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I. INTRODUGAOD

Nos ultimos =anos houve um  crescimento  acentuado no

intervesse em estudar os efeitos de substancias as quais. voluntaria

ou involuntariamente, 0 homem se expoe na alimentacios no trabalhoa.

na medicaglo & outras circunstancias.

argan

Tem-se avaliado o0s efeitos dessas drogas em Varios

ismas abrangendo hacterias. fungos. plantas e animaiss

inclusive o homems guando possivel (TIMSON. 19773 LEONARD et al..

i987)

- Foreéms dada a diversidade dessas substincias e a dificuldade

de abordagem de seu modo de agios muito ainda resta a saber. MEsmo

sabyre

pelo

as drogas mals estudadas.
A literatura mostra que entre as substéncias  ingeridas

hamems consideradas de wso mals genevalizado @ mals

extensivamente estudadass encontra-se a cafeina.

A cafeina (1. 3. 7-trimetilxantinas. de formula molecular

68H11N403 e um alcaloide pertencente &ao grupo das xantinas

trimetiladas presente em mals de &40 espeécies de plantas.

Quimicamente. estes alcaloides assemelham—se as purinas. xantinas &

acido

Wrico. 0% quals sao compostos metabolicamente importantes

(LEONARD et al.y 1987).

Segundo  TIMSON (1977) a cafeina é um pod branco ou  mMassa

branca constituida por longos cristais aciculares. flexiveis. muito

leves
AC1IMS
solub

e de

ieelr,

v com brilho sedoso. Funde-se entre 235 e 22 C e sublima-se
de 1769C & pressio atmosférica. sem decomposicio. [
ilidade da cafeinas em dguas varia com a temperatura. A ¢9C ela
Q.60 g/102 ml de Aguas a 259C é de 2.80 g/102 ml de Agua & a

de 5@ /102 ml de agua. A solubilidade em outros solventes.




como  acetonas  clovoformio & etanol a 25°C. & des. respectivamente.
2404 1842 © 1.5/400 ml do solvente.

A cafeina é consumida ndo so sob a forma de café (Coffea
arabical)s chas (como o cha da fndias Camellia sinensis). ou mesmo
guavana (Paullinia cupana) mass tambéms como componente de
analgésicos, anorectantes e estimulantes ou componentes de misturas
estimulantess como as anfetaminas (BENOQWITZ. 1990).

Clinicamentes, a cafeina tem efeito estimulador do sistema
nervoso central. Ela afeta primesivo o cortex cevebral & depois a
medula. Fode afetar, tambéms a coordena¢iio psicomotora, aumentar a
SECTEGAD de dcido graxo € pepsinas produzivr acio diurética.
aumentando o volume urinario e a secrecio de sodios causar efeitos
cardiovasculares e efeitos alérgicos (LEONARD et al.. 1i987).

(No homems @a cafeinas. € rvapidamente absorvida pelo trato
gastrintestinal e distribuida pelos varios tecidoss na proporgio de

seu  conteudo de Agua. Isto ocorre tanto com as células  somdticas.

como com as céelulas germinativas (KIHLMAN, 1974);

4

(O metabolismo da cafeinas em mamifeross PpProcessa-se
simultaneamente por varias vias. Variagoes na potencialidade das
enzimas do figados em diferentes espécies. vesultam em diferengas
quantitativas em alguns dos metabolitos da cafeina. Ha mais do que
uma enzima envolvida na biotransformacio de cada metabolitos mas. as
oxigenases do citocromo F-45@ possuem um papel maior no metabolismo
primario da cafeina. Segundo STAVRIC & GILBERT (i99@¢). as enzimas
N-acetil~transferases 830 responsaveis por alauns metabolitos
adicionalis. No conjuntos os metabdlitos urinarvios da cafeina compdem
um  quadro mais complicados havendo pelo menos 18 metabolitos

identificados na  uwurina de vavias sspecies. sendo que o padrio de
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excrecio € gquantitativa e gqualitativamente diferente entre elas. A
cafeina nfo modificada representa somente 1.9 a 1.6% do metabolito
Urindrios. parva homens € macacos. Jd 05 porcoss eliminam cerca de 15%
da cafeina adminiﬁtrada.J

(&19Uﬁ5 dos numerosos metabdlitos da cafeina sio conhecidos
por  sevem mais  ativos biologicamente do gue outros (STAVRIC &
GILBERT 4 19992 lois dos metabdlitos primarios da cafeina.
paraxantina (i« 7-dimetilxantina) ¢ teofilina (is 3-dimetilxantinal.
mostram propriedades farmacoldgicas e toxicoldgicas completamente
opostas. Enquanto a parvaxantina ndo @ biologicamente ativa
praticamente nfo toxicas =@ teofilina é farmacologicamente muito
ativa e potencialmente toxica. & teofilina € mais ativa do que a
cafeina em estimulo cardiacos dilatag&o coronaria € relaxante do
musculo esquelético. Outvos metabolitos como a  3-metilwantina &
i-metilxantina possuem atividades Farmacoldgicas importantes. A
Ae-metilxantina & mais ativa do que a teofilina como um inibidovy  da
fosfodiesterase do  AMP ciclico & & menos ativa do que & teofilina
como wm inibidovy do AMF ciclicuu}

fHé indicagio de que o metabdlito S-~(N-metilformilaminal-é-
amino=1.3-dimetiluracil possui efkito toxicoldgicos podendo. este
compostos  dinteragir com o INA. & encontrado somente em  PEQUENRS

quantidades na  wrina  humana. engquanto € o maior metabolito

encontrado no rato (STAVRIC & GILEBERT. i??@).}

[Segundo TIMSON (i977) o metabolito teobromina (3
Z=dimetilxantina) causa  gquebra cromossdmica e formacio de células
trinucleadas =m Oedogonium acmandrvium. Fortanto €  um agente

clastogé&nico & também ansugénico.
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Lﬁﬁgundo revisio de STAVRIC & GILBERT (i99¢) a meia vida da
cafeinas no homems & usualmente de quatvro a seis horas. mas pode
haveyr consideravel variabilidade relacionada O diferentes
circunstancias. For exemplos segundo SOMANI & GUFTA (41988) o cigarvo
diminui a meia vida da cafeina. mas em mulheves gravidass causa  um
aumento significativo, dessa meia vidas para mais do que 2@ horas.
embora  a dimiﬂﬁicﬁu da fungio do figado possa extendé-la pory varios
dias. Fortanto, nesse periodos para a espécie humana & para 08
macacos ocovve a diminuwigRo do metabolismo da cafeina  podendo
resultar em elevados niveis dessa subst&ncias, comparado com ©
periodo anterior A gravidez. @apds o partos. h3a  retorno a0

hY

metabolismo normal.)
)

Estudos em animais (LEONARD et al.s 1987) tém indicado que

] G0 da cafeina durante a gravidez provoca anormalidades
esqueléticas, diminuwigio do crescimento fetal intrautevino € baixo
peso  ao nascer. Altas doses de cafeina estio associadas com perda
fetal e aumento na Ffrequéncia de malformagdes congénitas no homem.

Fara BRUYERE et al. (i988) a cafeinas acumulada na mulher
gravidas atravessa a placenta e atinge o feto que ndo tem as enzimas
necessarias para o seu metabolismos podendos assims  intoxica-lo.
Entretantos ndo foi demonstrado se a droga afeta diretamente o
embyrido ou  se  compromete  secundarviamente  seuw  desenvolwvimentow
causando um efeito materno, tal como a secreciio excessiva de
catecolaminas (produtos do metabolismo da cafeinal.

= m ratﬁﬁg TANAKA et al. (1987) verificaram baixo peso  da
placenta e uma reduciio do peso do cérebvo dos fetos, maior do que a
do corvpo quando hd  ingestfo da cafeina, por um  longo periodos

durante & gravidez. ROS85 & FERSAUD (4i999) que estudaram o efeito da
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g § 'F II: na o desenvolvimen 't. (] lli = e ITI]Z] T J. l:jl:: £ de ratos l.'ZIlI] SET VAT A mals
comumente rvedugio no nldmero de branguias e somitos e formagdo
anovmal dos membyros anteviores. No desenvolvimento das mandibulas de

ratos Jovenss cujas maes Foram tratadas pela cafeina. foi constatads

reducio  significativa do peso mandibulavs do conteddo de cialcios da

alcalinidade e da atividade fosfatase dcida (IRISCOLL et al. i99@).

NAKAMOTO et al. (i989) mostvarvam gque a cafeina afeta o
conteudo de minerais € o proprio crescimento de ossos dos fetos de
ratas tratadas duvante a gravidez sendo que o calcios 0o magnesio € o
zinco diminuivam de 1 a 2 mg no grupo tratado.

Em fungio desses e outros resultadoss a FOOD  AND  DRUG
ADMINISTRATION (USA) aconselhou as mulheres gravidas a evitar ou
usay modevamente comidas ouw bebidas contendo cafeina. 0 comité sabre
nutriciao da mulher e da crianga pré-escolars FOOD  AND  NUTRITIONW
BOARD . NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES. também vecomenda modevagio na
ingestdo da cafeina durante a gravidez (LEONARD et al.s, 1987).

For outro lados ha tambem dados na literatura que sugevem
que a cafeina pode dificultar a gravidez (WILCOX et al., i1988).
Forem esses vesultados nfo foram confirmados em outro estudo
envolvendo a associagdo entre consumo de cafés cha e bebidas cola e
tempo  para  engrvavidary realizado por JOESOEF et al. (i9%90). [Esses
autores analisavam 2817 mulheves férteis e nido encontvaram nenhuma
evidéncia para um efeito desfavoridvel da cafeina. Da mesma maneivas
verificaram que o consumo de cafeina ndo estava associado com  a
infertilidade, em 1i84i81i mulheres inférteis e seus controles.

Efeitos prejudiciais da  cafeinas  como por exemp Lo
alteragdes na durag@o do periodo de desenvolvimento embriondarios

anomalias no desenvolvimento. vedugio da fertilidades. alteragoes
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&

L]
celulares. alteragoes na estrutura da cromatinas entre outvross foram

observados em wvarios trabalhos e diversos organismos (SEHGAL &
SIMBESs 1976% FOLLARD et al.s 19875 KAWAND & SIMOES. 1987).

“HGAL &  SIMOES  (1976) estudaram o efeito de algumas
drogas neurotropicas (cafeina. dcido glutdmico. anafranily fosfato
de codeina e barbiturato de sddio) sobre o desenvolvimento de
Drosophila melanogaster. 0 desenvolvimento larval ndo foi afetados
porém @&s moscas, ha maioria dos casos, ervam estéreiss € as fémeas
apresentavam malformagdes dos ovarios. As glandulas salivares
larvas do terceiro estadio eram formadas por células de tamanho
menor que o normal. Das drogas estudadas a mais toxica foi  a
cafeina.

Ja, W] estudo do tempo de desenvolvimentos em n.
prosaltans, rvealizado pov ITOYAMA (49894 mostrouw gque o  tratamento
com cafeina nas concentragies 19009 uwg e 1500 ug de meio de cultura.
altera esse parametvos. Nessas moscasas levando-o a um atraso de  um
diax quando comparado com o das moscas controle ouw das tratadas
S5 ug/ml & 100 ug/ml da substincia.

Atvraso no desenvolvimento. em decorrvéncia do consumo de
cateina  Ffoi demonstrado também por outros autores. For exemplos.  emw
larvas de Telmatoscopus albipunctatus (DIFTERA. FSYCHODRIDAED) . SEHGAL
et al. (i977) verificaram que a cafeina causa forte atraso do
desenvolvimento e alta mortalidade. Em outro estudo. POLLARD et al.
(19877 mostyvavam que a cafeina causa um retardo no desenvolvimento
de fetos de ratos fémeas e machos.

Malform=;fes associadas & cafeina foram também descritas
por KAWAND & SIMOBES (1987). Administrando solugdo de cafeina, =2

Dai%s @ embrides de Biomphalaria glabrata esses autores observaranm
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atraso na clivagem de algumas células do embvifos seguida de divisio
alteradasy causando assimetria nas placas cefalicass vesicula da
cabega Com i3 células (o normal apresenta L2 ) células
supernumerarias nas placas apicais. ocorréncia de malformacdess tais
como monoftalmia dextra ou sinistras. veduplicagdo de um  olho
esquerdo ou direito e formagio de exogastrula. For sua vezs EBEERTRAND
et al. (19654 in  TIMSON. 1977) observaram 2a ocovrréncia de
ectrodactilias em descendentes de ratas gravidas tratadas com
cafeinas sendos o efeitos proporcional a dose. Em adultos de T.
albipunctatus originados de pupas tratadas com cafeina. SEHGAL et
al. (i977) obsevvavam abdome anormalmente alongado & asas aAnNOrmals.
SEHGAL et al. (4977) também relataram =& redugio da
fertilidade dos adultos de T. albipunctatus oviginados de larvas

pupas tratadas com cafeina. Redugfo da produtividade. associada

cafeina. tambeém foi demonstrada por  ITOYAMA (1989); &m D.

prosaltans. Em tvés das quatro concentracoes utilizadas (10¢. 1000
1500 wa/ml de me o de cultura) a produtividade foi
significativamente menor que a do controle. Na menor concentragio
utilizadas de 9@ uwg/ml de meios, & produtividade também foi menor que
a do controles embora a diferenga nio tenha sido significativa. Além
da rvredugio da produtividade, a cafeina determinou um atraso no
inicio da producio de descendentes., quando compavada com o controle.
Nesse trabalhos o grau de redugio da produtividade foi diretamente
propoveional a concentracio de cafeina no meio.

LITOYAMA (1989), também estudouw o efeito da cafeina na
longevidade de moscas vivgens e acasaladas. 0 tratamento com cafeina
causou reducio significativa desse parametros em fémeas € machos

virgens e nos machos acasalados gquando comparados com o respectivo
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o
caontrole. Fémeas acasaladas tratadas. poréms. mostrarams. na  maioria
dos expevimentos. maior longevidade que o controles suwgerindo
vantagem do blogqueio reprodutivo pavcials causado pela cafeina.

Resultados da mesma autora. relacionados com & OVIPOSIiGRO.
mostyvaram que a cafeinas presente no meio de cultuvra ao qual as
moscas  ficaram expostas 12 horass inibes. de forma divetas, a postura
de ovos das fémeas ndo tratadas previamente ¢ acasaladas. isto &
quanto maior a concentraglo de.cafeina colocada no meio para
oviposigios maiory a rveducio do ndmero deé ovos. AS MOSCAs qQUE S
desenvolveram nos meios com cafeina tambeém produzivam menor numero
de ovoss mesmo quando expostass posteviormentes ao meio sem cafeina.
Neste casos também, a redugio esta diretamente relacionada com &
dose de cafeina do meio de orvigem das moscas.

lados da literatura demonstraram que, in vitros, ha também
envolvimento da cafeina na mobilidade de espermatozoides humanos
(REES et al., 199@) & de bovinos (SCHOFF & LARDY. 4198735 FARK et al..
1989 .

Varios s&o os trabalhos que apontam o efeito da cafeina

a atividade enzimdtica. Segundo FOLLARD et al. (i987). a
cafeina em doses modevadas (39 mg/Kg.d) ou altas (6@ mag/Kd.d) causa
L decreéscimo significativo na atividade da desidrogenase

hidroxiesterdide 3B (3B-HSD) & consequente redugio na biossintese de

testosteronas em testes fetais em ratas de 18 & P20 dias de gestagio.

A baixa atividade 3B-HSD persiste no grupo dos adultos gque vecebevam
4@ mg. Foram observados ainda efeitos na  segunda ninhadas.  oito
semanas apds cessado o consumo de cafeina pelas ratas. Nesta segunda
geEraciaos 0% descendentess em ambas as doses de cafeinas nasceram

significativamente MENOTES o < do contrvole. For sua VEZ.
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SRINIVASAN et al. (1979) mostravam gque a cafeina inibe a  DNA
polimerase dependente do RNA  (transcriptase reversa) em  virus
oncogénicos de murideos e aves e BALACHANDRAN & SRINIVASAN (1982)
observaram que a cafeina inibe a atividade da [INA polimerase de
Escherichia coli. No musculo de coelho foi observado que a cafeina
inibe completamente a atividade da fostorilase (TIMSON, 41977) @
SUTHERIL.ARND & RALL (1958, in LEGERs 1985) mostraram que as
metilxantinas inibem as enzimas fosfodiesterases. Alem da cafeina
inibiyr a enzima fosfodiestevases ela também & um competitivo
antagdbnico dos receptores da adenosina extracelular (YOKOGOSHI et
al.. 1i%987).

Alteracoes causadas pela cafeina, ao nivel celular e
cromossomicos foram verificadas em varios trabalhos.

Dados de L& FPENA et al. (4i9281) mostraram que solugio de
cafeina a @.4%s injetada em plantas de centeio., em varios estadios
do desenvolvimento da  espiga. inibe a citocinese na  linhagem
germinativa € causa bimeiose em células binucleadas. Durante a
divisio celular ocorrvevam fusdes nucleaves na linhagem gevrminativa,

dando origem a tetraploides mononucleados. Foi obsevrvado também  wm

decreéescimo na Ffrequéncia de quiasmas.

Foi demonstrado que a cafeina € um potente inibidor da
formagio da placa celular em células vegetais em divisfo. atuando
apos BOX da placa estar completa (por exemplo RONSIGNORE & HEFLER.

HEFLER & BONSIGNORE. 1{99¢). Sob influéncia da cafeina. as
" de vesiculas de Golgili que se dispdem na regifio equatorial da
lula n3ao se fundem para formar a placa € parecem sev reabsorvidas.

ESFINO & VASQUEZ (1981i) obtiveram plantas polipldides

utilizando cafeina em Saintpaulia ionantha.




A cafeina  induz trocas entre cromatides-irmids (TCI)Y e

inibe a proliferagiao celular em linfocitos periféricos humanos

cultivadoss, 1in wvitro (GUGLIELMIN et al.. 1982). Tanto o efeito
indutor de TCI como o cicloativo mostravam ser dose-dependentes.

Alteractes no aspecto da cromatina, tornando~-a "dispersa’”
foram observadas em gvios de pdlen de Pinus submetidos & Fforga
centvrifuga em solucio de cafeina (TERASAKA & NIITSU. 1987).

SASAKI & WNISHIMOTO (198%9) observaram que a cafeina induz
condensagao prematura  dos cvomossomos na linhagem celular  BHK21
durante a fase 5y na presenca de um inibidor de sintese de [NA.
Segundo 0% autoress este achado sugeve que a cafeina causa mudangas
na conformagio da cromatina.

Também a exposicio de linhagens celulares LiRP10 de murideo
a altas concentragdes de cafeina perturba a progressio completa  do
ciclo celular e resulta em um aumento da sensibilidade do DNA &
desnaturacio (KUNICKA et al.., 1990). Nesse trabalhos a cafeina
induzivu wm decréscimo na estabilidade do ON& afetando as células
interfasicas, indiferentemente da sua posicio no ciclos sendo as
MULdangas estocasticass dependentes do tempo e concentracio.
Fopulagtes de células respondem & cafeina de modo muito heterogeneo.
com vespeito ao grau de desestabilizacio do DNA.

Foi observados tambéms que a cafeina afeta a sintese de
INA (CHAUDHURI & GHOSH. 19820, veduz a frequéncia de crossing-over
simples e duplo (LOFPRIEND et al.s 1974) & reduz a frequéncia de
trocas cromatidicas (OKOYAMA & KITAO. 1981). Aberracdes cromatidicas
e cromossomicas  (respectivamentes D MARCO & FOLANI. 49841+ em D.
melanogaster & HERNANDEZ et al.s i9846s em Allium cepa) forams

também voCcavsadas por tratamento com cafe ina.

AVA
cm 1 2 3 4 S 6 T unespwl 12 13 14 15 16 17 18



SEHGAL & SIMOES (4976) observarvam gque a cafeina altera a
politenizacio dos cromossomos de D. melanogaster sugerindo que esse
efeito seja devido ao rvetardo da sintese de XINA.

Sabe~se que o pds-tratamento com cafeina tem efeito
potencializador na indugfo de dano cromossomico € movite celular pov
agentes wmutagénicos Tisicos e quimicos. For exemplos. TANZARELLA et
al. (1984) wverificavam que tratamento de células de Xenopus leavis

com mitomicina C & subsequente tratamento com cafeina nas fases 5 ouw

GE do ciclo celular levam & wm aumento na frequéncia de trocas

cromatidicass especialmente quando o pos~tratamento ocorre na fase
54

A cafeina produz cromossomos pulverizados quando em
tratamentos combinados com agentes clastogénicos como a luz uwltra-
violeta (UV), 4=-nitroguinolina i~oxido (4NQO) e mitomicina C  (MMC)
(NISHI et al.s i983). Do mesmo modos a combina¢io de radiagdo (gama
ou ultra-violeta) e pods-incubagfo com cafeinx resulta em cromossomos
quebrados . formagdo de células com micvonucleos. pevda de
CTrOomOssomos gexualis e inducio ou aumento das  frequéncias de
dominantes letais (pov exemplos. em linhagem celular V79 de  hamster
chinéss, CREMER et al.s 1980, em Drosophila, HMENDELSON & SOBELS. 1974
e em ovocitos 514 e espermatozdides maduros de Musca domestica.
TARGAs 1983). De modo gerals os autorves atribuem os rvesultados a
agdo parcial da cafeina inibindo o processo de reparo do [NA: na
MeioseE .

Os efeitos mutagénicos da cafeina Fforam estudados em
ovganismos procaviontes e edcariontes  com resultados muito
variaveiss mas em muitos casos foi considevada uwum  inibidor dos

processos de  repavo do DNA 19858 SALAKI et al.s
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1989 EmHaE.mucoli., a cafeina mostvou-se um mutagénico do tipo

"frameshift” & LEYDEN, 41983535 FONS & MULLER. 199@), mas em

Salmonella typhimurium a cafeina produziv um bloqueio das mutagdes

devidas & substitui¢io dos pares de bases causada por 1alios
i98%).

GRAF & WURGLER (4986&) utilizarvam preparagoes de café  em
diferentes testes mutagénicos em células germinativas & somdticas de
Il. melanogaster. As células germinativas foram analisadas quanto &
letais rvecessivos ligados ao sexo (principalmente. mutagdes génicas
e pequenas aberrvacdes cromossomicas)s quanto a  dominantes letais
(efeitos citotodxicos e genotodxicos) € quanto & perda de cromossomos
sexuais (quebra cromossémica € nfio disjuncio)s mas somente efeito
citotdxico foi observado no teste para dominante letal. Nenhum
efeito genotdxico conclusivo pode ser detectado pelas trés técnicas
utilizadas. As preparacoes de café foram também testadas quanto &
indugfo de mutagdes e vecombinacgdes mitoticass em células somaticas
do disco imaginal das asas, pela técnica do SMART (Somatic Mutation
and Recombination Test) sendo que ambas as preparagdes afetavam as
células das asas.

0 efeito inibidor da cafeina no reparvo do UNA em quebras

cromossamicas induzidas em Drosophilas por vaios X. foi admitido por

MENDEL.SON & SORELS (i1i974) parva explicar o aumento da frequéncia de
letais dominantes e da perda de cromossomos sexuais.s € a diminuwigio
da frequéncia de translocngles. Nesse trabalhos 80 0 machos foram
irradiados € cruzados com fémeas tratadas com cafeinas supondo-ses
entdos.  que 2 cafeina inibes pavcialmentes processos de reparo nos
ovocitoss que sH0 necessdarios para reparar as quebras cromossomicas

induzidas nos espevmatozdides.
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Ha muitas indicacies de gque o efeito potencializador da
cafeina depende da fase do ciclo em que as células sfo tratadas ou
expostas & se a cafeina & ministrada na forma de pré ou  pos-
tratamento. For exemplos TARGA (1983) obteve aumento da frequéncia
de letais dominantes em ovidcitos 844 & espermatozdides maduros de M.
domestica somente quando a exposicio & rvadiagio gama foi feita apos
um pré-tratamento com dieta contendo @.2% de cafeina. Concentracdes
menoves dessas substancias ou seuw uso na mesma concentragios. mas na
forma de pds—tratamentos produzivam resultados negativos.

Oz efeitos de pds—-tvatamento com cafeina nas fases §
sobre as  frequéncias  de aberra¢des cromossomicas  induzidas pelo
tiotepa (agente alquilante) em pontas de raiz de Vicia faba e em
linfdcitos humanoss in vitros Foram analisados pov KILHMAN et al.
(1982). A frequéncia de abervagdes induzidas nos linfocitos em G

o (e18%

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

celulas de V. faba. poréms  as  frequéncias de abervagdes

aumentaram fortemente quando as pontas de raiz foram pos-tratadas.
com cafeinas durante a fase S.

CLEAVER (1989) por sua vez. verificou gque células humanas
transformadas pelo 8VY4¢ sio mais sensiveis a morte por raios Ultra-
violeta quando crescem na presenga de cafeina depois de submetidas &
radiacio. BATES et al. (i98%) mostraram que a cafeina redur o
acumulo de céelulas em Gp de linhagens celulares controle e de
portadores de Ataxia~telangiectasia (AT)s depois depois do
tvratamento com radiaglo ionizante.

Micrvo-irradiagio com UV de.uma pequena parte do nucleo de
hamster chinss seguida de incubacio em cafeinaw frequentemsnte

resulta  em cromossomos quebradoss na primeirva mitose pos-ivradiagio

AVA
cm 1 2 3 4 S 6 T unespwl 12 13 14 15 16 17 18



et al.. 1983).

OULOuUT et al. (1981) analisarvam o efeito da cafeina
ministrada com trietilelinimelamine (TEM) e adriamicina (AIR)s em
camundongos. 0O tratamento combinado de TEM e cafeina mostrou
potencializa¢io do efeito da primeira droga, pela segunda, na
frequéncia de falhass quebras e trocas cromatidicas. Tratamento com
AR e cafeina potencializou o efeito apenas na frequéncia de fusbes
céentricas.

GRANRBERG-OHMAN et al. (498@) uwtilizando fenacetina e

fenazona, separadas ouw combinadas com cafeinas em ratos. encontraram

carcinomas € savcomas  em  numero de sete  quando a  cafeina  foi

ministrada separadamente ou jJuntamente com a fenacetina., em  numero
de 18  quando foi ministrada junto com fenacetina e fenazona. &  &m
numero de 1é quando as duas Wltimas drogas foram ministradas juntas
sem  cafeina. 0 grupo da fenacetina sozinha mostyvou 19 carcinomas &
sarcomas. 0 autores atvibuem a aparente vedugio do risco de
malignidade da fenacetinas, quando ministrada junto com a cafeina. ao
aumento da  diwrese cauwsado pela cafeina. As abervagdes tails como
Falhas (gaps). quebvas e desavvanjos estruturais fovam maiores nos
arupos tratados sd com fenacetinas quando comparados com o controle.

Fos-tvatamento com 2 mM de cafeina ou 2 mM de benzamide
aumentou a letalidade de MMNG (N=metil=N'-nitro-N-nitvosoguanidina)
em celulas V79 de hamster chinés (DAS. 1987). Embova tenham sido
obtidas evidéncias de que o modo de agiio das duas substfncias no
reparo do INA & diferentes o rvresultado guantitativo final foi o
mesmos isto é. houve auwnento na letalidade celular.

Células de ratos. tratadas isoladamente Com

gd-acetilaminofluorene (2=-AdF) e fenobarbital (FR) apresentaram
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reducio da frequéncia de TCI. A& adicio de cafeina cancelouw o efeito

de 2-AAF. mas nio do FE. sugerindo que o mecanismo de TCI pode ter

diferentes Origens (EXILIE-FRIGERE et al.s 1984y, A oozZL-~

VASSTLIADES et al. (198%) wvevificaram ques, em cultura de linfocitos
humanos =& wvitamina A produzic aumento da  taxa de troca  entre
cromitides-irmis. em combinacio com cafeinas causou sinergismo sobve
a indugio de TCI e supressiio do indice mitdtico € em combinagio com
melfan e cafeinas, produziv atvaso no ciclo celular e redugdo do
indice mitotico.

KIMURA & AOYAMA (1989) observaram que células de ovario de
hamster chinés tém a sua sensibilidade ao brometo de etideo (corante
catidnico intercalante no [NA) reduzida., na presenga da cafeina. Os
resultados  mostravam gue havia supressio da absoveio do corvante que
e realizada por meio do sistema de transporte do potédssio. sugerindo
envolvimento da cafeina com esse sistema. In vitros a cafeina causou
wma diminuicio na ligagio do etideo ao DNA. Contudo para os autores
o efeito da reduclo da sensibilidade ao etideo é menos importante do
que o efeito no transporte.

No presente trabalhos objetivou-se dar continuidade ao
estudo  dos efeitos da cafeina em D. prosaltans. ampliando algumas
observacies pava melhor avaliar os efeitos todxicos dessa substéncia.
Faralelamente., foram realizados experimentos com cafeina & ion
estanoso a2 fim de vervificar se ocorre um efeito interativo das duas
subgtiancias.

0 don estanoso ¢ de largo emprego especialmente na
industria alimenticia & na drea de sadde. & populagio ingeve ion
estanoso LNOTYANLCO . presente  na  comida  como resultado o

processamento ouw da corvosio (leaching) de latas nf3o envernizadas ou
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chapas de estanho usadas na embalagem. 0 ion estanoso € ainda
utilizado em pastas dentifricias sob a forma de Ffluoreto., e
preparo de radioisotopos para fins médicos (REICKS & RADER. 199¢).

A ingestXo de idon estanoso em dietas tipicamente
ocidentais @ de 1 2 38 mg por dia. Parsce que. pessoas que ingevem
ion  estanosos diariamentes nio corvem nenhum viscos mas, em ratos.
varios tvabalhos recentes  tém mostrado gue 19¢ a 200 uwg de  ion
gstanoso/d I & dieta, altervariam o metabolismo de MINET &LS
essencialsy tals como cobre & zinco (REICKE & RADER. 199¢). Segundo

autores interacfes entre minerais. carboidratos e estanho,
presentes  na comida aumentariam o visco de prejulizo aos mecanismos
protetores celulares basicos. Eles observaram efeitos adversos nos
TAt s gquando  administvavam dietas contendo 19¢ ug de estanhol/g.
Houve um  esgotamento do cobre em vatas alimentadas com dietas
adequadas desse minerals acelevaclo do aparecimento de deficiéncia
de cobre em ratas alimentadas com dieta deficiente ¢ redugio da
protecio antioxidante nas células do figado.

O0s resultados de trabalhos com ion estanoso ndo sio
concordantes quanto A genotoxicidade (efeito genotdxico: KADA et
al.y 1980, in CUNHA et al.., 19913 efeito ndo-genotoxico: DLIVIER &

MARZIN« 1987). Em E. coli o tratamento com clorveto estanoso

apresentou  resultados que indicam a ocovvéncia de modificagbes no

DNA e portanto. de atividade genotoxica dessa substancia (CUNHA et
al.y 19921). Assims se o ion estanoso afeta o DNA ¢ a cafeina
prejudica SE L reparos  espera-se que a associagRo das duas
substdncias, vealizada no presente trabalhos cause um efeito mais
acentuado nos organismos em analise que qualquer das drogas

separadas.
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II. MATERIAIS 'E METODOS

i. Especie e Linhagem Utilizada

Drosophila prosaltans pertence ao grupo e subgrupo

saltans, sendo a linhagem utilizada no presente trabalhos procedente

de Sangrve Grande. Trinidad.

2. Manutengio em Laboratodrio e Meios de Cultura Utilizados

As moscas ubtilizadas neste trabalho foram mantidas em
cdmara de temperatura constante a 20°C + {9C e em meio de cultura
banana=-agars cuja formula @ a que segues

1202 ml de agua

Be¢ g9 de banana
i2  a de agar-agar
T Fermento Fleischmann dissolvido em 15 ml de dAgua
@« EOAGUCRYT

solugio acoolica de nipagin 7%.

Fara 05 experimentos. a esse meio bdsicos ao  gual
denominamos Controle (C) adicionamos seis diferentes concentragdes
de cafeinas descritas a seguir!

50 wg de cafeina por ml ¢ e o cultura banana-agayr
ug de cafeina por ml de meio de cultura banana-agar
ug catfeina por ml me Lo cultura banana-agar
uy cafeina por ml me s o cultura banana-agar

cafeina por ml de meio > cultura banana-agar
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- tg= 2500 ug de cateina por ml de meio de cultura banana-—-agar

As doses de cafeina utilizadas foram as mesmas do trabalho

anterior  (ITOYAMA. 1989)s escolhidas com base na D50, Neste
experimento forams povém. acrescentadas duas concentragdes, ty & tg,
que considevamos relevantes pava aprofundamento dos resultados.

As sels concentracdes de cafeina foram adicionadas ao meio
de cultura banana-—-agar quente. Este foil distribuido em gavvafas de
i74 de 1litro ou em tubos. Devido ao fato da cafeina possuir baixa
solubilidade em agua destilada fria (s80 necessiarios 46 ml de Agua
destilada fria para dissolver 1 gramal), a cafeina foi dissolvida em
agua destilada quente. na propoveiio de 1 9/5.5 ml de dgua destilada

(dados obtidos do index Merck).

3. Experimentos

3.1i. Efeito da cafeina sobre a produtividade em i® geragoes

A produtividade (numero de descendentes) das moscas
controle e tratadas foi analisada porv 19 geracies. Fémeas & machos
virgens foram coletados do estoque es apds seis diasy 10 casais
foram colocados em cada gavrata de /74 de litro contendo as
diferentes concentvagies de cafeinas isto é, C. tor t4s tos t3s bty &
t5. De cada tipo de meio foram preparadas seis garrafas (cinco para
observacio da produtividade e uma para reposi¢iio de moscas que
eventualmente movressem  duwrantes o experimento) as  quals  @vam
repicadas  wuma vezy com intervalo de cinco diass para 08 vespectivos

meios de culturas com descavte dos pais apos cinco dias do repigque.
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Os descendentes.y machos ¢ femeas. Fovam contados
separadamentes em cada geragfos € utilizados para a montagem da
proxima gevagio até a décima.

0 obJjetivo deste experimento foi vervificar s& O0COrveEm.
entre as gevagoes. mudangas na produtividade que possam
atribuidas & sele¢®o para resisténcia & cafeina ou a efeito
acumelativo da mesma.

Os descendentes na décima geracio foram também utilizados

pava a montagem de oubros expevimentos. descritos a seguiv.

3.2. Efeito da cafeina sobre a produtividades por casals das

moscas da 1@2. geragio e hibridas

Foram coletadas moscas virgens (fémeas e machos) C. tys
tgs tps tgs ty e tgs nascidas na 102. geragfo e, apds seis dias,
montados cruzamentos por casals em tubos contendo meio de culturs
contvoles sendo 2 tubos parva cada tipo de experimento. No  total.
foram realizados 149 cruzamentos nos sete experimentos. Lsses casals
foram transferidos 3 vezes pava meio de cultuva novos em intervalos
de 3 dias. 0s pais foram descartados apds 3 dias da ultima
transferéncia. 0s descendentes foram contados separadamente  pov
sexo, diariamentes & medida que foram nascendo.

Faralelamentea foi observada #, produtividade de

cruzamentos hibridos entre moscas contvole e tratadas (Fémeas

contvole x machos thys tn & tyg & machos controle x Fémeas tiaxts ce

bed o Os  cruzamentos foram  feitos em tuboss da mesma Forma  Jja

=
~J

descritaa.




Fretenden-se ., com este experimentos verificars. apos
geragdes de tratamento e transferéncia para meio controles como
comporta a produtividade das moscas criadas em cada concentvagio de
cafeina e se ha um efeito diferente da cafeina sobre fémeas

machoss avaliavel em cruzamentos com moscas controle.

3.3. Efeito da cafeina sobre a longevidades apds i@ geragoes

Moscas recem-nascidass controle e tratadas (tgy t4s tps

tas tyg & tg). da decima gevagaos fovam coletadas. separadas por sexo

e colocados 49 fémeas ou 40 machos em garrafas de 41/4 de litvo
contendo  os mesmos meios de cultura de onde elas nascevam. e cada
concentragio foram montadas seis garrafas (trés para fémeas e trés
para machos)s totalizando 240¢ moscas (i20 fémeas ¢ 120 machos)
cada experimento. A% moscas foram transferidas  semanalmente  para
meio de cultuwra novos de mesmo tipos até que todas movvessem. As
garrafas foram observadas diariamentes sendo computado o numero de
Mmoscas movtas.

Os objetivos deste experimento foram os mesmos descritos
para  a produtividades considevando-se. agovas. outvo  pavametvro. =a

longevidade .

3.4. Efeito da cafeina sobre a oviposigiao

Fara a observacio da oviposigio foram utilizadas caixas de
populacgio de acrilico incolov. medindo 146 cm de lado & de altura.
com quatvo pés de 3 cm. Apresentam duas aberturas na base. de &:3 om

de  didmetro. & oubtra abevtuva na latevals de 5.5 cm de didmetvro. as
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abervturas da base adaptam-se placas de Petri pliasticas contendo os
meions de cultura. A abertura lateral serve para introduzir as moscas
e para arejamento atvaveés de um orificio na rolha que a fechas
envolta em gase. A tampa da caixa € fixada e vedada com fita crepe €
pode ser vemovida pava limpeza.

Moscas wviraens do estoque foram coletadas, separadas  pov
SEXOs € apos & dias colocados 1295 casais em uma garvvafa de 1/4 de
litrvo contendo meio de cultura C ou ts. APos 24 horas estas moscas
foram transferidas pava as caixas de populagio contendo placas de
Fetri com apenas meio de cultura controle. As placas de Fetri foram
trocadas  diaviamentes sendo descartadas apds a contagem dos ovos.
atetoaideedia.

0 objetivo deste experimento foi verificar se a Dbalxa
oviposicio das moscas tratadas. observada em experimento anterviorv
ndo era apenas um atraso na produgio de ovos e ndo uma redugio no

numero de ovos produzidos.

Efeito da cafeina sobre o tempo e a frequéncia de

acasalamento

Moscas VITYgens (fEmeas e machos) do estoque Foram

coletadas = ap a5 seie diasy montados cruzamentos. &m MEEEE =4}

garvafas de 1/4 de litro contendo meio de cultura C ou ty para

observacio do tempo de pré-cadpula (TRC)s tempo de cdpula (TCH,
frequéncia de copula (FC) e tempo de copula relativo (TCR).

Moscas  virgens dessas gavvafas foram coletadasy separadas
por  sexo & colocadas em numero de cinco em cada tubo contendo os

respectivos meios de cultuvras por seis dias. Apds esse periodo foram
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reunidos cinco fémeas e cinco machos em  tubos sem meio de culturas
para observacio por uma hora. Foram analisados 130 casais controle e
11@ casals tg.

Esse experimento foi realizado no interior da camara de
tempevatura constante. a 200C ¢+ 19C.

3.6. Preparagoes citolodgicas para estudo do indice mitotico e

da morfologia dos cromossomos

0 estudo do indice mitotico foi vealizado em laminas de
ganglios cerebrais de lavvas do terceirvo estadios submetidas ou nio
ao tratamento com cafeina.

Fara estudo de alteracdes morfoldgicas foram analisados
cromossomos  de  ganglios cerebvais & das  glandulas salivares

larvas de terceiro estadio.

3.46.1i. Preparo das laminas e laminulas

A laminas e  laminulas empregadas nas Preparagoes
citoldgicas foram previamente submetidas ao seguinte tratamentos:
deixadas  em Extran-Mé 22 neutvo (MERCK). por 3¢ minutos. esfregadas
individualmente e colocadas em wma cuba com aguas pov uma horas em
seguidas lavadas uma a uma em agua covvente e colocadas em  outra
cuba  com agua destiladas por 3¢ minutoss sendo posteviormente

transferidas para solugfBo sulfocvomica fortes. por pelo menos  uma

horas & enxaguadas em adagua corrvente por 20 minutos. As laminas foram

ainda colocadas em solucfo de Acido clovidvico a 9.4 Ny por uma hora

e enxaguadas em agua corvente por 20 minutos. Laminas € laminulas
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fovam entio colocadas em dois banhos de agua destiladas pov uma hova

cadas seguilndo-se SECRYEM a0 Av .

3.46.2. Obtengio das larvas para o preparo das l13minas

Fémeas e machos vivgens do estoque foram coletadas € apos
seis diass montados cruzamentos pov casal. em tuboss contendo
diferentes tipos de meios de culturas isto &4 Ca tq & ts.
casais  Ffovam transferidos duss vezes para tubos novos contendo o
respectivos meios de cultura, de cinco em cinco dias. No dltimo
repique os pais foram descartados. 0s tubos foram mantidos em cAmara

de tempevatura constante a 2000 + 19C. para produgio das larvas 2

serem utilizadas no preparo das laminas.

3.46.3. DObtengido dos ganglios cerebrais

Larvas do terceiro estadio tardios Cy t3 e tgs foram
dissecadas para  obtengio dos gdnglios cerebraiss em solugio
fisioldgica de Demerec (DEMEREC & KAUFMANN, 194%5) cujda formula &€ =&
quiE SEgue) .

NaC1l
KC1

CalCl

Hea 1000

Os ganglios eram retirados e transferidos para a lamina
contendo  uma gota de oveeina lacto-acética onde evam deixados por i

minuto e posteriovrmente lavados em acido acético (solugfo aquosa =&
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45%) = colocados no acido latico <(solucio aquosa S0%). i

permanecendo  por dolis minutos. Fosteviovrmentes & lamina era coberta

com @ laminula e submetida a esmagamento. A lutagem foi rvealizada
com esmalte incolor.

As laminas foram guardadas no Freezer & analisadas em

microscopio Zeiss Standard Junior (883) quanto ao indice mitdtico e

morfologia.

3.6.4. Andlise das ldminas para indice mitotico

A analise das 1aminas dos ganglios cervebrais das larvas C.

tq e t5 foi realizada da seguinte maneivas: de cada concentracio

foram preparadas 1@ laminas. sem distingfo de sexo e analisados. em
teste  cegos  em média & campos microscopicos. distintos. de  cada
lamina, totalizando 100 células pelo menos (em processo de divisio e
em intérfase). 0 ndmero de células interfdsicas & em divisio foram

computados, separvadamente pov campo.

3.6.5. Preparo das 13aminas de glandula saliwvar

As  larvas foram dissecadas em solugio fisiologica de
HDemevrec. transferidas para lamina contendo uma gota de orceina
0D vrestante do procedimento foi igual ao descrito para

ganaglios cerebrais.
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3.7. Analise dos orgdo reprodutores

Fémeas & machos adultos tratados foram dissecados em
solugao fisioldaica de Demerec € seus tratos reprodutivos observados
comparativamente aos de individuos contvole. A& analise foi feita ac
microscopio estereoscopico € ao microscdpico, esta dltima em l&minas
preparadas com partes do aparvelho reprodutor.

As  analises de cromossomos € Orgdos reprodutores  foram
realizados na guinta gervacio de trvatamento para evitar o acumulo de

trabalho com moscas da {08, geracgio.

3.8. Efeito combinado da cafeina e i1on estanoso sobre a

produtividade

Na realizacio destes experimentos foram utilizados além do

meio contvoles de banana-agar. 08 seguintes meios. variaveis quanto

A SUA COMPOSiGHO:

t 4= 2000 ug de cafeina por ml de meio de cultura

Sng= 509 ug de fon estanoso por ml de meio de cultura

Snp= 2000 ug de ion estanoso por ml de meio de cultura
8nq + tyg= 500 ug de ion estanoso + 2000 ug de cafeina por ml de meio

P00 wg de l1on estanoso + PO20ug de cafeina por ml de meio

Os detalhes da técnica deste experimento s3o 0% mesmos

descritos para o experimento com cafeina (item 3.1).
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4. Reagentes Utilizados

Foi utilizada a cafeina anidras F.A. (1337~

trimetilxantina) -  Reagen - Quimibras Industrias Quimicas Suefes

Brazilian Industvry e o 1on estanoso (8nClp.Hp0) da Reagente Baker

Analyzed (FUAY. Guimica Mouwrva Brasil S.4. (Brasil).

5. Analise Estatistica

A analise estatistica dos dados deste trabalho envolveuw:

A. Para dados de produtividade em cruzamentos em massa

1. Estatisticas Descritivas sobre os dados de produtividade.
2. Analise de Varidancia (ANOVA) para os dados transformados (raiz

quadradal .

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

da i02. geragiao

Analise exploratoria de dados & ajuste de modelo lineav.

2. Analise de wvariancia aplicada a dados transformados (ralz

quadrada) .

C. Para dados de longevidade

1. Analise de sobrevivéncia (COXs 197235 SOARES & BARTHMAN, 1983).

2. Teste de Cox-Mantel (COXs 1972)
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. Para dados do efeito combinado da cafeina e ion estanoso

Analise exploratoria de dados

Andlise de Variancia para dados transformados (raiz quadrada)

¢ ajuste do modelo linear (NETER & WASSERMAN. 19745 FERES &

SALDIVA, 1983).
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III. RESULTADOS

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

em i@ Geragoes

) produtividade das moscas controle e tratadas com
difevrentes concentracgoes de cafeinas. isto és t.= S50 ug/mis tym 100
] at

L
ug/mlys  tps 109¢ ug/mlys tg= {50@ ug/mly ty= 2000 ug/ml e tg= 2500
wg S ml e foi analisada em 19 geragdes consecutivas. Em cada geracios
os descendentess machos e fEmeas, foram separadoss contados e
utilizados para &8 montagem da proxima gevacio. 0s resultados.  por
tipo de experimentos geragdo e garvafa estio apresentados na Tabela
1%

Fodemos observar na Tabela 4 e Figura 1 que. & vista dos
numeross a produtividade das moscas controle foi maior que = das
moscas dos outros meiosy em todas as geragoes. Constituem excegio: a
primeivas na qual a produtividade fol menor que a dos melios to & tys
a quinta em que fol menor que a do meio ty. a sexta em gque foi menor
que a do meio ty @ a nona em que a produtividade do meio C  foi

semelhante & dos wmeios t, € t4. As menores produtividades foram

obtidas em todas as garvafas que continham o meio ts. Uma COMPAaragao

da produtividade total de cada experimentos. por gevagios com  a
produtividade do controle ¢ apresentada na Figura 2.

A representacio grafica da produtividades na  Figura
mostras novamentes que essa caracteristica nas moscas controle
SUPET 10T a dos outvros experimentos € ques de modo geral a
produtividade & inversamente proporvcional & concentracio de cafeina

no meio de culturas isto . quanto maior a concentracgio de cafeina




Tabela {. Produtividade dos experimentos Cy tgy tiy tpy t3y ty e tsy By @ Gpy nas 10 gerages. G4= garrafas onde os pais

permaneceran do priseiro ao quinto diaj Gp= garrafas onde os pais permaneceras do sexto ao decimo diaj T= total.

Experimentos

Controle

ty

ta

ty

t

B 6 T

6y

B 6 T

6 6 T

Bi EeT

B G T

270 1147 1439

1499 1678 3i17

1343 1699 312

1434 1730 M4

{462 1925 337

1181 1632 2733

1783 1868 3591

1646 1784 3350

1456 1745 316t

1805 1650 3435

194 1374 1568

1461 150 2962

1571 1593 3164

1403 1614 3847

1339 1492 2831

1308 1484 29%2

1685 1661 346

{382 1356 3458

1374 1621 3%

1774 1549 3324

504 1178 1482

1419 1598 2717

1137 1249 2408

1137 1567 2704

1572 2748 4320

1385 1365 2678

1405 1595 J00¢

1307 1392 2699

1463 1646 3169

1763 1613 3376

237 1134 1394

1154 1557 274

1834 1065 eif9

{22 1507 2719

1280 1644 2924

1241 1387 2630

{492 1604 M

1326 1231 2357

1235 132 2557

1385 1372 2797

238 844 feg2

1198 777 1975

945 1082 1947

Bi2 1291 2103

1051 1259 2310

839 1018 1848

862 118 1904

859 1431 1999

fe4f 1076 2417

1141 1103 2244

304 1057 1341

1834 795 1829

966 1040 2006

829 1454 1679

91 {222 efe3

5l 869 1394

{416 1366 2782

84¢ 971 fBif

703 645 {748

1854 {216 2264

Y42 1717

558 119

966 1873

823 1261

472 1434
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PRODUTIVIDADE

Figura 3. Produtividade fotal des moscas confrole e fratodas com cafelna, tg, ),
t2, t3, tq @ ts, nes 10 geragles.
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no M Lo meEnor oA produtividade. Dbhserva-seEs POYEM. L
expevimentos tratados podem ser divididos em dois garupos quanto &
proximidade do numevo de descendentes nas (9@ gevagoes. Um  formado
POV tas b4 & tp @ outvo pov tgs ty e ty.
Na Tabela 2 estio contidos os numeros de fémeas e machos e
os totais de descendentes produzidos em cada uma das 1@ gervagies,
nos diferentes meios de cultura. Na maioria dos experimentos
produtividade de fémeas foi superior & dos machoss com excegio
experimentos controle (12., 338. e 73. gevagoes), ty (2., 23., 33..

98,y G2, & 7.09er8c0E8), £q (18,5 B8R, 525 63, 72, 92, & 102,

gevagies), tp (58. gevagio) e ty (B2, geva¢io). Contudos, a analise
estatistica da proporcio p= .5 mostrou que o efeito de sexo dentro
da geragfos em cada grupo de tratamento, para todos os casos. nio €
significativo.

A Figura 4 apresenta histogramas para comparacio da
produtividade de fémeas & machos. em cada tipo de meio. Comparando
todas as geragoess verificou-se que a primeira foi a que apresentou
menory produtividaded para a analise estatistica essa gevacio ndo foil

considerada.

Na Tabela 3 sio apresentados a media da produtividade e o

desvio padrio da média dos expevimentos controle e tratados. nas 1¢

A Figura 5 & uma vepresentagio wvisual dos resultados
obtidos com os dados tvansformados. para comparvaciio dos tratamentos,
fixando~se a geraciio, e aplicando a ANDVA e as comparacodes multiplas
de Tuckey. A andlise dessa Figura mostvya um ndmero variavel de trés
A SELs  grupos. por devagios sendo  que os  tratamentos dentro  de

-

cada gvupo nio difervem significativamente entre si. A comparagio




Tabela 2. Nimero de fémeas (F) e machos (K) e total (T) das moscas controle e tratadas, nas 1@ geragdes.

Experimentos

Geragoes  Controle

L]

690 749 1439

1628 1549 3177

1577 1635 312

1601 1603 3204

1762 1625 337

1386 1347 2733

1776 1815 359

1740 1399 3350

1598 1563 384

1787 1668 3455

767 841 1568

1441 1521 2962

1566 1578 3164

1511 1506 37

1376 1455 2831

1480 1512 2992

1643 1763 346

1583 1475 3638

1635 1560 3195

1679 1641 3320

B33 849 1682

1323 1394 2717

1242 1186 2408

1371 1333 274

1673 2647 4320

1324 1349 267¢

1478 1530 3000

1404 1295 2699

1543 1566 3469

1660 1716 3376

741 684 13

1375 1336 2744

1098 1421 2419

1455 {264 2719

1493 1431 2924

1328 1342 2630

1586 1347 3493

1382 1255 2357

1367 1256 2957

1384 1377 2757

aii {082

98¢ 1975

Ui 1997

794 2103

1217 1693 2319

53 895 1848

1048 932 1984

g5 998 190

1168 949 2147

1160 1054 2214

13 2123

1447 133 2782

934 877 f8if

938 776 178

1142 1122 2264

759 1488

719 1572

699 1717

482 {191

g2 1873

614 fo8f

aii 1034
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Figura 4. Produtividade total de Fémeas & machos das moscas controle
g tratadas.: nas 190 geragdes.




Tabela 3. Media da produtividade e desvio padri3o da meédias dos experimentos

controle

i® geragoes.

g tratados com diferentes concentragoes de cafeinaa. nas

Geragoes

Tratamentos

X

ta

-

G

t §

143,99 + 16,15
37,60 t 42,37

320,20 + 37,46

320,40 £ 31,52
332,70 £ 24,88
284,30 ¢ 36,64
39,10 + 28,97
335,00 £ 3,34
316,20 £ 35,49
345,30 £ 28,18

166,80 + 42,68
296,20 ¢ 23,89
316,40 £ 37,74
301,70 £ 26,81
283,10 £ 76,28
299,20 £ 20,65
334,80 + 45,00
35,80 ¢ 32,59
319,30 £ 20,45
332,00 £ 41,60

168,20 ¢ 28,42
274,7¢ + 63,82
240,70 + 35,44
270,48 £ 22,74
342,80 £ 70,68
267,70 + 34,35
300,00 £ 21,50
269,90 ¢ 19,35
310,90 ¢ 21,82
337,60 + 29,26

139,10 + 45,83
281,19 + 26,34
214,99 £ 43,48
271,70 + 34,85
292,49 ¢ 27,88
263,00 £ 20,21
308,30 + 29,10
235,70 + 30,76
235,78 ¢ 28,39
275,78 + 27,81

109,20 + 56,36
197,5¢ + 24,00
194,76 + 48,61
210,30 ¢+ 23,22
231,00 £ 26,81
184,80 + 37,89
204,00 + 48,42
187,40 t 37,44
241,70 £ 29,82
22f,40 ¢ 23,82

136,10 ¢ 36,67
182,79 + 26,43
201,60 ¢ 51,09
187,90 + 27,88
231,00 £ 26,81
142,86 + 37,85
278,30 + 29,01
181,190 + 23,68
162,80 ¢ 35,26
226,40 ¢+ 17,30

88,90 £ 36,74
148,80 + 26,79
137,20 & 22,22
168,60 + 26,82
2i2, 00 + 43,79
{19,190 + 32,32
187,30 + 22,84
125,70 £ 20,50
193,40 £ 38,86
162,80 ¢ 21,56
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entre o0s grupos € significativa & na sequéncia AYEXCHIINNE. Os valores
medios ohtidos. que  permitivam a construgio dos  agrupamentos da
Figura 9 constam da Tabela 4.

Na Tabela 4. podemos abservar, através das comparacd
miltiplass gque os tratamentos com as concentrvragoes 5S¢ e 10¢ uwg/ml
de cafeina ndo apresentam efeito diferencial, quando comparados com
o contvoles a0 longo das gevagdes. Ja nas concentracdes de 1000 e
150@ ug/ml de cafeinas a produtividade diminuis situando-se a um
nivel intermediavios sendo o tratamentos com 2000 ¢ 2500 ug/ml  de
cafeina os que determinaram menor produtividade.

A produtividade de cada tratamento nas diferentes gevagdes
também foi analisada utilizando-se a andlise de vari@ncia para os
dados transformados e as compavagoes miltiplas de Tukey. 0Os
resultados  constam das  Tabelas 9 a 414, dindividualmente para o
controle e cada tratamentos em todas as gevacoes, exceto a primeivas
pelas razdes Ja mencionadas.

A Tabela S, para o controles mostra trés valores
significativos nas comparacdes entre sexta € sétimas. sexta € oitava
g entre sexta décima gerages. As Tabelas 6 & 9. para
tratamentos t, e tgs vespectivamente. naoc mostravam alteragdes
significativas. Tabela 7, para o tratamento t4. mostra diferengas

signiticativas entre tevceiva & gquinta & entre teveeira & déecima

EVAGOES . A Tabela 8. para o tratamento tpa tambem mostra trEs

diferengas significativas. sendo uma entre a segunda & terceira
geragdess outra entre a terceira e a quinta € & outra entre a
terecediva € a sétima. Na Tabela 10@. pava o tratamento tgs Foram
vierificadas nove diferengas significativas. seds das QUALE

envolveram a setima geragRo: na comparacio com & segundas tevceira,




Tabela 4. Valores medios obtidos segundo comparagbes multiplas de Tuckeys para

produtividade. por geragio e experimento.
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Tabela 5. Valores das COMPAYagoes miltiplas de Tuliey para

produtividade das moscas controles, nas 10 geraces. para
NMS= 2,82 (difevenca significativa a 1%%%) ¢ DMS= 2,38

(diferencga signiticativa a 5%%).

Geragoes

2.37 " .48
3.36%%  R.45% 1.4 2. 85
2.91 .54

QA
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Tabela &. Valores das COMParagoes miltiplas de Tultey para
produtividade das moscas t,s nas 10 geragiesy para [MS=

4,45 (diferenga  significativa a 1%**) & DHMS= 3,51

(diferenga significativa a 5%%).

Geragoes
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Tabela 7. Valovres das 3 miltiplas de Tukey payva

produtividade das moscas t4s nas 1@ geragiesys para &=

3.87 (diferenga significativa a {%%*¥) e DMS= SRy

(diferenca significativa a 5%%).

2.8% G .07
4.18%x {.2¢2
2«82 2.i4

2«76
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Tabela 8. Valores das COmparagoes miltiplas de Tuley para
produtividade das moscas tp, nas 10 geracfes, para [M8=

Bt (diferenca significativa a 1%%¥) ¢ [DMS= De0E

(diferenca significativa a 5%%).

Geragoes

i.15
Bl 2 o 4.24%% 1.923

Q.86
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Tabela

l‘;‘ﬂ

Valores das CONMPARTAGOEs miltiplas de Tuley

produtividade das moscas t3s nas 10 geragcies,

484 (ditferenga significativa a 1%%%) =

(diterenca significativa a 5%%).

Geragoes

i.62
L.86

QLF7
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4%
quartas SEXNTA oitava & nona. As outras envolvevram as  comparagoes
entre & sexta geragio & a gquinta, a sexta e a decima e entre
décima & a nona gevagoes. £ FTinalmentes na Tabela 14 referente a
teg das sete comparacies significativas, cinco envolveram = nona

AETRERO nas  comparacdes  com terceiras quartas quintas et ima

décima. As demails ocorveram entre a sexta € sétima & entre o sét

e oitava.

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

2.1. Moscas da i02. geragao

A produtividade nos 20 tubos contendo meio de cultura

controlé.s preparados com moscas da  décima  geracio de cada
experimento. fol computada diariamentes sepavadamente por SeXo. na
sequeEncia dos  replques. s resultadoss somados por tipo de
experimento ¢ por sexo estdo contidos na Tabela i2.
A wista dos numeross. 8 produtividade total em  cada
experimento foi menor nos primeivos tubos em todos 08 Ccasos. A malor
produtividade para os experimentos Cs tgys t4 € t3 ocorveuw nos
tevceivos tubos. em tp & tsy ndo diferiu entre segundos, terceivos e
quartos tubos e para tg4g nao diferiu entre segundos e terceiros
tubos. Com exceglo de tp e tygy em todos os demais experimentos houve
uma queda da produtividade nos quartos tubos.

Como =@  produtividade de fémeas ¢ machos nido mostrou
diferenga significativa em nenhum dos experimentos. foi possivel
trabalhars com os dados totais. aplicando-se a analise exploratdria

de dados & analise de variincia aplicada & dados transformados. A
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Tabela i¢9. Valores das comparagoss multiplas de Tukey para

produtividade das moscas t4s nas 19 geragbes, para DHS=

B (diferenca significativa a i%*%¥) e DMS= 3.04

(diterenca significativa a 5%%)

2t VA

3.05 3.63%

2.4 4 G

J.67%%  3.01 EAp D.714
H.68wN Zedl 4 . 38%n

4.57%%  G.54%% 2,30

G a7
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Tabela ii. Valores das comparacoes miltiplas de Tuleey Payva

produtividade das moscas tgs nas 19 geracoes, para  HS=

]

3,85 (diferenga significativa a 1%%%¥) e [DMS= 3.85

(diterenca significativa a 5%%)

GEvagoeEs

3 : 7

cedd 2.15
1.64 3.460%
i.00 2ad 4 2E%N
?.83 2 4 o A3 %
3P bk 5 1.30
CRETEE:

o

4 nd o
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Tabela i12. Produtividades em meio controles de moscas da geragdo

cruzamentos por casal.
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4%
ANDVE  aplicada aos dados transformadoss para 139 graos de libevdade
Foi PF(F&6.R86) { 9,05, portanto. mostrando que existe diferenga
significativa entrve 08 tratamentos.
0s resultados das comparagdes Maltiplas de Tukey estéo
apresentados na  Tabela 43 e mostvam que as difervengas detectadas
pela analise de variidncia obedecem & seguinte ordem: Egart o
tgdtos t{tas tsdty. O0s demais tratamentos s8o considerados
estatisticamente dguais., nio apresentando diferencas significativas

entre as médias. Contudo, & vista dos nudmeros na Tabela 12, g

tambeém menov que ty e C.

2.2. Produtividade em cruzamentos de moscas tratadas da geragdo

Fi@ com moscas controle

Os resultados destes cruzamentos.s constam da Tabela 4.

A andlise estatistica mostvrou que nao ha diferenga
significativa na proporgao sexual dos descendentes em cada tipo de
cruzamento. Forissos. os dados forvam agrupados e transformados  para
avaliacio do modelo linear da andalise de variancia. 0Os resultados
pava 119 GL fovam F(FX1.05) ) ©.05 indicando n3o haver, assim. em
méedias. difevenga de produtividade entre os cruzamentos.

Contudos A vista dos numeros. observa-se. em  Cruzamentos

com tp e com tgs que & divecgio que usa machos trvatados produz menor

pumero de descendentes que O rECLPTOCO.
& Figura & mostra a produtividade total para moscas da
iga, geragios colocadas em meio controles & para 08 Cruzamentos com

o cantrole.
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Tabela 13. Resultados das compar

sara produtividade de m

da 102, caoloc

QETAGAD

controle. D.M.S.

significatival= 1,073 *

a .05,

Tratamsntos

0,8
ia.03

Q439

agoes miltiplas de Tuckey
gscas controle e tratadas
adas em meio de cultura
(diferenca minima

= gdiferenga significativa

Q356
Qw77
®433

Q4 45

1.10%
Db 1y bR
i, A3
.75
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Tabela i14. Frodutividades, em meio controle, de fémeas e machos da gervagio Fyigs

dos experimentos tgs tp e tsg., em cruzamentos com moscas controle da

MESMa gEeragao.

22 tubos

Controle

ty %
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3. Efeito da Cafeina sobre a Longevidade. apods i@ Geragoes

As moscas recéem-nascidas da 102, geracio foram coletadas e
colocadas. sepavadamente. em garvafas contendo os meios de cultura
correspondentes. Cada garrafa continha 40 fémeas ou 49 machos. sendo
as  garvafas observadas diaviamente e 0 numero de mortes anotados
(Tabela 159).

A Tabela 415 apresenta os limites minimo € maximo da
distribuicio da longevidade, a wmédia & o desvio padrio da médias
para moscas controle ¢ tratadas da 102, gevacio. Fodemos observar
que a amplitude da distyibuigfo da longevidade. para machos controle
& maiovr que &m todos os outros experimentoss sendo decrescente A

medida em que  aumenta a concentracio de cafeinas por redugio do

lTimite maximo. Em ts ela e quase a metade da obtida no controle.

Quanto as fémeass povém, a diferenca entre controle € tratadas
menoy s nio obedecendo o mesmo padrfo encontrado para os machos.

A longevidade média variou de 43,12 a 54,23 dias para as
temeas € de 29449 a 59,70 pava os machos. Tanto nas fémeass como
nos  machoss a menov longevidade observada foi no expervimento tg.
maior longevidade foi observada nos experimentos tg e
respectivamente, para FéEmeas & pava machos.

A Tabela 16 mostra que a comparacio da longevidade entre
as Fémeas e machoss utilizando o teste de Cox-Mantel & significativa
& nivel de @,01i, para todos os experimentos, com excegio dos
tratamentos tp e tz. Devido a essa diferenga entre sexoss
compara¢io entre experimentos foi realizada separadamente.

Nas Tabelas 17 & 18 estio apresentados os valoves do Teste

de Cox-Mantel & o nivel descritivo. para comparaciao dos diferentes
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Tabela 19. Limites minimo e maximo da distrvibuicio da  longevidade

(em dias)a sua media & desvio padrio da médias para as

moscas controle @ tratadas da 102, geragio.

l.ongevidade

Experimentos Fé&Emea Macho

Minimo Maximo A Minimo Maximo

Controle 8 i+ p (2] 84
to B8i A5 .2

4548

He8

G942

47 43

4341

AVA
cm 1 2 3 4 5 6 q unespwl 12 13 14 15 16 17 18



Tabela 1é6. Valores do teste de Cox-Mantels a nivel de ©@.01i. para
SOmMpPAaracio  da longevidade entre fémeas & machos. nos

diferentes ExpErimentos. i cstatistics /1 tem

distribuigio aproximadamente normal  padrios.  sob

hipdtese de que nio hda diferenca entve experimentos.

significativo., NS= nfo significativo.

Experimentos Valorves de U1 Nivel descritivo F Signiticancia

27251 22006500
Jab453 Q. OR2B00
OGa7157 Q000010
iné324 24103120
i.,0687 D.289100
3a179@ Q021500

~741619 Q.000001
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9é

exXperimentos. A Tabela 17 vefere-se as fémeas & a Tabela is aos
machos. Fodemos observar na Tabela 17 que somente as compavagies do
tratamento ty com os demais, exceto t, e tys foram significativas.
Tabela 48 mostra que as comparagoes entre o tratamento

ty e todos os demais foram significativass 0 mesmo ocorrendo com o
tratamento te que se apresentouw altamente significativo. Além

et

foram significativas as comparagoes do tratamento t. com &t
W) 3

4. Efeito da Cafeina sobre a Oviposigio

4 oviposigio de MOsSCas acasaladas obtidas dos

experimentos controle e tﬁ e colocadas em  caixas de populagio

contendo  placas de Fetri com meio de cultura controles no  decorver
de 13 dias (moscas de seis a 1i? dias de idade) esta apresentada na
Tabela 19.

s resultados mostram que & oviposi¢cio total das moscas do
expevimento  ts corvesponde a 38,0094  da oviposicio das moscas
contvole e que apenas no i1i2 dias a oviposicio de t5 foi superior
numericamente a das moscas contvole. 0O numero maximo de ovos
colocadoss em wm s0 diay foli de 826 no controle e de 280 no
experimento .

A wvariagao diaria nos valores de oviposi¢gao das mMOSCas

controle & t5 & apresentada na Figura 7.
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Tabela i7.
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Tabela 18.
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Tabela 19. Numevro diarvio de ovos colocados por moscas controle

@ tmy em placas de Fetri (FL e FP2) contendo meio de

cultura controle

Controle

T a8
8.83

e 34

Total 1134
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Figura 7. Obsevvacio diaria da oviposiglo das moscas contvole & tg.
em caixas de populacio contendo placas de Fetri com meilo
de cultura controle.
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5. Efeito da Cafeina sobre o Acasalamento

A frequéncia de acasalamento. o tempo de pré—-cdpula (TPD).
tempo de copula (TC) & tempo de copula relativo (TCR - dado pela
media dos tempo de pré-copula e copula) foram avaliados para moscas

@ tg tendo-se analisado 130 casals do primeivo e 110 do segundo
experimento.  em tubos contendo U casaids. As Tabelas 20 e 24 mostram
ns resultados obtidos

Fodemos observars nessas Tabelass gque a  frequéncia de
copula povr tubo foi bastante variavel. tanto no contvole (0-1QQ%
Tabela 20)s como no experimento t5 (0-80% -~ Tabela 21i). A frequéncia

absoluta de cdpula apresentada pelos 430 casais de moscas controle

foi maior que a dos 119 casais t8 (49 e 34,95% respectivamente).

Ds tempos  de pré-copula das moscas controle e te tambem

foram bastante variidveis (8401 a 99433 minutos para as primeivas e
B.a10 @ 59,00 minutos para as segundas). 0 tempo médio de pré-cdpula
para  as moscas contvole fol menor que o das moscas €5 (25.9 e
minutos. respectivamente).

OQutro parametvo que se apresentou bastante variavel foi o
tempo de copulas, tanto pava as moscas controle (18,37 a 37,04
minutos)s como para as moscas 3 (6445 a 34:24 minutos). FPara sstas
ultimas, @a wvariabilidade foi muwito maior devido ac wvalor minimo
menor. 0 tempo médio de copula para as moscas controle foi superior
ao das moscas 5 (27.0 & 25.7 minutos. respectivamenter’.

A Figura 8 mostra os resultados comparativos dos tempos de
pré—-copula e cdpula e da frequéncia de copulas. das moscas controle e

‘?:5‘-
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Tabela 24i. Fregquéncia de copula. tempo  de  pré-copula e copula
(minutos). de moscas tse em tubos com Cinco Casals.
copula smpo de pr 3 Tempo de capula

P pula
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Figura 8. Comparacio dos tempos de pré-cdpula (TFC) & copula (TC) e
da frequéncia de cdpula (FC). das moscas controle e tg.

AV,
AVAYAY

| v
cm 1 2 3 4 S 6 T unesp‘l 12 13 14 15 16 17 18



&l
Nao foi observada difevenga no compovitamento de covrte das

moscas controle ¢ tratadas.

6. Efeito da Cafeina sobre o indice Mitotico

Nados sobre a contagem de céelulas interfasicas & @
divis&o nos g@nglios cerebrais de moscas contvoles tg & ts constam,
respectivamentes das Tabelas 22. 23 & 24.

O resultados mostravam que o indice mitotico nas moscCas

(Tabela 24) & maior que em t3 (Tabela 23) ¢ C (Tabela 2&) e o de

&  ligeiramente maior gque em C. Enguanto em 0 e tg  houve uma

predominancia acentuada de células em prdfase (vespectivamente 44.6%

G8.3%)y em tx as células em se distribuem nas fases de
profase. metafase ¢ anafase (vespectivamente. 40%. 254 o 3i%). Nos
gadnglios das moscas controle e tratadas o numero de células em
teldfase foi baixo.

A andlise estatistica pelo XT. para comparacio dos indices
mitoticos, mostrouw que a diferenga entre os experimentos nio
significativa.

A Figura 9 mostra, para efeito comparativos o numero total
de em profases, metafasesn andaftase ¢ telofases obsevvadas  em
ganglios cerebrais dos individuos Cy tg & ts.

Na Figura 1@, para o mesmo fim é apresentado o indice

mitotico das moscas O tB & i
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Tabela 22. Nimero de células de ginglios cervebrais em divisio & em
intéerfase € indice mitdticos. de moscas controle. e

profases M= metafased A= andfasei T= telofase.

Individuo Numero de célu- Numero de células indice
] as ana l 1 oA Cl as R L e e e e e e e e e e e e T T et m ,I {: (:3 t 1 co
em divisio =11 (%)
e i B SAns Same oo Rk wowe WA WO SO P W S fada e 1 n t é’\. T .I.‘ s e
i “Fratal

TOTAL
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Tabela 23. Numevo de células de ganglios cerebrais em divisio & em

intérfase e 1indice mitoticos de moscas ta, P= profase}

M= metafased &= anafasey T= telofase

Numero de célu- Nuumevo de celulas ndice
Tas analisadme e ————————— i e L O L O
em divisio e
=rossmmosereseoees-e=i A Ee fase
T Total

Individuo

TOTAL

AVA
cm 1 2 3 4 5 6 q unespwl 12 13 14 15 16 17 18



Tabela 24. Numero de células de g9énglios cevebvais em divisio e  em

intérfase e indice mitdticos de moscas te = profases

M= metdfases A= andfased T= teldfase

Individuo Nitmervo de céelu- Numero de celulas tndice
em divisio & (%)
T T LTk T L t (:_. T fase

i & T § Total
& b0
303
&y

ﬁ's‘:’:‘@'
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: , 13
/) N1l /) o) R Controle
Pr&fase Metdfase Andfase Telotase

% =115

A 9. Numevo total de células em profase. metafase. anafase e
telofase., observadas em ganglios cevebrais dos individuos
contvoles tg e tyg.
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Figuvra 1. fndice mitdtico das moscas contvole.
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7. Analise FMorfologica dos Cromossomoss do Aparelho Reprodutor

Masculino e Feminino e da Morfologia Externa de Larvas e Moscas

Adultas

N&ao foram observadas alteragoes movfoldgicas nos
cromossomos  mitdticos € nos cromossomos politénicos das  gléndulas
salivares dos individuos tratados. comparados com os controle.
Também ndo foram verificadas alteragdes morfoldgicas no apavelho
reprodutor de ambos o8 sexos e nem na movfologia externa de larvas e

moscas adultas.

8. Efeito Combinado da Cafeina e 1on Estanoso sobre a Produtividade

Os resultados quanto & produtividade das moscas tratadas

com cafeina (ty= 200¢ ug/ml)s ion estanoso (Sng= 50¢ ug/ml e Snp=

200¢ wug/ml) e cafeina + fon estanoso (ty + 8ng e ty + Snp)s  estio
contidos na Tabela 25,

Fodemos observar que & produtividade das moscas  tratadas
com ion estanoso (Sng e Snp) & inferior & das moscas controle
MENOY NG experimento em que s usou maior  concentvacio do fon.

A comparagciao da produtividade das moscas tratadas com ion
estanose  com 2  das moscas  tratadas com  cafeina mostra que
produtividade das segundas & menor. A soma dos efeitos das duas
drogas. ministradas conjuntamentes leva a um aumento da vedugio da
produtividades nas duas concentragdes do fon estanosos em comparagio
com  gualguer das drogas ministradas isoladamente. N2o ha diferenga

significativa entre a produtividade de Fémeas & machos.
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Tabela 25. Produtividade de moscas controle e tratadas com cafeina (ty= 2080 ug/al), fon estanoso (Sng= 56é

ug/ul; Snp= 260@ ug/ml) e cafeina + ion estanoso (tq + Snj e t4 + Snp), em garrafas de 174 de li-

tro.

Produtividade

Repique

Garrafa & 583 394 {477 376 I VA7 41 432 683 449 446 895 285 293 578 294 292 GBS
Barrafa 2 574 385 {159 322 370 492 4609 42 f24f 533 G500 {033 Mg 338 656 3k e 6

TOTAL 2334 1437 efed 1928 24 {220
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A andlise de varidncia para a produtividade total & dada

na Tabela 26.
Os dados das comparagdes miltiplas de Tukeys contidos na

Tabela &Y. mostvam que a compavacio do controle com todos os demals

experimentos € significativa, com excegdo do experimento ﬁni. Foram

ainda significativas as compavacBes de tg com Sng e com Snp. de Sny

com tq + Sng e com tg + Snpy & de Snp com ty4 + Sny e com tg + Gnp.
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variancia

total.

Tabela 2é6. Andlisc de

produtividade

G.l.. Soma de

Fonte de variagio

115084
21278

1346382

Tratamento
Residuo

Total

w5  unesp

(ANDVA)

¥ =

quadrados

para os dados transformados

significativo

Quadrado médio

23017
394
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Tabela 27. Comparagoes miltiplas de Tukey para
dutividade total de moscas controle
tadas com cafeina & fon estanoso.

2a57%

1L.88%
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IV. DISCUSSAD

A literatura mostra que =a cafeina causs. m  muitos
organismoss uma toxicidade que se manifesta por meio de uma gama de
efeitos abrangendos entre outvos. malformacdes, alteragies no tempo
e desenvolvimentos redugio da fertilidade @ alteragoes

cromossomicas estruturais € numéricas (WILCOX et al.. i988: JOESOEF

et al.. 19703 éEHGﬁL & SIMBES. 19763 SEHGAL et al., 1977, FOLLARD

et al.. 19875 ITOYAMA. 19893 SASAKI & NISHIMOTO. 198%9:% KUNICKA et
al.s 1999,

Ha também trabalhos indicativos de que a cafeina @
mutagénica (MACPHEE & LEYDEN. {98853 FORNS & MULLER. 19903 GRAF &
WURGLER « 1986), Catwa reforgando efeitos de outros agentes
genotdxicos  (DULOUT et al.y 1981i3% GRANBERG-OHMAN et al.. 198¢31 DAS.
1987)s ou minimizando suas consequéncias (MAcFHEE & LEYDEN. 4198%5).
e modo geral,s atribui-se esses efeitos a sua capacidade de inibir
processos de veparo do INA (MAcPHEE & LEYDEN, i98%5).

Quando agentes fisicos ou quimicos lesam o material
genético de uwuma células ditferentes mecanismos de vepavo entvam  em
funcionamento. Esses sistemas de veparo atuam por VArios processos.
entrve o0s quais  incluem-se a excisfio de bases ou de nucleotideos
alterados e a reparagio por recombinacio ou pos~-duplicativa (revisio
em LEITAD & ALCANTARA GOMES. 1(988).

Segundo DAS (1987) a abordagem dos fendmenos envolvidos no
reparo  do INA nas células de eucariotos & dificil por causa da
estrutura  complexa da cromatina e da complexidade do ciclo celular
desses OVganismos. Nevido a esses  problemas. estudos Com

modificadores do veparo do I[INA tém sido cruciais no avango do
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entendimento daqueles fendmenos. A cafeinas andlogo da puvina €  um
modificador do rveparo do [NA ques como ja foi mencionados tem sido
muito estudado.

Aliass segundo RAUTH (4967, in CLEAVER, 198%) uma das
primeivas observagdes a sugerir processos de veparo em céelulas  de
mamiferos foi o aumento da sensibilidade nas células L de camundongo
a luz ultra-violeta. quando as células cresciam na  presenga  de
cafeina.

A maioria dos trabalhos com cafeinas visando a estudos de
reparos  tem sido vealizada com células e linbagens celulares de

voedoress humanas e de alguns outros mamiferos.

Segundo CLEAVER (1989)s observou-se que a resposta  a

cafeina estd relacionada com processos bioquimicos associados com a
fase de sintese do DNA (Ffase S) & que o efeito da cafeina no periodo
da sensibilidade & radiac8o UV em células de roedores (camundongo €
hamster chinés) & muito maior do que nas celulas  humanas. Ailnda
segundo o mesmo autors embora o intervesse neste assunto  tenha
diminuido nos  wltimos  anos.  permangcem  muitas  perguntas HEI
respostass como pov exemplo. se todas as linhagens celulares humanas
s30  menos  sensivels & cafeina do que as céelulas de voedores & gque
fatores determinam o grau de sensibilizag®o & cafeina.

As duvidas a respeito da sensibilidade e dos fatores que a
determinams em relagio & cafeinas permanecem nio s0 a nivel celular.
como também a nivel do individuo.

A partir de estudos com linhagens celulares, duas
interpretagdes para o efeito da cafeina sobre o DNA foram propostas.
Una delas sugere que essa substancia pode inibir um processo de

veparo  pos-duplicacio. dependente da fase S (D7 AMBROSIO &  SETLOW,
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i976). Assim a maiov sensibilidade das células de vosdoves pode sev
indicativa de que essas células s3o mais dependentes do reparo pos-
duplicacio que as células humanas (BOHR et al.. 198%5).

A outra interpretacio admite o estimulos pela cafeina. de
mais origens de duplica¢los aumentando o efeito letal dos sitios
danificados & nao reparados., nessas regides do INA (CLEAVER. i989).

Trabalhando com uma linhagem celular humana transformada
obtida de dindividuos portadoves de Xevoderma pigmentoso (XF)s.  que
apresentava  malor sensibilidade a cafeina que outras linhagens
origem humana analisadas. CLEAVER (4i989) mostvou que as céelulas XFs

as quals proliferam mais rapidamente em cultura que os fibroblastos

primavios. tém um aumento da mortalidade pela cafeina pos-ivvadiacio

UV. 0Os resultados foram interpretados admitindo que as celulas.
durante a fTase 8 (gquando a cafeina exerce seuw efeito)s tovrnam-se
mais wvulneraveis & morte pela cafeina nas tentativas de duplicar o
INA  lesado. @& proliferagio aumentada e 0 rvepavro por excisio
diminuido podems portanto, rvesultar em uma maior sensibilidade &
cafeina porgue a duplicagio de sitios lesados do DHNA coloca as
células em situagdes de risco de mutagénese e morte celular.

Assim  uma  intervpretacio convencional dos resultados  com
células XF é ques & medida que o rveparo por excisfo diminuis o
reparo pos—duplicacio torna-se mals importante & & sensibilidade
deste processo & cafeina torna-se aparente (LEHMANN et al., 4975:
CLEAVER. 1989).

A hipodtese alternativa admite que as lesdes nio reparvadas.
a Ffrente das forquilhas de duplicagio tornam-se mais importantes na
presenga  da  cafeinasy  porque esta aumenta o ndmero de origens de

duplicagio. Consequentemente, a covrrelacio da sensibilidade
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cafeina por excisio redurida torna-se uma consequéncia  diveta  da
deticineoia na excisio & frente da forquilha de duplicagio (CLEAVER.
1989). Essa hipdtese foi admitida como provavel para explicagido dos
dados obtidos pelo referido autor.

Contudo. permanece =ainda o Fato de que o0 mecanismo
molecular pelo gual a cafeina exerce sua aglo ndo é bem conhecido. A
compreensio dos processos celulares em que ela esta envolvida seria
extremamsnte importante inclusive para explicar a deficiéncia
bioquimica presente em casos como o de Xeroderma pigmentoso. cuja
taxa de mutacio induzida pela UV & aumentada.

ITOYAMA (1989) estudou o efeito da cafeinas utilizando
quatro  concentragoes difeventes (5¢. 100, 1000 & 1500 ug/ml) sobre
0% parametros produtividades longevidade, oviposicio e tempo de
desenvaolvimento de Drosophila prosaltans. Todos eles foram atfetados
pela cafeina. em menor ou maior grau.

No presente trabalho pretendeu-se ampliar as informacdes

vrelacionadas aos efeitos da cafeinas sobve os parametvos mencionados

¢ avaliar as CC)I‘Iﬁi({-?qug?l"lCiElE de seu consumo por varias QG?]'%.’(GZEE‘ES-. Foram

também analisados os efeitos somados da cafeina com o fon estanosos
considerado genotoxico pov  alguns trabalhos (OLIVIER & HMHARZIN,
19873 CUNHA et al.s 19942 & nfo genotdxico por outro (TRIFATHY et
al.s 1990).

A analise do efeito da cafeina em seis concentragodes
diferentes S0. 100, 1000. 15006, 2000 & 2300 ug/ml de meio de
cultural)s no decorrer de 19 geracdess realizada neste trabalhos
confirmouw os resultados anteriores que mostrarvam gque a cafeina reduz
a produtividade de D. prosaltans. ITOYAMA (198%9) verificou gque =

produtividade das moscas tratadas era inferior & do controle & na
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propoveioc da concentracios. isto és quanto maiov a concentragio de
cafeina no meios menor a produtividade, sendo observados portanto. o
efelito dose-resposta.

Neste trabalhos, pelos dados estatisticoss € possivel
também afirmar que em cada gevagios de modo gevals hd uma vedugio
significativa da produtividade & medida que aumenta a concentracio
de cafeina e ques entre todas as concentragoes utilizadas. ty (2500
wg/ml) apresenta o efeito mais drastico.

Ds dois grupos de experimentos obtidos. considerando-se a

proximidade do ndmero de descendentes produzidos nas 10 gevacoess um

deles constitulido pelos experimento ths t4 & tpy de produtividade

maiors € outvo pelos experimentos tgs ty e tg. de produtividade
menov. rvefletem as observacoes mencionadass de efeito da cafeina
dependente da concentracios as maiores concentracdes determinando as
MENOYEE produtividades = vice-versas  sendo quieE entre as
concentragies de 1000 (tp) e 1500 (tg) ug/ml hda uma redugdo mais
drastica que entre as demais concentragdes de cada grupo.

Ds rvesultados mostravam. tambéms gque a cafeina ndo altera
significativamente a proporcio sexuals em nenhuma das 10 geragdes
estudadas e em nenhum experimento. mostrando que =2 cafeina age
igualmente sobre o8 sexos.s quanto a esse aspectos vesultados que
tambeém Jja haviam sido detectados por ITOYAMA (198%9). WEATHERSEEE et
al. CI27 5. 1r TIMSON. 1977). entretantos. relataram mudang s
significativa na razfio de sexo em hamster chinés, contra os machos.
nas ninhadas de individuos tratados com ¢.02 9/10¢ ml de agua.

Quanto & produtividade ao longo das geracies, Foram
observadas algumas difevengas significativas nos tratamentos & mesmo

no controle. & dificil interpretar essas alteragdes significativas
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oMo resultado de manifestacg8o de rvesisténcia ou  de efeito
acumulativo. Como pode ser observado, na Figura 3, varios "picos” e
“"vales” observados na curva da produtividades. 2o longo das gevagdes,
ocovvrem simultaneamente em todos o8 experimentos, inclusive no
contrvoles podendos portantos sev decovventes de influéncias alheias
ao tratamento com cafeina. Entretantos observaram=se vespostas mails.
ou menos acentuadas. dos tratamentos. nesses picos € slo  essas
respostas  diferencials  gue determinam a maioria das difervengas
significativas ao longo das geragoes.

leve-seys entretantos ressaltar que o0s maiores numeros de
diferengas significativass. entre geragoes. fovam obtidos nos

tratamentos t4 & ty envolvendo predominantemente a sétima geragiio em

compar'ac:ﬁc: com as demals es no tratamento tb- a nona QE."I"Elcg(Z)g em

relagio as demais.

Individuos que apresentam normalmente graus diferentes de
resisténcia A cafeina  forvam vevificados por virios  autores. For
exemplos  BARD et al. (4980) isolarams em Saccharomyces cerevisiae
quatro haploides resistentes a cafeinas. sendo dois resistentes a 50
mM e dois a 1090 mM. O0s autores explicaram a rvesisténcia & cafeina
admitindo mudanga na especificidade enzimatica de modo que a cafeina
ndo sevia incorpovada em wnm ou mais metabdlitos celulares essenciails
(por exemplos a toxicidade da cafeina poderia ser devida a sua
conversio em andlogos adeninicos inibidoves de ATF. NADY ou  Fanpt)
ou supondo que a célula poderia adguirir uma capacidade aumentada
para modificar quimicamente a cafeina. reduzindo seus efeitos
toxicos, ou ainda que a alteraglo de uma permease alteraria a

permeabilidade da membrana a cafeina.
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L.inhagens de camundongos  com diferentes gGrauns de
susceptibilidade aos efeitos toxicos da cafeina foram estudadas por
SEALE et al. (i985). A linhagem SWR sobrevive a dose de 187 myg/Kgs
considerada  letals enquanto = linhagem CBA morvre em menos de 3¢
segundos apds aplicagio dessa dose.

FopulacgBes de D. melanogaster, analisadas por CHINNICI &
BETTINGER (1984) quanto A sensibilidade & cafeinas. também mostraram
variagOes significativas. Ministrada simultaneamente com aflatoxinas
a cafeina mostrou efeito protetor contra o alto grauw de mortalidade
ovo-adulto induzido pela pvimeirva droga.

Sensibilidade diferencial também foi detectada no homems

relacionada com  as condi¢goes emocionais e comportamentais  de

individuos submetidos ao consumo de cafeina por 12 dias (100 mg/dia)
(GRIFFITHS et al.s 199¢).

Ja HOLTZMAN & FINN (1988) verificaram ques. apos receber
cinco & 19 mg/Kg/dia de cafeina na agua de beberv. ratos tornarvam-se
tolerantes ao efeito estimulante da cafeina na atividade locomotora.
A exposigio a doses diarias mais altas levou ao desenvolvimento de
tolerancia completa. Duas a trés semanas apos o término da ingestio
da cafeinas, a sensibilidade completa vetornou indicande gque a
mudanga da resposta a cafeina ndo resultou de alteragtes da funcio
motovras. pelo menos de forma ivveversivel.

Ha situagbes descritas na literatura que explicam o
desenvolvimento de vesisténcia a agentes que atuam no reparo do NG
(revisio em LEITAOD & ALCANTARA GOMES. 4988). Quando ceélulas
procaviontes oL cucariontes sH0 incubadas com concentragoes
reduzidas de determinados agentes quimicos envolvidos no reparo do

TONA =las podem tornar—-se mails resistentes A tratamentos
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PosSterioves. em  concentragtes elevadas do mesmo  agente. Eate
fendmeno € conhecido como reparacio adaptativa e € explicado pelo
acumulo  dintrvacelular de uma ow mais enzimas capazes de eliminar
lesdes provocadas no [NA, pelo tratamento, reduzindo assim  seus
efeitos letais ou mutagénicos. Na Escherichia coli & algumas outras
espécies bacterianas. acumulam-se a metiltransferase @

d-metiladening alicosilase II, em consequéncia da respost &
adaptativa =a wum tratamento indutovr. A primeira  enzima  vYEmMoOve
grupamwntug alquil inseridos na posi¢io 09 da guanina eliminando

grvros  de emparelhamento causados pela guanina metilada @ a  seagunda

atua  de  wvarias  formas. pov exemplos promovendo a  eliminacio de

certas bases nitvogenadas metiladas. Em E. coli. outros genes também
participam do  contvole e da resposta adaptativas como o gene ada
(revisfio em LEITAD & ALCANTARA GOMES. 1988).

Também em células pré~tratadas com peroxido de hidrogénio.
ha  aumento de rvesisténcia a luz W de comprimento longo. STORZ et
al. (1999 mostravam gque em Salmonella typhimurium & E. coli o gene
oxyl regula os genes induzidos por estresse oxidativo. 0s vesultados
sugerem que @ proteina OxyR gue se liga ao promotor dos  genes
induziveis pov  estresse oxidativo. quando  oxidada sofre LI,
alteracio conformacional passando do estado dinativo =ao ativos
fazendo Com  que EsSSEs genes passem a transcrever pava protegio  da
célula e do individuo.

#  possivel que as respostas celulares a outvas situacies.
tais como o chogue teérmicos envolvam mecanismos semelhantes. mas.
esses mecanismos ainda ndo sdo conhecidos.

Uma abordagem pava verificar a persisténcia. apos

geractes de tratamento. do efeito da cafeina sobvre a produtividades
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essada sun administvacio. foi realizadas neste tvabalhos. tomando-se
moscas de todog 08 experimentoss nascidas na 108, geracio e
colocando-~as em meio controle para veproduzirv. Us  dados obtidos
mostraram ques nessas condigoess hd aumento da  produtividade. No
trabalho antervior (ITOYAMA. 1989). em que as moscas foram tratadas
em uma S0 gevagidos. também houve algum aumento da produtividade. nas
mesmas condigbes. Entretantos, no presente trabalhos. em todos os
tratamentos. a2 produtividade tornou-se igual ou até mesmo maior que
A ao controles Com EXCEGAD do ts &m que PETMANECEU
significativamente menorv.

Conclue-se que. apos 10 geragoes, para a produtividade .
concentragio de cafeina que deixa efeitos mails permanentes
moscas tratadas € a concentragio de 2500 uwg/ml.

Fode-se peEvguntar a  gque se deve a  apavente ma Lo

capacidade de resposta ou a maior facilidade de eliminacgio dos

efeitos dos tratamentos t4 a tas na auséncia da cafeina apds 1@

geETrAGoes, quando comparada com uma $0 geracio de tratamento?

Fode-se supor que hajas através das geragdes. selegido de
alguma caracteristica gque capacite a essa resposta rapida no retovno
as condigdes normais. Os dados mostram, porém, que para individuos
criados  em concentragdes elevadas de cafeina, cessado seu consumo o
efeito persiste pelo menos em uma geragios permitindo ainda supor a
possibilidade de uma acio genotdxica da cafeina intervferindo  nes
parametvo ques entretantos dependerda de outros estudos para ser
demonstrada. Mecanismos de protecfo velacionados com a repavagio
adaptativa também n8o atuam quando altas concentragtes do agente

toxico s8o utilizadas (LEITAD & ALCANTARA GOMES, 1988).
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N presente tvabalhos foi rvrealizada outra Fforma de
abordagem para verificar a persisténcia do efeito da cafeina sobre a
produtividade por meio de cruzamentos de moscas da 102, gevagios. dos
tratamentos p : : EOCOm MOSCAs controles colocadas em meio
controle para reprodugio. 0 uso de casais permite um  estudo mais
individualizado do problema.

As diferengas de produtividade dos cruzamentos nio foram
significativas. Entretantos tanto nos cruzamentos de tp como nos de
tga A dive¢do em que foram utilizados machos tratados e fémeas
controle produziu menor numero de descendentes que a diregio
reciproca  (para tos a diferenga entre os reciprocos foi de &6.88%
para tg de 13424%). Isto pode indicar que 0% machos permanecem mails
afetados do que as fEémeas apos 10 geragdes de tratamento e reforga a
idéia de um efeito mais duradouvo sobre as moscas. da concentvacio
tg, isto €, 23500 ug/ml de meio.

A espermatogénese de ratos albinos maduros injetados com
cafeina (@41 mg/ /i0¢ g de peso a Q.25 mg/s/ie¢e ml  de

analisada por ALWACHI & BALASH (41988), os quais observaram redugio

significativs na  porcentagem média de espermatocitos  primarios

espermatides nos animais tratados. Essa redugios se detectada em
Drosophila poderd explicar os resultados do presente tvrabalho.

Os resultados de cruzamentos deste trabalho diferems porém
dos obtidos em camundongo pov SEALE et al. (198%). A descend&ncia Fy
do intevoruzamento mostrou-se igualmente sensivel ao efeito letal da
cafeinas. nas duas dirvegdes de cruzamento, indicando que a resposta &
cafeina estd  sob o controle de wum gene auvtossomico dominante. O
intercruzamento dos Fq produziu 74% de individuos sensiveis e 26%

resistentesy independentemente do sexo.
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@ andlise genética realizada por BARD et al. (198@¢) para
linhagens rvesistentes de 8. cerevisiae mostrou que as quatro
mutacoes sdo alelos do mesmo loco. As quatvo  linhagens isoladas
demonst raram dominancia incompleta quando hibridizadas com
linhagem do tipo selvagem ¢ domindncia da linhagem de alta sobre a
de baixa resisténcia quando hibridizadas entve si.

Varios trabalhos mostravam 5 morfologicas em
individuos submetidos a tratamentos com cafeinas como por exemplo,
BERTRAND et al. (1i2465. in TIMSON, 4977) & SMITH et al. (L9877 em
descendentes de ratas tratadas durante a gravidez e KAWAND & SIMAES
(i987) em embrites tratados de Biomphalaria glabrata: SEHGAL et al.
(1977) em Telmatoscopus albipunctatus. No presente trabalho ndo
foram encontradas alteracoes morfoldgicas externas em nenhuma das
dosagens utilizadas. BERTRAND et al. (19705, din o TIHSON: . 12Z7)
mostraram que a inducfo da ectrodactilia em ratos, pela cafeinas

estava parcialmente sob controle genético pois. algumas linhagens

nao manifestaram o efeito. Ds autores considevaram esse efeitos

teratogénico & nio genéticos pois os descendentes dos ratos afetados
nao manifestaram a malformagio.
Como J& Foi mencionados varios trabalhos tém indicado
alteragoes cromossomicas associadas ao tratamento com cafeina. Em um
trabalhos. OSTERTAG et al. (19465) utilizaram concentracdes
de 500 a 10000 ug/ml de cafeina em células Hela para estudo de sua
atividade mutagénica. Nas concentragoes 500, 1000 & P00 ug/ml. que
s incluem entve as utilizadas.s no presente trabalhos foram obtidas
quebras cromatidicas. rvespectivamentes em numevo de (8. 47 & 114,
enquanto no controle foram obtidas quatro. Efeito dose-vesposta fol

-

observadoa com o numero de quebrvas crescente até 763. obtido a
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concentracio de 1090% ug/ml.

Mo presente trabalho foram analisados CYOmOssomos
politénicos das gléndulas salivares e cromossomos mitoticos dos
ganglios cerebrais dos individuos dos diferentes tratamentos. Nio
foram encontradas alteracoes movfolodgicass NESSEs CrOomMOSSOMOSs QUE
pudessem ser atribuidas & cafeina. Contudos ndo  foram utilizadas
técnicas especificas para tvocas entre cromitides—ivmis.

possivel que  as dosagens utilizadas neste trabalho
sejam muito pequenas  para  provocar outros tipos de alteragdes
cromossomicas. DULOUT et al. (4i984) usaram doses de 109 a 159 ma/Kg
injetadas no peritdneo dos camundongos para obter os rvesultados
mencionados  pory eles. B (19467) usaram a dose maxima
de cafeina que permite a D. melanogaster completar o ciclo wital
para obter indicagBes geneticas de perda crvomossdmica € nao-
disjungio (machos X0 e fémeas XXY).

Dados de ITOYAMA (L98%9) mostvaram que a cafeina altera a
longevidade meEdia  das  Fémeas e machos wvivgens € 2 acasalados,
reduzindo-a significativamente., em todos os tratamentos realizados,
embora de forma nAo proporcional & concentragio de cafeina no meio.

A reducio foi significativamente menor para as fémeas do que para 0

machoss em seis de 12 experimentos & a amplitude da distvibuigio das

longevidades sofreu redugfio para as fémeas € para 08 machoss em
todos os  tratamentoss pela veducdo dos valoves maximos. quando
comparados com o controle.

Neste trabalhos, em que Ffémeas e machos virvrgens foram
analisados apods 19 gervagdes de tratamentos. veritficouw-se gque ambos
apresentam reducio significativa desse pardmetros em comparagio com

o controles na maior concentracio utilizadas ts . A reducio foil de 15
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diass em médias para machos e sete dias para fémeas. Para as Témeas
e5sa € a wnica diferencga significativa em relagfo ao controle e para
os machos os valores de ty também sdo menores.

A longevidade média em t e significativamente menor que =
de todos o8 demais tratamentoss parva 08 machos.s & menor que a  de
todoss exceto tg, & tys para as fémeas, veforgando mais uma vez ©
fato de que o tratamento tg & o que determina o0s efeitos mais
acentuados.

Apenas nos machos foi observado um padr@o de redugio da

amplitude da  longevidade constante & crescente com o aumento  da

dose, comparado ao controle. Em tes & reducio da amplitude foi de 43

dias compavado com 80 dias para o contvole, o que significa uma
diminuigao gquase a metades por reducio dos valores maximos. Fara as
FEmeass POYEmMs NESsa mesma concentragio a amplitude foi de &8 dias
engquanto para o controle foi de 72 dias.

Esses resultados difevem do trabalho anterior (CITOYAMA S
1789)s em varios aspectos (1) os machos neste experimentos. com
excecao dos de tS5. apresentaram longevidades médias maiores do  que
as fémeass na maioria dos casaisi () a reducHo da longevidade média
50 foi significativa, para fémeas e machos, com relagio ao controles
am bt (3) em valores absolutoss a redugio em t3 foi menor do que
aquela verificada no experimento anterior (10 dias para machos e
dias para fémeas neste experimento contva £6 dias para machos e
para fémeas no experimento antevior).

Embora a analise desse quadro seja complexas talver seja
possivel aupor o desenvolvimento de vesisténcia envolvida com o
parametro longevidades afetando diferentemente fémeas e machos. Mais

uma vez. os machos mostraram maior sensibilidade & cafeina.
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Segundo  ITOYAMA (1989)s moscas criadas em meio controle e
colocadas para por ovos em meio com cafeina apresentaram redugio do
numero de ovos de forma divetas. isto €. quanto maior a concentragcio
de cafeina no meios maior a redugio. Da mesma formas fémeas criadas
nos  meions contendo cafeina ¢ colocadas pavra  ovipositar em meio
controle mostraram redugRo do numero de ovos. tanto maior gquanto
maior A concentragio da substincia do meio de origem das moscas.
reducio da oviposicio foi supostamente atvibuida & um efeito
bloqueador na producdo de novos Ffoliculos ou a um atraso no
desenvolvimento dos mesmos.

No presente experimento a oviposicio de moscas controle e

tSy em meio de cultura controles fol acompanhada no decorver de 13

diass com o objetivo de verificar se a diferenga detectada no
experimento de  ITOYAMA (4989) na oviposicio de moscas controle e
tratadas poderia ser decovrente apenas de uma retengio de ovos pelas
moscas  tratadas  ow de atraso na maturacio dos mesmos. Ha dados  na
literaturas para algumas espécies de Drosophila: segundo 08 quais a
fémea retém 08 ovos quando o meio € adverso (ASHBEURNER &  WRIGHT.
1980) .

As moscas do tratamento tg permanecervam afetadas no que se
refere a reduglo da oviposicRos quando cessada a ingestio de cafeina
e nio houve reversido do efeito ao longo dos diass 0 que significa
que pelo menos nessa geraclos a oviposigdo foi  permanentemente
afetada. Portantos os resultados indicam que hd. de fatos distdrbio

no desenvolvimento dos ovos € ndo uma simples rvetencgio dos
MESMOE o
Ha dados na literaturas; que reforgam a idéia de injuria

permanente da cafeina aos oOrgios veprodutores. ST ErEmp Lo
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WEATHESEEE et  al. CA19754 i lIBSON Q157200 apresentaram  dados
gsegundo 0%  gquals espécimes de hamster chings tratados com doses
elevadas de cafeina sofrem atrvofia das gdnadas sendo que ¢ ovario
apresenta maior sensibilidade & cafeina que os testiculos.

SEMGAL & SIMAkES (i9746) tambeéem wverificaram. em n.
melanogaster malformagdes do ovario = estervilidade das  FéEmeas
obtidas a partir de ovos e larvas tratadas com cafeina. Entretantos
08 Orgaos reprodutores  das moscas tratadas no  presente  trabalho
foram analisados morfologicamente & nio foram detectadas alteragdes
visiveiss mesmo na maior concentragio utilizada.

Varios trabalhos tém indicado que a cafeina atua sobre o

lstEma NErvosos poadendo influenciar o compovrtamento. A cafeina
antagoniza os efeitos da adenosina em seus receptoress afeta a
mobilizac8o do cdlcio e inibe as fosfodiesterases dos nucleotideos
ciclicos € a nucleotidase 5’3 atraves desses mecanismos tanto a taxa
de  libevacio como as concentracdes sindpticas subsequentes, dos
neurotransmissores, podem ser aumentadas. Também os niveis de AMF
ciclico no cévebro sio rvedugidos (MANTE & MINNEMAN. 199@).

Diante desses resultados, procurou-se analisar o efeito da
cafeina sobre aspectos reprodutivos envolvidos com o acasalamento.
Em Drosophila. 03 movimentos de corte sdo complexos € obedecem a um
padrio caracteristico de cada espécie €, teoricamentes podeviam ser
afetados por alteragdes comportamentais causadas pela cafeina.
ASS 1My foram analisadas =a duragfo da pré-copula e copula
Ffrequéncia  de copula. nos experimentos controle e ts. Os resultados

mostraram frequéncia de copula & tempo médio de cdpula  maiores para

moscas controle do que para moscas t e QCOVVEDN do o dinverso para o)

tempo de pre-copula.
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Has portantos indicacdes no presente trabalho de  que
cafeina afeta o acasalamento em D. prosaltans. As moscas
apresentaram  uma frequéncia  de acasalamentos B5.5% menov que
moscas controles um tempo médio de pré~copula 2.3 minutos maior que
das moscas contvole e um tempo médio de cdpula 143 minutos menor que
as moscas controle. Deve-se ressaltars quanto a esse dltimo aspectos
a maioy variabilidade encontrada para moscas tss nas quals houve uma
variagiao de &:4 a 34.2 minutos contra (8.4 a 37,4 minutos nas moscas
controle.

A existéncias na literatura, de dados que mostram que a
cafeina inibe o processo de veparo do DNAy blogqueia células em Gp
(BATES et al.s 1285). inibe a citocinese (LA FENA et al.s 17813
HEFLER & RBONSIGNORE. 199¢) e inibe a proliferagio celular em
linfdcitos perifericos humanoss cultivados in vitro (GUGLIELMI et
al.s 1782)s levavam-nos a analisar o indice mitotico nos ganglios

cerebrais de moscas controle e submetidas aos tratamentos ta

Foi obsevrvado  um indice mitodtico maioy em ts que em tq & malor &m

ambos que no controle. € possivel que esse aumento do  indice
mitdticos aparentemente relacionado com a dose de cafeina utilizadas
possa  ser  explicado pelo atraso no processo de divisio celular. 0O
mairoy tempo de desenvolvimento de moscas tratadas com 1899 ¢ 1599¢ ug
de cafeina por ml de meio de culturas observado por ITOYAMA (L1989)
pode estar relacionado com a maior duragio do processo de divisio
celular ne e individuos.

Finalmentes foi analisado o efeitos. sobre a produtividades
do ion estanoso (5nClzls isolado ou em associacio com a cafeina.
Como foi ditos anteriovmentes o 1on estanoso ¢ um  agente vedutor

poderoso  que tem varias aplicagdes na dArvea alimenticia € da sadde.
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Has portantos. a possibilidade de presenca simuwltdneas no ovganismo
humanos das duas substancias. cafeina & 1on estanosos por ingestio.
ODLIVIER & MARZIN (4987) uvtilizando E. coli mostraram qus o
composto nAo-carcinogénico clovreto estanoso @ genotoxico ¢ ativa o
sistema 5085 que & induzido depois de lesio ao IINA.
CUNHA et al. (49941 utilizavam cepas de E. coli selvagem &
cepas  portadoras de mutagdes envolvendo os genes para  proteinas,
UV @y vrecA e lexAs para tratamento com essa  substdncia. 0Os

resultados mostraram que 05 mukantes foram mals resistentes  ao

tratamento que a cepa selvagem € o duplo mutante uvra-recd fol mais

sensivel que os mutantes uvrAs recdA e lexA. Os autores interpretaram
os resultados como indicativos de que as lesdes promovidas pela
PrEsenga do ion estanoso estejam  intimamente associadas Com
modificacoes no DNA, o que confere a este 1on atividade genotodxica.

Fortantos ambos os agentess cafeina e 1on estanosos. estio
envolvidos com o reparo do [NA.

Utilizando o teste SMART de asas TRIFATHY et al. (1990
analisaram o efeito do cloreto estanoso € concluivam. que Essa
substdncia € nio-genotdxica em Drosophila. Entretanto, essa decisio
foi tomada sobre resultados "parcialmente inconclusivos”. Esses
avntores  trabalhavam com doses proximas da [lsp ou abaixo dela. No
presents trabalhos. em que foram usadas doses 28 € s£18 VEZES MENOTEE
que as utilizadas por aqueles autores (respectivamente Sny= S50 ug/ml
e Snp= 200¢ ug/ml), a produtividade mostrou reducio significativa na
maior concentragio em comparaciio com o controle. Contudos & vista
dos numeross também o tratamento com a menov concentraciio (5¢ ug/ml)

mostrow redugio no ndmero de descendentes.
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Em combinagio com 2000 ug/ml de cafeinas o 10n estanosos

tanto na dose de 59 como na de 2000 uwa/ml ndo mostra reducio

significativamente maiov da produtividade do que no tratamento s
com cafeina.

Isto pode indicar que o i1on estanoso ndo acrescenta efeito

quando ministvada com a cafeina e ques portantos o efeito dos dois

juntos corvesponde ao proprio efeito da cafeina sozinha. Entretantos

novamente a4 vista dos i'll_’tl'fi('?'l‘llili:lp contata-$E wma 'i'IEE‘lﬂl..l.l;'.i-':Jl.O Mo numero de

descendentes. nas duas combinagdess quando comparadas com a cafeina

ouw  com  qualguer das duns concentracdes de estanho isoladamente.
Fortantos algum efeito toxico na produtividades causado pelo  don
estanoso. parece estar ocorrvendo mesmo quando somado A cafeina.
Foréms, o efeito obtido € menor do que o que se poderia esperar pelo
resultado  estatisticamente significativo d= Gnp comparado com o
controle.

A comparaciao destes resultados com os de TRIFATHY et al.
- (1999) mostra gue a toxicidade que leva a redugfo da  produtividade
tem componentes que respondem mesmo @ doses relativamente pedquenas
do composto. Contudos uma melhor avaliag@o das respostas
necessarias por exemplo utilizando a combinagfo de cafeina e don

estanoso em moscas tratadas com ivrvadiacio UV.
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V. RESUMO E CONCLUSGES

A cafeinas em seis diferentes concentracgles (= 50,

1000, tg= 1500, ty= 2000 e ts= 2500 ug/ml de meio
cultura)  Foi ministrvada a Drosophila prosaltans duvante 1@
(aproximadamsnte 8 meses). Em cada gervagio foli avaliado o parimetro
produtividade. Na décima geragdo a produtividade foi analisada pela
produgBio massals. pela produclo por casal e em intercruzamentos de
moscas controle e tratadas. Nesta geracfos além da produtividade.
foi também avaliada a longevidade. Moscas contvole e tratadas foram
também utilizadas para estudo da oviposicion, de aspectos da
reproducido  abrangendo  tempo de pré-copula & tempo e frequéncia
copulas do indice mitdtico em células dos ginglios cerebrais. da
movrfologia cromossdmica nos ginglios cevebrais e glindulas salivares
¢ da morfoleogia dos Orgios reprodutores internos. Também foi
analisado o efeito. sobre a produtividade. do tratamento combinado
da cafeina com o 1on estanosos este de uso na producio de alimentos
enlatadoss na fabricagiio de pasta dentifricia e na produgio de
isdtopos radioativos para fins médicos.

De modo gervals o presente tvabalhos mostrou gues  sob
varios aspectoss as moscas submetidas a 19 gera¢les de tratamento
com cateina comportam-se. quanto aos pavametros produtividade
longevidade,s diferentemente das moscas submetidas a tratamento
apenas  uma geracios vealizado anteriormente. Contudos. permanescem
conclustes basicas referentes an efeito dose-resposta
produtividade ) ao efeito prejudicial da cafeina  gquanto

longevidade.
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Constituem modificaghess por exemplos. a obsevvagio de que
excetuando-se a concentracio tey (2500 wg/ml)s cujos efeitos foram
mais drasticoss uma vez cessada a ingestBo da cafeina as moscas
TECLLP Y ERT A a  produtividade novmals & em  alguns  CAsS0S. ate
ultrapassaram o controle. No trabalho anterior a recuperagio da
produtividade foi apenas pavcial. Qutva modificacBos refere
longevidade. Apenas no tratamento tgs houve reducio desse parametro

para  fémeas e machos. em comparagao com o contrvoles enquanto no

trabalho anteriova as  concentracies tp @ t3 tambeéem afetaram =a

longevidade., le modo gevals no presente trabalhoa. apenas o0os  machos
apresentaram  uma reducio da amplitude de longevidades constante
crescente com o aumento da doses sendo que em  ty  essa redugio
corvrespondeu A metade do valor obtido para o controle. Esse padvio
de resposta dose~dependente ndo foi observado no trabalho anterior.
Com relagio a4  longevidade. Tambéms =a vedugio da longevidade
determinada pela cafeinas no tratamento tg do presente tvabalho foi
menor do que aquela verificada no trabalho antevior. Assims quanto a
longevidade o0s dados sdo indicativos da possibilidade das moscas
terem desenvolvido alguma rvesisténcias. maior nas fémeas do que nos
machos. Quanto ao desenvolvimento de resisténcia em relaglo &
produtividades povéms embora haja comparagdes significativas para
todos os tratamentos (exceto t,y e ta)s ao longo das gETrAGCHes s CHHES
resultados decovrem de alteragbes que na maiovia dos CRBOs
envolveram também o controles embora em graus vaviaveis. parvecendo
ser antes devidas a outras causas ambientais que nio a cafeina.
Ainda gquanta & produtividades verificou-se ques apds 19
gEVAaGOEsy em cruzamentos com o controles as moscas na divegio de

cruzamento que envolve machos tratados e fémeas controles produzem
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menor numero de descendentes do gque na divecio veciproca. indicandos
tambeém neste caso, que o sexo masculino permanece mais afetado que o
femininos cessada a ingestio da cafeina.

Qutra contribui¢ios deste trabalhos refere-se ao efeito da
cafeina na oviposigRos pela avaliagio de hipotese levantada no
trabalho anterior. Verificou-se que & reduglo nesse parametro
decorve  antes de problemas velacionados ao desenvolvimento dos ovos
do que a sua retencio ao do simples atvaso na sua maturacio.

Com o obhjetive de verificar se o efeito da cafeina sobre
0o sistema nervoso pode ter algum reflexo nos padrdes de corte das
moscas € consequentemente afetar o acasalamentos foram analisados a
frequéncia de copula e tempo de pré~copula e de copulas de moscas
tratadas e controle. 0s resultados mostraram que a frequéncia
copula > o tempo de codpula das moscas controle s30 maioress
ocovrrendo [a] inverso para o tempo de pré—-copulas indicando
interferéncia da cafeinag nesses parametros.

A avaliagio do indice mitotico foi realizada nos génglios

cerebrais das moscas controle, to € tsg. Foi encontrado um ndmero

maior de ceélulas em divisio nos individuos tg e tgs em comparagio
com o controles talvez decorrente de um aumento na  duvagio do
processo da divisio celular como consequéncia de dificuldades
causadas pela cafeina.

Quanto ao estudo do efeito da associacio da cafeina com o
ion estanosos. sobre a produtividades foi observado que a ingestio do
lon s0zinho diminui glignificativamente a produtividade na
concentragio de 2000 uwug/mly compavada com o contvole. Em combinagio

com =a cafeinas poreéem a reducio nio foi significativamente maior gue

A causada pela cafeina sozinhay podendo com isso indicar que 0
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cefeito das duas substancias juntas covrvresponde ao proprio efeito da

cafeina separada. Mass @& wvista dos numeross a redugio &

produtividade dos quatvo tratamentos que utilizaram fon estanoso
indicativa de seu efeito toxico nesse parametro,
com a cafeina.

Nao foram observadas malformacBes nos descendentes das
moscas tratadas com cafeina ou com cloveto de estanho. Também
morfologia dos cromossomos dos g&nglios cerebrais & gléandulas
salivarese bem como @ movfologia do trato veprodutivo feminino
masculino ndo diferirvam entre as moscas tratadas com cafeina ¢ as

moscas controle.
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VI. SUMMARY AND CONCLUSIONS

Irosophila prosaltans was veared on culture medium with

six different concentrations of caffeine ((t = 30 ug/ml, ty=n 100

ug/mls  top= 1000 ug/mls ta= 15004 ty= 2000 ug/ml and tg= 250¢ ug/ml)
during  ten  genevations (about eight months). In every genevation
Mass productivity Was evaluated. In the tenth genervation
productivity  in  pair mating crosses and in  intercrosses between
flies treated with caffeine and control fliess as well as longevity
of treated and control fliess were also analyzed.

The effects of caffeine were also studied on ovipositions
pre-copula  and copula duvation. mating frequencys. mitotic index in
brain cellss chromosome movehology in brain and salivary glands and
movphology of male and female veproductive tracts.

The effect of combined caffeine and stannous chloride on
fecundity was also evaluated. Stannous chlorvide 1is a  powerful
veducing  agent which 18 used in the food industyy. in  cervtain
Fluoride toothpastes and in the prepavation of radioisotopes for
medical purposes.

In geneval.:s this study shows that results obtained in

after ten genevations of treatment differ in several aspects
from hose in flies after a single treated generation. Howevers
hasic conclusionss such a dosage dependent productivity decvease and
the prejudicial effect of caffeine on longevityy vemain the same.

Differences dinclude. for examples the observation that.
gxcept for concentvation tes. when intake of caffeine stops the flies
recover  normal  productivity o and  in some  CAsSEs  ArE EVERn  more

productive than the control. In the study citeds productivity
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recovery was  only  partial. Another diffevences. this relative to
longevity., was  that this parvameter was rveduced in both males and

females in a single concentrations te. In the study cited,

concentrations = : S0 ¢ 3 aspect. In the

present  study only males showed a constant and incveasing rveduction
of longevity amplitude with age increase. In t5 asuch values were
about halt of those for controls. This pattern of dosage dependence
was not observed in the previous papers rvelative to longevity. Also
the longevity decrease caused by caffeine in concentration tg was
smaller in  the present study than in the previous one Thuss  For
longevitys data indicate that some resistances greater for females
than for malesy has developed in the ten generations of treatment.

Howevers as to productivitys the significant comparisons
betwsen  treatments along generations may bews vathers dus to other
environmental conditions than to caffeine intakes since they are the
consequence of changes which also involved the controls.

The present study also showed that maless after treatment
during 10 genevations. in crosses with control females yield less
progeny than the reciprocal crosses. Thuss in this cases male also
remained move affected than females when intake of caffeine ceased.

Results on  oviposition showed that treated females
transfevvred to contvol medium Tay 2 smaller number of eggs than the
control females during the course of 13 dayss indicating that
oviposition decrease i1s due to abnormalities in  egg production
vather than to egg retention or to delay in egg maturation.

Caffeine was also found to atfect mating Ffrequency and
pre-~copula  and copula duration in D. prosaltans. Mating frequency

and copula duration were greater in the control than in the treated
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igssy While pre-copula duration was greater in treated flies.
€11 hil 1 t { t 1 F1li

Mitotic index evaluated in larval brain cells aumented as
the concentvation of caffeine uwsed increased. This finding was
attvibuted to & delay in the process of cell division in  treated
flies.

Stannous chloride decreased significantly the productivity
af  Fliees treated with 200¢ ug/ml. Howevers the decreases when  in
combination with caffeines did not differ significantly from that of
caffeine alones indicating that stannous chlovide did not add  any
effect to that of caffeine for this parameter. But considering that
progeny number in the four treatments wsing stannouws chlovide showed
a dosaage dependent productivity decreases some effect of this
substance cannot be discarvded. even in combination with caffeines.

No malformations were observed in the proaeny of flies

treated with caffeine or stannous chloride. Chyromosome morvphology in

brain and salivary glands: as well as morphology of male and female

reproductive tractss. also did not differ between treated and conti o

flies.




VII. BIBLIOGRAFIA

ASHBURNER M. s WRIGHTs T.R.F. The Genetics and EBEiology
Drosophila. Volume 2ds Academic FPress, INC (Londonl). LTI, 702
178@.

ALWACHI y S.N.x BaALASH, K.J. Induced alteration in spermatogenesis
matuwre albino mice injected with caffeine. Journal of Biological
Science Researchs v. 1%: n. 3. p. 457448, 1988.

BALACHANDRAN, R.s SRINIVASAN. A. Caffeine inhibits INA polymerase I
from Escherichia coli: studies in vitro. Carcinogenesis. v.

p.2iG1=453, %1982,

BARDy M.s NEUHAUSERs Jul.osx LEESs N.D. Caffeine resistance
Saccharomyces cerevisae. Journal of Bacteriology. v. 141,
97100, 1980¢.

BATES: F.R.s IMRAYs F.P.s LAVIN., M.F. Effect of caffeine on  yY=-ray-

induced Gp delay in ataxia telangiectasia. Int. J. Radiat. Biol..

VRBAZ T R ORGPl Z13-72Ry 11985,

BENOWITZ. WN.ul. Clinical phavrmacology of caffeine. Annu. Rev. Med..
Ve 4in pa 277-288. 1970.

BOHRy V.A.y SMITHs C.A.s OKUMOTO. D.S. HANAWALTy F.C. DNA repair in
an active genel rvemoval of pyrimidine dimevs from the gene of
CHO cells is much more efficient than in the genome overall. Cell.
Ve 40y p. 3E9-347. 1985,

BONSIGNORE, C.le.s HEFLER. P.K. Caffeine inhibition of cytokinesis:
dynamics of cell plate formation—-deformation in vivo. Protoplasma.
Vo 12T dep eS80, N85 .

BRUYERE. JR. Hod.s NOONAN, Jodes DONGs S.« OBERLEYW. ToX.as  SCHHIDT,

Maedaos GILBERTs E.F.s BHUGs Alls The effects of caffeine on the

1 2 3 4 S 6 T unespwl 12 13 14 15 16 17 18



Lesd
ultrastructure and mitochondrial function of the embryonic chicl
heart. Journal of Applied Toxicologys v. 8: n. L. p. 9-13. 1988.

CHAUDHURIx MaMas GHOBHy S. Effect of caffeine on macromolecular
synthesis dn  sarvcoma-4189 mouse ascites cells. Indian Journal of

Experimental Biologys v. 20s p. 433-4346« 1982.

*NWHHNICI, JF.x RBETTINGER, D.A. Effects of aflatoxin By and

catfeine (T} viability in natwal strains of Drosophila
melanogaster. Journal of Invertebrate Pathology.:. v. 44, p.
2L3-2b6b6s 1984,

CLEAVER, J.E. Caffeine toxicity is inversely related to DNA repair
in simian virus  4@-tvansformed xevoderma  pimentosum cells
irradiated with wltraviolet ligh. Teratogenesis, Carcinogenesis,
and Mutagenesis., v. 9y p. (47155, 1989,

COXs D.R. Regression HModels and Life Tables: JRES sévies B
(com Discussio). 1972.

CREMERs C.s CREMERs T.s SIMICKOVA., M. Induction of chromosome
shattering and micronuclei by uwltraviolet light and caffeine. I.
Temporal velationship and antagonistic effects of the Ffour
deoxyribonuclensides. Envivonmental Mutagenesisys v. &
i98e.

CREMER, C.s CREMERy Tu.os HENSs LL.s BAUMANN, H.s CORNELISs J.oJues
NAKANISHI . K. WY micvo-ivvradiation of the Chinese hamster cell
nucleus and caffeine post-treatment . Immunocytochemical
localization of DINA photolesions in cells  with partial  and
genervalized chromosome shattering. Mutation Researchs v.
2a pP. 465-47464 1983,

CUNHAs M.Cos OLIVEIRA, E.F.. GUILLOBEL, H.C.EB.s BERNARDO-FILHO, M.

ALCANTARA GOMES. K. fon estanosol um agente genotdxico. Livro de




Resumos do I Simpdsio Latino-Americano de HMutagénese Ambiental
CALAMCTA) w Caxambua. MG p. 2%, 19941.

['AMBROSIO. S.M.s SETLOWs R.B. Enhancement of postreplication repair
in  chinese hamstev cells. Proceedings of the National Academy of
Sciences:s V. 73y Nu7 p. B23726-2400, 1976,

%LDAS, S.K. Further evidence for a different mode of action
caffeine and benzamide on mammalian. cells. Mutation Research.
198:0Rs S2r74xai?87/ ¢

[E MARCODs  A.y FOLANIs 8. Cell-stage-specific enhancement
caffeine of the Jfrequency of chromatid abevrations induced by
X-rays in neural ganglia of Drosophila melanogaster. HMutation
Researchs v. 844 p. 91-99. 1981,

DEMEREC. M., KAUFMANNS EB.F. Drosophila Guide. The Lord EBaltimore

Fresss Baltimovres Maryland. 1945,

%;ﬁDZI“UQSSILIﬁDESS Jes MYRTSIOTIS. A.s GRANITS45, A.s HMOURELATOS. .

Induction of sister-chromatid exchanges and cell-cycle delays
human lymphocytes by vitzmin A alone or  in  combination witl
melphalan  and caffeine. Eur. J. Cance Clin. Oncol.s v. 244 . 9y
Pp. 10891092, 1985,

DRISCOLL s P.Ges JOSEFH JRs F.s NAKAMOTOs T. Frenatal effects of
maternal caffeine intake and dietary high protein on  mandibular
development in fetal rats. British Journal of Nutrition: v. &3, p.
e8i-2%22s 1990.

WLOUTy  FuaNe.s LARRAMENDY s M.l.s OLIVERO, 0.A. Effect of caffeine on
the frequency of chromosome aberrations induced 1in wvivo by
triethylenemelamine  (TEM) and adviamycin (ADR) in mice. Mutation

Researchs v. 82y n. 2y p. 295-304,. 1981%.




194
ESFINO, F.od.e VASQUEZ: A.M. Chromosome numberses of Saintpaulia
ionantha plantlets regenerated from leaves cultured in vitvo with
caffeine and colchicine., Euphyticas v. 30, p. 847-853.
ﬂ;?EXILIEwFRIGERE, MalFuu CHESSEBEUF s Mes WOOD. Gax FADIEU. =
\
i Interactions of caffeine and phenobarbital on sister chromatid
exchanges ines snat liver epithelial cell lines treated with
2~acetyl-aminofluorene and N-acetoxy—-2-acetylaminofluorene. Cell
Biology International Reports. v. 8y n. 4x p. 329-338. 1984,
GRAF.  U.s  WURGLERs F.E. Investigation of catfeine in Drosophila
genotoxicity teste. Fd. Chem. Toxics v. 24 ne S

1986.

;QGRANBEHGmUHHAN, I.s JOHANSSONy S.s HJERFE. A Sister~chromatid

exchanges and  chromosomal abevvations in rvats treated with
phenacetins  phenazone and caffeine. Mutation Research,s v. 79. p.
13-18. 1980.

GRIFFITS, ReRuas EVANSy; S.M.s HEISHMAN, S.J.. FRESTON,
SANNERUD: Cafas WOLF. 8. WOODSON. FLF. Low-dose caffeine physical
dependence in humans . The Journal of Fharmacology and
Environmental Therapeuticsy v. 298y n. 3y p. 1123-41382, 1990.

GUGLTELH I s mab -Eas g tVOGT snel B dncaBICE s ¢ AR R » Induction of sister
chromatid exchanges and inhibition of cellular proliferation in
vitro. I. Caffeine. Environmental Mutagenesis. v. 44 p. {91-200,
i9882.

HEFLERy F.K.y BONSIGNOREs C.L. Caffeine inhibition of c¢ytokinesis:
ultrastructure of cell plate formation/degradation. Protoplasmas
MapiS7. p.FiB2-192, 1790

HERNANDEZ s F.a MINGOy R.s GONZALEZ-FERNANDEZ, A.y LOFEZ-SAEZ. J.F.

Relationship of chromosomal damage induced by caffeine to  growth

AVA
AVAVAY
cm 1 2 3 4 5 6 7 lJIIGEE;F) 1 12 13 14 15 16 17 18



105

temperature and ATEF lTevel in proliferating cells. Mutation

Researchs v. 144, p. 327-333, 1986

HOLTZMAN, 8H.6.s FINNs: I.B. Tolerance to Rehavioral effects
caffeine in rats. Pharmacology Biochemistry & Behavior. v. &%,
411i-418, 1988.

ITOYAMA kSl Efeito da cafeina sobre aspectos reprodutivos e

of

desenvolvimento em Drosophila prosaltans. Dissertaciio de Mestrado,

Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas de S3o Joseé

Rio Freto. 5850 Paulo, 106 pp. 1i989.

dio

JOESQOEFs MuR.s BERALY Vus ROLFSs R.T.s ARALy 5.0.. CRAMERs D.W. Are

beveraages rvisk Ffactors for delavyed conception? The

Lancets v. 335 p. 136-137 1990.

KAWAND, T.s SIMOESs L.C.G. Morphogenetic effects of caffeine

On

Biomphalaria glabrata (Fulmonatas Planorbidas). Developmental

Biology:s v. 29x N 3 p. 281-302« 1987.

KIHILLMAN 4 B.A. Effects of caffeine on the genetic material. HMutation

Research: v. 2&s p. S93-74« 1974.

KIHLMAN, EB.A.s HANSSON, K.s ANDERSONs H.C. The effects of post-

treatments with caffeine during § and Gp on the frequencies

of

chraomosomal abevrations induced by thiotepa in voot tips of Vicia

faba and in human lymphocytes in vitro. Mutation Research. v. 1i@4,

P. 323-330, 1982.

KIMURA. H.s ADYAMAs T. lecvease in sensitivity to ethidiuwm bromide

by caffeine. dimethylsulfoxide ov I-aminobenzamide duwe to reduced

permeability. J. Pharmacobio-Dyn.. v. 1i2.: p. 589-598. 17897.

KUNICKA. J.E.s HMYCs A.s MELAMED, M.R.s DARZYNKIEWICZ, Z. Caffeine

increases sensitivity of INA to denaturation in chromatin of Li2id

cells. Cell Tissue Kinet.s v. 23y p. 31-3%2, 1979.

AVA
cm 1 2 3 4 S 6 T unespwl 12 13 14 15 1le 17

18



LA FPEN&s  A.y PUERTAS: Muodes MERINO.

’::I "

catfeine. Chromosoma. v. 83. n. 2: p. £41-248,

Bimeiosis

19615

LEGER s 23 La caféines un insecticide?™ La Recherches

RakES54:355 . 19854

W ou

16

induced

na il

LEITAO. A.A.C.s ALCANTARA GOMES. R. Mecanismos de Reparagio do

em Escherichia coli. IN COSTAsy 5.0.F.

Microorganlismos. Os Fundamentos da Engenharia Geneticas

Manole LTDA&. p. 135-1646. 1788.

LEHMANN, A.R.s KIRK-BELLy 5.. ARLETT. C.F..

cells with normal levels of excision repalir

FaHalMaos WEERD-KASTELEIM, E.A.s BOOTSMAS

Genetica

In.

hawve

synthesis atter UV-ivradiations Proceedings

Academy of Sciences.: v. 724 N 18 p. 219-223.

WEONARDN. TuKes WATSON, R.R.s FMOHS, M.E.

The

various body systems: a review. J. Am.

Ne By po. 1048-1053. 1987.

LOFRIENO . Nes BARALEs R.x BARONCELLI
caffeine. Mutation Research.: v. 2&6s p.

MAcFHEEs D.G.s LEYUENs M.F. Effects of caffeine

induced base-vepair substitution

Salmonella. Mutation Researchs:s v. 143,

MANTE. 8.5 MINNEMAN, K.F. Caffeine inhibits

perisda

Diet.

S.

rictecular

FATERSON

a

of

19275

Associations

Genetic

83-87 .

cyclic AMF  accumulation in rat brain.

Fharmacologys v. 175 p. R203-R205. 19906.
MENDELSON, .. SORELS: F.H. The inhibiting effect of caffeine on
maternal YERALY of radiation—induced

Drosophila. Mutation Researchs v. &2é&s p.

AVA
cm 1 2 3 4 S 6 T lj"(;f;r)‘m

1

12318y

12

19845.

=
i%9

effects of

74 .

on

the

e

s
&l w

DNA

d e

Editora

Maluy

defect

in

LOHMAN

Xevoderma pigmentosum

INA

National

caffeine

sy
W om

effects

on

87y

e
L !

ultraviolet -

mutagenesis

in

forskolin~stimulated

13

European

chyomosomes

Journal

breaks

1974.

14

15

16

17

of

the

in

18



187

MITTLERS Sas MITTLERs J.E.« OWENS: S.L. lLoss of chromosomes and
nondisjunction  induced by caffeine in Drosophila. Nature. v. 2i4.
Po 434, 19457,

NAKAMOTO. T.s GRANT: S.s YAZDANI« M. The effects of maternal
catfeine intake duving pregnancy on mineral contents of fetal rvat
bone. Res. Exp. Med., v. 189, p. 275-280, 1989.

NETER 4 Jox WASSERMAN. W. Applied Linear Statistical MHModels:
Homewood Richavd ., Ivwine Ince 1974.

CNISHI, Y.s HASEGAWAs HM.M., INUI« N. Production of chromosome
pulverization specially associated with the effect of post-
treatment with caffeine after treatment with different classes of
clastogens in Chinese hamster V79 cells. Jpn. J. Genet.. v. S84 n.
bRptal1=02.19838¢

OKOYAMA, S.a KITADs Y. Inhibition of chrvomosome vepair by caffeine
ov  i1sonicotinic acid hydrazide on chromosome damage induced by
mitomycin C in human lymphocytes. Mutation Researchs v. 8{. n. 1.
PafZ5-B0y 1981.

OLIVIER, F.s. HMARZIN, Do Study of the genotoxic potential of 48
inovganic devivatives with the 805 chromoteste. Mutation Researchs
Ve 1984 p. 263-26%. 1987.

OSTERTAGs W.s, DUISBERG, E.s STURMANN, M. The mutagenic activity of

caffeine in man. Mutation Research.: v. 2. p. 293-2%94, 1945,

L FARKs C.K.s OHGODAs D.s NIWA. K. Penetvation of bovine follicular

oocytes by frozen-thawed spermatozoa in the presence of caffeine
and heparin. J. Reprod. Fert.:. v. 846y p. 5 s 1989.
FERES: Cafies SALDIVA. C.0. Planejamento de Experimentos. 52 Simposio

Nacional de Probabilidade e Estatistica. 5SF. 1983,




108
FOLLARI.  T.s  JABEBDUR. H.os  MEHRABANI. P.A.  Effects of caffeine
administered during pregnancy on fetal development and subsequent
function  in the adult rath prolonged effects on a second
genevation. Journal of Toxicology and Environmental Health, v. 22,
pRAL 18 « 49875
FONS sy FalWay MULLER. F. Induction of Fframeshift mutations by caffeine
in Escherichia coli Ki#Z. Mutagenesis. v. S e & pa 173477,

1990.

%yREES, daland FBORDs o WLG ol cp oHULL s MIBuRTe 1 Effectonnf caffeineraand

pentoxifylline orn the mobility  and mstabolism o f fveiman
gpermatozoa. J. Reprod. Fert.., v. 90, p. {47-4546, 1990,

REICKSs M.y RADER, J.I. Effects of dietary tin and copper on rat
hepatocellular  antioxidant protection (4343¢). Proc. Soc. Exp.
Biol. Mediciney v. i9Gs p. 1283-128. 1990¢.

CulFes FERSAUDy T.V.N. Craniofacial and limb development
garly  rat embryos  following in utero exposure to ethanol  and
caffeine. Anat. Anz. Jena, v. 170, p. 9-1i4, 1990.

S5A5AKT . H.x NISHIMOTO, T. X-ray-related potentially lethal damage
expressed by chromosome condensation and the influence
caffeine. Radiation Research. v. 189. p. 72-B2, 1989.

SA5AKI.  Y.F .. IMANISHI. H.y OHTAs T.s SHIRASU, Y. Modifuing effects
of components of plant essence on  the induction of sister-
chromatid exchanges in cultuwred Chinese hamster ovary cells.
Mutation Research, v. @2&s p. 1031104 178%.

SCHOFFs F.K.s LARDYs H.A. Effects of fluovride and caffeine on the
metabolism  and mobility of ejaculated bovine spermatozoa. Biology

of Reproduction: v. 37, p. 1037-i044, 1987.

AVA
cm 1 2 3 4 S 6 T unespwl 12 13 14 15 16 17 18



TeWasy JOHNSONs FPos RODERICKs TaHew CARNEY s  Jubies RENNERT .
0.W. A single gene difference determines relative susceptibility
to catfeine-indiced lethality in SWRO oand  CRS O inbred mice.

Fharmacology Biochemistry & Behavior. v. &3. p. 275-278, 1985,

SEHGAL: S.5.s SIMOES, L.C.G. Freliminary results on the effects of
neuvotropic drugs on Drosophila melanogaster. Ciéncia e Culturas
Vi 28 e By p. Fi7-920y 1974.

SEHGAL s, S5.5.s SIMOESs L.C.G.s JURAND, A. Effects of caffeine on
growth  and metamovphosis of moth fly Telmatoscopus albipunctatus

(Diptevas PFsychodidae). Ent. Exp. & Appl.: v. 21 : 174981,

SHITH . Eia MOEIHATTON 4 FraR asa SULLIVAN, B Effects of
administering caftfeine to pregnant rats either as a single daily
dose or as divided doses four times a day. Fd. Chem. Toxic.. Vo

o o e R R B b S S B NG L £

SO0ARES & N R BARTHAN 4 F.C. Metodos Estatisticos em HMedicina

Biologias 4142 Coldquio Brasileivo de Matemdtica. IMPA. FPogos
Caldas, 1983.

SO0MANT s S.Mes  GUPTAs F. Caffeiner a new look at an  age-old drug.
International Journal of clinical Pharmacologys Therapy and
Toxicology.: v. 26 na iy p. 521533, 1985.

SRINIVASAN: A«  FREMKUMAR~REDDY. E.s SARMA, F.85.. SCHULZ, R.A.
Inhibition of RNA-dependent TINA polymerase activity of
oncovnaviruses by caffeine. Biochemical and Biophysical Research
Communicationss v. Z4is n. La p. B39-844. 1977,

STAVRICs B.s GILEBERTs 8.G. Caffeine metabolisms A& problem in

extyrapolating results From animal studies of humans. Acta. Pharm.

Jugosl.s wv. 4@ p. 4754 i990.

AVA
AVAVAY

cm 1 2 3 4 S 6 T unespwl 12 13 14 15 1le 17

18



STORZ s Gaes TARTAGLIA. Lofiaa B.N. Transcriptional relator

oxidative stress-inducible geneg: direct activat?un by oxidation.
Sciences v. 2484 p. 189-194. 1990.

TANAKA, H.s NAKAZAWA, K.s ARIMAY M. Effects of maternal caffeine
ingestion on the perinatal cevebrum. Biol. Neonates v. 9l . p.
332-339. 1987

TANZARELLAs C.s  ASTOLFIs: 8. FALITTIS F. Effect of caffeine on
induced damage in cells of Xenopus laevis. Mutation Research.
128: ne iy p. 25-2%9. 1984.

TaRGA,. H.J. SYnevgism between caffeine and y-vadiation in  the
induction of dominant letha} mutations in oocytes and spermatozoa
of Musca domestica. Mutation Researchs v. 1i@, p. 344-325. 1983.

TERASAKA, 0., NIITSU, T. Unequal cell division and chromatin
differentiation in pollen grain cells. I. Centrvifugals cold and
caffeine treatments. Bot. Mag. Tokyo. v. 128, p. 205-28i&. 1787,

TIMSON, J. Caffeine. Mutation Researchy v. 47,4 p. 152, 1977,

TRIFATHY s N.K.s WURGLER., F.E.s FREIs H. Genetic toxicity of
carcinogens  and  six non-cavcinogens in the Drosophila wing
test . Mutation Researchs v. @248. po 169-18¢. 1990.

WILCOXs A.y WEINBERGs C.as BAIRD, I. Caffeinated beverages and
decveased Ffertility. The Lancets wv. II« n. B4&26/78627, p.
1453-14564 19788. .

TOKOGOSHT s Haw TANI« H.s AMAND. N. The effects of caffeine and
catfeine-containing beverages an the disposition of brain
serotonin  in rvats. Agric. Biol. Chem.:. Vi ol B igs . R

38132864







