metabólito

encontrado no rato (STAVRIC & GILEERT. 1999).)
(segundo TIMSON (1977) o metabólito teobromina (3s

7­dimetilxantina) causa quebra cromossômica e formação de celulas

trinucleadas em Dedogonium acmandrium. fortanto é um agente

clastogênico e também aneusênico. |
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( segundo revisão de STAVRIC & GILGERT (14972) à meia vida da
cafeinas no bhomems é usualmente de quatro à seis horas. mas pode

haver considerável variabilidade relacionada com diferentes

circunstâncias. For exemplos segundo SOMANI & GUFPTA (1988) o cigarro

diminui a meia vida da cafeina. mas em mulheres grávidas. causo um

aumento significativo, dessa meia vidas para mais do que 80 horas,
embora à diminuição da função do Fígado possa extendê­la por vários
dias. Fortantos nesse periodos para a espécie humana & para os

Macacos ocorre a diminuição do metabolismo da cafeina podendo
resultar em clevados níveis dessa substâncias comparado com o

período anterior à gravidez. pós o partos há retorno ao

metabolismo normal.)
Estudos em animais (LEONARDO et al.. 1987) têm indicado que

O Uso da cafeina durante à gravidez provoca anormalidades

esqueléticas, diminuição do crescimento fetal intrauterino e baixo

peso ao nascer. Altas doses de cafeina estão associadas com perda

fetal e aumento na frequência de malformações congênitas no homem,

Fara ERUYERE et al. (197589) à cafeina.s acumulada na mulher

grávida, atravessa à placenta e atinge o feto que não tem as enzimas

necessárias para o seu metabolismo. podendos assims intoxicá­lo.

Entretantos não foi demonstrado se a droga afeta diretamente o

embrião OU se compromete secundariamente seu desenvolvimentos

causando um efeito maternos tal como à secreção excessiva de

catecolaminas (produtos do metabolismo da cafeína).
Em ratas, TANAKA et al. (1987) verificaram baixo peso da

placenta e uma redução do peso do cérebro dos fetos. maior do que à

do corpo quando há ingestão da cafeinas por um longo períodos

durante à oravides. ROSS & FPERSAUO (1999) que estudaram o efeito da
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cafeina no desenvolvimento de embriões de ratos observaram mais

comumente redução no número de brânquias e somitos e formação

anormal dos membros anteriores. No desenvolvimento das mandibulas de

ratos jovens. cujas mães foram tratadas pela cafeína, foi constatada

redução significativa do peso mandibular. do conteúdo de cálcio. da

alcalinidade e da atividade fosfatase ácida (ORISCOLL et al. i9790),.

NAKAMOTO et al. (197987) mostraram que a cafeina afeta oo

conteúdo de minerais e o próprio crescimento de ossos dos fetos de

ratas tratadas durante à gravidez sendo que o cálcios o magnésio

zinco diminuíram de 1 à 2 mg no grupo tratado.

Em função desses e outros resultados. a FOOD ANN DRUG

ADMINISTRATION (USA) aconselhou as mulheres grávidas à evitar ou

usar moderamente comidas ou bebidas contendo cafeina. D comitê sobre

nutrição da mulher e da criança pré­escolar. FOOG ANO NUTRITION

BOARD. NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES. também recomenda moderação na

ingestão da cafeína durante à gravidez (LEONARDO et al... 1787).

For outro lados há também dados na literatura que sugerem

que à cafeina pode dificultar à aravidez (WILCOX et al.,

Forém esses resultados não foram confirmados em outro

envolvendo à associação entre consumo de cafés chá e bebidas cola e

tempo para engravidar. realizado por JOESDEF et al. (19909).

autores analisaram 2817 mulheres férteis e não encontraram nenhuma

evidência para um efeito desfavorável da cafeina. Da mesma maneira,

verificaram que o consumo de cafeina não estava associado com

infertilidade. em 18181 mulheres inférteis e seus controles.

Efeitos prejudiciais da afeinas, como por exemplos

alterações na duração do período de desenvolvimento embrionário,

anomalias no desenvolvimento. redução da fertilidade. alterações
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celulares. alterações na estrutura da cromatina. entre outros. foram

observados em vários trabalhos e diversos organismos (SEHGAL &

SIMOES, 1976: POLLAÁRO et al... 1987: KAWAND & SIMOES. 19587),

SEHGAL & SIMOES (1974) estudaram o efeito de algumas

drogas neurotrópicas (cafeina.s ácido glutâmico. anafranil. fosfato

de codeiína. e barbiturato de sódio) sobre o desenvolvimento de

Drosophila melanogaster. O desenvolvimento larval não foi afetado,

porém às moscas. na maioria dos casos. eram estéreis. e as fêmeas

apresentavam malformações dos ovários. As glândulas salivares de

larvas do terceiro estádio eram formadas por células de tamanho
menor que o normal. Das drogas estudadas à mais tóxica foi

cafeína.

Jdãs o estudo do tempo de desenvolvimentos em D.

prosaltans. realizado por ITOYAMA (1989). mostrou que o tratamento

com cafeína nas concentrações 100908 ug e 15009 ug de meio de culturas

altera esse parâmetros. nessas moscas. levando­o à um atraso de um
dias quando comparado com o das moscas controle ou das tratadas com

52 ua/ml e 1009 ug/ml da substância.

Atraso no desenvolvimentos. em decorrência do consumo de

cafeina foi demonstrado também por outros autores. For exemplo. em

larvas de Telmatoscopus albipunctatus (OIFTERA, FSTCHOLCIUARM), SEHGAL

et al. (1977) verificaram que a cafeina causa forte atraso do

desenvolvimento e alta mortalidade. Em outro estudo. FOLLARE et al.

(iF97) mostraram que à cafeina causa um retardo no desenvolvimento

de fetos de ratos fêmeas e machos.

Malformezões associadas à cafeína foram também descritas

por KAWANDO & SIMGES (1987). Administrando solução de cafeinas à

O.i%a à embriões de Biomphalaria glabrata esses autores observaram
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atraso na clivagem de algumas células do embrião. seguida de divisão

alteradas causando assimetria nas placas cefálicas., vesícula da

cabeça com i3 celulas (o normal apresenta Índia células

supernumerárias nas placas apicais. ocorrência de malformações, tais

como monoftalmia dextra ou sinistras reduplicação de um olho

esquerdo ou direito e formação de exogástrula. For sua vez, EERTRAND

et al. (19485, in TIMSON.S 414977) observaram à ocorrência de

ectrodactilias em descendentes de ratas grávidas tratadas com

cafeinas sendos o efeitos proporcional à dose. Em adultos de T.

albipunctatus originados de pupas tratadas com cafeina. SEHGAL et

al. (1977) observaram abdome anormalmente alongado e asas anormais.

SEHGAL et al (1977) também relataram à vredução da

fertilidade dos adultos de T. albipunctatus oricinados de larvas ou

pupas tratadas com cafeina. Redução da produtividade. associada à

cafeina,s também foi demonstrada por ITOYAMA (1989), em Db.
prosaltans. Em três das quatro concentrações utilizadas (100, 1000 e

1500 ug/ml de meio de cultura) a produtividade foi

significativamente nmenor que à do controle. Na menor concentração

utilizada. de Sô ug/ml de meios à produtividade também foi menor que

à do controle. embora à diferença não tenha sido significativa. Além

da redução da produtividades à cafeina determinou um atraso no

inicio da produção de descendentes. quando comparada com o controle.

Nesse trabalhos o grau de redução da produtividade foi diretamente

proporcional à concentração de cafeina no meio.

ITOYAHA (1989). também estudou o efeito da cafeina na

longevidade de moscas virgens e acasaladas. O tratamento com cafeina

causou redução significativa desse parâmetros. em fêmeas e' machos

virgens e nos machos acasalados quando comparados com o respectivo
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controle. Fêmeas acasaladas tratadas. porém. mostraram, na maioria

dos experimentos. maior longevidade que o controles sugerindo

vantagem do bloqueio reprodutivo parcials causado pela cafeina.

Resultados da mesma autoras relacionados com à oviposição,

mostraram que à afeina. presente no meio de cultura ao qual (as

moscas ficaram expostas 1º horas. inibe, de forma diretas à postura

de ovos das fêmeas não tratadas previamente e acasaladass. isto é,

quanto maior à concentração de, cafeina colocada no meio para

oviposição, maior à redução do número dê ovos. ÀS MOSCAS QqUE SE

desenvolveram nos meios com cafeina também produziram menor número

de ovos. mesmo quando expostas. posteriormente. ao meio sem cafeina.

Neste casos tambéms à redução está diretamente relacionada com &

dose de cafeína do meio de origem das MOSCAS.

Uados da literatura demonstraram que. in vitro, há também

envolvimento da cafeina na mobilidade de espermatozóides humanos

(REES et al.s 179799) e de bovinos (SCHOFF & LARNIY, 17875; FARK et al..

1789).

Vários são os trabalhos que apontam o efeito da cafeína

sobre à atividade enzimática. Segundo FOLLARO et al. (1987). à

cafeina em doses moderadas (30 ma/Kg.d) ou altas (629 ma/Kd.d) causa

um decrescimo significativo na atividade da desidrosenase

hidroxiesteróide 36 (SE­HSD) e consequente redução na biossintese de

testosterona. em testes fetais em ratas de 18 e Pô dias de gestação.

A baixa atividade 3B­HS0 persiste no grupo dos adultos que receberam

59 mg. Foram observados ainda efeitos na segunda ninhadas oito

semanas após cessado o consumo de cafeina pelas ratas. Nesta segunda

Jeraçãos os descendentes». em ambas as doses de cafeinas nasceram

significativamente menores que os do controle. For sua vez,
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SRINIVASAN et al. (1979) mostraram que a cafeina inibe à DNA

polimerase dependente do RNA (transcriptase reversa) em virus
oncogênicos de murideos e aves e BALACHANDRAN & SRINIVASAN (17889)

oObservaram que à cafeína inibe à atividade da UNA polimerase de

Escherichia coli. No músculo de coelho foi observado que à cafeina

inibe completamente à atividade da fosforilase (TIMSON,. 4977) E
SUTHERLAND & RALL (1958, in LegGER, 1985) mostraram que

metilxantinas inibem as enzimas fosfodiesterases. Alem da cafeína

inibir a enzima fosfodiesterases cela também é um competitivo

antagônico dos receptores da adenosina extracelular (YOKOGOSHI et

al... 1787).

Alterações causadas pela cafeinas ao nivel celular &e

cromossômicos. foram verificadas em vários trabalhos.

lados de LA FENÁ et al. (19814) mostraram que solução de

cafeina à 0.11%, injetada em plantas de centeio, em vários estádios

do desenvolvimento da espigas inibe à citocinese na linhagem

germinativa e causa bimeiose em células binucleadas. Durante

divisão celular ocorreram fusões nucleares na linhagem germinativa,

dando origem à tetraplóides mononucleados. Foi observado também um

decréscimo na frequência de quiasúmas.
t

Foi demonstrado que à cafeina é um potente inibidor da

formação da placa celular em células vegetais em divisão. atuando
após BOX da placa estar completa (por exemplo BONSIGNORE & HEFLER,

iFOS: HEFLER & EGONSIGNORE., 17992), Sob influência da cafeinas as

"ilhas” de vesiculas de Golgi que se dispóem na região equatorial da

célula não se fundem para formar à placa e parecem ser reabeorvidas.

ESPINO & VASQUEZ (1981) obtiveram plantas poliplóides
utilizando cafeina em Saintpaulia ionantha.
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À cafeina induz trocas entre cromátides­irmãs (TCI) e

inibe à& proliferação celular em linfócitos periféricos humanos

cultivadosa in vitro (GUGLIELMIN et al... 7828). Tanto o efeito

indutor de TCI como o cicloativo mostraram ser dose­dependentes.

Alterações no aspecto da cromatinas tornando­a “dispersa”

foram observadas em grãos de pólen de Pinus submetidos à força

centrífuga em solução de cafeina CTERASAKAÁ & NILTSU, 19587).

SASAKI .& NISHIMOTO (1989) observaram que à cafeína induz

condensação prematura dos cromossomos na linhagem celular EHKSi

durante à fase 8. na presença de um inibidor de síntese de UDNÃÁ,

Segundo os autores. este achado sugere que à cafeina causa mudanças

na conformação da cromatina.

Também à exposição de linhagens celulares LiífPie de murídeo

a altas concentrações de cafeina perturba à progressão completa do

ciclo celular e resulta em um aumento da sensibilidade do UNÁ &

desnaturação (KUNICKA et al... 1990). Nesse trabalhos à cafeina

induziu um decréscimo na estabilidade do ONA afetando às células

interfásicas, indiferentemente da sua posição no ciclos sendo as

Mudanças. estocásticas., dependentes do tempo e concentração.

Fopulações de células respondem à cafeina de modo muito heterogentco,s

com respeito ao grau de desestabilização do UNA.

Foi observados tambéms que à cafeina afeta a síntese de

DNA CCHAUDHURI & GHOSH., 1782). reduz à frequência de crossing­over

simples e duplo (LOFRIENDO et al.. 1974) e reduz à frequência de

trocas cromatidicas (OKOYAMA & KITÃAO,., 1981). Aberrações cromatidicas

E cromossômicas (respectivamente, DE MARCO & FPOLANI. 1981. em D.

melanogaster e HEKNANCEZ et al... 9785, em Allium cepa) foram,

também. causadas por tratamento com cafeina,.
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SEHGAL & SIMGES (19784) observaram que à cafeina altera

politenização dos cromossomos de D. melanogaster sugerindo que esse
efeito seja devido ao retardo da sintese de UNA.

Sabe­se que o pós­tratamento com cafeina tem efeito

potencializador na indução de dano cromossômico e morte celular por

agentes mutagênicos fisicos e quimicos. For exemplo. TANZARELLA et

al. (1984) verificaram que tratamento de células de Xenopus leavis

com mitomicina C e subsequente tratamento com cafeina nas fases S ou

ciclo celular levam à um aumento na frequência de trocas

cromatidicas. especialmente quando o pós­tratamento ocorre na fase

A cafeina produz cromossomos pulverizados quando em

tratamentos combinados com agentes clastogênicos como à luz ultra­

violeta (UV), A4­nitroquinolina i­óxido (4NGO) e mitomicina C (H6HKC)

(NISHI et al... 19583). Do mesmo modos. à combinação de radiação (gama

ou ultra­violeta) e pós­incubação com cafeína resulta em cromossomos
quebrados. formação de células com micronúcleos, perda de

cromossomos sexuais e indução ou aumento das frequências

dominantes letais (por exemplos em linhagem celular V79 de hameter

chinês. CREMER et al... 1980. em Drosophila., MENDELSON & SOEELS, 14974

E em ovócitos Si4 e espermatozóides maduros de Husca domestica,

TARGA. 1983). De modo gerals 05 autores atribuem os resultados à

ação parcial da cafeina inibindo o processo de reparo do UDNÁ, na

MEÍOSEC.

Os efeitos mutagênicos da cafeina foram estudados em

organismos procariontes 2 eucariontes com resultados muito

Variáveis. mas em muitos casos foi considerada um inibidor dos

processos de reparo do ONA :
i7O5P SASAKI et al.,s
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iFB7P). Em E. colis a cafeina mostrou­se um mutagênico do tipo

"frameshitft" (MCPHEE & LEYOEN, 17685: FONS & MULLER. 1990), mas em

Salmonella typhimurium à cafeina produziu um bloqueio das mutações

devidas à substituição dos pares de bases causada por raios

ultravioleta (HMcFHEE & LEYDEN, 7585).

GRAF & WURKGLER (1984) utilizaram preparações de café em

diferentes testes mutagênicos em células germinativas e somáticas de

DN. melanogaster. Às células germinativas foram analisadas quanto à

letais recessivos ligados ao sexo (principalmente, mutações gênicas

e pequenas aberrações cromossômicas). quanto a dominantes letais

(efeitos citotóxicos e genotóxicos) e quanto à perda de cromossomos

sexuais (quebra cromossomica e não disjunção). mas somente efeito

citotóxico foi observado no teste para dominante letal. Nenhum

efeito genotóxico conclusivo pode ser detectado pelas três técnicas

utilizadas. As preparações de café foram também testadas quanto &

indução de mutações e recombinações mitóticas. em células somáticas

do disco imaginal das asas. pela técnica do SHART (Somatic HMutation

and Recombination Test) sendo que ambas as preparações afetaram as
células das asas.

O efeito inibidor da cafeina no reparo do ONA em quebras

cromossômicas induzidas em Drosophila. por raios X. foi admitido por

MENDELSON & SOBELS (1974) para explicar o aumento da frequência de

letais dominantes e da perda de cromossomos sexuais. e à diminuição

da frequência de translocações., Nesse trabalho. só os machos Foram

irradiados e cruzados com fêmeas tratadas com cafeína, supondo­se.
então. que a cafeina inibe.s parcialmente. processos de reparo nos

ovócitos. que são necessários para reparar as quebras cromossômicas

induzidas nos espermatosóides.
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Há muitas indicações de que o efeito potencializador da

cafeina depende da fase do ciclo em que as celulas são tratadas ou

expostas e se à cafeina é ministrada na forma de pré ou pós­

tratamento. For exemplos TAKGA (17983) obteve aumento da frequência

de letais dominantes em ovócitos Sia E espermatozóides maduros de K.
domestica somente quando a exposição à radiação gama foi feita após

um pré­tratamento com dieta contendo 9.82% de cafeína. Concentrações

menores dessas substâncias ou seu uso na mesma concentração. mas na

forma de pós­trátamento, produziram resultados negativos.

Os efeitos de pós­tratamento com cafeína nas fases 5 e Go

sobre as frequências de aberrações cromossômicas induzidas pelo

tiotepa tagente alquilante) em pontas de raiz de Vicia faba e em
linfócitos humanos. in vitros foram analisados por KILHHAN et al.

(1982). À frequência de aberrações induzidas nos linfócitos em Em Ou

Gy foi maior quando os tratamentos com cafeina foram dados em Go. Em

celulas de VV, faba, poréms as frequências de aberrações
aumentaram fortemente quando as pontas de raiz foram pós­tratadass

com cafeina., durante à fase S.

CLEAVER (1989) por sua vez. verificou que células humanas

transformadas pelo SV40 são mais sensíveis à morte por raios Ultra­

violeta quando crescem na presença de cafeína depois de submetidas à
radiação. BATES et al. (1i985S) mostraram que à cafeína reduz o

acúmulo de células em G> de linhagens celulares controle e de

Portadores de Ataxia"­telangiectasia (AT);s depois depois do

tratamento com radiação ionizante.

Hicro­irradiação com UV de uma pequena parte do núcleo de
hamster chinês. seguida de incubação em cafeína, frequentemente

resulta em cromossomos quebrados. na primeira mitose pós­irradiação
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(CREMER et al... 1783),

IULÓUT et al. (1981) analisaram o efeito da cafeina

ministrada com trietilelinimelamine (TEM) e adriamicina (AGR). em

camundongos. DO tratamento combinado de TEM e cafeína mostrou

potencialização do efeito da primeira drogas pela segunda, nã

frequência de falhas. quebras e trocas cromatidicas. Tratamento com

AR e cafeina potencializou o efeito apenas na frequência de fusões

cêntricas.

GRANHERG­OHMAN et al. (1980) utilizando fenacetina

fenazonas separadas ou combinadas com cafeina. em ratos. encontraram

carcinomas e sarcomas em numero de sete quando à cafeína Foi
ministrada separadamente ou juntamente com à fenacetina. em número

de 18 quando foi ministrada junto com fenacetina e fenazona. e em

número de 1é quando as duas últimas drogas foram ministradas juntas

sem cafeina. O grupo da fenacetina sozinha mostrou 147 carcinomas

sarcomas. Os autores atribuem à aparente redução do risco de

malignidade da fenacetinas quando ministrada junto com à cafeina. ao

aumento da diurese causado pela cafeina. As aberrações tais como

falhas (gaps).a quebras e desarranjos estruturais foram maiores nos

grupos tratados só com fenacetinas quando comparados com o controle.

Fós­tratamento com 2 mi de cafeina ou E mi de benzamide

aumentou à letalidade de MMNG (Nemetil­N'i­nitro­Neonitrosoguanidirnra)

em células N77 de hamster chinês (DAS. 19987). Embora tenham sido

obtidas evidências de que o modo de ação das duas substâncias no

reparo do UNA é diferentes o resultado quantitativo Final foi o
mesmos. isto é. houve aumento na letalidade celular.

Células de ratos. tratadas isoladamente

e­acetilaminoFfluorenc (SAAP) e fenobarbital (FR) apresentaram
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redução da Frequência de TCI, À adição de cafeína cancelou o efeito

de 2­AAF. mas não do FE, sugerindo que o mecanismo de TCI pode ter

diferentes origens (EXILIE­FRIGERE et al... 1994), Já DpOZI­

VASSILIÁDES et al. (1985) verificaram que. em cultura de linfócitos

humanos à& vitamina A produziu aumento da taxa de troca entre

cromátides­irmãis. em combinação com cafeina. causou sinergiemo sobre

à indução de TCI e supressão do indice mitótico e em combinação com

melfan e cafeinas produziu atraso no ciclo celular e redução do

indice mitótico,.

KIMURA & ADYAMA (1989) observaram que células de ovário de

hamster chinês têm à sua sensibilidade ao brometo de etideo (corante

catiônico intercalante no ONA) reduzidas na presença da cafeína. Os

resultados mostraram que havia supressão da absorção do corante que

é realizada por meio do sistema de transporte do potássios sugerindo

envolvimento da cafeina com esse sistema. In vitros à cafeina causou

uma diminuição na ligação do etideo ao DONA. Contudo para os autores

o efeito da redução da sensibilidade ao etíideo é menos importante do

que o efeito no transporte.

No presente trabalhos objetivou­se dar continuidade &o

estudo dos efeitos da cafeina em D. prosaltans. ampliando algumas

observações para melhor avaliar os efeitos tóxicos dessa substância,

Faralelamentes foram realizados experimentos com cafeina e jon

estanosc à fim de verificar se ocorre um efeito interativo das duas

substâncias.

O ion estanoso é de largo emprego especialmente nã

indústria alimenticia e na área de saúde. À população ingere Ton

EStanoso inorgânicos presente na comida como resultado do

processamento ou da corrosão C(Cleaching) de latas não envernizadas ou

EV
AVAVAY

1 2 3 4 5 6 7 unesp ”. 12 13 14 15 16 17 18



1ó

chapas de estanho usadas na embalagem. DO ion cstanoso é ainda

utilizado em pastas dentifricias sob à forma de fluoretos Ee no

preparo de radioisótopos para fins médicos (REICKS & RADER, 1778),

À ingestão de ion estanoso em dietas tipicamente

ocidentais é de í à 38 mg por dia. Farece ques pessoas que ingerem

ion estanoso,s diariamente; não correm nenhum risco, mas. em ratos,

vários trabalhos recentes têm mostrado que 106 a 2028 ug de don

EStanoso/d na dieta, alterariam o metabolismo de minerais

cosenciaisa. tais como cobre e zinco (REICKS & RADER. 1í779). Segundo

esses autores interações entre minerais. carboidratos e estanho,

presentes na comida aumentariam o risco de prejuizo aos mecanismos

protetores celulares básicos. Eles observaram efeitos adversos nos

ratos. quando administraram dietas contendo 12889 ug de estanho/sg.

Houve um esgotamento do cobre em ratas alimentadas com dietas

adequadas desse mineral. aceleração do aparecimento de deficiência

de cobre em vratas alimentadas com dieta deficiente e redução da

proteção antioxidante nas células do figado,.

Os resultados de trabalhos com ion estanoso não

concordantes quanto à genotoxicidade (efeito genotóxico: KADA et

alas 1780. in CUNHA et al... 1979i: efeito não­genotóxico: DLIVIER &

MARZIN, 1967). Em E. coli o tratamento com cloreto estaánoso

apresentou resultados que indicam à ocorrência de modificações no

DNA e. portanto. de atividade genotóxica dessa substância (CUNHA et

al.s 1791), Assimy sE O lon estanoso afeta o DNÁ e à cafeína

prejudica seu reparos espera­se que à associação das duas

substâncias. realizada no presente trabalhos cause um efeito mais

acentuado nos organismos em análise que qualquer das drogas
.

separadas.
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II. HATERIAISE HÉTODOS

i. Espécie e Linhagem Utilizada

Drosophila prosaltans pertence ao grugro E subgrupo

saltans. sendo à linhagem utilizada no presente trabalhos procedente

de Sangre Grande. Trinidad.

2. Manutenção em Laboratório e Meios de Cultura Utilizados

às moscas utilizadas neste trabalho foram mantidas em

câmara de temperatura constante à 8890 + 149C e em meio de cultura

banana­agar. cuja fórmula é à que

i200 ml de água

500 banana

ie agar­agar

15 fermento Fleischmann dissolvido em 45 ml de água

ce 3 de açucar

8 ml solução acoolica de nipagin 7%.

Fara 05 experimentoss à esse meio básico. ao qual

denominamos Controle (C) adicionamos seis diferentes concentrações

de cafeina. descritas à seguir:

­ to," SO ua de cafeína por meio cultura banána­agar

t;= 169 ua cafeina por meio de cultura banana­agar

tos 1000 ug de cafeina por Meio cultura banana­adgar

= 1590 ua cafeina por meio cultura banana­agar

ug cafeina meio cultura banana­agar
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ts" 2520 ug de cafeina por ml de meio de cultura banana­agar

As doses de cafeina utilizadas foram as mesmas do trabalho

anterior (CITOYAMAC 1959). escolhidas com base na D[LSS., Neste

experimento foram. porém. acrescentadas duas concentrações, ta E tos

que consideramos relevantes para aprofundamento dos resultados.

As seis concentrações de cafeina foram adicionadas ao meio

de cultura banana­agar quente. Este foi distribuído em garrafas

1/4 de litro ou em tubos. Úevido ao fato da cafeina possuir baixa

solubilidade em água destilada fria (são necessários 46 ml de água

destilada Fria para dissolver 1 grama). à cafeína foi dissolvida em

aqua destilada quentes na proporção de 1 9/5245 ml de água destilada

(dados obtidos do fíndex Merck).

3. Experimentos

3.1. Efeito da cafeina sobre a produtividade em 10 gerações

À produtividade (número de descendentes) das moscas

controle e tratadas foi analisada por 189 gerações. Fêmeas 2 machos

virgens foram coletados do estoque es após seis dias, 10 casais

foram colocados em cada garrafa de i/4 de litro contendo às

diferentes concentrações de cafeinas. isto és Cs ty: tias tos tos t, E

t5. De cada tipo de meio foram preparadas seis garrafas (cinco para

observação da produtividade e uma para reposição de moscas que

eventualmente morressem durante o experimento) as quais eram

repicadas Uma vez. com intervalo de cinco dias. para 065 respectivos
meios de culturas com descarte dos pais após cinco dias do repique,.
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Os descendentes. machos e fêmeas, foram contados

separadamente. em cada geração, e utilizados para a montagem da

próxima geração até a décima.

O objetivo deste experimento foi verificar se ocorrem,

entre as gerações. mudanças na produtividade que possam ser

atribuídas à seleção para resistência à cafeína. ou à efeito

acumulativo da mesma.

Os descendentes na décima geração foram também utilizados

para à montagem de outros experimentos. descritos à seguir.

3.2. Efeito da cafeina sobre a produtividades por casal,

moscas da 108, geração e hibridas

Foram coletadas moscas virgens (fêmeas e machos) C. to:

tasas tos tos ta E tes nascidas na 102º, geração es após seis dias,í Fa 3 4 5

montados cruzamentos por casal. em tubos contendo meio de cultura

controles sendo 822 tubos para cada tipo de experimento. No total,

foram realizados 149 cruzamentos nos sete experimentos. Esses casais

foram transferidos 3 vezes para meio de cultura novo. em intervalos

de 3 dias. Os pais foram descartados após 3 dias da última

transferência, Us descendentes foram contados separadamente por

Sexo. diariamente, à medida que foram nascendo.

Faralelamentes Foi observada a produtividade de

cruzamentos híbridos entre moscas controle e tratadas (fêmeas

controle x machos t,s ts e ts e machos controle x fêmeas t,s tacd

Os cruzamentos foram feitos em tubos. da mesma forma
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Fretendeu­ses com este experimentos. verificar. apó:

gerações de tratamento e transferência para meio controle. como

comporta a produtividade das moscas criadas em cada concentração

cafeina e se há um efeito diferente da cafeina sobre fêmeas

machos. avaliável em cruzamentos com moscas controle,

3.3. Efeito da cafeina sobre a longevidades após 10 gerações

Moscas recéêm­nascidass controle e tratadas (toys tás Eos

tos tá E tem), da décima geração. foram coletadas. separadas por sexo

e colocados 49 fêmeas ou 49 machos em garrafas de 4/4 de litro

contendo os mesmos meios de cultura de onde elas nasceram. De cada

concentração foram montadas seis garrafas (três para fêmeas e três

para machos)s totalizando 242 moscas (1280 fêmeas e 120 machos) de

cada experimento. Ás moscas foram transferidas semanalmente para

Ade cultura novos de mesmo tipos até que todas morressem., Às

garrafas foram observadas diariamente, sendo computado o número de

MOSCAS MoOTcas.

Os objetivos deste experimento foram os mesmos descritos

para à produtividade. considerando­se. agoras outro parâmetro. à

longevidade.

3.4. Efeito da cafeina sobre a oviposição

Fara à observação da oviposição foram utilizadas caixas de

população de acrílico incolora medindo 1ió cm de lado e de alturas

com quatro pés de 3 cm. Apresentam duas aberturas na base. de ó4.3 cm

de diâmetros e outra abertura na lateral. de 5.5 cm de diâmetro. às

FVY
AVAVAY

1 2 3 4 5 6 7 unesp ”. 12 13 14 15 16 17 18



21

aberturas da base adaptamese placas de Fetri plásticas contendo os

meios de cultura. À abertura lateral serve para introduzir as moscas

e para arejamento através de um orificio na rolha que a fecha,

envolta em gase. À tampa da caixa é fixada e vedada com fita crepe e

pode ser removida para limpeza.

Moscas virgens do estoque foram coletadas. separadas por

sexos E após é dias colocados 1059 casais em uma garrafa de 1/4 de

litro contendo meio de cultura C ou tm. Após 24 horas estas moscasNE

foram transferidas para as caixas de população contendo placas de

Fetri com apenas meio de cultura controle. As placas de Fetri foram

trocadas diariamente. sendo descartadas após à contagem dos ovos.

ate o 132 dia.

O objetivo deste experimento foi verificar se à baixa

oviposição das moscas tratadas. observada em experimento anterior

não era apenas um atraso na produção de ovos e não uma redução no

número de ovos produzidos.

Efeito da cafeina sobre o tempo e a frequência de

acasalamento

Moscas virgens (fêmeas e machos) do estoque foram

coletadas e após seis dias. montados cruzamentos. eM Massa. EM

garrafas de 1/4 de litro contendo meio de cultura C ou ts para &à

observação do tempo de pré­cópula (TEC). tempo de cópula (TC),

frequência de cópula (FC) e tempo de cópula relativo (TCR).

Moscas virgens dessas garrafas foram coletadas. separadas

por sexo e colocadas em número de cinco em cada tubo contendo os

respectivos meios de cultura. por sei ias. Ápós esse período Foram
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reunidos cinco fêmeas e cinco machos em tubos sem meio de cultura,

para observação por uma hora. Foram analisados 139 casais controle e

110 casais te.

Esse experimento foi realizado no interior da câmara de

temperatura constante. à 2890 + 1490,

3.6. Preparações citológicas para estudo do indice mitótico e

da morfologia dos cromossomos

O estudo do indice mitótico foi realizado em lâminas de

gânglios cerebrais de larvas do terceiro estádio. submetidas ou não

ao tratamento com cafeína.

Fara ecstudo de alterações morfológicas foram analisados

cromossomos de gânglios cerebrais e das glândulas salivares

larvas de terceiro estádio.

3.6.i. Preparo das lâminas e lamínulas

As lâminas e lamiíinulas empregadas nas preparações

citológicas foram previamente submetidas ao seguinte tratamento:

deixadas em Extran­HMá de neutro (MERCIO.. por 260 minutos. estfregadas

individualmente e colocadas em uma cuba com águas por uma horáãs em

seguidas lavadas uma à uma em água corrente e colocadas em outra

cuba com água destiladas por 36 minutoss sendo posteriormente

transferidas para solução sulfocrômica forte. por pelo menos uma

horas e enxaguadas em água corrente por 20 minutos. Às lâminas foram

ainda colocadas em solução de ácido clorídrico à 2.í N.º. por uma hora

E enxaguadas em água corrente por 28 minutos. Lâminas e lamínulas
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foram então colocadas em dois banhos de água destilada. por uma hora

cada. seguindo­se secagem ao ar.

3.6.2. Obtenção das larvas para o preparo das lâminas

Fêmeas e machos virgens do estoque foram coletadas e após

seis dias, montados cruzamentos por casal. em tubos. contendo os

diferentes tipos de meios de culturas isto é. C. ta E ts. Esses

casais foram transferidos duas vezes para tubos novos contendo os

respectivos meios de culturas de cinco em cinco dias. No último

repique 05 pais foram descartados. Ds tubos foram mantidos em câmara

de temperatura constante à 8289C + 140C., para produção das larvas à

serem utilizadas no preparo das lâminas.

3.6.3. Obtenção dos gânglios cerebrais

Larvas do terceiro estádio tardio. C. ta e tm, foram

dissecadas para obtenção dos gânglios cerebrais. em solução

fisiológica de Gemerec COEMEREC & KAUFMANN, 1945) cuja fórmula é à

que segue).

­ NaCl

1007

Os gânolios eram retirados e transferidos para à lâmina

contendo uma gota de orceíina lacto­racética onde eram deixados por 1

. » z . ? . ne

minuto e posteriormente lavados em ácido acetico (solução aquosa &
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2 colocados no acido lático (solução aquosa GOX). ai

permanecendo por dois minutos. Fosteriormente, a lâmina era coberta

com à lamíinula e submetida à esmagamento. A lutagem foi realizada

com esmalte incolor.

às lâminas foram guardadas no Freezer e analisadas em

microscópio Zeiss Standard Júnior (883) quanto ao Índice mitótico e

morfologia.

3.6.4. Análise das lâminas para indice mitótico

à análise das lâminas dos gâángelios cerebrais das larvas C.

ts E ts foi realizada da seguinte maneira: de cada concentração

foram preparadas 10 lâminas. sem distinção de sexo e analisados. em

cego. em média é campos microscópicos. distintos, de cada

lâminas, totalizando 1900 células pelo menos (em processo de divisão e

em intérfase). O número de células interfásicas e em divisão foram

computados. separadamente por campo.

3.6.5. Preparo das lâminas de glândula salivar

As larvas foram dissecadas em solução fisiológica de

UDemereca transferidas para lâmina contendo uma gota de orceiína

lacto­acética. O restante do procedimento foi igual ao descrito para

gânalios cerebrais.
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3.7. Análise dos órgão reprodutores

Fêmeas e machos adultos tratados foram dissecados em

solução fisiológica de Demerec e seus tratos reprodutivos observados

comparativamente aos de individuos controle. à análise foi feita ao

microscópio estereoscópico e àão microscópicos esta última em lâminas

Preparadas com partes do aparelho reprodutor.
As análises de cromossomos e órgãos reprodutores Foram

realizados naà quinta geração de tratamento para evitar o acúmulo de

trabalho com moscas da íC88, geração.

3.8. Efeito combinado da cafeina e jon estanoso sobre àa

produtividade

Na realização destes experimentos foram utilizados além do

meio controle. de banana­agara 065 seguintes meioss variáveis quanto

à Sua cCOoMPoSÍÇçÇão:

tá= 2000 ug de cafeína por ml de meio de cultura

Sni= 309 ug de ion estanoso por ml de meio de cultura

Sna= 2090 ug de ion estanoso por ml de meio de cultura

Sn. + = 500 ug de ion estanoso + 20090 ug de cafeina por ml de meio

Sha ­ = 2000 ug de ion estanoso + 2ógsdug de cafeína por ml de meio

Os detalhes da técnica deste experimento são os mesmos

descritos para o experimento com cafeína (item S.i).
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4. Reagentes Utilizados

Foi utilizada a cafeina anidra, F.Ã. (LaDBDaAZO

trimetilxantina) — Reagen ­—­ Guimibrás Industrias Quimicas S.ã.s

Erazilian Industry e o lo6n estancoso (SnNCla.HoD) da Reagente EBaker

Analyzed (EUA). Quimica Moura Erasil S.A. (Erasil).

5. Análise Estatistica

à análise estatistica dos dados deste trabalho envolveu:

À. Para dados de produtividade em cruzamentos em massa

1. Estatisticas Descritivas sobre os dados de produtividade.

2. Análise de Variância (ANOVA) para os dados transformados (raiz

quadrada).

E. Para dados de produtividade em cruzamentos por casal e hibridos

da 102º. geração

1. Análise exploratória de dados e ajuste de modelo linear.

2. Análise de variância aplicada à dados transformados (raiz

quadrada).

C. Para dados de longevidade

1. Análise de sobrevivência (COX. 14978: SOARES à EBEARTMAN,. 1983).

Da te de Cox­Mantel (COX., 1979782)
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Dn. Fara dados do efeito combinado da cafeina e ion estanoso

Análise exploratória de dados

Análise de Variância para dados transformados (raiz quadrada)

e ajuste do modelo linear CNETER & WASSERMAN., 12974; PERES &

SALDIVA, 1983).
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III. RESULTADOS

i. Efeito da Cafeina sobre a Produtividade em Cruzamentos em Massa,

em 1 Gerações

A produtividade das moscas controle e tratadas com

diferentes concentrações de cafeinas isto é, ta" SO ua/ml. t,= 100

ug/mls tos 1000 ug/mMl. tas 1500 u9/Ml, ty4= 2O2SO US/M1I E tem DUTO

ug/mMl. Foi analisada em 19 gerações consecutivas. Em cada geração,

os descendentes, machos e fêmeas. foram separados, contados &

utilizados para à montagem da próxima geração. Os resultados. por

tipo de experimentos geração e darrafa estão apresentados na Tabela

i.

Fodemos observar na Tabela í e Figura í que. à vista dos

números. à produtividade das moscas controle foi maior que à

moscas dos outros meios. em todas as gerações, Constituem exceção: à
primeiras. na qual a produtividade foi menor que a dos meios tá E tás

a quinta em que foi menor que à do meio t,. à sexta em que foi menor

que à do meio t, 2 à nona em que à produtividade do meio C foi

semelhante à dos meios t, e t.. Às menores produtividades foram
obtidas em todas as aarvafas que continham o meio ts. Uma comparação

da produtividade total de cada experimentos por geraçãos com à

produtividade do controle é apresentada na Figura 2.

À representação gráfica da produtividade. na Figura 3.

mostra. novamente, que essa característica nas moscas controle é

superior à dos outros experimentos e ques de modo geral à

produtividade é inversamente proporcional à concentração de cafeína

no meio de culturas isto 6. quanto maior à concentração de cafeína
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Tabela 1. Produtividade dos experimentos Cy tos toa tos tas ta e ts» Gy e Go, nas 10 gerações. Gy= garrafas onde os pais

permaneceram do primeiro ao quinto dia; Go= garrafas onde os pais permaneceras do sexto ao décimo dias T= total.

Experimentos
—

Gerações Controle to ty ta ta t4

6 6 TT. 6 6a T 6 6a T 6 6 Tt 6 6 T 6 6 T

290 1149 1499

1499 1678 3177

1513 1699 3212

1494 1750 3004

1462 1925 3307

1101 1832 2733

1783 1808 3591

1646 1704 3350

1456 1705 3161

1805 1650 3455

194 1374 1568

1461 1501 e962

1571/1599 23144

1403 1614 3017

C

1339 1492 2831

1306 1684 2992

1685 1661 3346

1502 1556 3058

1374 1621 3195

4774/4549 3900

84 1178 1682

41119 1598 2717

1139 1269 2488

1137 1567 eU

1572 0748 4300

1305 1365 2670

1405 1595 3000

1307 1390 2699

1463 1646 3109

1763 1613 3976

237 1154 4394 — 238 DAS 1OBA — 304 1057 1341

1154 1557 2744 4198 777 4975 1034 795 4809

1034 1085 2419 — 945 1002 4947 — 966 1040 20%

joio 1507 2719 — Bio ie91 2ios — 809 1050 1879

1280 1644 2904 1051 1259 2316 — 901 oco 2ios

1241 1389 2630 — 6830 16016 1646 — Sel 869 139

1490 1601 3093 — B6é2 1184980 1416 1366 27820

1326 1291 2557

1235 1320 eS57 1041 1676 2117 — 903 205 1708

1985 1372 2757 1111 4103 Co1tA4 — 1054 1210 cedd

B59 1438 1998 — B4O 971 GBIS

T56 1972

942 1747

356 4194

768 1873

823 1261

472 1034
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Figura 2. Frodutividade total das moscas controle. comparadas com as

moscas tos tas tas tas ta e te nas 10 Gerações
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no meios Menor à produtividade. Observa"st. POoOTÉéMa que
experimentos tratados podem ser divididos em dois grupos qduanto é

proximidade do número de descendentes nas 19 gerações. Um Formado

por ta... tá, e to e outro por ts. tá, E to.

Na Tabela 2 estão contidos os numeros de fêmeas e machos e

os totais de descendentes produzidos em cada uma das 16 gerações,

nos diferentes meios de cultura. Na maioria dos experimentos à

produtividade de fêmeas foi superior à dos machos, COM EXCEÇÃO

experimentos controle (18.. SA, e 78, gerações). t, (18.

62. e /72S,.gerações), tá. (18... BA... Dl... Sd. 78.) 98. E

gerações). to (52, geração) e tes (28. geração). Contudo, à análise

estatistica da proporção p* G.5. mostrou que o efeito de sexo dentro

da geração. em cada grupo de tratamentos para todos os casos. não é

significativo.

À Figura 4 apresenta histogramas para comparação da

produtividade de fêmeas e machos. em cada tipo de meio. Comparando

todas as gerações. verificou­se que à primeira foi à que apresentou

menor produtividade: para à análise estatistica essa geração não

considerada.

Na Tabela 3 são apresentados à média da produtividade.

desvio padrão da média dos experimentos controle e tratados. nas 18

gerações,
À Figura 5 é uma representação visual dos resultados

obtidos com os dados transformados. para comparação dos tratamentos,

fixando­se à geração. e aplicando a ANOVA e às comparações multiplas

de Tuckey. A análise dessa Figura mostra UM número variável de três

à seis grupos. por deraçãos. sendo que o5 tratamentos dentro de

cada grupo não diferem significativamente entre si. A comparação
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Tabela 2. Núgero de fêmeas (F) e machos (K) e total (T) das moscas controle e tratadas, nas 19 gerações.

Experizentos

Controle

690 749 1430

1628 1549 3177

1577 14395 3912

1801 1403 Jem

1702 1625 3307

1384 1347 2733

1776 1845 2594

pás 1590 3350

1598 1563 3661

1787 1668 3455

767 BOL 1568

1441 1501 2962

1566 1598 3164

1514 1506 3017

1376 1455 2831

1460 isie 992

1643 1703 3346

83 1475 3008

1635 1540 3195

1679 1641 3300

833 649 16Be

1303 1394 2717

1040 1166 2408

1371 1333 704

1673 2647 49308

1301 1949 2670

1470 1530 3000

1404 1095 2699

1543 1566 3109

1660 1746 3376

714 680 199

1375 1336 271

1998 1024 2419

1455 1064 2749

1493 1431 2904

1328 1302 2630

1586 1507 3093

13802 1255 eos7

1307 100 2957

1360 1377 2757

941 1947

4113 990 2163

1217 1073 2310

953 67 1048

1648 932 4980

2 IRBAIN

1168 949 ett7

1160 1054 ceiá

601 1361

889 1829

946 2806

856 1879

913 2123

1447 1335 2782

934 877 4844

938 770 178

1142 1120 2osA

757 1488

719 7

499 1717

482 119

852 1873

614 126i

Si 1634
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Tabela 3. HNédia da produtividade e desvio padrão da médias dos experimentos
controle

10 gerações.

e tratados com diferentes concentrações de cafeinas. nas

Gerações Tratamentos

C ta

XxX +55 t

149,90 + 16,15

317,60 + 42,37

300,20 + 37,46

300,40 + 31,58

330,70 + 24,88

84,30 + 36,64

399,10 + 28,97

335,00 + 30,54

316,00 + 35,49

345,50 + 28,18

164,88 + 40,08

296,20 + 25,89

316,40 + 37,71

301,70 + 20,81

283,10 + 746,28

299,00 + 20,65

334,00 + 45,00

305,80 + 32,59

319,90 + 26,45

332,00 + 41,60

168,20 + 00,4e
071,70 + 63,02

240,70 + 35,44

270,40 + 22,90

342,80 + 70,48

267,70 + 34,35

300,00 + 21,55

269,90 + 19,35

310,90 + 21,82

337,60 + 29,06

139,10 + 45,83

281,10 + 26,3

214,90 + 43,08

271,98 + 34,05

092,40 + 27,88

263,00 + 20,21

308,30 + 29,10

2su,70 + 30,76

25,70 + 28,39

075,70 + 27,81

109,20 + 58,56

197,50 + 24,00

194,70 + 48,41

210,30 + 23,02

231,00 + 26,61

184,60 + 37,689

204,00 + 46,42

187,40 + 37,6

211,70 + 29,82

2e1i,40 + 23,82

136,10 + 36,67

180,98 + 26,43

201,68 + 51,09

187,90 + 27,88

231,00 + 28,61

140,88 + 37,85

278,30 + 29,01

181,10 + 23,68

162,80 + 35,26

206,48 + 17,30

88,90 + 56,71

148,80 + 24,79

157,00 + 02,02

168,60 + 26,82

212,80 + 43,7

119,10 + 30,32

187,30 + 02,88

125,90 + 20,50

103,40 + 38,86

160,80 + 21,50
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Figura 5. Grupos obtidos através das comparações múltiplas de TUKEY, dentro de cada geração, nos dife­

rentes experimentos. I=controle; 27t,, S*f,, 41to, Sstz, 671, 6 7itg
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QE
NES

entre os grupos é significativa e na sequência A) CINE, Os valores

médios (crtidos., que permitiram à construção dos agrupamentos da

Figura 9 constam da Tabela À,

Na Tabela 4, podemos abservars através da comparações

múltiplas. que os tratamentos com as concentrações 529 = 1668 ug/ml

de cafeina não apresentam efeito diferencial. quando comparados com

O controles ao longo das gerações. Já nas concentrações de 120080 e

1568 uga/ml de cafeinas à produtividade diminui. situando­se à um

nivel intermediários. sendo os tratamentos com 220260 e 252042 uqa/mMl (de

cafeina o5 que determinaram menor produtividade.

À produtividade de cada tratamento nas diferentes gerações

também foi analisada utilizando­se à análise de variância para os

dados transformados e as comparações muúltipias de Tukey. Dz

resultados constam das Tabelas 39 a ils individualmente para

controle e cada tratamentos em todas as gerações. exceto à primeiras

pelas razões já mencionadas.

A Tabela DU. para o controles mostra três valores

significativos nas comparações entre sexta e sétima. sexta e oitava

E entre sexta e décima gerações. Às Tabelas é e 9, para Os
tratamentos t, E to. respectivamente, não mostraram alterações

significativas. A Tabela 7; para o tratamento t.;. mostra diferenças

significativas entre terceira e quinta e entre terceira e décima

aerações. À Tabela 8. para o tratamento tos também mostra três

diferenças significativas. sendo uma entre a segunda 2 terceira

gerações. Outra entre à terceira e à quinta e à outra entre à

terceira e à sétima, Na Tabela 189) para o tratamento tas Foram

verificadas nove diferenças significativas. (seis das quais

envolveram à sétima geração! na comparação com a segunda. terceiras
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Tabela 4. Valores médios obtidos segundo comparações multiplas de Tuckeys para à

produtividades por geração e experimento.
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Tabela 49. Valores das COMparações múltiplas de Tukey para

produtividade das moscas controle. nas 16 gerações. para

BM 2,38(diferença significativa à 1%X*%) eDMhS= 2.82

(diferença significativa à S%*),.

Gerações

5

VAPES N VÁRESSE

2.03 0.52

O A
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Tabela é. Valores das comparações miltiplas de Tukey para

produtividade das moscas toys nas 10 gerações, para DMS=
Anis (diferença significativa à 41X**%) = DMSs Tao

(diferença significativa à S%*),

Gerações
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Tabela 7. Valores das comparações miltiplas de Tukey para

produtividade das moscas t.. nas 19 gerações. para GS

3.87 (diferença significativa à 1%X*%) é DMST

(diferença significativa à EX),

Gerações

neto ama nem nome euro mera beso anne esna Dose nos cost pras sete pano ova sons peer nene Gras DESS csta MAO dano cera Hesm cura ones Dnbo MODs EDGS GuPA G0ea GS0H DEAE 0SMR SEA 2e0A HSSO dese Dana DOCS Coro Bros mer NOSA GENO Cuba SEA VANS GPRS GERE DORP DROA Tbão Gono RUOV URIA HORA boDO ouE nono prer
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Tabela SS. Valores das comparações miltiplas de Tukey

produtividade das moscas tas nas 10 gerações. para

3.61 (diferença significativa à 4X*%) e DMS=

(diferença significativa a S5X*),.

Gerações

200 tom ess cama coma namo cano vase tece uno sora neos Dema core neo corr nas apro nose pesa coma Dame come Deco bora beem memo caro bros Pero nene umIs neu tre ess Uemr eee Gare Ger USO UOmb UMA Dre DADE DRDS DRDS SADO HADO DADO Gena HSBS GODO DERA CEGO DSGS ATOS SEDA nose Gted sons atra Dies eres

PÁ 1

1 .i5s

A Dix

EV
AVAVAY

cm 1 2 3 4 5 6 7 unesp ”. 12 13 14 15 16 17 18



Tabela 9. Valores das CONMParações miltiplas de Tukey para

produtividade das moscas t3, nas 190 gerações. para OMS

4.Bi (diferença significativa à 4XT%) = DMOSs ALOE

(diferença significativa a SX*).

Gerações

nem seo nes 0000 onte ces core nona ousa Done DENSO need Dara DADA Goto anus dneo devo Nena unem GMo? Desa Ddme ente Ddma Gets ess asa neve EGO GeDa GTAs GtOS UONT DESA NNDS 0000 Noer DoDA D0ES ESTO pese nuas note bes Gaeo SoDO DoGO SEDE CODE DANS been GbEs Upa CMS DEDE DEIÉ POD NONO nrDO GATA nem bras
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quartas sextas. oitava e nona. As outras envolveram az comparações

entre à sexta geração e à quinta. à sexta e a décima e entre &

décima 2 à nona gerações. E finalmente. na Tabela 44º referente à

tw55 das sete Comparações significativas. cinco envolveram à nona

geraçãos nas comparações com terceiras quarta. quinta. sétima &e

décima. às demais ocorreram entre à sexta e sétima e entre à sétimo

E oitava.

2. Efeito da Cafeina sobre a Produtividade em Cruzamentos por Casal

C.i. Moscas da 10º. geração

À produtividade nos 8 tubos contendo meio de cultura

controles preparados com moscas da décima geração de cada

experimento. foi computada diariamentes separadamente por sexos na

sequência dos repiques. Ds resultados. somados por tipo

experimento e por sexo estão contidos na Tabela 12,

A vista dos numeros. produtividade total em cada

experimento foi menor nos primeiros tubos em todos 05 casos. À maior

produtividade para os experimentos Cs. ts tj; e to ocorreu nos

terceiros tubos. em ta e t=5 não diferiu entre segundos, terceiros e

quartos tubos & para ta não diferiu entre segundos e terceiros

tubos. Com exceção de ts e te, em todos os demais experimentos houve

uma queda da produtividade nos quartos tubos.

Como à produtividade de fêmeas e machos não mostrou

diferença significativa em nenhum dos experimentos.

trabalhar. com os dados totais. aplicando­se à análise exploratória

de dados e análise de variância aplicada à dados transformados. À

cm 1 2 3 4 5 6 7 unesp ”. 12 13 14 15 16 17 18



Tabela 19. Valores das comparações qnmultiplas de Tukey para

produtividade das moscas t.. nas 168 gerações, para DGMG=

3Isó2 (diferença significativa à i1X*%) e DOMS=S DOS

(diferença significativa à EX),

4 MATRA

3.63%

4 BORA

3.01 1.56 253

G.EBRM Pd 1.44 4 BB%%

ALG7RKXO Bl SARKO 2 00
.T7
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Tabela 14. Valores das comparações multiplas de Tukey para

produtividade das moscas tm; nas 10 gerações, para OhiS*
e...3.85 (diferença significativa à 4X%9%) eo DMSs BEE

(diferença significativa à S%X*).

25d 189 SMS Sm BM SMS SME CMI 2 DDS DME SMS SMS 2MN 0mS BM SMS IMO Sme SMS Enf IME fm AME Im: mo ms mr pm Ima rms em: ser nes ne

Gerações

emmm eum soe vene cam nem ceea temo uses sema nóra Dest Cent veto uRSo GDGS Hbro nomE bar anMR DOMR nose Send DESA DOES 0000 BMLO DTOO GUDS Camo Gana G0Dm Gera DERS USSO GtOP Dome NDOR USDe sans pueo emas dera OA 000M deve Were IDO CEA DtuS DbuO Ouro Bent 0006 090A DUAS EMOS mRDO DARE NONO poRO mad oro

10

3.5 0.77

0.64 2.81
!

E 3. 3.68% 29.30

Hi7 BS6 2 5 ALDERNH BOA

2.83 4,43XX QU

BAI7ERUU 3 1.38 2.6

5.26%
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Tabela 12. Produtividade,

cruzamentos por casal.

6

em meio controles de moscas da geração Figs

iii 244

ie? 2867

210 416

166 338

242 466

156 279
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GNDVA aplicada aos dados tcransformados. para 1307 graus de liberdade

foi EF(FISÁPSO) (0 OO5aA  portantos mostrando que existe diferença

significativa entre o5 tratamentos.

Os resultados das comparações Multiplas de Tukey estão

apresentados na Tabela 413 e mostram que às diferenças detectadas

pela análise de variância obedecem à seguinte ordem: t.>t,5 Etmíitas

temítos twítas tmíta. De demais tratamentos são considerados
estatisticamente iguais. não apresentando diferenças significativas

entre as médias. Contudo, à vista dos números na Tabela 18: ts

também menor que th, e C.

2P.?P. Produtividade em cruzamentos de moscas tratadas da geração

Fig com moscas controle

Os resultados destes cruzamentos. constam da Tabela 14,

A análise estatistica mostrou que não há diferença

significativa na proporção sexual dos descendentes em cada tipo de
cruzamento. Forisso. os dados foram agrupados e transformados para

avaliação do modelo linear da análise de variância. Os resultados

para 1149 Gl foram PC(FIAAQ5S) ) O.05 indicando não havers assim, em

média, diferença de produtividade entre os cruzamentos.

Contudo. à vista dos numeros. observa­se, em cruzamentos

com ta E com tma que à direção que usa machos tratados produz menor
número de descendentes que o reciproco.

à Figura é mostra à produtividade total para moscas da

109, geração. colocadas em meio controles.e para 058 cruzamentos com

o controle,
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Tabela 13. Resultados das comparações multiplas de Tuckey

para produtividade de moscas controle e tratadas
da

controle.

103. geração. colocadas em meio de cultura

D.i.S. (diferença minima

“mignificativa)= 1,07% x= diferença significativa

à CadD.

Tratamentos

5 6 7
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Tabela 14. Frodutividade, em meio controle. de fêmeas e machos da geração Figês
dos experimentos to. to e t55 em cruzamentos com moscas controle da
mesma geração.
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3. Efeito da Cafeina sobre a Longevidades após 10 Gerações

As moscas receém­nascidas da 1092, geração foram coletadas e

colocadas. separadamentes em garrafas contendo os meios de cultura

correspondentes. Cada garrafa continha 409 fêmeas ou 48 machos. sendo

as garrafas observadas diariamente e o número de mortes anotados

(Tabela 19).

À Tabela 15 apresenta os limites minimo e máximo da

distribuição da longevidade. à média e o desvio padrão da médias

para moscas controle e tratadas da 188º, geração. Fodemos observar

que à amplitude da distribuição da longevidade. para machos controle

é maior que em todos 05 outros experimentos. sendo decrescente &

medida em que aumenta a concentração de cafeína» por redução do

limite máximo. Em te ela É quase à metade da obtida no controle.

Quanto às fêmeas. porém, à diferença entre controle e tratadas E
Menor. não obedecendo 0 mesmo padrão encontrado para os machos.

A longevidade média variou de 43.412 a G4)4803 dias para as

fêmeas e de 29.449 à 59,701, para o3 machos. Tanto nas fêmeas. como

nos machos. à menor longevidade observada foi no experimento toe.

maior longevidade foi observada nos experimentos ts e

respectivamente, para fêmeas e para machos.

À Tabela ió mostra que à comparação da longevidade entre

as fêmeas e machos. utilizando o teste de Cox­Mantel é significativa

à nível de 29,01, para todos os experimentos. com exceção dos

tratamentos ts e to. Devido à essa diferença entre sexoss à

comparação entre experimentos foi realizada separadamente.

Nas Tabelas 17 e 18 estão apresentados os valores do Teste

de Cox­Hantel e o nível descritivos para comparação dos diferentes
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Tabela 159. Limites

(em di

MOSCAS

minimo e máximo da distribuição da longevidade

as). sua média e desvio padrão da média. para às

controle e tratadas da 108, geração.

Fo) so

6 7

Macho

Minimo Máximo

8
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Tabela 16. Valores do teste de Cox­iantels à nivel de G.0is para

zumparação da longevidade entre fêmeas e machos. nos
diferentes experimentos. & estatistica U/I tem

distribuição aproximadamente normal padrão. sob a
hipótese de que não há diferença entre experimentos. Se

significativo, NS= não significativo.

Experimentos Valores de U/I Nível descritivo E Sionificância

Controle 728 21026580

to B,6458 0,0028008

ti Us 7ic 0,0080010

1a SBIRA OaiCIICS

110687 2,2089100

3.1790 GUOLDOS

7 1ó6i? 2.000001
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experimentos. A Tabela 417 refere­se às fêmeas e à Tabela 18

machos. Fodemos observar na Tabela 17 que somente às comparações do

tratamento ts com os demais. exceto t, e tas foram significativas.

à Tabela 18 mostra que às comparações entre o tratamento

t; e todos os demais foram significativas, o mesmo ocorrendo com o

tratamento t= que se apresentou altamente significativo. alem

foram significativas as comparações do tratamento t, com t+ |

4. Efeito da Cafeina sobre a Oviposição

fe oviposição de MOSCAS acasaladass. obtidas dos

experimentos controle e te e colocadas em caixas de população

contendo placas de Petri com meio de cultura controles no decorrer

de 13 dias (moscas de seis à 419 dias de idade) está apresentada na

Tabela 19.

Os resultados mostram que à oviposição total das moscas do

experimento tú corresponde à 38,50% da oviposição das moscas

controle e que apenas no 142 dias à oviposição de t5 foi superior

numericamente à das moscas controle. WO numero máximo de ovos

colocados. em um só dia, foi de 8286 no controle e de 288 no

experimento te.

À variação diária nos valores de oviposição das moscas

controle e t5 é apresentada na Figura 7.
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Tabela 17. Valores do teste de Cox­Mantel dado por U/I é nível

descritivo FF. à nível de 9.05 (*) e O;91 (XX), pará

comparação da longevidade entre fêmeas dos diferentes

Experimentos.

1,0997

O,P757

VPECETTAÇA 174AD7 VAPESTUIZA

O,5822 VAPROTS EN 0.617

Oie OBASGS VAPESTS ICS A "ÁA.CBOS

O.7047] 9,4907 2.961? B.7794

"Ís447i BaBRES COL Biii CiÍiaB777 Cis4ica
9.1478 2,7470 D.4179 Ox0815 BaÍSBOS

DB,TFÁSÓRAO C1LBPAD O cR,2G6ROM O B,417ORHO | D,O761NA
0,0036 0,0488 0,0238 0,0007 0,008
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Tabela 18.

RaBT37

0.00827%

EA T7OR

2,3304

­ia7Oi4

2.081

Ci.S7TE7

QD. 1Ís45

4 QTTBS

0,0009

Valores do

descritivo EF.

comparação da

experimentos.

RR CabBIBORNAH

0,008]

isóTRA

20,103

R.,3994%

0,0188

214368

2.03RA

NR TQESZADIAA

2,0000

4 5 6 7

teste de Cox­Mantel

a nível de

longevidade

4 4 GGDTRA

0,0000

A NSPERSICCSSo
0,0000

EC4B1NA

0:0000

1B,597A4RA

2,0000

dado por U/I e o nível

0.05 (X*) E O.,01  (xX), PATA

dos diferentesentre machos

f.780A

Ba3071

1.DTAT

O.8757

UaCAZA

98183

IASTZARH

2.0000

11. QUADNK

29,0000

1 isZS4AQRA

D.,0000
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Tabela 19. Número diário de ovos colocados por moscas controls

fo ts em placas de Fetri (Pi e P2) contendo meio de

cultura controle.

Controle

FE T %

De 1597

DAS

12,73

10.33

10:23

7435

FARA

cilísóoó

EV
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Figura 7. Observação diária da oviposição das moscas controle e ts.
em caixas de população contendo placas de Fetri com meio
de cultura controle.
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Efeito da Cafeina sobre o Acasalamento

À frequência de acasalamento. o tempo de pré­cópula CTEFC).

tempo de cópula (TC) e tempo de cópula relativo (TCR ­ dado pela

média dos tempo de pré­cópula e cópula) foram avaliados para moscas

2 tm tendo­se analisado 130 casais do primeiro e 119 do segundo

experimentos em tubos contendo 3 casais. às Tabelas 229 e Pi mostram

05 resultados obtidos

Fodemos observar. nessas Tabelass que à frequência de

cópula por tubo foi bastante variável. tanto no controle (49­1060%

Tabela 20). como no experimento tS5 (0­80% ­ Tabela 214). À frequência

absoluta de cópula apresentada pelos 1430 casais de moscas controle

foi maior que à dos 1140 casais tS (49 e 34,05%. respectivamente).

tempos de pré­cópula das moscas controle e ts tambem

foram bastante variáveis (8.01 à 59,33 minutos para as primeiras e

8.19 a 39,09 minutos para as segundas). O tempo médio de pre­cópula

para as moscas controle foi menor que o das moscas tS (29.9 e

minutos. respectivamente).

Outro parâmetro que se apresentou bastante variável foi o

tempo de cópulas tanto para as moscas controle (18.37 à 37.04

minutos). como para as moscas tS9 (6,45 à 34:81 minutos). Fara estas

últimas. à variabilidade foi muito maior devido ao valor minimo

menor. O tempo médio de cópula para às MOSCAS controle foi superior

ao das MOSCAS t3 (27.0 e 25.7 minutos. respectivamente).
À Figura 8 mostra os resultados comparativos dos tempos de

pré­cópula e» cópula e da frequência de cópula. das moscas controle e

FVY
AVAVAY

1 2 3 4 5 6 7 unesp ”. 12 13 14 15 16 17 18



aulaDão
COM Cinco cCásais.

[cescoópulaEuTabela

TO

OnetELi
TO

Deo
Toni
io

nor
onor

Guia

CCE
DA

ATO

goimionta
STS

FOSSAS
reri

ereto
Detei

iDIIASEO
[

FU

eta
o

 COnrfOSOiCPISneTrerEto

MIRIETOSOIN
E

UU

DNDIIDNSAECE202ESESCUEBSON
Esso

CISSA
o

NINAIeMTioAÉWoorn
arAODIES

É

A

QLUORHOS

FVY

1817615141312

AVAVAY
vAYunesp6 75cm



cópula

ISS
0

Quan

o

ia

Sets
Tm

ESSEIEA

OMA

LNCEES

7..H.
H

7.

FT

"ar.

.

EF
AE

IDTNOvi
;

CITADO

IDAS

Gini:
Cas

FE

ESSEGRIDO

ai

UTI!

E

EFB.B6(R57)

Tempo de cópula

prê­cópula
em tubos com cinco casais.

de

TOS
115

si

HS
UU

infere
À

SAN

MTIIS
Dm

FE

AIO

infuaaal
+

iNnqatu

Go

os

À

retrxr
or
t

E

H

rn
r

'

CNEAS2
À

À

ESSE

HOCIIO
QTO
[04

FTA

Co

NS
DIS

Mares

HAÇIEIO
ADM

[38

'

um

AI
|

CUIDA

tempo

Tempo de pré­có­
pula

ts
ESEx=­=ExmmeSFo1d

de moscas

cópula
­

+

ia2quênc
(minutos)a

Frequência de

Fri

eme eres atm eoer aces sore Ness sons nbor seso coma ves ares secs ovos ares ese anta sera nemo

Bi.Tabela

18176151413121

FVY
AVAVAY

vAYunesp6 75cm



| V/

1 controle
Te FC

Figura 8. Comparação dos tempos de pré­cópula (TEC) e cópula (TC) e
da frequência de cópula (FC). das moscas controle e ts.
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Não foi observada diferença no comportamento de corte

moscas controle e tratadas.

ó. Efeito da Cafeina sobre o Índice Mitótico

Dados sobre à contagem de células interfásicas E em

divisão nos gânglios cerebrais de moscas controle. ts é ts constam,

respectivamente. das Tabelas 228. 03 e 24,

Os resultados mostraram aque o indice mitótico nas moscas

ts (Tabela 24) é maior que em ta (Tabela 23) e C (Tabela 28) e o de

ta é ligeiramente maior que em C. Enquanto em C e ta houve uma

predominância acentuada de células em prófase (respectivamente &ss.6%

e 58,3%), em ts as células em divisão se distribuem nas fases de

prófase., metáfase e anáfacse (respectivamente. 40%, 254 e 31%), Nos

gânalios das moscas controle e tratadas o número de células em

telófase foi baixo.

À análise estatistica pelo XP, para comparação dos Índices

mitóticos. mostrou que à diferença entre os experimentos não

significativa.

À Figura ? mostra, para efeito comparativos. o numero total

de células em prófase. metáfacse. anáfase e telófase. observadas em

gânglios cerebrais dos indivíduos CC, ts e ts.

Na Fidura 1905; para o mesmo fim é apresentado o índice

mitótico das moscas C. ts e tea.
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Tabela 22. Número de células de gânglios cerebrais em divisão e

intérfase e indice mitótico.s de moscas controle.

prófases M= metáfases As anáfases

Individuo Número de célu­ Número de células índice

las analisacas  cececececesce cmo co co se mm cem mesm nm cm nm tia com com see cem cm memos Ii E ÓE ICO
em divisão em (%)

Vem emma voos neo Gee vens area etes sera Sena vero tava duas ano nene auos reta eos memo eta intéóérfasc
i Â T Total

& 7 123

1 *< F7

TOTAL. 1878
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Tabela 83. Número de células de gânglios cerebrais em divisão e em

intérfase e indice mitóticos de moscas t2 EF“ prófases

iz metáfase: Am anáfase:s Ts telófacse,.

mitótico
em divisão (%)

ame tema tm eme tem nem meo pese nen tos Gene vma 0esa He05 coma vem usos tes vens Gema tara intérfase
FE 4 A T Total

3 o 2 & 3 94

2 i 2 2 i
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Tabela 24. Número de células de gânglios cerebrais em divisão e em

intérfase e indice mitótico,s, de moscas te. P= prófase:

Me metáfases: As anáfases T= telófase.

Número de célu­ Número de células índice

Tas analisadas cemesce cem em em cm cm ser mec nm vie rms vm sem some com sem me aee ane ore e remo resina mitótico
em divisão em (%)

tm tu ta eo cr sa e e em amam mm e dn té r fase
T Total
GA

Í
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Figura 7. Número total de células em prófase. metáfase. anáfase e
telófase, observadas em gânolios cerebrais dos indivíduos
controle. tg e te.
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Figura 180, Índice mitótico das moscas controle. tz e tema
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7. Análise Horfológica dos Cromossomoss do Aparelho Reprodutor

Hasculino e Feminino e da Morfologia Externa de Larvas e Hoscas

Adultas

Não foram observadas alterações morfológicas nos

cromossomos mitóticos e nos cromossomos politênicos das glândulas

salivares dos individuos tratados, comparados com os controle.

Também não foram verificadas alterações morfológicas no aparelho

reprodutor de ambos os sexos e nem na morfologia externa de larvas &

moscas adultas,

8. Efeito Combinado da Cafeina e Xon Estanoso sobre a Produtividade

Os resultados quanto à produtividade das moscas tratadas

com cafeina (ta= 2000 uga/ml)s ion estanoso (Sni= 568 ug/mMl e Sono

260a us/ml) e cafeina + ion estanoso (tá, + Sn; e táa + Sno)s estão

contidos na Tabela 25.

Fodemos observar que a produtividade das moscas tratadas

com i1on estanoso (Sn, e Sho) é inferior à das moscas controle

menor no experimento em que se usou maior concentração do 1on.

À comparação da produtividade das moscas tratadas com ion

estanoso com à das moscas tratadas com cafeina mostra que

produtividade. das segundas é menor. À soma dos efeitos das duas

drogas. ministradas conjuntamente. leva à um aumento da redução da

produtividade, nas duas concentrações do ion estanoso. em comparação

com qualquer das drogas ministradas isoladamente. Não há diferença
significativa entre a produtividade de fêmeas e machos.
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Tabela 25. Produtividade de moscas controle e tratadas com cafeina (ta= 2000 ug/ml), ion estanoso (Snç=" 500

us/ml; Sno= 2008 ug/ml) e cafeina + 1on estanoso (ta + So; e tá + Snal, em garrafas de 1/4 de li­

tro.

Produtividade

Repique |

Garrafa 1 583 594 1177 376 374 747 451 432 BB3 449 446 BIS 0205 093 576 074 e92 586

Garrafa 2 574 5865 4159 322 370 692 629 óie 1241 533 500 1033 318 336 694 dio 302 dé3

TOTAL 2336 EX ejei 1928 1eH 1226
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à análise de variância para à produtividade total é dada

na Tabela Só.

Os dados das comparações multiplas de Tukey. contidos nã

Tabela 87. mostram que à comparação do controle com todos os demais

experimentos é significativa, com exceção do experimento Sn... Foram

ainda significativas as comparações de ta com Sn, e com Sho, de Sn,

com ta + Sn, e com tá + Sho, = de Sono com ta + Sn; e com t,. + Sons.
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Tabela 2éó. Ónáliso de variância CANDVAS) para os dados transformados

para produtividade total. *= significativo

Fonte de variação

Tratamento

Fesiduo

6 7

2

Quadrado medio

11392804

2i1o98

136308
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Tabela 27.

5

Comparações multiplas de Tukey para à pro­
dutividade total de moscas controle e tra­

tadas com cafeina e ion estanoso. DM S.aE

6

4,00%

AQQ27%

7
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IV. DISCUSSÃO

À literatura mostra aque à cafeina causas em muitos

Organismos. uma toxicidade que se manifesta por meio de uma gama de

efeitos abrangendo. entre outros. ialformações. alterações no tempo

de desenvolvimentos redução da fertilidade E alterações

cromossômicas estruturais e numéricas (WILCOX et al. 17881 JOESOEF
et al.s 1950 SEHGAL & SIMOES, 19761 SEHGAL et al.s 19771) FOLLARD

et al... 1787: ITOYAMA,., 1989: SASAKI & NISHIMOTO., íi78?7: KUNICKA et

al... 17978).

Há também trabalhos indicativos de que à cafeina é

mutagênica (MACPHEE & LEYOEN, i7F79355 FPONS & MULLER. 1970: GRAF &

WUKGLERs 1786), atua reforçando efeitos de outros agentes

genotóxicos C(UULOUT et al... 17991: GRANEERG­DHMAN et al.. í780: DAS,

1787). OU Minimizando suas consequências (HMACEHEE & LEYDEN,

Ue modo gerals atribuiíi­se esses efeitos à sua capacidade de inibir

processos de reparo do DNA C(MACEHEE & LEYOEN., í78%8),.

Quando agentes fisicos ou químicos lesam o material

genético de uma células diferentes mecanismos de reparo entram em

funcionamento. Esses sistemas de reparo atuam por vários processos.

entre os quais incluem­se à excisão de bases ou de nucleotídeos

alterados e à reparação por recombinação ou pós­duplicativa (revisão

em LEITÃO & ALCANTARA GOMES, 195858),

Segundo DAS (1987) à abordagem dos fenômenos envolvidos no

reparo do UNA nas células de eucariotos é difícil por causa da

estrutura complexa da cromatina e da complexidade do ciclo celular

desses Organismos. Devido a cesses problemas, estudos com
modificadores do reparo do ONA têm sido cruciais no avanço do
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entendimento daqueles fenômenos. À cafeína. análogo da purina é um

modificador do reparo do UNA ques como já foi mencionados. tem sido
muito estudado.

Aliás, segundo RAUTH (149767. in CLEAVER,., 1989) uma das

primeiras observações à sugerir processos de reparo em células de

mamíferos foi o aumento da sensibilidade nas células L de camundongo

a luz ultra­violetas., quando as células cresciam na presença de

cafeina.

À maioria dos trabalhos com cafeina. visando a estudos de

reparos tem sido realizada com células e linhagens celulares de

roedores. humanas e de alguns outros mamiferos.

Segundo CLEAVER (1989). observou­se que à resposta à

cafeina está relacionada com processos bioquimicos associados com à

fase de síntese do DNA (fase S) e que o efeito da cafeína no período

da sensibilidade à radiação UV em células de roedores (camundongo e

hamster chinês) é muito maior do que nas células humanas. Ainda

segundo o mesmo autora embora o interesse neste assunto tenha

diminuído nos ultimos anos. permanecem muitas perguntas Sem

respostas. como por exemplos se todas as linhagens celulares humanas

são menos sensíveis à cafeina do que às células de roedores e que

fatores determinam o grau de sensibilização à cafeina.

As dúvidas à respeito da censibilidade e dos fatores que à

determinam. em relação à cafeina, permanecem não só à nível celular.

como também à nível do indivíduo.

A partir de estudos com linhagens celulares,

interpretações para o efeito da cafeína sobre o UNA foram proposta:

Uma delas sugere que essaã substância pode inibir um processo de

reparo pósc­duplicação., dependente da fase 8 (0D''AMEROSIO & SETIOW,
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1974). Assim à maior sensibilidade das células de roedores pode

indicativa de que essas células são mais dependentes do reparo pós­

duplicação que as células humanas CEDHR et al... 199%).

A outra interpretação admite o estimulo. pela cafeína. de

mais origens de duplicaçãos aumentando o efeito letal dos sitios

danificados e não reparados. nessas regiões do DUNA CCLEAVER,. 1989).

Trabalhando com uma linhagem celular humana transformada

obtida de indivíduos portadores de Xeroderma pigmentoso (XP), que

apresentava maior sensibilidade à cafeina que outras linhagens de

orige: humana analisadas. CLEAVER (i787) mostrou que as celulas xXF.

as quais proliferam mais rapidamente em cultura que os fibroblastos

primários. têm um aumento da mortalidade pela cafeina pós­irradiação

UV. Os resultados foram interpretados admitindo que as celulas,

durante à fase S (quando à cafeina exerce seu efeito), tornamese

mais vulneráveis à morte pela cafeina nas tentativasde duplicar o

DONÁ lesado. À proliferação aumentada e o reparo por excisão

diminuído podems portantos resultar em uma maior sensibilidade &

cafeina porque à duplicação de sitios lesados do UNA coloca àas

células em situações de risco de mutagênese e morte celular.

âssim uma interpretação convencional dos resultados com

células XE é ques à medida que o reparo por excisão diminui. o

reparo pós­duplicação torna­se mais importante e à sensibilidade

deste processo à cafeina torna­se aparente (LEHHMANN et al.. 1970:

CLEAVER,., 1787).

À hipótese alternativa admite que as lesões não reparadass.

à frente das forquilhas de duplicação tornamese mais importantes

presença da cafeiíinas porque esta aumenta o número de origens

duplicação. Conseguentementes à correlação da sensibilidade
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cafeina rr excisão reduzida torna­se uma consequência direta da

deficiência na excisão à frente da forauilha de duplicação (CCLEAVER,.

1989). Essa hipótese foi admitida como provável para explicação dos

dados obtidos pelo referido autor.

Contudos permanece ainda o fato de que o mecanismo

molecular pelo qual à cafeina exerce sua ação não é bem conhecido.

compreensão dos processos celulares em que ela está envolvida seria

extremamente importante inclusive para explicar a deficiência

bioquímica presente em casos como o de Xeroderma pigmentosos cuja

taxa de mutação induzida pela UV é sumentada,.

ITOYAMA (1989) estudou o efeito da cafeinas utilizando

quatro concentrações diferentes (560, 180, 1000 e 15290 ug/MlI) sobre

os parâmetros produtividade, longevidade. oviposição e tempo de

desenvolvimento de Drosophila prosaltans. Todos eles foram afetados

pela cafeinas em menor ou maior grau.

No presente trabalho pretendeu­se ampliar as informações

relacionadas aos efeitos da calfeina. sobre os parâmetros mencionados

e avaliar as conscquências de seu consumo por várias gerações. Foram

também analisados 05 efeitos somados da cafeína com o don estanosos

considerado genotóxico por alguns trabalhos (OLIVIER & HMARZIN,.

17875 CUNHA et al.. 1991) e não genotóxico por outro CTRIFATHY et

al... 1990).

à análise do efeito da cafeina em seis concentrações

diferentes (900. 100. 100090. 19700. 20200 E 250900 u9/Ml de meio de

cultura). no decorrer de 12 gerações, realizada neste trabalho,

confirmou os resultados anteriores que mostraram que à cafeina reduz

à produtividade de D. prosaltans. ITOYAMA (1989) verificou que

produtividade das moscas tratadas era inferior à do controle e na
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proporção da concentração. isto és quanto maior a concentração de

cafeina no meios menor à produtividades sendo observado. portantos O

efeito dose­resposta.

Neste trabalhos pelos dados estatisticoss E possível

também afirmar que em cada geração. de modo geral. há uma redução

significativa da produtividade à medida que aumenta à concentração

de cafeina é ques. entre todas às concentrações utilizadas, ts (200%

ug/ml) apresenta o efeito mais drástico.

Os dois grupos de experimentos obtidos. considerando­se àa

proximidade do número de descendentes produzidos nas 18 gerações. um

deles constituido pelos experimento tas tá E tos, de produtividade

maiors e outro pelos experimentos ta4 tà', e t=54 de produtividade

Menora refletem as observações mencionadas. de efeito da cafeína

dependente da concentração. às maiores concentrações determinando as

Menores produtividades E vice­versa. sendo que entre as

concentrações de 1009 (to) e 15909 (t5) ug/ml há uma redução mais

drástica que entre as demais concentrações de cada grupo.

Os resultados mostrarams também. que à cafeina não altera

significativamente à proporção sexual, em nenhuma das 106 gerações
estudadas e em nenhum experimentos mostrando que à cafeina age

igualmente sobre os sexoss quanto à esse aspecto. resultados que

também já haviam sido detectados por ITOYGAMA (1989). WEATHERSEEI et

al. (ST TATT) in TIMSON., 1977), entretantos relataram mudança

significativa na razão de sexo em hamster chinês, contra os machos.

nas ninhadas de indivíduos tratados com 2.02 9/1280 ml de água.

Quanto à produtividade ao longo das gerações, foram

observadas algumas diferenças significativas nos tratamentos e mesmo

no controle. É sas alterações significativas
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como resultado de manifestação de resistência ou de efeito

acumulativo. Como pode ser observados. na Figura 3. vários “picos” e

"vales" observados na curva da produtividade. ao longo das gerações.

ocorrem simultaneamente em todos o5 experimentoss inclusive no

controles  podendos portanto. ser decorrentes de influências alheias

ao tratamento com cafeina. Entretanto, observaram­se respostas mais.

OU Menos acentuadas. dos tratamentos. nesses picos e são essas

respostas diferenciais que determinam a maioria das diferenças

significativas an longo das gerações,

Deve­se. entretanto, ressaltar que os maiores números de

diferenças significativas. entre sgeraçõess foram obtidos nos

tratamentos t, e ts envolvendo predominantemente à setima geração em

comparação com as demais es no tratamento ts. à nona geração. em

relação às demais.

Individuos que apresentam normalmente graus diferentes de

resistência à cafeina foram verificados por vírios autores. Por

exemplos. FAR et al. (19889) isolaram, em Saccharomyces cerevisiac

quatro haplóides resistentes à cafeína. sendo dois resistentes a 59

mi e dois à 1029 mM. Os autores explicaram à resistência à cafeina

admitindo mudança na especificidade enzimática de modo que à cafeina

não seria incorporada em um ou mais metabólitos celulares essenciais

(por exemplos à toxicidade da cafeina poderia ser devida à sua

conversão em análogos adeninicos inibidores de ATÉ. NAL ou FAUIT*T)

ou supondo que à celula poderia adquirir uma capacidade aumentada

para modificar quimicamente à cafeinas reduzindo seus efeitos

tóxicoss ou ainda que a alteração de uma permease alteraria à

permeabilidade da membrana à cafeina.
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Linhagens de camundongos com diferentes Graus de

susceptibilidade aos efeitos tóxicos da cafeina foram estudadas pOr

SEALE et al. (198%). À linhagem SWK sobrevive à dose de 187 mg/K9,.

considerada letal enquanto à linhagem CEA morre em menos de 39

segundos após aplicação dessa dose.

Fopulações de D. melanogaster. analisadas por CHINNICI &

BETTINGER (1984) quanto à sensibilidade & cafeinas também mostraram

variações significativas. Ministrada simultaneamente com aflatoxina,.

a cafeina mostrou efeito protetor contra o alto grau de mortalidade

ovo"­adulto induzido pela primeira droga.

Sensibilidade diferencial também foi detectada no homem,

relacionada com as condições emocionais e comportamentais de
individuos submetidos ao consumo de cafeina por 12 dias (1909 mo/dia)

(GRIFEITHS et al... 179790).

Já HOLTZMAN & FINN (1988) verificaram que. após receber

cinco àa 16 mg/Kg/dia de cafeina na água de beber. ratos tornaram­se

tolerantes ao efeito estimulante da cafeina na atividade locomotora.

À exposição à doses diárias mais altas levou ao desenvolvimento de

tolerância completa. Uuas à três semanas após o término da ingestão

da cafeinas à sensibilidade completa retornou indicando que à

mudança da resposta à cafeína não resultou de alterações da função

motora. pelo menos de forma irreversível.

Há situações descritas na literatura que explicam oO

desenvolvimento de resistência à agentes que atuam no reparo do UNÁ

(revisão em LEITÃO & ALCANTARA GOMES, i788). Quando celulas

procariontes Ou eucariontes são incubadas com concentraç

reduzidas de determinados agentes químicos envolvidos no reparo do

DNA. elas podem tornar­se mais resistentes A tratamentos

FVY
AVAVAY

1 2 3 4 5 6 7 unesp ”. 12 13 14 15 16 17 18



FSSE

posteriores, em concentrações elevadas do nmesmo agente. Este

fenômeno é conhecido como reparação adaptativa e é explicado pelo

acúmulo intracelular de uma ou mais enzimas capazes de ecliminar

lesões provocadas no UNA. pelo tratamentos reduzindo assim seus

efeitos letais ou mutagênicos. Na Escherichia coli e algumas outras

espécies bacterianas. acumulamese a metiltransferase fo a

I­metiladenina alicosilase Is em consequência da resposta

adaptativa a um tratamento indutorsa À primeira enzima remove

grupamentos alquil inseridos na posição 0 da Jqauanina eliminando
erros de emparelhamento causados pela guanina metilada e à segunda

atua de várias formas. por exemplos. promovendo à eliminação de

certas bases nitrogenadas metiladas. Em E. colis outros genes também

participam do controle e da resposta adaptativas como o gene ada

(revisão em LEITÃO à ALCANTARA GOMES. íi7858),.

Também em células pré­tratadas com peróxido de hidrogênio,

há aumento de resistência à luz UV de comprimento longo. STORZ et

al. (19790) mostraram que em Salmonella typhimurium e E. coli o gene

oxYlt regula 05 genes induzidos por estresse oxidativo. Ds resultados

sugerem que à proteína Oxyk que se liga ao promotor dos genes

induziveis por estresse oxidativos quando oxidada sofre uma,

alteração conformacional passando do estado inativo àãào ativo,

fazendo com que esses genes passem à transcrever para proteção da

célula e do indivíduo.

É possível que as respostas celulares a outras situações.

tais como o choque térmico. envolvam mecanismos semelhantes. mass

esses mecanismos ainda não são conhecidos.

Uma abordagem para verificar a persistência, após 18

gerações de tratamentos. do efeito da cafeina sobre à produtividades
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cessada sua administração. foi realizada. neste trabalhos tomando­se

moscas de todos os experimentosa nascidas na 408%, geração e

colocando­as em meio controle para reproduzir. Os dados obtidos

mostraram (ques nessas condições. há aumento da produtividade. No

trabalho anterior CITOYAMA, 1789). em que as moscas foram tratadas

EM uma só geração. também houve algum aumento da produtividade, nas

mesmas condições. Entretantos no presente trabalhos em todos os

tratamentos.s a produtividade tornou­se igual ou até mesmo maior que

a do controles com exceção do te em que PEYManeceu

scignificativamente menor.

Conclue­se que, após 109 gerações. para a produtividade, à

concentração de cafeina que deixa efeitos mais permanentes nas

moscas tratadas é a concentração de 25909 ue/ml.

Pode­se perguntar à que se deve à aparente: maior

capacidade de resposta ou à maior facilidade de eliminação dos

efeitos dos tratamentos tt, à tas na ausência da cafeina após 16

gerações. quando comparada com uma só geração de tratamento?

Fode­se supor que haja, através das gerações. seleção de

alguma caracteristica que capacite à essa resposta rápida no retorno

às condições normais. Os dados mostram. poréms que para individuos

criados em concentrações elevadas de cafeína. cessado seu consumo o

efeito persiste pelo menos em uma geração. permitindo ainda supor à

possibilidade de uma ação genotóxica da cafeina interferindo nesse

parâmetro ques entretanto, dependerá de outros estudos para ser

demonstrada. Mecanismos de proteção relacionados com à reparação

adaptativa também não atuam quando altas concentrações do agente

tóxico são utilizadas (LEITÃO & ALCANTARA GOMES, 1788).
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No presente trabalhos foi realizada outra forma de

abordagem para verificar a persistência do efeito da cafeina sobre à

produtividade por meio de cruzamentos de moscas da 188, geração. dos

tratamentos t,.s to e ts com moscas controles colocadas em meio

controle para reprodução. O uso de casais permite um estudo mais

individualizado do problema.

As diferenças de produtividade dos cruzamentos não Foram

significativas. Entretanto. tanto nos cruzamentos de ts como nos de

tma à direção em que foram utilizados machos tratados & fêmeas

controle produziu menor número de descendentes que à direção

reciproca (para tos. à diferença entre os recíprocos foi de é.

para ts de 1i3:01%). Isto pode indicar que os machos permanecem mais

afetados do que as fêmeas após 10 gerações de tratamento e reforça à

idéia de um efeito mais duradouro sobre às MOSCAS. da concentração
tw, isto é, 2599 us/ml de meio.

à espermatogêncese de ratos albinos maduros injetados com
cafeina (0.1 mg/100 gq de peso a Q.25 mã/12800 ml Po peso)

analisada por ALWACHI & EALASH (1988); 05 quais observaram redução

significativa “na porcentagem média de espermatócitos primários e
espermatides nos animais tratados. Essa redução. se detectada em

Urosophila poderá explicar os resultados do presente trabalho.

Os resultados de cruzamentos deste trabalho diferem. porém

dos obtidos em camundongo por SEALE et al. (1985). À descendência F4

do intercruzamento mostrou­se igualmente sensível ao efeito letal da

cafeina,. nas duas direções de cruzamento, indicando que a resposta à

cafeina está sob à controle de um gene autossômico dominante,

intercruzamento dos Fa produziu 74% de indivíduos sensiveis e 26%

resistentes. independentemente do sexo.
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À análise genética realizada por EBAROI et al. (175920) para

linhagens resistentes de S. cerevisiae mostrou que às quatro

mutações são alelos do mesmo loco, As quatro linhagens isoladas

demonstraram dominância incompleta quando khibridizadas com a

linhagem do tipo selvagem e dominância da linhagem de alta sobre

de baixa resistência quando hibridizadas entre si.

Vários trabalhos mostraram alterações morfológicas em

individuos submetidos à tratamentos com cafeinas. como por exemplos

EERTRAND et al. (1953. in TIMSON, 1977) e SMITH et al. (17987) em

descendentes de ratas tratadas durante à gravidez e KAWAND & SIMGES

(1987) em embriões tratados de Biomphalaria glabrata: SEHGAL et al.

(1977) em Telmatoscopus albipunctatus. No presente trabalho não

foram encontradas alterações morfológicas externas em nenhuma das
dosagens utilizadas. EERTRAND et al. (17970. in TIMSON, 14777)

mostraram que à indução da ectrodactilia em ratos. pela cafeína,

estava parcialmente sob controle cenético pois. algumas linhagens

não manifestaram o efeito. Os autores consideraram esse efeito,

teratogênico e não senéticos. pois os descendentes dos ratos afetados

não manifestaram a malformação.

Como já foi mencionados vários trabalhos têm indicado

alterações cromossômicas associadas ao tratamento com cafeina. Em um

desses trabalhos, OSTERTAG et al. (19645) utilizaram concentrações

de 5900 à 10000 uga/ml de cafeina em células Hel.a para estudo de sua

atividade mutagênica. Nas concentrações 52980, 180802 e 2220 ug/mMls que

se incluem entre as utilizadas. no presente trabalho. foram obtidas

quebras cromatidicas., respectivamente. em número de 18. 47 e 111,

enquanto no controle foram obtidas quatro. Efeito dose­resposta foi

observados com o número de quebras crescente até 7493. obtido à
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concentração de 12844 uga/ml.

No presente trabalho foram analisados cromossomos

politênicos das glândulas salivares e cromossomos mitóticos dos

gânglios cerebrais dos indivíduos dos diferentes tratamentos. Não

foram encontradas alterações morfológicas. nesses cromossomos. que

pudessem ser atribuídas à cafeína. Contudo. não foram utilizadas

técnicas especificas para trocas entre cromátides­irmãs.

É possivel que às dosagens utilizadas neste trabalho

sejam muito pequenas para provocar outros tipos de alterações

cromossômicas. UQULOUT et al. (i781) usaram doses de 189 à 159 mo/kKo

injetadas no peritôneo dos camundongos para obter os resultados

mencionados por eles. = MITLLER et al. (1767) usaram à dose máxima
de cafeína que permite à D. melanogaster completar o ciclo vital

para obter indicações genéticas 2º perda cromossômica e náão­

disjunção (machos XO e fêmeas XXY).

Uados de ITOYAMA (1989) mostraram que à cafeína altera

longevidade média das fêmeas e machos virgens e acasalados.

reduzindo­a significativamente,. em todos os tratamentos realizados.

embora de forma não proporcional à concentração de cafeina no meio.

À redução foi significativamente menor para as fêmeas do que para os

machos. em seis de 12 experimentos e à amplitude da distribuição das

longaevidades sofreu redução para as fêmeas e para 05 machos. em

todos 05 tratamentos. pela redução dos valores máximos. quando

comparados com o controle.

Neste trabalhos em que fêmeas e machos virgens foram

analisados após 10 gerações de tratamentos. verificou­se que ambos

apresentam redução significativa desse parâmetros. em comparação com

o controle. na maior concentração utilizadas tim. A redução foi de 45
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dias. em média. para machos e sete dias para fêmeas. Fara as fêmeas

Essa é à Única diferença significativa em relação àão controle e para

05 machos o5 valores de t, também são menores.

À longevidade média em te é significativamente menor que &

de todos os demais tratamentos, para o5 machos. e menor aque à de

todos. exceto t, e t'.s para às fêmeas. reforçando mais uma vez O

fato de que o tratamento ts é o que determina os efeitos mais

acentuados.

Apenas nos machos foi observado um padrão de redução da

amplitude da longevidade constante e crescente com o aumento da

dose. comparado ao controle. Em t=,s à redução da amplitude foi de 43

dias comparado com 82 dias para o controle. o que significa uma

diminuição quase à metade. por redução dos valores máximos. Fara as

fêmeas, porém: nessa mesma concentração à amplitude foi de 68 dias

enquanto para o controle foi de 72 dias.

Esses resultados diferem do trabalho anterior (ITOYAMA.

1789). em vários aspectos (1) o5 machos neste experimentos. com

exceção dos de t5.º apresentaram longevidades médias maiores do que

fêmeass na maioria dos casais: (2) à redução da longevidade média

foi significativa, para fêmeas e machos. com relação ao controle,

tS (3) em valores absolutoss à redução em t3 foi menor do que

aquela verificada no experimento anterior (19 dias para machos e

dias para fêmeas neste experimento contra 246 dias para machos e

para fêmeas no experimento anterior).

Embora à análise desse quadro seja complexas talvez seja

possível supor o desenvolvimento de resistência envolvida com o

parâmetro longevidade. afetando diferentemente fêmeas e machos. Mais

uma vez. 065 machos mostraram maior sensibilidade à cafeína.
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Segundo ITOYAMA (17987), moscas criadas em meio controle e

colocadas para por ovos em meio com cafeina apresentaram redução do

número de ovos de forma diretas. isto é. quanto maior à concentração

de cafeína no meio. maior à redução. Ua mesma forma. fêmeas criadas

nos meios contendo cafeina e colocadas para ovipositar em meio

controle mostraram redução do número de ovos, tanto maior quanto

maior à concentração da substância do meio de origem das moscas. À

redução da oviposição foi supostamente atribuída à um efeito

bloqueador na produção de novos Ffolículos ou à um atraso no

desenvolvimento dos mesmos.

No presente experimento à oviposição de moscas controle e

tm524 EM meio de cultura controle. foi acompanhada no decorrer de 413

dias. com o objetivo de verificar se a diferença detectada no

experimento de ITOYAMA (1989) na oviposição de moscas controle

tratadas poderia ser decorrente apenas de uma retenção de ovos pel:

MOSCAS tratadas ou de atrasona maturação dos mesmos. Há dados na
literaturas para algumas espécies de Drosophilas segundo os quais à

retém os ovos quando o meio é adverso (ASHEURNER & WRIGHT,.

i780).

ns moscas do tratamento tr permaneceram afetadas no que se

refere à redução da oviposição. quando cessada à ingestão de cafeina

e não houve reversão do efeito ao longo dos dias. o que significa

que pelo menos nessa geração. à oviposição foi permanentemente

afetada. Fortantos os resultados indicam que há. de fatos disturbio

no desenvolvimento dos ovos e não uma simples retenção dos

MESMOS.

Há dados na literaturas que reforçam à idéia de injuúria

permanente da cafeína Aos Óórg dos reprodutores. For exemplo.
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UIATUESERE et al. C(iPTTC din TIMSON, 1977) apresentaram dados

segundo os quais cspécimes de hamster chinês tratados com doses

elevadas de cafeina sofrem atrofia das gônadas sendo que oO Ovário

apresenta maior sensibilidade à cafeina que os testículos.

SEHGAL & SIMOES (1974) também verificarams em D.

melanogaster malformações do ovário e esterilidade das fêmeas

obtidas à partir de ovos e larvas tratadas com cafeina. Entretanto,

06 Órgãos reprodutores das moscas tratadas no presente trabalho

foram analisados morfologicamente e não foram detectadas alterações

visiveis. mesmo na maior concentração utilizada.

Vários trabalhos têm indicado que à cafeina atua sobre o

sistema nervosos podendo influenciar o comportamento. à cafeina

antagoniza os efeitos da adenosina em seus receptores. afeta à

mobilização do cálcio e inibe às fosfodiesterases dos nuclentideos

ciclicos e à nucleotidase 5's através desses mecanismos tanto à taxa

de liberação como às concentrações sinápticas subsequentes. dos
neurotransmissores, podem ser aumentadas. Também os niveis de AKHP

ciclico no cérebro são reduzidos (MANTE & MINKWEMAN. 1978).

Diante desses resultados. procurou­se analisar o efeito da

cafeina sobre aspectos reprodutivos envolvidos com o acasalamento.

Em Drosophilas, 058 movimentos de corte são complexos e obedecem a um

padrão característico de cada espécie e. teoricamente, poderiam ser

afetados por alterações comportamentais causadas pela cafeína.

Assim. foram analisadas à duração da pré­cópula e cópula e

frequência de cópulas nos experimentos controle e tm. Os resultados

mostraram frequência de cópula e tempo médio de cópula maiores para

mMOScCcas controle do que pára moscas ts ocorrendo o inverso para o

tempo de pré­cópula.
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Háãa portanto. indicações no presente trabalho de que

cafeina afeta o acasalamento em D. prosaltans. àsée moscas tm

apresentaram uma frequência de acasalamentos S.5% menor que as

moscas controles, um tempo médio de pre­cópula 9.3 minutos maior que

das moscas controle e um tempo médio de cópula 1.3 minutos menor que

as moscas controle. Deve­se ressaltars quanto a esse último aspectos

a maior variabilidade encontrada para moscas temas nas quais houve uma
variação de és4 à 24.2 minutos contra 18.44 à 37.44 minutos nas moscas

controle.

A existências na literaturas de dados que mostram

cafeina inibe o processo de reparo do DONA. bloqueia células

(EBATES et al.) 1985). inibe à citocinese(LA FENÁ et àal.,.
HEFLER & EONSITGNORE,., 41779) e inibe à proliferação celular em

linfócitos periféricos humanoss cultivados in vitro (GUGLIELHMI et

alas 1789), levaramenos a analisar o indice mitótico nos gânglios

cerebrais de moscas controle e submetidas aos tratamentos Es & tm.

Foi observado um indice mitótico maior em ts que em tz e maior em

ambos que no controle. &É possível que esse aumento do indice

mitóticos aparentemente relacionado com a dose de cafeína utilizada,

possa ser explicado pelo atraso no processo de divisão celular. D

Maior tempo de desenvolvimento de moscas tratadas com 1909 e 190980 uo

de cafeina por 11 de meio de culturas observado por ITOYAMA (1789)

pode estar relacionado com à maior duração do processo de divisão

celular nesses individuos.

Finalmente. foi analisado o efeito. sobre à produtividade.

do ion cstanoso (SNClada isolado ou em associação com à cafeína.

Como foi ditos anteriormente, o ion estanoso é um agente redutor

poderos que tem várias aplicações na área alimenticia e da saude.
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Hãáa portanto. à possibilidade de presença simultânea. no organismo

humano, das duas substâncias. cafeina e lion estanoso. por ingestão.

OLIVIER & MAKZIN (1987) utilizando E. coli mostraram que o

composto não­carcinogenico cloreto estanoso é genotóxico e ativa o

sistema SOS que é induzido depois de lesão ao DONA,

CUNHA et al. (1971) utilizaram cepas de E. coli selvagem =

cepas portadoras de mutações envolvendo 05 genes para proteinas.

uvrÃs recA e lexôs para tratamento com essa substância. Os

resultados mostraram que os mutantes foram mais resistentes ao

tratamento que a cepa selvagem e o duplo mutante uvrâ­recaA foi mais

sen que os mutantes uvri. recá e lexá. Os autores interpretaram

os resultados como indicativos de que as lesões promovidas pela

Presença do jon estanoso estejam intimamente associadas com

modificações no ONA. Oo que confere à este ion atividade genotóxica.

Fortantos ambos os agentes. cafeina e ion estanoso. estão

envolvidos com o reparo do UNA,

Utilizando o teste SMART de asa, TRIFATHY et al. (1990)

analisaram o efeito do cloreto estanoso e concluiírama que cessa

substância é não­genotóxica em Drosophila. Entretanto. essa decisão

foi tomada sobre resultados "parcialmente inconclusivos”. Esses

autores trabalharam com doses próximas da Ul.s9 ou abaixo dela. No
presente trabalhos em que foram usadas ES 02] E Seis vezes Menores

que as utilizadas por aqueles autores (respectivamente Sn,;= 50 ua/ml

e nos 2008 ug/mMl). à produtividade mostrou redução significativa na

maior concentração em comparação com o controle. Contudo. à vista

dos números. também o tratamento com à menor concentração (68 ug/ml)

mostrou redução no numero de descendentes,
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Em combinação com 22298 uga/ml de cafeinas o lon cecestanoso,s

tanto na dose de S7ô como na de 26ed uga/ml não mostra redução

significativamente maior da produtividade do que no tratamento sá

com cafeina.

Isto pode indicar que o ion estanoso não acrescenta efeito

quando ministrada com à cafeína e ques portanto. o efeito dos dois

juntos corresponde ao próprio efeito da cafeina sozinha. Entretanto,

novamente à vista dos números. contata­se uma redução no nuúmero de

descendentes. nas duas combinações, quando comparadas com a cafeína
ou com qualquer das duas concentrações de estanho isoladamente.

Fortanto.s algum efeito tóxico na produtividade. causado pelo don

estanosaos. parece estar ocorrendo mesmo quando somado à cafeina.

Foréma o efeito obtido é menor do que o que se poderia esperar pelo

resultado estatisticamente significativo do NE) comparado com o

controle.

À comparação destes resultados com os de TRIFATHY et al.

(1994) mostra que à toxicidade que leva à redução da produtividade

tem componentes que respondem mesmo à doses relativamente pequenas

do composto. Contudos uma melhor avaliação das respostas

necessária. por exemplo utilizando à combinação de cafeina e

estanoso em moscas tratadas com irradiação UV.
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V. RESUMO E CONCLUSÕES

A cafeinas em seis diferentes concentrações (te SO, t.á=

100, ta" 1000, tos 1500, tá= CODO e te= CIO ug/Mil de meio de

cultura) foi ministrada à Drosophila prosaltans durante 19 gerações

(aproximadamente 8 meses). Em cada geração foi avaliado o parâmetro

produtividade. Na décima geração a produtividade foi analisada pela

produção massal., pela produção por casal e em intercruzamentos de

moscas controle e tratadas. Nesta geração. além da produtividade.

foi também avaliada à longevidade. Moscas controle e tratadas foram

também utilizadas para estudo da oviposiçãos de aspectos

reprodução abrangendo tempo de pré­cópula e tempo e frequência

cópulas do indice mitótico em células dos gânglios cerebrais,

morfologia cromossômica nos gânglios cerebrais =» glândulas salivares

e da morfologia dos órgãos reprodutores internos. Também foi

analisado o efeito, sobre à produtividade. do tratamento combinado

da cafeína com o jon estanoso. este de uso na produção de alimentos

enlatados. na fabricação de pasta dentifricia e na produção de

isótopos radioativos para fins médicos.

e modo gerals Oo presente trabalhos mostrou que. sob

vários aspectos: as moscas submetidas a 160 gerações de tratamento

com cafeina comportameses quanto aos parâmetros produtividade e

longevidade, diferentemente das moscas submetidas à tratamento em

apenas uma geração. realizado anteriormente. Contudo. permanecem as

conclusões básicas referentes ao efeito dose­resposta na

produtividade E ao efeito prejudicial da cafeína quanto à

longevidade.
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Constituem modificações. por exemplos à observação de que

excetuando­se à concentração tm (2009 ug/ml). cujos efeitos foram

mais drásticoss uma vez cessada à ingestão da cafeina às moscas

recuperaram a produtividade normals E cem alguns Casos. até

ultrapassaram ­ controle. No trabalho anterior à recuperação (da

produtividade foi apenas parcial. Outra modificação. refere­se à

longevidade. Apenas no tratamento te. houve redução desse parâmetro

para fêmeas e machos. em comparação com o controle. enquanto no

trabalho anterior. as concentrações ts e ts também afetaram à

longevidade. Ne modo gerals no presente trabalhos apenas 05 machos

apresentaram uma redução da amplitude de longevidades constante e

crescente com o aumento da dose, sendo que em ts essa redução

correspondeu à metade do valor obtido para o controle. Esse padrão

de resposta dose­dependente não foi observado no trabalho anterior.

com relação à longevidade. Tambéms à redução da longevidade

determinada pela cafeína. no tratamento ts do presente trabalho foi

menor do que aquela verificada no trabalho anterior. Assim. quanto à

longevidade os dados são indicativos da possibilidade das moscas

terem desenvolvido alguma resistência. maior nas fêmeas do que nos

machos. Quanto ao desenvolvimento de resistência em relação &

produtividade. poréms embora haja comparações significativas para
todos os tratamentos (exceto t, E tsa)s ao longo das JETaçõess ESSES

resultados decorrem de alterações que nà maioria dos casos

envolveram também o controles. embora em graus variáveis. parecendo

ser antes devidas à outras causas ambientais due não à cafeína.

Ainda quanto à produtividade. verificou­se que. após 10

Jerações., em cruzamentos com o controle. as moscas na direção de

cruzamento que envolve machos tratados e fêmeas controles produzem
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menor numero de descendentes do que na direção reciprocas., indicando,

também neste casos que o sexo masculino permanece mais afetado que o

feminino. cessada à ingestão da cafeína.

Outra contribuiíçãos deste trabalho. refere­se ao efeito da

cafeina na oviposiçãos pela avaliação de hipótese levantada no

trabalho anterior. Verificou­se que à redução nesse parâmetro

decorre antes de problemas relacionados ao desenvolvimento dos ovos

do que à sua retenção ao do simples atraso na sua maturação.

Com o objetivo de verificar se o efeito da cafeina sobre

o sistema nervoso pode ter algum reflexo nos padrões de corte das

MOSCAS E CONSEJUENtemente afetar o acasalamento. foram analisados à

frequência de cópula e tempo de preê­cópula e de cópula. de moscas

tratadas e controle. Os resultados mostraram que à frequência de

cópula e o tempo de cópula das moscas controle são maiores,

ocorrendo o inverso para o tempo de pré­cópula,s indicando

interferência da cafeina nesses parâmetros.

À avaliação do Índice mitótico foi realizada nos gânglios

cerebrais das moscas controles ts e t=. Foi encontrado um númeroSE

maior de células em divisão nos individuos ts e te. EM COMPATAÇÃO

com o controles talvez decorrente de um aumento na duração do

processo da divisão celular como consequência de dificuldades

causadas pela cafeina.

Quanto ao estudo do efeito da associação da cafeina com

ion estanosos sobre à produtividade. foi observado que à ingestão do

ion sozinho diminui significativamente & produtividade na

concentração de 2e8o uga/mMl. comparada com o controle. Em combinação

com a cafeiíinas porém a redução não foi siganificativamente maior que

a causada pela cafeína sozinha. podendo com isso indicar que o
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efeito das duas substâncias juntas corresponde ao próprio efeito da

cafeina separada. Mas. à vista dos nuúmeros. à redução na

produtividade dos quatro tratamentos que utilizaram don estanoso é

indicativa de seu efeito tóxico nesse parâmetro, mesmo em combinação

com à cafeina,.

Não foram observadas malformações nos descendentes das

moscas tratadas com cafeina ou com cloreto de estanho. Também

morfologia dos cromossomos dos gânglios cerebrais e goslândulas

salivares bem como à morfologia do trato reprodutivo Feminino e

masculino não diferiram entre as moscas tratadas com cafeína e às

Moscas controle.
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VI.

six

SUMMARY AND CONCLUSIONS

Drosophila prosaltans uwuas reared on culture medium with

different concentrations of caffeine (tt, dO uo/mla taá= 100

ug/mMls to= 1099 ug/Ml, tos 1000, tá= 2000 u9/M1l and te= 2302 ug/ml)

duri

Mass

prod

ng ten generations (about eight months). In every generation

productivity Was Evaluated. In the tenth generation

uctivity in pair mating crosses and in intercrosses

flies treated with caffeine and control flies. às well as longevity

of t

pre­

veated and control flies. were also analyzed.

The effects of caffeine were also studied on ovipositiorna

copula and copula duration. mating Frequency. mitotic index in

brain cells, chromosome morphology in brain and salivary olands and

mor pp hologsy of male and female reproductive tracts.

The effect of combined caffeine and stannous chioride on

fecundity was also evaluated. Stannous chloride 18 à powerful

reducing agent uwhich is used in the food industry. in certain

fluovide toothpastes and in the preparation of radioisotopes for

medical purposes.

fiie

from

bhbasi

the

EXCC

reco

prod

Ih generala this study shows that results obtained in

s after ten generations of treatment differ in several aspects

those in flies after a single treated generation. However,

c conclusions. such à dosage dependent productivity decrease and

prejudicial effect of caffeine on lonaevity, remain the same.

Differences (include, for example. the obeervation thats.

pt for concentration tas when intake of caffeine stops the flies

ver normal productivity and in some cases are even more

uctive than the control, In the study cited. productivity
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recovery was only partial Another differences this relative to

longevitys was that this parameter was reduced in both males and

females in à single concentrations tem. In the study cited,.

concentrations to and to were aleo effective in this aspect. In the

present study only males showed à constant and increasing reduction

OF longevity amplitude with age increase. In te such values were

about half o0Of those for controls. This pattern of dosage dependence

was not observed in the previous paper. relative to longevity. Also

the longevity decrease caused by caffeine in concentration ta Was

smaller in the present study than in the previous one. Thus. For

longevity, data indicate that some resistance. greater for females

than for males. has developed in the ten generations of treatment.

Howevers as to productivity, the significant comparisons

between treatments along gaenerations may bes rathera due to other

Environmental conditions tham to caffeine intakes since they are the

consequence of changes which also involved the controls.

The present study also showed that males. after treatment

during 129 generations., in crosses with control females yield

progeny than the reciprocal crosses. Thus. in this case. male also

remained more affected than females when intake of caffeine ceascd.

Results on oviposition showed that treated females

transferred to control medium lay à smaller number of eg9398 than the

control females during the course of 43 days. indicating that

oOviposition decrease is due to abnormalities in e499 production
rather than to egg retention or to delay in ceg99 maturation.

Caffeine was also found to affect mating frequency and

pre­copula and copula duration in D. prosaltans. Matino Frequency

and copula duration were greater in the control than in the treated
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flies. while pre­copula duration was greater in treated flies.

Hitotic index evaluated in larval brain cells aumented as

the concentration of caffeine used increasedsa This finding (was

attributed to a delay in the process of cell division in treated

flies.

Stannous chloride decreased significantly the productivity

nF flies treated with 2202 usa/ml. However. the decrease, uwhen in

combination with caffeine. did not differ significantly from that of

caffeine alone. indicating that stannous chloride did not add any

effect to that of catffeine for this parameter. But considering that

progeny number in the four treatments using stannous chloride showed

à dosage dependent productivity decrease, some effect of

substance cannot be discardeda even in combination with caffeince.

No malformations were observed in the proaeny ot Flies

treated with caffeine or stannous chloride. Chromosome morphology in

brain and salivary glande. às well as morphology of male and female

reproductive tractes. also did not differ between treated and contie?

flies.
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