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I - INTRODUGKO

-

A cafeina (1,3,?-trimeti1xantina,C8H11N402) €
um estimulante do sistema nervoso central, largamente consumi
da como componente do cafeé, cha e outras bebidas, estando tam
bém contida em uma variedade de produtos medicinais. Ela é
produzida pela conversdo enzimatica da xantina.

TIMSON (1977) apresenta uma revisao dos produ-
tos naturais que contém cafeina e seu uso em diversas partes
do mundo. Por exemplo, na regiao amazonica, a bebida__ggarané
€ preparada a partir de sementes de Paullinia cupana e 12

sorbelis, e outra bebida, o yoco,é feita com a casca de P,

yoco. A casca desta ultima planta possui de 3 a 6% de cafei-

na. Outra planta muito antiga, usada no preparo do mate € a
Ilex paraguensis. Ela € nativa das montanhas do Paraguai e é
extensivamente cultivada na Argentina e sul do Brasil; o con-
teudo de cafeina, no mate, pode ser superior a 0,7%. Ainda de
acordo com TIMSON (1977), provavelmente a bebida nao alcooli-
ca mais frequentemente consumida seja o cha preparado com as
folhas de Camellia sinensis, um arbusto nativo da China e ago
ra extensivamente cultivado na India e muitas cidades da Asia
e oeste da Africa. Parece que, no inicio, esse cha era empre
gado na medicina e s0 mais tarde passou a ser usado como bebi
da.

O café € preparado a partir dos frutos das espé
cies de Coffea, especialmente C. arabica da qual provéem cer
ca de 90% do café consumido no mundo. O grao de C. arabica
contem de 0,7 a 1,5% de cafeina. A planta € nativa da Etiopia
e € tambem cultivada na América do Sul e Central, principal-

mente no Brasil, Colombia e Costa Rica. Outras espécies de




Coffea usadas incluem C. liberica, C. robusta e C. canephora.
A Gltima e nativa da regiao do Congo e € cultivada na Indoneé-
sia.

Cola nitica € uma arvore nativa do oeste da
Africa que agora e frequentemente cultivada no Brasil, India
e Jamaica. Um certo tipo de cha € preparado a partir de suas
sementes.

Ja o chocolate e as bebidas de cacau sao prepa-
radas a partir de sementes de Teobroma cacao, as quais con-
tem cerca de 1% de teobromina e uma menor quantidade de cafel

na. O cacau possui acima de 50 mg de cafeina por xicara.

Segundo STAVRIC e cols. (1988) o consumo de ca-

feina em uma amostra de individuos usuarios do cafe, por eles
analisada, variou de 49 a 1022 mg/dia, com uma média, por xi-
cara, de 80 mg. Ainda segundo o mesmo autor, esses calculos
sao importantes para estudos de dose-resposta, tendo em vista
o risco de uma variedade de doengas agudas e cronicas relacio
nadas com o consumo do café. Na verdade a humanidade vem se
submetendo aos efeitos da cafeina por muitas geracoes.

A cafeina, por seu comportamento semelhante ao
das bases ou alcalis, inclui-se entre as substancias chamadas
alcaloides. E um po branco ou massa branca constituida por
longos cristais aciculares, brancos, flexiveis, muito 1leves,
com brilho sedoso. Funde-se entre 235 e 237°C e sublima-se
acima de 176°C i pressao atmosferica, sem decomposicao.

A solubilidade da cafeina, em agua, varia com a
temperatura. A 0°C ela & de 0,60 g/100 ml H,0, a 25°C & de
2,80 g/100 ml HZO e a 1000C, de 50 g/100 ml HZO' A solubili-
dade em outros solventes, como acetona, cloroformio e etanol,

a ZSOC, e de, respectivamente, 2,0, 18,2 e 1,5 g/100 ml do

solvente.




Os sais de cafeina dissociam-se POT CVaporacao
de suas respectivas solugoes aquosas. A cafeina ¢  facilmente
decomposta cm cafeinidina, com tratamentos alcalis a quente;
possui um sabor amargo.

A cafeina, no homem, € metabolizada primeiramecn
te por oxidacao e desmetilagao, sob influencia do sistema oxi
dase de funcao mista, dependente do citocromo P-450, das c¢élu
las microssomais hepaticas (SCOTT e cols., 1988).

De acordo com SCOTT e cols. (1988), somecnte 1 a
3% da dose ingerida de cafeina € excretada pela urina, de for
ma inalterada. A maior parte da cafeina € N-desmetilada  nas
posigoes 7 e 3 produzindo l-metilxantina (1-MX) e o seu meta-
bolito posterior, o acido l-metillGrico (7-MX), 1,7-dimetilxan
tina (1,7-MX) e acido dimetilarico (1,7-MU). LEsses autores
apresentaram um cuadro da via metabolica da cafeina,que trans
crevemos na pagina seguinte.

0 efeito de doencas do figado na eliminacgao da
cafeina foi estudado por monitoracao da saida (clearence) da

cafeina administrada por via oral ou intravenosa, do plasma,

e por medida do CO2 no ar expirado, apos injecao intravenosa

de cafeina. Os resultados destes estudos mostraram que, cm
pacientes com cirrose, a saida da cafeina do plasma ¢ signifi
cativamente reduzida e sua meia vida ¢ significativanente pro
longada. Iludangas menos significativas foram encontradas c¢m
pacientes com doengas do figado nao cirroticas. A saida redu
zida da cafeina em pacientes com doencgas cronicas do figado ¢
usualmente atribuida a uma reducao na massa de hepatocitos fun-
cionantes. Entretanto, o atraso na climinagao pode 1refletir
alteracoes especificas na biotransformacao da cafeina. Mudan-

cas na remogao da cafeina foram relatadas apos a adninistra-




6-amino-5- (N~-formilmetil-amino)- acido 1,3,7-trimetilurico

1,3-dimetiluracil

(1,3,7-MU)

CAFEINA

6-amino-5- (N-formi lme
tilamino) 3-netilurac::

Teofilina <
(1,3-dimetilxantina, 1,3-MX)
5-acetilamino-

6-formilamino
3-metiluracil

(1,3,7-trinetilxantina)

6-amino-5- (N-formilmetil-

amino) 3-metiluracil

acido 1,3-
dimetilirico
(1,3-MU)

acido 1-metilQrico
(1-MU)

(Paraxantina)
1-7-dimetilxantina

3-metilxantina
(3-MX)

1
!

acido 3-meti- acido 1,7-dimetil-

larico arico (1.7-MU)

Via metabolica da cafeina (segundo SCOTT e cols., 1988)

(1 ’ 7-‘\D0 \-D

» Teobromina

(3,7-dimetilxantina, 3,7-MX\)

2

acido 3,7-dime-

tilurico (3,7-MuU)

7-metilxantina
(7-MX)

|
!

7-metilirico
(7-MU)

acido
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cao de allopurinol e contraceptivos orais, durante a gravidez
e na infancia (revisao em SCOTT e cols., 1988).

A cafeina, no homem, € rapidamente absorvida pe
lo trato gastrointestinal e distribuida pelos varios tecidos
na proporgao de seu contetdo de agua. Isto ocorre tanto com
as celulas somaticas, como com as células germinativas. A

quantidade de cafeina encontrada nas células do feto e da mae

sao equivalentes (revisao em KIHLMAN, 1974). Também no rato

a cafeina € rapidamente e quase completamente metaboli zada sen
do sua meia vida, nesse organismo e no homem, de cerca de 3
horas.

A cafeina tem uso limitado na medicina. Ela e
raramente utilizada pura; € mais frequentemente utilizada em
combinacao com outras drogas e os autores geralmente acredi-
tam que possui efeito ativador de varias fungoes. Foi utili-
zada em combinagao com isoxupine e acetominofen no tratamento
de tensdo pré-menstrual e dismenorréia primaria. A cafeina
tem sido também usada na escala limitada em medicina veterina
ria, principalmente como estimulante cardiaco e respiratGrio.
A cafeina possui acgao estimulante sobre o sistema nervoso cen
tral, especialmente nas fungoes psiquicas, e estimula os cen-
tros respiratorios o que a torna util como estimulante em ca-
sos de intoxicacgao por alcool, barbituricos, etc. Nestes ca-
sos, a cafeina € utilizada quando o mecanismo da respiragao
deixa de responder de maneira adequada a seus estimulantes fi
sioldgicos. A cafeina possue ainda acao diurética e efeito es
timulante sobre o musculo estriado. Entretanto, pode causar
nauseas, vomitos, insonia, taquicardia, arritmia cardiaca e
diurese. Em caso de uso prolongado tém sido relatados casos

de tolerancia e dependéncia (revisao em TIMSON, 1977).




A cafeina tem sido também relacionada com a cle
vagao da pressao sanguinea, com a doenga fibrocistica, com o
cancer do pancreas e da bexiga, com a clevacido do colesterol
no soro sanguineo ¢ com outros problemas de saude (STAVRIC e

cols., 1988).

Sabe-se que a cafeina protege naturalmente  as

plantas contra infecgoes bacterianas, bolores patogénicos ou

ainda na competicao com outras plantas (PUTNAM, 1983, in
LEGER, 1985). Possui efeitos pestistatico e pesticida  (NA-
THANSON, 1984).

Varios trabalhos tem indicado que a cafeina
apresenta um efeito potencial danoso ao desenvolvimento huma-
no e animal. Alguns desses trabalhos mostraram que a cafeina
teria efeito teratogénico, causando malformacoes quando admi-

nistrada oralmente a ratas gravidas, em doses maiores do que
75 mg/Kg. Essas malformacoes abrangem palato fendido e ou-
tras anomalias menores como hemorragia subcutanea, edema, re-
ducao do peso fetal e retardo na ossificagao. Uma pequena re
visao dos efeitos teratogénicos da cafeina foi apresentada
por SMITH e cols. (1987).

KAWANO § SIMOES (1987), demonstraram que o tra-
tamento de embrioes de BiZomphalaria glabrata com cafeina in-
duz malformagoes que abrangem o retardo na clivagem de célu-
las, alteragoes no numero de células na vesicula da cabeca e
nas placas apicais, monoftalmia e exogastrula.

Foi demonstrado que a cafeina acumula na mulher
gravida, atravessa a placenta e atinge o feto que nao tem as
enzimas necessarias para o Seu metabolismo. Essas evidéncias
sugerem que a intoxicagao do - embriao, induzida pela cafeina,
¢ possivel. Para os autores, entrctanto, nao esta claro se
a droga afeta diretamente o embriao ou causa um efeito mater-
no, tal como a secregao excessiva de catecolaminas que pode
comprometer secundariamente o desenvolvimento (BRUYERE e cols.,
1988).

Uma malformacao especifica nos descendentes de




ratas gravidas tratadas com cafeina a 75 mg/Kg ¢ a cctrodacti
lia em que o efeito ¢ proporcional a dose. Esse trabalho foi
realizado por BERTRAND e cols. (1965, in TIMSON, 1977). Resul
tados posteriores (BERTRAND e cols., 1970, citado no mesmo
trabalho), mostraram que a indugao desta malformagao especifi
ca, em ratos, pela cafeina, estava em parte sob o controle ge
nético, uma vez que ocorreu em algumas linhagens e ndo em ou-
tras. Esse efeito da cafeina foi considerado teratogeénico e
nao mutagenico, pois nenhum caso de malformagao foi encontra
do em 60 descendentes dos ratos afetados pela cafeina.

Um dos trabalhos pioneiros com cafeina foi rea-
lizado por DRUCKREY § SCHREIBER (1938, in TIMSON, 1977) em ou
rico do mar. Esse organismo teve seu desenvolvimento normal
inibido pela cafeina a 200 mg/l. O mesmo autor cita que 021
goto de Arbacta puncutulata tem seu processo de diferencia-
cao completamente inibido sob o efeito da cafeina, em concen-
tracao igual ou superior a M/40.

No dibtero, Telmatoscopus albipunctatus, SEHGAL
e cols. (1977) mostraram que a cafeina causa severo retardo
do crescimento e desenvolvimento e uma mortalidade elevada das
larvas.Pupas tratadas originaram adultos com abdomens alonga-
dos, asas anormais e fertilidade reduzida.

O tratamento de ovos e larvas de Drosophila
melanogaster COMm algumas drogas, incluindo a cafeina foi rea-
lizado por SEHGAL § SIMOES (1976). Esses autores verificaram

que as drogas utilizadas nao causaram retardo no desenvolvi-

mento larval, mas as femeas resultantes apresentaram malformg
coes do ovario e esterilidade na maioria dos casos. Os auto-
res atribuiram as alteracées no desenvolvimento do ovario a
degeneracao de células dos ganglios cerebrais due poderiam in
terromper a sintese e a liberagao dos hormonios responsaveis
pela diferenciacao ovariana e formacao dos oo0citos, da mesma
forma que foi sugerida no caso da mariposa Hyalophora cecro-
piq POTr BLAUSTEIN & SCHNEIDERMAN (1960, in SEHGAL §& SIMOES,
197 6]

0 efeito da cafeina foi estudado também na for-
macao de tumores melanoticos que algumas linhagens de Droso-
phila desenvolvem espontancamente. PALADINO G CAVOLINA
(1984), verificaram que a linhagem tu-pb de Drosophila mela-

nogaster,tratada com cafeina, mostra reducao significativa da

AVA
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incidéncia de tumores. Entretanto, a cafeina so é ativa se
aplicada durante as primeiras fases do desenvolvimento.

TIMSON (1977) relata dados de WEATHERSBEE (1975)
segundo os quais exemplares de hamster chineés tratados com
0,02 g/100 ml de cafeina na agua de beber por 60 dias, pro-
duziram ninhadas com uma mudanga significativa na razao de
sexo (49,2% de femeas no controle para 61,4% de femeas na
amostra tratada).

TIMSON (1977) também relata o  trabalho de
NISHIMURA § NAKAI (1960), segundo o qual injecoes intraperi-
toniais de 1% de cafeina por 0,25 mg/g peso corporeo (esta €
a dose maxima tolerada) em femeas gravidas de camundongo, do
7° ao 15° dias de gravidez, causaram morte embrionaria e fe-
tos malformados. Taxas de malformacoes fetal de 18 a 43% fo
ram obtidas quando as injecoes foram dadas entre o 10° e o
14° dias. A maioria das malformagoes observadas atingiram o
sistema esquelético, especialmente os dedos e o palato (fen-
dido). Em outro trabalho foi sugerido que a cafeina poderia
estar agindo como um co-teratogenico (YIELDING e cols.,1976,

in TIMSON, 1977), pois causou um aumento significativo no nu

mero de descendentes com palato fendido, causado por raios X
a

a 200 rad, quando administrada em doses nao teratogénicas
fémeas gravidas de camundongo.

Os efeitos da cafeina no reparo do DNA e na mu
tagénese tem sido estudados em eucariotos e procariotos.Efei
tos mutagenicos, co-mutagénicos, anti-mutagénicos e anti-car
cinogénicos, foram atribuidos a cafeina em diferentes traba-
lhos, as vezes para um mesmo organismo.

CLARKE § WADE (1973, in MACPHEE §& LEYDEN, 1985 )
verificaram em Escherichia coli que a cafeina & um mutage-
nico do tipo '"frameshift". Ja em Salmonella typhimurium ,

MACPHEE § LEYDEN (1985) ,observaram que a cafeina inibe signi
ficativamente a ocorréncia de mutacoes devidas a substitui-

cao de pares de base, induzidas pelos raios ultravioletas |,
mas tem um efeito pequeno na origem de mutacoes '"frameshift",
na mesma populacao de células.

Um aspecto comum a todos os trabalhos parece
ser a indicacao de oue a cafeina tem a capacidade de inibir
diferentes processos de reparo do DNA, levando aos resulta
dos observados (MAcPHEE & LEYDEN, 1985). i




CHAUDHURI § GHOSH (1982) estudaram, em células
de Sarcoma-180 de camundongos, o efeito da cafeina sobre os
acidos nucleéicos observando uma relagdo dosc-dependente. Em

altas doses, a cafeina mostrou uma inibicao da incorporacao

dos precursores radioativos no DNA, RNA e proteina. De acor-

do com os autores, este efeito inibitorio & parcialmente de-
vido a inibicao da incorporacao dos precursores adicionados

e parcialmente devido a inibigao da sintese. O efeito inibi
torio da cafeina no processo sintético foi eliminado por in-
cubagao das células tratadas em meio livre de cafeina,assim,
podendo ser explicado com base em que a interagao DNA-cafei
na possivelmente seja um processo fisico. Os mesmos autores
observaram que altas doses de cafeina produzem letalidade
que pode ser devida ao aumento de quebras no DNA por aumento
concomitante na atividade DNase intranuclear. Nesse sentido,

SEHGAL e cols. (1977) verificaram que a cafeina afeta 0 grau
de politenizacao dos cromossomos de Telmatoscopus albipuncta
tus , atribuindo esse efeito ao retardo da sintese de DNA.

SANDLIE § KLEPPE (1982) estudaram a influencia
da cafeina na concentracao de varios nucleosideos trifosfa-
tados, alem do dATMP e dTDP, em Escherichia coli . Para a
maioria dos nucleosideos trifosfatados a presencga de 10 mM
de cafeina no meio resultou em um pequeno aumento na quanti-
dade, 5 minutos apos a adicao, seguido por decréscimo lento
para a concentracao inicial. No caso de dTTP, entretanto ,
atingiu a quantidade maxima, 2 vezes superior ao valor ini-
cial, 30 minutos apos a adicao da cafeina. Os autores atri
buiram este aumento no nivel de dTTP a um efeito provavel da
cafeina sobre o processo de sintese do DNA e sintese de agu-
car-dTDP.

Efeito da cafeina na inibicao da DNA polimera-

se foi descrita vor varios autores, como por exemplo,VRAG e cols.
(1967, in SRINIVASAN e cols., 1979). Os ultimos autores mos

traram que, sem duvida, a cafeina inibe a DNA polimerase dec-




pendente do RNA (transcriptase reversa) cm virus oncogcnicos
de murinus e aves.

LOPRIENO e cols. (1974) observaram no CTOomos-
somo 11 de Schizosaccharomyces pombe, que a cafeina reduz o
numero de recombinantes com simples e duplo crossing-over.Foi
também estudado o efeito da cafeina sobre a freqliencia de con
versao genica entre sitios heterozigotos localizados a dife
rentes intervalos, no locus ade 7. A frequencia de conversao
do gene foi diferencialmente influenciada pela cafeina, depen
dendo da distancia dos heteroalelos analisados.

Segundo OKOYAMA § KITAO (1981), a freqllencia de
trocas intercromatidicas por mitomicina C em cultura de 1info
citos humanos ¢ diminuida marcadamente na presenca de cafeina
ou acido isonicotinico hidrazida (INH) durante um periodo pos-
tratamento, indicando existencia de um NDrocesso sensivel a
essas substancias na formacao de trocas.

Em Drosophila melanogaster, DE MARCO & POLANI

(1981) observaram que a cafeina (IU_ZH) induz altos niveis de

aberracoes cromatidicas nos ganglios neurais de larvas de ter
ceiro estadio, quando adicionada as células em G2 tardio e
profase mitotica. Foi observado também, nessas fases e em S,
que a cafeina aumenta fortemente os danos induzidos por raio-X.
Os autores apresentaram a hipotese de que, em diferentes esta
gios de S, a cafeina pode inibir uma fase tardia do processo
de excisao-reparo, somente quando ele foi ativado pela presen
ca de lesoes no DNA induzidas por agentes fisicos ou quimicos.
Essa hipotese pode explicar tanto a potenciacao como a capaci
dade da cafeina sozinha induzir aberracdes em estagios parti-

culares.




Desde que os efeitos de potenciacgiao de pos-tra-
tamento com cafeina na morte cclular e nos danos cromossomi-
cos induzidos por mutagcénicos foram descobertos, respectiva-
mente por RAUTH (1967) e SHONEICH e cols. (1970, ambos in
KIHLMAN e cols., 1982), esses cfeitos tem sido extensivamente
estudado em muitos laboratorios. O aumento causado pela ca-
feina, embora nem sempre da mesma magnitude, tem sido observa
do em muitos materiais diferentes e apOs exposicao a um gran
de numero de agentes fisicos e quimicos diferentes.

Micro-irradiagao UV de pequena parte dos nucleos
de hamster chinés e pos-incubacao com cafeina resulta frequen
temente em cromossomos quebrados na primeira mitose apos a ir
radiagao. Em algumas destas células mitoticas, as quebras cro
mossomicas sao restritas a poucos Cromossomos espacialmente
relacionados em uma pequena area da metafase espalhada; em ou
tros, as quebras ocorrem no complemento cromossomico completo
(CGREMER e cols., 1983).

0 efeito da cafeina sobre aberracdes cromosso-
micas induzidas in vivo (camundongos) por trietilelinimelami-
ne (TEM) e adriamicina(ADR) foi estudado por DULOUT e colishk
(1981). Os tratamentos combinados com TEM mais cafeina mos-
tram a potencializagao da primeira droga pela segunda na fre-
qUencia de falhas, quebras e trocas cromatidicas. Tratamento
com ADR mais cafeina potencializa o efeito apenas na freqllen-

cia de fusoes centricas. Os resultados foram explicados com

base no envolvimento das drogas nos processos de sintese e re

paro de DNA.
Os efeitos de pos-tratamento com cafeina sobre
as freqllencias de aberragoes cromossomicas,induzidas por ou-

tros agentes foi estudada por outros autores tambem. Entre




cles incluem-sc KIHLMAN ¢ cols. (1982), que cstudaram o proble
ma em linfocitos humanos e pontas de raiz de VieiZa faba. Os
rcsultados do pos-tratamento variam em fungiao da fase em  que
este ocorre e com o organismo considerado, causando forte au-
mento ou mesmo nenhuma alteracao.

HERNANDEZ e cols. (1986), mostraram que a cafel-
na (1 a 10 mM) induz aberracbes cromossomicas em ccélulas de
meristema de raiz de AllZum cepa, em cultura, de forma dosc-de
pendente e a eficiencia do tratamento esta correlacionado com

o quadrado da concentracao de cafeina. Os autores verificaram

- - - - - O
tambem, utilizando variagoes de temperatura de 5 a 25°C, que

quanto mais baixa a temperatura de cultura, maior o nivel de
aberracoes. Entretanto, em diferentes temperaturas, o nivel
de aberracoes cromossomicas € uma simples funcao da concentra-
cdo de cafeina e do nivel de ATP. Portanto, a eficiencia do
tratamento com cafeina parece ser determinada por algum tipo
de interacao entre a concentracao de cafeina e o nivel de ATP
celular. Na inducao de aberracoes cromossomicas, quanto mais
baixo o nivel de ATP, maior a eficiencia da cafeina.

CHINNICI & BETTINGER (1984) testaram a sensibili
dade de 35 populagoes de Drosophila melanogaster, ao carcino-
génico aflatoxina Bl e a cafeina. A maioria das linhagens foi
mais afetada pela aflatoxina do que pela cafeina, mas, varia-
coes significativas na sensibilidade para cada substancia fo-
ram encontradas nas populacoes. Oito delas foram testadas pa-
ra os efeitos da administragao simultanea de aflatoxina e ca-
feina. A cafeina demonstrou um efeito protetor significativo
contra o alto grau de mortalidade ovo-adulto produzido pela
aflatoxina e um retardo na diminuigao do comprimento do corpo,
mostrado pelos adultos que sobrevivem ao tratamento com aflato

xXina.




No trabalho de LA PENA e cols. (1981), solucgdao
de cafeina a 0,1% foi injetada em plantas de centeio em va-
rias fases do desenvolvimento da espiga. A citocinese foi ini
bida na linhagem germinativa e as c€lulas binucleadas sofrc-
ram bimeiose.

A cafeina tambcm inibe a citocinese em celulas
somaticas, sem alterar a cariocinese, dando origem a células
binucleadas GIMENEZ-MARTIN e cols. (1964, in LA PENA e cols.,
1981). De acordo com ESPINOC § VASQUEZ (1981), embora a acao
primaria da cafeina, nas células em cultura,seja a formacgao
de células polinucleadas, a fusao dos nucleos, nessas celulas
leva a formacao de nlucleos poliploides.

Muitos trabalhos mostram o envolvimento da ca-
feina com a atividade enzimatica celular. Além dos trabalhos
ja mencionados, anteriormente, podemos citar o de BALACHAN-
DRAN § SRINIVASAN (1982) que observaram que a cafeina inibe a
atividade da DNA polimerase de Escherichia coli e de seu gran
de fragmento proteolitico, no sistema de replicacao do DNA
in vitro. Resultados obtidos em estudos de tempo indicaram
que a inibicao pela cafeina atinge o maximo aos 30 minutos de
incubacao. Estudos de cinética enzimatica mostraram que a
inibicao era competitiva com respeito ao molde de DNA.

Uma pequena revisao dos efeitos enzimaticos da
cafeina foi apresentada também por TIMSON (1977). Esse autor

cita KIHLMAN & OVERGARD-HANSEN (1955) segundo os quais a ca-

fefna a 107% M inibe quase completamente a atividade da fosfo

rilase, no musculo de coelho. Este efeito inibitorio pode
ser revertido completamente pela 5'-AMP a baixas concentra-
goes. Fosforilases de plantas e algumas outras enzimas, in-

cluindo nucleosideo fosforilase, a desoxirribonuclease, a xan




tina oxidase, a GOPD hexoquinase e a fosfoglucomutase nao fo-
ram afetadas pela cafeina. No trabalho de revisao, sao cita-
dos os resultados de BUTCHER & SUTHERLAND (1962) segundo 0s

quais a acao da fosfodiesterase de nuclcotideos 3' S'ciclicos

foi competitivamente inibida pela cafeina, e os de COHEN e

cols. (1976) que mostraram que a cafeina a 10mM inibiu 40% da
atividade da mesma enzima, em células mamarias normais de ra-
tos e 80% em células neoplasicas do mesmo tecido, em culturas
de monocamadas.

Tambem em vertebrados, SUTHERLAND § RALL (1958 ,
in LEGER, 1985) mostraram que as metilxantinas inibem as enzi
mas fosfodiesterases, cujo papel € transformar, por hidrolise
a adenosina monofosfato ciclica (AMPc) em adenosina monofosfa
to (AMP). Se a concentracao de AMPc aumenta, ha inibicao da
contracao dos musculos esqueléticos e parece razoavel dizer
que o efeito inibitorio da cafeina € mediado pelo AMPc (AHN e
colsicRl1988)5

Além da cafeina inibir a enzima fosfodiesterase
ela também € um competitivo antagonico dos receptores de ade-
nosina extracelular (YOKOGOSHI e cols., 1987). Administracao
de adenosina a animais pode produzir muitas acoes fisiologi-
cas (sedacao, bradicardia, hipotensao e hipotermia) e estes
efeitos geralmente sao opostos a aqueles produzidos pela ca-
feina.

YOKOGOSHI e cols. (1987) analisaram os efeitos
da cafeina e da adenosina nos aminoacidos presentes em ceére-
bros de ratos. Em resumo, os resultados obtidos suportam os
de outros estudos, segundo os quais a cafeina inibe a ativida
de fosfodiesterase, in vivo, aumentando os niveis de AMPc no

soro. A adenosina € um potente estimulador da ciclase adeni-




lato em muitos tecidos, incluindo o cérebro, e sua adicgao a
dieta determina também um aumento dos niveis de AMPc no soro.

GARBERS e cols. (1971, in SCHOFF § LARDY, 1987)
determinaram que o AMPc esta envolvido na estimulacio da moti
lidade dos espermatozoides bovino e seu metabolismo. Inibido-
res da fosfodiesterase, entre os quais a cafeina, estimularam
a motilidade dos espermatozoides. HOSKINS e cols. (1974, tam-
béem citado em SCHOFF § LARDY, 1987) observaram que a elevacao
do AMPc intracelular também esta associada com o desenvolvi-

mento da capacidade de motilidade de espermatozoides imaturos

A cafeina exerce, portanto, sobre os sistemas
bioldgicos, uma variedade de agoes cujos mecanismos ainda per
manecem, em muitos casos, nao elucidados, recomendando-se a con-
tinuidade do estudo de seus efeitos. No presente trabalho foi
analisado o efeito da cafeina sobre alguns aspectos biologi-
cos de Drosophtila prosaltans.

Uma importante vantagem da Drosophila para este

tipo de estudo € sua capacidade de converter xenobioticos de

forma similar a dos mamiferos.|(O metabolismo de xenobidticos
\

nos mamiferos € mais ativo no figado. Os sistemas de enzi-
mas envolvidos nessa acao foram estudados extensivamente nas
decadas passadas. Para insetos, especialmente Drosophila, a
maioria dos dados foram obtidos mais recentemente. Os micros
somos obtidos de insetos ou de alguns de seus Orgdos particu-
lares possuem atividade metabolica similar a das preparagoes
microssomais do figado humano. A maior parte da atividade en-
zimatica em insetos esta localizada no trato gastrointestinal

nos tubulos de Malpighi e no corpo gorduroso. Varios traba-




lhos mostraram que o scgundo cromossomo de Drosophila trans-

porta genes importantes no controle do metabolismo dos Xxcno-

> A =~ e : .
bioticos) (pequena revisao em FOERSTER § WURGLER, 1984).

6

'unesp

AV
AVAVAL

112 13 14 15 16 17 18



I1. MATERIAIS E METODOS

Especie e Linhagem Utilizada

Foi utilizada no presente trabalho, a espécie
Drosophila prosaltans , pertencente ao subgrupo Saltans do gru
po do mesmo nome. Essa espécie foi preliminarmente analisada
quanto ao isolamento reprodutivo e ao polimorfismo cromossomi
co (BICUDO, 1973a,b e 1979). A linhagem utilizada & proceden
te de Sangre Grande, Trinidad, e vem sendo mantida no Departa
mento de Biologia do Instituto de Biociéncias, Letras e Cieén-
cias Exatas de Sao Jos¢ do Rio Preto, UNESP, ha aproximadamen
te 25 anos. Essa linhagem nao apresenta inversoes heterozigo-
tas, tendo sido utilizada como padrao nos estudos de polimor

fismo cromossomico (BICUDO, 1973a; BICUDO e cols., 1978).

Manutencao em Laboratorio e Meios de Cultura

Utilizados nos Experimentos

As moscas utilizadas neste trabalho foram manti-
- (e} .
das em camara de temperatura constante a 20 C + 1°C e em meio

de cultura de banana-agar, cuja formula € a que segue:

1000 ml1 de agua
800 g de banana
12 g de agar-agar

15 g de fermento Fleischmann dissolvido

15 m1 de agua

ml de melado preparado com 1 kg de acucar
fervido em 250 ml de agua até dar o pon-
to

ml de solucao alcoolica de nipagin 7%
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Para os ecxperimentos, a essc meio controle (C)
foram adicionadas quatro diferentes concentracoes de cafei-
na, resultando em quatro tipos de meios diferentes, alem do

controle, descritos a seguir:

meio to: 50 ug de cafeina por ml de meio
meio tl: 100 pug de cafeina por ml de meio
meio t2: 1000 ug de cafeina por ml de meio

meio t3: 1500 pg de cafeina por ml de meio

A escolha das doses de cafeina foi feita com ba
se em um experimento piloto, seguindo a técnica descrita em
BOURNIAS-VARDIABASIS § TEPLITZ (1982). Assim, nesse experi-
mento piloto, as diferentes concentracoes de cafeina foram
utilizadas no meio de cultura para alimentar individuos adul-
tcz . de Drosophila, visando a determinar a concentracao em que
metade das moscas morriam (DL50). Para esse fim, foram utili-
zadas as espécies Drosophila mulleri e Drosophila prosaltans,
tendo-se verificado que a cafeina a 2000 pg/ml & letal para
50% das moscas em 2 dias, e para 100% em 4 dias. Foram tam-
bém preparados 24 cruzamentos com 5 casais, em tubos contendo
meio de cultura com essa dose de cafeina. Dez produziram des-
cendentes adultos cujo numero correspondeu a aproximadamente
40% do numero produzido nos cruzamentos controle. Dos 14 cru
zamentos que nao produziram descendentes adultos, 11 produzi-
ram larvas, indicando que nessa dosagem a mortalidade 1larval

tambem € elevada. Assim, inicialmente optou-se por wutilizar

diluicbes correspondentes a 50% (1000 pg/ml) e a 5% (100pg/ml).

Posteriormente, decidiu-se também incluir, nos experimentos ,
as concentragoes correspondentes a 75% (1500 pg/ml) e a

(50 ug/ml).

Essas quatro concentracoes de cafeina foram adi




cionadas ao meio de cultura de banana-agar, resultando nos
quatro tipos de meios descritos anteriormente.

Devido ao fato da cafeina possuir uma baixa so-
lubilidade em agua destilada fria (sao necessarios 46 ml de

agua destilada fria para dissolver 1 grama), no presente tra-

> el : = : 0
balho a cafeina foi dissolvida em agua destilada a + 30°C, na

proporcao de 1g/5,5 ml de agua destilada (dados obtidos do
Tndex Merck). A cafeina solubilizada era adicionada ao meio
de cultura quente e, posteriormente, este era distribuido nos
frascos utilizados. Foram utilizados 40 ml de meio de cultura

nos frascos de % de 1itrp e 5 ml nos tubos.

Experimentos

3.1. Efeito da cafeina sobre a produtividade

Esse estudo foi feito em dois grupos de experi-
mentos. No primeiro, foram utilizados os meios de cultura C,
tl e t2. No segundo, os meios de cultura C, to e t3. Nos dois
grupos, o procedimento foi o mesmo. Foram coletadas moscas
virgens dos estoques e, apos 7 dias, colocados 10 casais em
cada uma de 30 garrafas (10 garrafas com cada tipo de ' meio),
em cada experimento. No total, foram utilizados, portanto ,
600 casais.

Foram coletadas moscas virgens nascidas nessas
garrafas e, apos 6 dias, montados cruzamentos por casal, em
tubos, sendo 20 para cada um dos tipos de experimentos descri

tos a seguir:

Grupo 1

A - com moscas produzidas no meio controle:
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1. € » C (transferidas para mecio controle)
2. C ~ tl1 (transferidas para meio tl)

3. C » t2 (transferidas para meio t2)

com moscas produzidas em meio tl:

(transferidas para meio controle)
(transferidas para meio tl)

(transferidas para meio t2)

com moscas produzidas no meio

7. t2» C (transferidas para meio controle)

8. t2» t1 (transferidas para meio tl)

9. t2> t2 (transferidas para meio t2)

Grupo 2

A - com moscas produzidas no meio controle:

1. € > C (transferidas para meio controle)
2. C + to (transferidas para meio to)

3. C » t3 (transferidas para meio t3)
B - com moscas produzidas no meio t3:

4. t3 » to (transferidas para meio to)

AVA
AVAVA
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C - com moscas produzidas no meio to:

S. to » t3 (transferidas para meio t3)

No total, foram realizados 2830 cruzamentos nos
14 experimentos. Esses cruzamentos foram transferidos 3 ve-
zes para os mesmos tipos de meios, em intervalos de tres dias.
Os pais foram descartados na Gltima transferéncia ou repiaque.
Os descendentes foram contados separadamente por sexo, dia-

riamente, ateé que todas tenham nascido.

3.2. Efeito da cafeina sobre o tempo

de desenvolvimento

Para observacao do tempo de desenvolvimento, fo
ram coletadas moscas virgens e, apos 6 dias, colocadas em gru
pos de 100 casais em 5 garrafas, sendo que uma continha (o}
meio de cultura controle (C) e as quatro restantes, oS meios
de cultura to, tl, t2 e t3. Apos 36 horas, estas moscas fo-
ram transferidas para caixas de populagao contendo o mesmo ti
po de meio de cultura da garrafa de que provieranm.

As caixas de populacao utilizadas sdao de acrili
co incolor medindo 16 cm de lado e de altura e possuem 4 pes
de 3 cm. Apresentam duas aberturas na base, de 6,3 cm de
diametro, e outra abertura em uma das paredes laterais,de 5,5
cm de diametro. As aberturas da base adaptam-se placas de

Petri plasticas contendo o meio de cultura. A abertura late-

ral serve para introduzir as moscas e para arejamento através

de um orificio na rolha que a fecha, envolta em gase. A tampa

da caixa € vedada com durex e pode ser removida para limpeza.




As placas de Petri com meio de cultura foram tro
cadas nos dois dias seguintes a introducao das moscas, as 10 e

as 16 horas. As placas de Petri retiradas foram mantidas na

camara de temperatura constante a 200C < 12 Quando as lar-

vas comecaram a nascer, as placas foram lavadas, para eliminar
as larvas existentes, com solucao fisiologica de Shen (NICO-

LETTI, 1959), cuja formula € a que segue:

(e Pt o ol ot et i ] O
=R RGN s e ) T 2

= H O o atete Is s e ¢ etenl ) (HIHY']

Decorrida 1 hora, as novas larvas recem eclodi-
das foram coletadas e colocadas em numero de 10 em cada tubo
contendo o mesmo meio das caixas de populacao e das garrafas
de onde provieram seus pais. No total, foram coletadas e acom-
panhadas no seu desenvolvimento, 100 larvas de cada tipo de
meio de cultura. As larvas foram observadas, diariamente, até
a completa emergéncia dos adultos. Os machos e as fémeas fo-

ram contados diariamente.

3.3. Efeito da cafeina sobre a longevidade

Para analisar o efeito da cafeina sobre a longe-
vidade foram coletadas moscas virgens dos estoques e, apos 6
dias, colocados 10 casais em cada uma de 50 garrafas, as quais,
em grupos de 10, continham os meios de cultura .controle, to,
tl, t2 e t3. Portanto, no total, foram utilizados 500 casais,

sendo 100 em cada meio.

Moscas virgens, nascidas dessas garrafas foram
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coletadas e, up65 6 dias, utilizadas para montar os experimen
tos, cm grupos de 10 casais por garrafa, da mesma maneira que
foi realizado o experimento de efeito da cafeina sobre a pro-
dutividade, isto e, no total foram preparadas 130 garrafas,
sendo 10 de cada um dos tipos: C+ C, C+ to, C + tl, C -+ t2,
C=t3, tl > Ctlhmatigtiy-stZ St2arsCont2a ] T2 .» t25
t3+> to, to » t3.

Moscas recem-nascidas dessas garrafas foram co-
letadas e colocadas 16 fémeas ou 16 machos, isolados, ou 8 ca
sals por tubo, contendo os mesmos tipos de meios de cultura
onde nasceram. Em cada tipo de experimento, foram preparados
7 tubos com fémeas, 7 com machos e 6 com casais, totalizando
320 moscas (112 femeas, 112 machos e 48 casais) por tipo de
experimento, em 20 tubos. Nos treze experimentos foram utili
zadas 4160 moscas em 260 tubos. As moscas foram transferidas
semanalmente para meio de cultura novo, de mesmo tipo, compu-

tando-se entao, o numero de sobreviventes até que todas tenham

morrido.

3.4, Efeito da cafeina sobre a oviposicao

Para verificar um possivel efeito da cafeina so
bre a oviposicao, foram coletadas moscas virgens do estoque
e, apos 7 dias, colocadas em grupos de 10 casais em cada uma
de 50 garrafas, sendo que, em grupos de 10, essas garrafas
continham os meios de cultura controle, to, tl, t2 e t3.

Em um primeiro experimento foram coletadas mos-

cas virgens nascidas nos 5 tipos de meios e apos 6 dias, pre-

parados 100 casais e colocados em garrafas contendo os mesmos
tipos de meios onde nasceram. Apos 48 horas, estas moscas fo

ram transferidas para caixas de populacgao contendo placas de
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Petri com os mesmos meios de cultura de onde provieram. As
placas de Petri foram retiradas apos 12 horas e os ovos foram
contados. Para facilitar a contagem, as placas foram dividi-
das, com trago de corante, em areas menores, e observadas ao
microscopio estereoscopico.

Em um outro experimento observou-se também a ovi
posicao das moscas controle, colocadas em caixas de populacao
contendo os diferentes meios, isto &, to, tl, t2 e t3. Os de
talhes de realizacao do experimento foram iguais aos do pri-

meiro experimento.

3.5. Teste de preferencia de meio com ou sem

cafeina para oviposicao

Foram coletadas moscas virgens do estoque e,
apos 6 dias, colocados 500 casais em 5 garrafas, sendo 100
por garrafa. Apos 48 horas as moscas foram transferidas para
5 caixas de populacao contendo duas placas de Petri com meio
controle ou uma placa de Petri com meio controle e a outra
com meio to ou tl ou t2 ou t3. ApoOs 12 horas as placas de Pe
tri foram retiradas e os ovos contados.

Em todos esses experimentos tomou-se o cuidado

de manter as caixas de populacao no centro da camara de tempe

ratura constante para evitar que as placas de Petri, acopla-

das as caixas de populacao contendo os meios, recebessem ilu-

minacao diferente.

3.6. Efeito da cafeina sobre o peso das moscas

Dez casais de moscas virgens, obtidas dos esto-
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ques, foram colocadas cm garrafas contcndo os 5 tipos de
meios; controle, to,tl,t2e t3.De cada tipo foram feitas 9 ré
plicas.

Quando os descendentes desses casais comecaram
a nascer, foram coletados, diariamente, as mesmas horas, con-
tados e pesados separadamente por sexo. A pesagem era feita
do conjunto de moscas de mesmo sexo nascidas no dia, calculan
do-se o peso médio das moscas,dividindo-se seu peso total pe-
lo numero delas. Foram pesadas 621 moscas de cada sexo, de ca

da meio de cultura.

4. Preparacoes Citologicas

As glandulas salivares e os ganglios cerebrais
para o preparo de laminas, foram obtidos de larvas do tercei-
ro estadio tardio, produzidas nos 5 tipos de meios: controle,
tositlserZiert s,

As laminas e laminulas empregadas nas prepara-
¢Oes citologicas foram previamente submetidas ao seguinte tra
tamento: deixadas em Extran-MA 02 neutro (MERCK) por 30 minu-
tos, esfregadas individualmente e colocadas em uma cuba com
égua, por uma hora, em seguida, lavadas uma a uma em agua cor
rente e colocadas em outra cuba com agua destilada, por 30 mi
nutos, transferidas para solugao sulfocromica forte, por pelo
menos uma hora, e enxaguadas em agua corrente por 20 minutos.
As laminas foram ainda colocadas em solucdo de acido cloridri
co a 0,1 N, por uma hora e enxaguadas em agua corrente,  por

20 minutos. Laminas e laminulas foram entao colocadas em dois

banhos de agua destilada, por uma hora cada, seguindo-se seca

gem ao ar.
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As larvas do terceiro estadio tardio foram dis-
secadas em solugao fisiologica de DEMEREC (DEMEREC § KAUFMANN,

1945) ,cuja formula € a que segue:

S Na G s el TS (o
KC1 : : 0,35 g
CaCl 0,25 g
Hy0 ... .. 1000 ml

As glandulas e os ganglios eram retirados e transfe-

ridos para a lamina contendo uma gota de Orceina lacto-acéti-

ca onde eram deixados por 1 minuto e posteriormente lavados
em acido acético (Solucao aquosa a 45%) e colocados no acido
latico (Solugdao aquosa a 50%) ai permanecendo por 2 minutos.
Posteriormente, a lamina era coberta com a laminula e submeti
da a esmagamento conforme ATHERTON § GALL (1972). Esse esma-
gamento era feito batendo-se delicadamente, com a ponta de um
lapis borracha sobre a laminula, da lamina preparada e envol-
ta em papel higiénico e acompanhando-se, ao microscopio, o
grau de distensao dos cromossomos. A lutagem era realizada
com esmalte incolor.

As laminas foram guardadas no Freezer e analisa
das em microscopio Zeiss Standard Junior (883), com sistema
fotografico MC-63 automatico acoplado (doacdo CNPq - Processo
n® 40049/80) e em fotomicroscopio II Zeiss (doacao FAPESP -

Processo Biologicas n® 70/562).




Estudo das Esterases por Eletroforese em

Gel de Polijacrilamida

5.1. Preparo dos Geis

0 principio do gel de poliacrilamida consiste
na formacao de uma "malha" entre o monomero acrilamida e seu
comonomero de ligacao cruzada, a N, N' metilenobisacrilamida
(BIS), numa reacao de polimerizagao com auxilio de catalisado
res. Em geral sao usados, como catalisadores, o persulfato
de amonio e o TEMED (N, N, N', N' tetrahetilenodiamina). A re
lacao acrilamida/bisacrilamida determina as qualidades mecﬁni
cas do gel e o tamanho dos poros da '"malha". O preparo do
gel pode ser realizado em tubos (gel em cilindro), ou entre
duas placas de vidro (gel em placa). Neste trabalho foram

preparados geis em placa (STUDIER, 1973). As solucOes e tam-

poes empregados foram adaptados por CERON (1988), a partir

dos utilizados por DAVIS (1964) § LAEMMLI (1970) e sao descri

tos a seguir:

a) solucao estoque de acrilamida/bisacrilamida:
30 g de acrilamida e 0,8 g de bisacrilamida dissolvida em
agua, num volume final de 100 ml. Essa solucao deve ser man-
tida em geladeira, em frasco escuro. A acrilamida deve ser

manuseada com cuidado por se tratar de uma neurotoxina.

b) tampao do gel (7,5 concentrado): Tris 1,5 M
ajustado a pH 8,8 com HC1 6M. Deve ser mantido na geladeira ,

em frasco escuro.
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c) solucao de persulfato de amonio a 2%, prepa-
rada na hora de usar. O persulfato de amonio em po deve ser
armazenado em dessecador para evitar a hidratacao. O uso do
persulfato de amonio hidratado ocasiona a formacao de gCis
irregulares ou impede a sua polimerizacao. Solucoes de per-
sulfato de amonio de concentracoes mais elevadas podem causar

a perda de atividade das proteinas.

d) TEMED com aproximadamente 99% de pureza: es-
te deve ser o ultimo componente adicionado a solucgio, dando

inicio a polimerizacgao.

e) Tampao de amostra: Tris-HC1l 0,1 M, pHy 8.8

contendo glicerol a 10%. Deve ser guardado no congelador.

Géis com um milimetro de espessura, foram poli-
merizados entre duas placas de vidro de 17x17x0,5 cm. As pla
cas eram presas por garras com um espaco entre elas formado
pela introducdao de espacadores de acrilico com um milimetro
de espessura, colocados nos lados e no bordo inferior. Para
vedacao, passava-se uma camada de vaselina entre os espacgado-
res e as placas que eram, em seguida, lacradas por fora com
uma solucdao de agarose a 1%, previamente fundida. Uma das
placas apresentava um recorte de 2 centimetros de profundida-
de, no qual era adaptado um pente de acrilico, com 14 dentes,
para a formacao dos pogos de aplicacao das amostras. O espa-
co entre as placas era entao preenchido com a solucao de poli
merizacao, mantendo-se as mesmas em posicao vertical por 30
minutos, no escuro, para a formacao dos géis. O pente e o es-

pacador inferior eram entao retirados e as placas eram adapta

das, na posigao vertical, numa cuba de acrilico, com auxilio

de duas garras,




5.2. Preparo das amostras

As amostras eram maceradas a OOC, em 30 a 50 pl
do tampao de amostra (tris - HC1 0,1 M pH 8,8 contendo glice-
rol a 10%), com o auxilio de um bastao de vidro e, em segui-
da, centrifugadas a 3000 rpm, por 3 minutos. Volumes de 10 a
20 pl dos sobrenadantes eram, entao, utilizados nas eletrofo-
reses. As amostras foram submetidas a eletroforese por 3 ho-
ras e meia, a uma voltagem constante de 200 V, utilizando-se,
para o enchimento dos compartimentos superior e inferior da
cuba, um tampao tris-glicina, pH 8,3, conforme DAVIS (1964),
com a diferenca de que, neste trabalho, a concentracao do tam

pao foi reduzido a metade (Tris 0,0125 M, glicina 0,096).

5.3. Identificacao das esterases

A identificacao das bandas com atividades este-
rasicas, nos geis, foi também baseada nos métodos de colora-
cao descritos por CERON (1988), modificadas de JOHNSON e cols.

(1966) e STEINER § JOHNSON (1973). Antes da coloracao, oS

géis foram pré-incubados em placas de Petri por 30 minutos, a

>

temperatura ambiente, em 50 ml de tampao fosfato 0,1 M, pH 6,2.
Ap6s esse periodo, o tampao era retirado e os geis submetidos
a coloracao por 45 minutos, a temperatura ambiente e ao abri-
go da luz, com solucao de coloragao preparada de acordo com o
seguinte procedimento: para cada gel, 10 mg de B-naftil aceta
to (2-naftil acetado) e 20 mg de a-naftil acetato (l-naftil

acetato) eram dissolvidos em 1 ml de acetona ou metanol e com
binados com uma solugao recém preparada e filtrada, contendo

60 mg de sal de diazonio, Fast Blue RR e 5 ml de n-propanol ,




em 50 ml de tampao fosfato 0,1 M, pH 6,2. A solugao resultan
te era entao adicionada a placa de Petri contendo o gel.

Apos a coloragao, as esterases eram visualiza-
das nos géis, como bandas de coloragao preta ou vermelha. Os
géis eram entao, tratados com 100 ml de uma solugao de desco-
1 racgao contendo alcool etilico comercial/acido acetico/agua,
n. proporgao de 5:1:5, por 24 ou 48 horas.

A secagem dos géis foi feita conforme CERON G

SANTOS (1988). Inicialmente os géis eram mantidos numa solu-

cao conservante de acido acético a 7,5% e glicerol a 10%, por

2 horas. Em seguida, os géis eram banhados numa solugao de
gelatina a 5%, feita a partir de produto comercial (OTKER ou
Anglo), prensados entre duas folhas de papel celofane poroso,
nos bastidores fixados por garras, e deixados a temperatura
ambiente por 3 a 4 dias para a secagem. Nesse procedimento
os géis desidratam, transformando-se em uma fina pelicula en-
tre as folhas de celofane que podem ser recortadas e guarda
das para analise posterior. Dois aspectos merecem ser desta-
cados neste procedimento: o uso da solugao de gelatina, que
impede rachaduras nos géis, e a qualidade do papel celofane

que deve ser bem poroso.




IIT - RESULTADOS

Efeito da Cafeina sobre a Produtividade de

Drosophila prosaltans

Os vinte tubos de cada tipo de experimento pro
duziram descendentes que foram contados diariamente e separa
damente por sexo. Como consta de Materiais e Metodos, os ca-
sais foram transferidos 3 vezes para meio novo com as mesmas
‘caracteristicas do meio do tubo original, isto &, onde o ca-
sal foi colocado inicialmente. A produtividade dos 20 tu-
bos de cada experimento foi computada separadamente na Se=
qiencia dos repiques. Os resultados, somados por tipo de ex
perimento e por sexo, estao contidos nas tabelas 1 e 7, refe
rentes aos dois conjuntos de experimentos realizados com di-
ferentes meios de cultura.

A tabela 1 contém dados dos experimentos  com
os meios controle, tl e t2. Pode-se observar que ‘computan-
do-se o total de todos os experimentos, a produtividade foi
menor nos 1°s tubos (onde as moscas permaneceram de 1 a 3
dias apos o cruzamento - moscas com 6 a 8 dias de idade) ;
maior nos 3°s tubos (onde as moscas permaneceram do 7% ao 9°
dia apos o cruzamento - moscas com 12 a 14 dias de idade) ,
havendo uma reducao nos 4°s tubos (onde as moscas permanece-
ram do 10° ao 12° dia apos o cruzamento - moscas com 15 a

17 dias de idade). Porem, analisando a produtividade na se

qliencia dos repiques, separadamente, por experimento, pode-

se verificar trés exce¢oOes;. os experimentos tl ~ t2 e t2 -+ t2,

cuja produtividade foi praticamente igual nos terceiros e




quartos tubos e o experimento t2 » €, cuja produtividade foi
maior nos quartos tubos. Um outro aspecto que pode ser desta
cado e a pequena produtividade, nos primeiros tubos, dos expe
rimentosittl > iC o £l Rt I a it ot

Observando-se os totais de cada experimento, no
ta-se que a produtividade do controle € maior do que a dos de
mais experimentos, cujo meio de cultura continha cafeina.

Uma analise mais detalhada dos subtotais para
femeas e machos dos nove experimentos consta da tabela 2 e
mostra, com base no teste de Student, que em nenhum dos casos
ha diferenca significativa na produtividade dos dois sexos.

A analise estatistica para comparacao dos sub-
totais entre as femeas, os machos e os totais, isto e, soma
de ambos, em cada experimento, consta respectivamente das ta-
belas 3, 4 e 5. Nas trés comparacoes os valores de t foram
significativos para as diferencas entre o controle e os de-
mais experimentos. A comparagao da produtividade de femeas en
tre os meios tratados nao foi significativa em nenhum dos ca-
sos. Ja, entre os machos dos meios tratados, houve diferenca
significativa nas comparagoes tl - t2 versus: C » tl, tl-tl,
t2+ C, t2 - tl e t2 + t2. Na comparagao dos totais produzi
dos nos meios com cafeina apenas uma diferenca foi significa-
tiva: ‘entresC > tilieft 1 at,

A tabela 6 mostra as porcentagens da produtivi-

dade total para cada experimento, calculadas na seqlléncia dos

tubos. Observa-se, nos primeiros tubos, que todos os experi-
mentos com cafeina, exceto t2 » C apresenta porcentagem: me-
nor que o controle. Nos segundos tubos as porcentagens tor-

nam-se mais proximas (de 24 a 31%), sendo que, em alguns dos

experimentos tratados, as porcentagens superam a do controle.




TABELA 1. Produtividade de femeas e machos Fl, nos nove experimentos envolvendo os meios de cultu-

ra C,tl e t2, em cada conjunto de vinte tubos, na seqlléencia dos repiques. A diregao da
seta nos experimentos indica o meio onde a mosca nasceu e o meio para o qual foi transfe
rida. Meios: C = controle; to = 50 ug de cafeina/ml; tl = 100 yg/ml; t2 = 1000 ug/ml e
t3 = 1500 ug/ml. F = femeas; M = machos; T = total.

Experimentos Sub total

F M

74

114

TOTAL 880




TABELA 2.

Produtividade total nos vinte cruzamentos,media e
desvio padrao, separadamente para fémeas e ma-

chos, e valor de t para comparacao das médias dos

dois sexos. F = femeas; M = machos.

Experimentos

Produtividade Produtividade media e
total desvio padrao (20 tubos)

M F M

AVA
AVAVA

5 6 i unespw-l 12 13 14 15 16 17

18



TABELA 3. Valores de t e significancia ao nivel de 0,01 (**), para comparagao da produtividade
total de femeas nos nove experimentos.

Experimentos C»>tl C=>1t2

& Hejerted 4:017%*

0,65

| o
cm 1 2 3 4 5 6 7 8 9] 18 2l I unesp e 2% 18 A48 20 21 22 23 24 25 26 27 28



TABELA 4.

Valores de t e significancia ao nivel de 0,05 (*) e ao nivel de 0,01 (**),para compara-

c¢ao da produtividade total de

machos nos nove experimentos.

AVA
2 unespw]ﬁ 17 18 18 20 21 22 23 24 25 26

27

28



TABELA 5. Valores de t e significancia ao nivel de 0,0 S5(*) e ao nivel de 0,01 (* *),para compara-

¢ao da produtividade total dos nove experimentos.

Experimentos G=t] C + t2

+ C Sy 985 55.05%*
tl 0,82
b2
c
tl
t2

Cc

| o
cm 1 2 3 4 5 6 7 8 9] 18 2l I unesp e 2% 18 A48 20 21 22 23 24 25 26 27 28



Nos terceiros e quartos tubos a produtividade dos experimen-
tos tratados €, na quase totalidade dos casos, superior a do
controle.

A tabela 7 contem os dados dos experimentos rea
lizados com os meios controle, to e¢ t3. Observa-se que a me
nor produtividade também ocorreu nos primeiros tubos, mas o
seu maximo ocorreu nos quartos tubos, isto e, 10 a 12 dias
apos o cruzamento. Talvez isso se deva ao fato deste experi
mento ter sido montado em uma época do ano mais fria (junho)
enquanto o outro foi montado em uma €poca mais quente (outu-

bro). Embora os experimentos tenham sido todos mantidos a

20°C + 1°9¢. a manipulagao, repiques, contagem, €tc.,  era fei

ta no meio ambiente e, portanto, devem ter recebido influéen-
cia da temperatura externa. Houve apenas uma excegao em que
a maior produtividade ocorreu nos terceiros tubos (to > t3).
Outro aspecto que pode ser destacado € a pequena produtivida
de nos primeiros tubos dos experimentos C - t3 e t3 + to.

Observando-se os totais de cada experimento,no
ta-se que a produtividade do controle € maior do que a dos
demais experimentos, nos quais a cafeina estava presente.

Uma analise mais detalhada dos subtotais para
femeas e machos dos cinco experimentos consta da tabela 8 e
mostra, com base no teste t, que em nenhum dos casos houve
diferenga significativa na produtividade dos dois sexos.

A analise estatistica para comparacao dos sub-
totais entre as fémeas, os machos e os totais, isto e, a so-
ma de ambos, em cada experimento, consta, respectivamente das
tabelas 9, 10 e 11.

Nas tres comparagoes os valores de t foram sig

nificativos para as diferencas entre o controle e os demais




TABELA 6. Porcentagem da produtividade total, por experimen-

to, na seqllencia de tubos.

Experimentos  Produtividade Porcentagens
total

19 tubo 29 tubo 3° tubo 4° tubo

18,72 27255 29,64 24,09

10,19 24,74 30555 28552

14,22 25,66 52571 27,41

4,47 29,41 40,45 25587
3,60 31,68 38,50 26,22
6,73 27592 oZy5] 33,44

19,42 26,73 24,60 29,25

8,60 51251 32552 23571

16,64 26305 28,28 28,33

AVA
AVAVA

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



TABELA 7.

Produtividade de femeas e machos F

l 3
tura C, to e t3, em cada conjunto de vinte tubos, na seqlencia dos repiques.

nos cinco experimentos envolvendo os meios de cul

Experimentos

Sub total

E M

AVA
cm 1 2 3 4 5 6 7 8 9] 18 2l I unespwiﬁ 17 18 18 20 21 22 23 24 25 26

27

28



TABELA 8.

Produtividade total nos vinte cruzamentos, media e

desvio padrao, separadamente para fcémeas e machos,

e valor de t para comparagao das médias dos dois

sexos. F = femeas; M = machos.

Experimentos

Produtividade Produtividade media e
total desvio padrao (20 tubos)

M F M

AVA
AVAVA

5 6 i unespw.l 12 13 14 15 16 17 18



cxperimentos, exceto em C » to. A comparagao da produtivida
de de femeas entre os meios tratados foi significativa em
C > to versus C - t3 e C - to versus to » t3. Entre os ma
chos dos meios tratados houve diferenga significativa nas
comparagbes C » to versus C » t3 e versus to »~ t3 e t3 » to
versus to - t3. Os resultados das comparagoes dos totais pro
duzidos nos meios com cafeina foram os mesmos obtidos para
os machos, isto €&, houve diferenga significativa nas mesmas
comparagoes.

A tabela 12 mostra as porcentagens da produti-
vidade total para cada experimento, na seqliencia dos tubos.
Observa-se, nos primeiros tubos, que todos o0s experimentos
com cafeina, exceto t3 - to apresentaram porcentagem maior
que o controle. Nos segundos tubos as porcentagens torna-
ram-se mais proximas, sendo que, em trés dos experimentos tra
tados, as porcentagens superam a do controle. Nos terceiros
e quartos tubos a produtividade dos experimentos tratados

€, na quase totalidade dos casos, inferior a do controle.

Efeito da Cafeina sobre o Tempo de

Desenvolvimento

Apos a coleta e transferéncia, descritas em Ma

teriais e Metodos, as larvas foram observadas diariamente,NoOS

. '4' . - ._
tubos e em placas ae Petri, com O auxilio de um mi

croscopio estereoscopico, a fim de acompanhar

senvolvimento. Nao foi verificada nenhuma




TABELA 9.

Valores de t e significancia ao nivel de 0,05 (*)
e ao nivel de 0,01 (**), para comparacio da produ

tividade total das femeas, nos cinco experimentos.

Experimentos C » to

-

C =~

C -

C

to

t3

15,45

AVA
AVAVAY

5 6 i unespw.l 12 13 14 15 16 17 18



TABELA 10.

Valores de t e significancia ao nivel de 0,05(*)

e ao nivel de 0,01(**), para comparacao da produ

tividade total dos machos, nos cinco experimentos.

Experimentos

C »- to

cC -»-C

C > to

C -+ t3

to

1,54

6

'unesp

AVA
AVAVAL

1012 13 14 15 16 17 18



TABELA 11.

Valores de t e significancia ao nivel de 0,05(*)

e ao nivel de 0,01(**), para comparacao da produ

tividade total nos cinco experimentos.

Experimentos C -+ to Cats

C » C

+ to

R

to

1556 SulgEs

2., 48F

AVA
AVAVAL

5 6 i unespw.l 12 13 14 15 16 17 18



TABELA 12. Porcentagem da produtividade total por experimen-

to, na seqliencia de tubos.

Experimentos Produtividade Porcentagens

total 1580k 2° tubo 39 tubo 4° tubo

24,41 31,37 37,52
26,06 29,79 36,08
26,30 32,56 33,98
20,75 32,56 41,98

28,40 30,58 23,75

AVA
AVAVAL

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



renca no desenvolvimento das larvas dos tubos C, to e tl. As
larvas dos meios t2 e t3, porem, apresentaram um desenvolvi
mento mais lento em relagao aos outros meios, mas semelhan-
tesientrensis

Dois dias apos a coleta das larvas, observou-
se que as larvas C, to e tl estavam sobre o meio de cultura
e seus espiraculos posteriores ja se apresentavam meio amare
lados, o que nao acontecia com as larvas dos meios t2 e t3.
Aos 3 dias, as larvas dos 3 primeiros meios estavam todas
imersas no meio de cultura, mas nao as larvas dos meios t2 e
t3, que permaneciam sobre o meio. Aos 4 dias, as larvas dos
meios C, to e tl estavam imersas no meio de cultura, com os
espriraculos posteriores para fora, enquanto as larvas dos
meios €2 e t3 estavam comecando a entrar no meio de cultura.
As larvas dos meios €, to e tl1 eram aparentemente do mesmo

tamanho e bem maiores que as larvas dos meios t2 e t3, que

pareciam do mesmo tamanho. Nos tres dias posteriores todas

as larvas continuaram dentro do meio de cultura, mantendo so
mente os espiraculos posteriores para fora.

Aos 9 dias, as larvas C, to e tl comegaram a
subir nas paredes dos tubos e no decimo dia ja haviam empupa
do, enquanto a maioria das larvas t2 e t3 ainda continuavam
dentro do meio de cultura e apenas algumas larvas comegavam
a subir nas paredes dos tubos.

No 11° dia as larvas dos tubos C, to e tl ja
haviam empupado e estavam bem amarelas e as larvas dos tubos
t2 e t3 comegavam a empupar.

Aos 12 dias, as nervuras das asas das pupas C,
to e tl comegavam a aparecer, enquanto as pupas t2 e t3 esta

vam amarelas.




No 13%-dia, o corpo das moscas C, to e tl come
gavam a se diferenciar em cabeca e abdome e as nervuras das
asas estavam bem evidentes, havendo tambem alguma pigmenta-
¢ao nas asas das moscas em formacio.

No 14° dia, as nervuras das asas estavam mais
evidentes nas moscas C, to e tl. As asas das moscas t2 e t3
estavam comecando a se pigmentar.

No 16° dia, os olhos das moscas C, to e tl apre
sentaram coloragao vermelha escura, enquanto que, os das mos
cas t2 e t3 ainda eram de cor vermelha clara.

No 17° dia, as asas das moscas dos meios C, to
e tl, ja estavam pretas e as moscas dos meios t2 e t3, esta-
vam comegando a enegrecer. No 18° dia, as moscas dos meios
G, to e tl1 comegaram a emergir das pupas, enquanto as moscas
de t2 e t3 s0 o fizeram a partir do 19° dia.

As larvas C, to e tl demoraram 10 dias para em
pupar, enquanto as larvas t2 e t3 demoraram 11 dias. Os ima-
gos C, to e tl demoraram 8 dias para emergir, enquanto 0s

imagos t2 e t3 demoraram 9 dias.

Os graficos da figura 1 mostram a distribuicdo

da emergencia dos imagos produzidos nos meios C, to, tl, t2
e t3. De modo geral observa-se que a distribuicdao das mos-
cas nascidas nos meios C, to e tl e mais semelhante entre si
do que a t2 e t3, que por sua vez sdao mais parecidas. O ini-
cio da emergencia dos imagos ocorreu, nos tres primeiros meios,
aos 20 dias, e nos dois ultimos, aos 21 dias. A moda da dis
tribuigao nos tres primeiros meios ocorreu aos 21 dias e nos
dois Gltimos, aos 22 dias. A emergencia ocorreu até os 24
dias nos tres primeiros meios e ate os 25 nos dois Gltimos.

Em todos os casos, apenas machos nasceram no Ultimo dia. No




controle, apenas femeas foram obtidas no primeiro dia, en-
quanto nos meios tratados foram obtidos femeas e machos.
. . ~ . -~
Todos os individuos analisados, nao apresenta-

ram malformagdes visiveis.

Efeito da Cafeina sobre a Longevidade

O numero de individuos analisados em cada um
dos experimentos foi de 112 femeas virgens, 112 machos vir-
gens, 48 femeas acasaladas e 48 machos acasalados. No total
foram analisadas 4160 moscas.

Podemos observar na tabela 13 que a longevida-
de media (em dias) das femeas e dos machos virgens tratados
com cafeina diminui em relagdo ao controle, entretanto, de

forma n3o proporcional a concentracdo de cafeina no meio. As

femeas virgens tratadas apresentam longevidades médias que va

riam de 27 a 47 dias aproximadamente, enquanto a do controle
¢ de 60. Na maioria dos experimentos a longevidade media es
ta entre 30 e 38 dias. Os machos virgens tratados apresen-
tam longevidades medias que variam de 25 a 44 dias aproxima-
damente, sendo a do controle igual a 59 dias.

O teste t para comparacdao das longevidades mé-
dias das femeas e machos virgens de mesmo tipo de experimen-
to mostrou diferenga significativa em C » t1, C - t3,tl> t2,
t2 +Clut2 » tl; 't2 > t2'e t3 > to. Em todos os casos a lon-
gevidade media das femeas ¢ superior a dos machos, exceto em

t3 » to.

O teste t para comparacgao das longevidades me-
dias das femeas virgens de todos os experimentos, entre si,

consta da tabela 14 e mostra que a diferenca em relagao ao
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TABELA 13. Longevidade média, desvio padrao e valores de t ao nivel de 0,05 (*) e 0,01 (**) calcu-
lados entre femeas e machos virgens e entre femeas e machos acasalados, nos diferentes
experimentos realizados.

Experimentos Femea virgem Macho virgem : Femea acasalada acasalado

X + S X + S t (120) X +S X +s t (120)

58,92 43,04 0,25 13,69 26,88 Znadors
365514 20,42 1,90 11,49 15,34
25,89 15,60 * 16,25 17363
33561 2153 120l 14,40

32,84 2302 i LSS5
533,41 20,81 14,29 16332

40,97 + 18,34 18,09 + 22,13
31,80 + 16,84 16,53 15,48
39,99 + 22,87 16,63 21,00
42,16 + 18,91 14,47 20,35
25,36 + 18,88 11,77 17,89
44,50 + 22,02 14,58 20,01
28,26 + 10,72 7,91 7,65
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controle ¢ significativa em todos os casos, ao nivel de 0,01.
Quanto as comparagoes entre as fameas tratadas observou-se
que: (1) o experimento t1 + tl difere significativamente dos
demais exceto na comparagao com C + t3 e tl » t2; (2) o ex-
perimento t2 »tl difere significativamente de todos os de-
mais; (3) o experimento t2 + t2 difere dos demais, exceto
quando comparado com €C » to e t2 > C; (4) o experimento
to » t3 difere significativamente dos demais em todos os ca-
sos, exceto quando comparado com t2 - t2. Quanto as demais
comparagdes, na sua maioria nao sao significativas. No to-
tal de 78 comparagoes, 47 sao diferentes, correspondendo
aproximadamente 60%.

Quanto as comparacgoes dos machos virgens,obser
va-se na tabela 15 que o controle difere significativamente
de todos os demais experimentos. Sao significativas ainda
us diferencgas: (1) de tl»+ tl1 com os demais, exceto C - to;
(2) de 2 » C com os demais, exceto C =+ to e tl - tl; (3)
de t2 -~ t1 com todos os demais, exceto tl =+ tl e 20+ C
(4) de t2 »t2 com todos os demais eXperimentos, exceto com
C > tl; (5) de t3 » to com os demais, exceto tl » tl1, t2 »C
e t2 > tl; (6) de to » t3 com os demais, excetoC - tl, tl> t2
e t2 > t2. As demais diferencas nao sao significativas :na
maioria dos casos. No total de 78 comparagoes, 56 sao dife-

rentes, correspondendo a aproximadamente 72%.

Quanto as moscas acasaladas (tabela 13) verifi
ca-se que as femeas controle possuem longevidades médias  de
aproximadamente 28 dias, enquanto as tratadas variam de 23 a

41 dias, aproximadamente. Os machos controle apresentam lon-

gevidade media ao redor de 40 dias, enquanto as dos tratados

variam de 29 a 47 dias aproximadamente.




TABELA 14. Valores de t ao nivel de 0,05 (*) e 0,01 (**),calculados para as longevidades das fe-

meas virgens de todos os experimentos.

Experimentos C -+ to C + tl to » t3

C »-C 65042%¢ S 6103%* 7,942%
C »~to 1951 o8 2,44%
C »tl 0,42 4,065
C - t2 0,06 4,375
C »-t3 0,98 671022
tli> C 0,08 4,12**
tiiitl 2,41 6,90%*
tl » t2 1521 6,45**
t2 - C 0,62 PANT S

t2 + tl 4582%% - [10529%*

t2 + t2 Z700% 1361

t3 > to 3,94**




TABELA 15.

Valores de t ao nivel de 0,05 (*) e 0,01 (**), calculados para as longevidades dos machos
virgens de todos os experimentos.

Experimentos C->to C +tl C o t2

5 1= S TGS SR D NG 7
4 402280798

S5 U9%E
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Os valores de t para comparacao das longevida-
des entre as fémeas e os machos acasalados foram significati-
vos no controler G+ t2,C + 30 1N -8ttt 2vs €] Tt =+ it2l
to » t3. Em todos esses casos a longevidade dos machos & su-
perior a das feémeas.

Os valores de t para comparacao das 1longevida-
des médias entre as femeas acasaladas sao apresentados na ta-
bela 16. O controle difere significativamente de €C + &3,
tl > C, t2 »C,'t2 ~ tl, €3 > to'e t1 > tl.  Exceto em C+ |t3,
as demais longevidades sao superiores a do controle. Quanto
aos demais experimentos observam-se diferencas significativas
nos seguintes casos: (1) de to » t3 com todos os demais, exce
to com o controle, C - to, C » tl, C » t3 e t2 » t2; (2) de
t2 > C com os demais, exceto tl » tl e t2 » tl; (3) de C > t3
com os demais, exceto C » to; (4) de C + to com os demais, eX
ceto com o controle, C - t1, C » t3 e t2 - t2. No total de
78 comparacoes, 42 foram significativas, correspondendo a
aproximadamente 543§,

Os valores de t para comparacao das longevida-
des meédias entre os machos acasalados de todos os experimen-
tos constam da tabela 17. Apenas os experimentos C - to e
to > t3 diferem do controle, sendo inferiores a ele. Quanto
aos demais experimentos observam-se diferencas significativas
nos seguintes casos: (1) de to - t3 com todos os demais expe-
rimentos, exceto C +~ to, C -~ tl, C - t3 e tl1 » C; (2) de
t2 » tl em todos os casos, exceto com o controle, com tl -+ tl,
t2 ~C, t2 » t2 e t3 > to; (3) de t2 > C com os demais, ex

ceto o controle, tl1 -~ tl1, t2 > t2 e t3 » to. A maioria das

demais comparagoes deu resultados nao significativos. No to-

tal de 78 comparagdes, 31 foram significativas, corresponden




TABELA 16.

Valores de t ao nivel de 0,05 (*) e 0,01 (**), calculados para as longevidades das fémeas

acasaladas de todos os experimentos.

Experimentos

C>to C->tl C=~»t2

1,44 0525 0,94
1,54 2, 54"

0,61

AVA
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ABELA 17. Valores de t ao nivel de 0,05 (*) e 0,01 (**), calculados para as longevidades dos machos
acasalados de todos os experimentos.

Experimentos C- to C +-tl C-»> t2 C »t3 tZ2> C

249 1535 0,03 0,85 1,50
1,44 3,032 1297 4,94**
1,86 0,58 3.44%%
1812 23 05%
2;70%2
3,50%%
0,65

2T dN

AVA |
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do a 40%, aproximadamente.

A comparagao das longevidades médias entre fé-
meas virgens e acasaladas e entre machos virgens e acasalados
consta da tabela 18. Em relacgao as femeas foram significati-
vas as diferencas obtidas para os experimentos C - C, C » to,
C~»t3, t2 »Ce t2 » tl. Entre os machos virgens e acasala-
dos foram significativas as comparagcoes C - C, C -~ to,C » tl,
C~»t2, t1 > t2, t2 - C e t2 > t2. Portanto, ambos os sexos
partilham diferengcas significativas quanto a longevidade, re-
lativas ao estado '"virgem ou acasalado'" nos experimentosC - C,
C =i tojle t2 > C,

A tabela 19 apresenta os valores dos limites mi
nimo e maximo da distribuicao das longevidades das moscas vir-

gens e acasaladas e sua amplitude. Podemos observar que a

amplitude da distribuicao da longevidade tanto para femeas co

mo para os machos virgens dos experimentos tratados € infe-
rior a do controle, em todos os casos. Para as fémeas essa di
ferenga varia de 32 a 53%, enquanto que nos machos varia de
15 a 55%.

Quanto aos individuos acasalados, a comparacao
da amplitude de variacgao da longevidade dos machos tratados
com o controle, mostra reducao dos primeiros em todos os ca-
sos, variando de 19 a 63% no valor da reducao. No caso das
femeas acasaladas, porém, houve reducao da amplitude de varia
cao em 6 experimentos comparados com o controle (de 13 a 39%),
aumento em trés casos (de 12 a 25%) e em dois casos a amplitu
de de variacao das longevidades foi a mesma obtida no contro-

le.

A comparagao da amplitude da distribuigao entre

I
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TABELA 18. Valores de t ao nivel de 0,05(*) e 0,01(**), cal-

culados entre femeas virgens e acasaladas e entre

machos virgens e acasalados.

Experimentos Femea virgem Macho virgem
X X

ac~salada acasalado

7 DSk LA i

55045 25,36%
2,86%*
A el b

1,16

AV
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individuos virgens e acasalados mostra reducao para os acasa-
lados comparados com os nao acasalados de mesmo sexo, no con-
trole e na totalidade dos demais experimentos, .exceto em
C - tl (femeas) e C - t3 (machos). Os graficos de distri-
buicao da longevidade para femeas e machos virgens e acasala-
dos, nos varios experimentos, constam da figura 2. A redugio
da amplitude da distribuicao da longevidade nos experimentos
com cafeina, indicada pelos numeros da tabela 19, & visualiza
da nas curvas de distribuicao desses experimentos que se apre
sentam com picos mais elevados que os do controle.

A maioria dos machos virgens apresentam os pi-
cos da curva de distribuigao superpostos ou deslocados para a
esquerda em relacao as femeas. Ja os machos acasalados apre-
sentam os picos predominantemente deslocados para a direita.

As femeas e os machos virgens . do experimento
controle apresentam varios picos na curva de distribuigcao da
longevidade, enquanto os machos virgens dos experimentos tra-
tados apresentam, geralmente, de um a quatro picos e as fe-
meas, frequentemente, um s0 pico mais destacado.

Nas curvas de distribuicao da longevidade das
fémeas e dos machos acasalados controle, ha uma redugao no nu
mero de picos, em relacao as moscas virgens controle. Quanto
aos tratados acasalados, sao semelhantes aos tratados virgens,
exceto pelo encurtamento das curvas de distribuicao dos pri-

meiros.

O experimento to » t3 destaca-se por  apresentar

um pico bem caracteristico e quase superposto, para as femeas

e machos virgens e acasalados.
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Tabela 19. Limites minimo e maximo da distribuicdo da longevidade nos treze experimentos e sua am-
plitude, em moscas virgens e acasaladas.

Experimentos Femea virgem Macho virgem Femea acasalada Macho acasalado

min max amplitude min max amplitude min max amplitude min max amplitude

138 133 145 140 61 56 117 el
82 77 110 105 39 34 47 42
68 63 89 84 75 70 68 63
82 Tl 82 77 54 49 75 70
75 70 68 63 39 34 96 91
82 77 98 61 49 68 63
82 157 84 68 63 75 70
68 63 70 61 56 61 56
96 91 75 70 75 70
96 91 68 63 75 70
82 7l 54 49 68 63
89 84 61 56 82 77

68 63 5 0 34 47 42
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4. Efeito da Cafeina sobre a Oviposig3o

A tabela 20 mostra que a cafeina inibe a postu-
ra de ovos de forma proporcional, isto €, quanto maior a con-
centracao de cafeina no meio, maior a inibicdo da oviposigao
Moscas nascidas no meio controle foram postas em caixas de po
pulagao cada uma contendo um dos 5 meios de cultura estudados
Enquanto no controle, considerando-se as duas placas de Petri
colocadas simultaneamente na caixa de populacao, foram obti-
dos 727 ovos, em to foram obtidos 567, em tl1 522, em t2 385
e em t3 apenas 92. A redugao em relagao ao controle corres-
ponde a 22% em to, 28% em tl, 47% em t2 e 87% em t3.

A tabela 21 contém os dados de oviposicao de
moscas controle em caixas de populacao com 2 placas de Petri,
sendo uma com meio sem cafeina e outra com cafeina, nas qua-
tro concentragoes em estudo. O objetivo deste experimento foi
o de verificar a existencia de preferéncia de meio para ovipo
sigao. Os resultados mostraram a existéncia de uma preferen-
cia de postura nos meios com cafeina. O total de ovos presen
tes nos diferentes meios de cultura mostra que houve uma redu
¢ao no numero de ovos a medida que aumentou a concentracao de
cafeina. Essa redug@o ocorreu inclusive na placa de Petri
contendo o meio normal, colocado com a de meio tratado. E in-

teressante notar também que a oviposicdao & maior no meio tra-

tado que no controle em todas as caixas de populacao que tém

os dois meios.

A tabela 22 mostra a oviposigao das moscas nas
cidas nos diferentes meios (controle, to, tl, t2 e t3), colo-
cadas no meio sem cafeina, isto &, controle. A oviposicao das

moscas tratadas foi menor que a das controle . As moscas
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TABELA 20.

Oviposicao das moscas controle colocadas em cai-

xas de populacao contendo duas placas de  Petri

com os diferentes meios de cultura.

Numero de ovos nos diferentes meios

C to tl t2 t3

382 49

185 43

567 92
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TABELA 21.

Oviposigcao das moscas controle em caixas de popu
lacao contendo apenas meio de cultura controle
(placas de Petri la e 1b) ou contendo meio con-
trole (placa de Petri 1) e meio com cafeina (pla

ca de Petri 2), nas diferentes concentracoes.

Placas
de
Petri

Numero de ovos nos diferentes meios

G to tl t2 t3

(a) 1000 386 151 278 15
(b)ame303

AVA
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t3 produziram 74,05% menos ovos que as moscas controle, as
t2, 53,30%, as tl1, 36,99% e as to, 18,53%. Aqui também o
efeito ocorreu na proporgao direta do aumento da concentra-

cao de cafeina no meio em que as moscas foram criadas.

5. Efeito da Cafeina sobre o Peso das Moscas

Este experimento foi realizado a fim de verifi
car um possivel efeito da cafeina sobre o peso das moscas |,
nas quatro diferentes concentracoes de cafeina (to, tl, t2 e
t3), comparadas com o controle. Foram pesadas 621 moscas re
cém nascidas, em 3 ou 4 amostras, por experimento.

Na tabela 23, podemos observar que, em todos
os experimentos, as femeas tem peso médio superior ao dos
machos. Podemos observar ainda que a introducao de cafeina
no meio de cultura nao reduziu o peso meédio das moscas fe-
meas ou machos quando comparadas com o respectivo controle.
Ao contrario, um pequeno aumento ocorreu, para femeas e ma-

chos, nas concentragoes to e t3.

6. Efeito Citologico da Cafeina

Foram preparadas laminas por esmagamento de
glandulas salivares e ganglios cercbrais de larvas do tercei
ro estadio de Drosophila prosaltans criadas no meio sem ca-
feina e no meio contendo as quatro diferentes concentragoes
de cafeina, e coradas com orceina lacto-acética. A analise

dessas laminas nao mostrou diferengas visiveis nos cromosso-

mos mitoéticos, no padrao de bandas dos cromossomos politeni-
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TABELA 22.

Oviposicao das moscas nascidas nos diferentes

meios de cultura, em caixas de populacdo conten-

do apenas meio de cultura sem cafeina(Placas de

Petri 1 e 2).

Placas
de

Petri

N? de ovos das moscas nascidas nos 5 meios

G to tl t2 t3

AVA
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TABELA 23. Peso das moscas controle e tratadas com as diferen-

tes concentragoes de cafeina.

Experimentos FEME MACHO

Ne de Peso Ne de Peso Peso
moscas medio moscas total medio

por (g) por (g) (g)

amostra amostra

291 0,00077 247 0,1437 0,00058

Controle 247 0,00076 223 0,1267 0,00057
83 0,00074 151 0,0862 0,00057

0,00076 621 0,3566 0,00057

0,00086 0,2068 0,00064
0,00082 0,199 0,00062
0,00072 0,0604 0,00058

0,00083 0,3871 0,00062

0,00076 031755 0,00060
0,00074 0,1334 0,00056
0,00076 0,0492 0,00053

0,00075 0,3561 0,00057

0,00079 0,1152 0,00059
0,00076 0,1154 0,00058
0,00071 0,1006 0,00054
0,00071 0,0236 0,00056

0,00076 0,3548 0,00057
0,00087 0,0573 0,00065
0,00083 0,0599 0,00062

0,00078 0,1260 0,00063
0,00072 0,1414 0,00060

0,00082 0,3846 0,00062
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cos ou na morfologia do nucléolo.

Para melhor analise, foram preparados hibridos

de moscas t3 e controle, pois em heterozigose, seria mais fa

cil visualizar pequenas diferencgas morfologicas ou estrutu-

rais. Neste caso, também nenhuma diferenca foi verificada.

7. Estudo das Esterases por Eletroforese em

Gel de Poliacrilamida

As figuras 3 a 7 sao fotografias de géis de po

liacrilamida onde foram analisadas as esterases de adultos

controle e tratados, conforme descrito em Materiais e Méto-
dos. As observacdes niao permitiram concluir quanto a efei
tos da cafeina sobre esse sistema. As variagoes detectadas

parecem ser devidas a variabilidade individual e ndo & acao

da cafeina.




Figura
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Esterases de adultos femeas (1 a 7) e
machos (8 a 14) controle de Drosophila
prosaltans, com 6 dias de idade.

AV
AVAYAY

Eunesp = 12 13 14 15 16 17

18

19



FC Mc ¢
Fr T Mo FtioMu Ft2 2 Mz mt2 Ft3 Ft3 M3 M3

l

-

-——w—--bﬂ---

T "IETLE L

Figura 4. Esterases de femeas (F) e machos (M)
adultos, com 6 dias de idade, contro
le ((C), to, tl, t2 e t3.
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Figura 5. Esterases de adultos fémeas (F) e ma
chos (M) com 6 dias de idade, Contro
le (C)ly tZ2he t3.
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Figura 6. Esterases de femeas (F) e machos (M)
Controle (C 1 e 2), femeas e machos
nascidos no meio tratado e criados
no meio controle (3 a 6) e femeas e
machos nascidos e criados no meio com
cafeina (7 a 14), com 6 dias de idade.
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Esterases de adultos femeas (1 a 3,
7 a 9) e machos (4 a 6, 10 a 12) con

trole, coradas com tampao (1 a 6) ou

tampao + cafeina (7 a 12).
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IV - DISCUSSAD

O cafe, o cha e outras bebidas que conténm cafeil
na sao amplamente consumidas em muitas partes do mundo. Devi-
do a este consumo intenso e devido as propriedades farmacolg-
gicas conhecidas da cafeina, sua toxicidade tem sido um assun
to de interesse nos anos recentes.

A cafeina foi durante muitos anos incluida na

lista de compostos GRAS ("Generally Recognized As Safe'"-USA).

Entretanto, em 1980, a '"Food and Drug Administration" (USA)

incluiu um alerta as mulheres gravidas quanto ao consumo da
cafeina durante a gravidez (COLLINS e cols., 1987). Esse aler
ta suscitou nao so6 a revisao dos estudos anteriores como tam-
bem determinou o inicio de novos estudos sobre a cafeina.

A Drosophila oferece uma variedade de sistemas
para o estudo de substancias toxicas que atuam na reproducao,
no desenvolvimento ou que agem como mutagénicos e carcinogéni
cos. Uma importante vantagem desse organismo € a sua capaci-
dade de metabolizar os xenobidoticos de maneira semelhante aos
mamiferos (FOERSTER § WURGLER, 1984).

No presente trabalho, foi utilizada a Drosophila
prosaltans para um estudo do efeito da cafeina em alguns as-
pectos reprodutivos, do desenvolvimento e cromossomicos. Es-
ses aspectos abrangem a produtividade, o tempo de desenvolvi-
mento, a longevidade, a oviposicao, o peso das moscas adultas
e o aspecto dos cromossomos mitoticos e politénicos. Buscou-
se também algum efeito no padrao de esterases em gel de po-

liacrilamida.

Os resultados obtidos indicam que a cafeina al
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cm 1 s 3 4 5 6 7 Eunespm 12 13 14 15 16 17 18



tera a produtividade reduzindo-a. A produtividade em  todos
os experimentos em que foi utilizada a cafeina, no meio de
cultura, foi significativamente menor que a dos controles, ex
ceto no experimento C+ to. Neste caso, trata-se da concentra
cao mais baixa, utilizada, de cafeina (50 ug/ml de meio de
cultura) e embora n3ao significativa, a produtividade nesse
meio também foi menor que a do controle.

Os resultados do 1? grupo de experimentos (meios
C, tl e t2) indicaram que, além da redugao da produtividade ,
a cafeina pode determinar um atraso no inicio da mesma, wuma
vez que a porcentagem de descendentes, relativa aos totais, e
geralmente menor nos 1°s tubos dos experimentos tratados, do
que nos do controle.

Considerando-se os experimentos C - C, C - to,

C~>tl, C>t2eC ~ t3, pode-se dizer que o nivel de produti

vidade acompanha inversamente a concentragao de cafeina no

meio de cultura, isto €, quanto maior a dose, menor a produti
vidade.

As diferencas observadas quanto a produtividade
de fémeas, entre os meios tratados, comparados entre sif. nao
foram significativas na maioria dos casos (32 de 34 compara-
¢Ses). Quanto a produtividade de machos, foram significati-
vas em 8 das 34 comparacoes. Essa diferenga significativa na
comparacao da produtividade dos machos dos experimentos trata
dos reflete-se na comparagao dos totais, cujas diferencgas
significativas sao as mesmas em quatro experimentos.

Dessas observacoes pode-se tirar a indicacao de
que a produtividade de machos talvez seja mais afetada pela
cafeina do que a produtividade de femeas. A maior sensibili-

dade dos machos a situagdoes adversas tem sido demonstrada em
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varios experimentos e observacoes (HALDANE, 1922; MULLER,
1940; NET, 1975 e TADEIL, 1977).

Considerando-se o numero de descendentes produ-
zidos nos experimentos tratados, verifica-se, geralmente, que
0 retorno das moscas para um meio de menor concentracgio de
cafeina determina um aumento da produtividade e que sua passa
gem para um meio de maior concentracao determina uma reducdo
da mesma. Podemos observar aumento, por exemplo, em t2 + C e
tZ2 » tl comparados com t2 ~ t2 e C + t2; e t3 » to comparado
com C » t3. [Inversamente, podemos observar redugao, por exem
plo, em to » t3 comparado com t3 + to; em tl + t2 comparado
com t2 + tl. Constitui excegao, o caso de tl + C, em que
nao se observa melhora na produtividade, comparado com tl-»> tl
ou C »~ tl, ao contrario ha uma maior redugdo no nimero de des
cendentes.

As variagoes observadas nao acompanham, na mes-
ma magnitude, as variacgoes da concentracao de cafeina no meio.
Provavelmente estao envolvidos, nestes casos, fenomenos como
resistencia, possiveis alteragbes genotipicas ocorri
das no tratamento anterior,e mesmo influencias ambientais ou
variagoes na quantidade de meio (e consequentemente de cafei-

na) ingerido pelas moscas.

Resisténcia a agentes mutagenicos e toxicos, em

Drosophila, foi descrita por varios autores. Por exemplo ,
NOTHEL § ABDALLA (1982) descreveram radioresistencia de uma
populacao experimental de Drosophila melanogaster relativa a
populacao basica da qual foi derivada. A radioresisténcia des
sa populacgao desenvolveu-se apos varias centenas de geragoes,
sob exposigao a irradiagao, sendo geneticamente controlada pe

los mutantes rar-1 e rar-2. Uma resistencia adicional foi
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atribuida ao fator genctico rgr-3.

A genética da suscetibilidade aos efeitos tdxi-
cos agudos, provocados pela cafeina administrada intraperito-
nealmente, foi analisada em duas linhagens endocruzadas de ca-
mundongos, as linhagens SWR e CBA.A primeira sobrevive a dose
de 187 mg/Kg, considerada letal, enquanto a segunda geralmen-

te morre em menos de 30 segundos apds a aplicacdo dessa dose.

A descendencia F, do intercruzamento das linhagens era unifor

memente sensivel a letalidade da cafeina, nas duas direcdes
de cruzamento, indicando que a resposta a cafeina esta sob o
controle de um Unico gene autossomico dominante. O intercru-
zamento dos Fl produziu 26% de descendentes resistentes e 74%
de suscetiveis (SEALE e cols., 1985).

Em Saccharomyces cerevisiae, BARD e cols.(1980)
isolaram 4 haploides resistentes a cafeina, sendo 2 resisten
tes a 50 mM de cafeina e 2, a 100 mM, e os analisaram geneti-
camente. Analises de complementacdao e tétrade indicaram que
as 4 mutagoes sao alelos do mesmo locus. As quatro linhagens
isoladas demonstraram dominancia incompleta quando hibridiza=
das com a linhagem do tipo selvagem e dominancia de alta so-
bre baixa resistencia, quando hibridizadas entre si. Diferen-
cas em resisténcia a cafeina foram encontradas entre células
da linhagem 'grande'" do tipo selvagem e suas derivadas "peti-
te'". Os autores apresentaram hipOteses para explicar as ba-
ses moleculares da resistencia a cafeina. Primeiro, haveria
uma mudanca na especificidade enzimatica de tal modo, que a ca
feina nao seria incorporada em um ou mais metabdlitos celula
res essenciais. Por exemplo, a toxicidade da cafeina poderia
ser devida a sua conversao em analogos adeninicos inibidores

de ATP, NAD+ ou FAD+. Segundo, a célula poderia adquirir uma
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capacidade aumentada para modificar quimicamente a cafeina,
resultando em uma redugao nos scus efeitos toxicos. Terceiro,
a permecabilidade da membrana a cafeina poderia ser alterada
devido a alteragdao de uma permease.

O desenvolvimento de tolerancia temporaria  ao
efeito comportamental da cafeina '"atividade locomotora', foi
descrito em ratos tratados diariamente com essa droga (HOLTZMAN
§ FINN, 1988). Apos receber 5 a 10 mg/Kg/dia de cafeina colo
cada na agua de beber, os ratos tornaram-se tolerantes ao efei
to estimulante da cafeina na atividade locomotora. A exposi-
cao dos ratos a doses diarias mais altas, resultou no desen-
volvimento de tolerancia completa a estimulacdao dessa ativida
de. A sensibilidade completa ao efeito estimulante de cafei-
na, entretanto, retornou apos 2 a 3 semanas do término da sua
administragao diaria, indicando que a falha da resposta a ca-
feina nao resultou de alteragao da fungiao motora, pelo menos
de forma irreversivel.

Quanto as possiveis causas da redugao da produ-
tividade, detectada no presente trabalho, a literatura traz
alguns resultados que podem auxiliar. Por exemplo, TIMSON
(1977) apresenta uma revisao sobre os efeitos da cafeina no
aparelho reprodutor e na producao de descendentes. Um dos
trabalhos por ele citado ¢ o de PETERSON (1969), o qual mos-
trou que a cafeina diminui o nGmero de tiibulos funcionais nos

testiculos de ratos e afeta a espermatogénese. Entretanto |,

em camundongos Fq do cruzamento das linhagens (57BL X C3H , a

cafeina nao induziu anormalidade no esperma. Outro trabalho
citado, @ o de STIEVES (1928) que, em coelhos da linhagem pu-
ra russa, obteve a dose letal de cafeina de 0,2 g/Kg do peso

corporeo. ApoOs acostumar-se a cafeina em doses baixas, entre
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tanto, csta dose pode ser administrada varios dias sucessivos
sem efeito letal e, acima de 0,15 g/kg de peso corporeo, foi

tolerada por meses sem aparente efeito a saude. Se doses maio

res do que estas fossem dadas diariamente, por algum tempo, en

tao apareciam mudangas retrogressivas nas gonadas e, se a ca-

feina nao fosse retirada, podiam levar a esterilidade comple

ta.

Ja o trabalho de WEATHESBEE e cols. (1975, in
TIMSON, 1977) mostrou que o ovario apresenta maior sensibilida
de a cafeina do que os testiculos. Mostrou também que animais
(hamster chines) tratados com doses que nao levam a atrofia
das gonodas podem ter efeitos durante a reproducdao. Quando os
machos eram tratados dessa maneira, 75% dos descendentes mor-
riam na primeira semana depois do nascimento, enquanto que se
as femeas fossem tratadas, 72% dos embriGes morriam no utero.
Uma outra observacao do mesmo trabalho € a de que o consumo de
cafeina por hamster chineés altera a proporgao sexual dos des-
cendentes, aumentanto significativamente a porcentagem de fe-
meas.

Como foi mencionado na Introdugao, ©O trabalho
de SEHGAL § SIMOES (1976) mostrou também a ocorréencia de mal-
formagoes do ovario e esterilidade na maioria das fémeas, quan
do ovos e larvas de Drosophila melanogaster foram tratados
com cafeina e outras drogas.

No presente trabalho, o interesse em verificar
um possivel efeito da cafeina na oviposicao levou a programar
o experimento descrito no item 4 de Materiais e Mectodos. Os re
sultados mostraram que a cafeina, presente no meio de cultura
ao qual as moscas ficaram expostas 12 horas, inibe a postura
de ovos das femeas nao tratadas e acasaladas, de forma direta,
isto &, quanto maior a concentracao de cafeina no meio, maior

a reducao do numero de ovos.
Outra observagao, no estudo da oviposigao, foi

a de que as moscas que se desenvolveram nos meios com cafeina

também produzem menor numero de ovos. Neste caso tamhem, a re
dugao esta diretamente relacionada com a dose de cafeina do

meio de origem da mosca.
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Foram interessantes, também, os resultados do
teste de escolha de meios com e sem cafeina, em caixas de po-
pulagao, para oviposicao; as moscas mostraram preferencia de
postura no meio com cafeina em todas as caixas de populagao
em que os dois meios estavam presentes. Contudo, apresenta-
ram também neste caso, reducao da postura nas duas placas de
Petri das caixas de populacao, isto €, nos meios com e sem
cafeina.

Preferéncia por solugdo de cafeina em relacio
a agua, foi demonstrada em ratos, para concentracgoes muito
baixas de cafeina que resultaram em pequena ingestao da dro-
ga (HEPPNER e cols., 1986, in GRIFFITHS § WOODSON, 1988). Uma
preferéencia por concentracoes de cafeina que resultaram na
ingestao de quantidade relevante da droga,para efeitos ativos
de comportamento, foi demonstrada somente depois de 14 dias de
exposicao forcada a concentragoes relativamente altas de ca-
feina (VITIELLO § WOODS, 1975, in GRIFFITHS & WOODSON, 1988).

No caso do teste de preferencia de oviposigao

de Drosophila, neste trabalho, entretanto, as moscas nao ti-

nham experiencia anterior quanto a ingestdo de cafeina, pois

eram provenientes do meio controle.

De acordo com BOULETREAN-MERLE (1973, in ASH-
BURNER § WRIGHT, 1980), moscas cruzadas botam seus ovos rapi-
damente e, se bem alimentadas, continuam a produzir novos fo
liculos em uma taxa equivalente a taxa de postura, enquanto
femeas virgens retem seus ovos maduros e nao iniciam a postu-
ra em numero significante até o quinto ou sétimo dia.Nestas,
a taxa de producao de foliculos pelo germario é retardada.

Com base nesses dados e nos resultados dos ex-

perimentos de oviposigao deste trabalho, pode-se supor que o
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meio com cafeina exerca uma atracao sobre as moscas, que a
ele se dirigem preferencialmente, alimentando-se dele. Contu-
do, a ingestao da cafeina exerceria unm efeito bloqueador na
produgao de novos foliculos atrasando ou reduzindo a oviposi-
cao. Esse atraso na oviposicao poderia explicar também o
atraso do inicio da produtividade observado no experimento an
texior,

E possivel que a cafeina cause, além de atra-
$0s, outros disturbios no desenvolvimento dos foliculos dos
ovos de Drosophila como foi observado por DAVRING (1975) so-
bre os efeitos do 2, 4, 5-T ester, ou mesmo por WEATHESBEE e
cols. (1975, opus cit.) sobre os efeitos da cafeina em femeas
de bhamster chines. E possivel também que esses problemas este
jam relacionados com distidrbios no reparo e duplicacao do DNA

mencionados na literatura em associagao com a cafeina. 0 estu

do da ovogenese de moscas criadas com e sem cafeina podera

trazer mais informacdes sobre esse aspecto.

Muitos estudos tém sido realizados sobre 0s
efeitos da ingestao materna de cafeina, nas caracteristicas
do desenvolvimento de ratos e humanos. TANAKA e cols. (1987),
mostraram que a ingestao de cafeina durante longo tempo, por
ratas, antes e durante a gravidez, induz a reducao do peso da
placenta. A ingestao de 1,5 a 3,0 ug/ml ou gramd de peso, du
rante a gravidez causou uma redugdo significativa no peso do
corpo e uma redugao, ainda maior, no peso do cérebro dos fe-
tos. POLLARD e cols. (1987) mostraram que a cafeina adminis-
trada a ratas durante a gravidez causa um retardo significati
vo no desenvolvimento do feto de ambos os sexos. A taxa de
mortalidade, ao nascimento ou logo ap6s, foi significativamen

te mais alta e o tamanho das ninhadas significativamente mais
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baixo quando estas eram tratadas com 60 mg/Kg. As taxas sub-
sequentes de crescimento também foram afetadas,

GILBERTI § PISTEY (1973, in TIMSON, 1977) veri
ficaram que injegdo didria intraperitonial de 4 a 16 mg de cafei
na durante a gravidez de ratos HULZER levou ao aumento signi-
ficativo na reabsorcidao e uma diminuicao no peso dos dcscendeﬂ
teés ao nascimento, quando comparado com controles tratados

com salina.

BRUYERE e cols. (1988) mostraram que a cafeina

administrada a embrides de galinha de tres dias produziu ano-

malias ultra-estruturais e funcionais nas mitocondrias cardia

cas do embriao, abrangendo uma destruicao acentuada das cris-
tas, a formagao de figuras semelhantes a mielina no interior
das mitocondrias e também edema intracelular. A funcio da mi
tocondria na oxidagao do succinato foi inibida. Esses even-
tos na patogenese celular cardiaca podem, de acordo com os au
tores levar a morte embrionaria da galinha.

Com base nessas informacoes contidas na litera
tura, decidiu-se analisar a velocidade do desenvolvimento e
avaliar o peso das moscas tratadas, comparando essas observa-
¢oes com o controle. O estudo da velocidade de desenvolvimen
to mostrou que o tratamento com cafeina nas concentracgoes t2
e t3, que corresponden, respectivamente a 1000 ug/ml e 1500
ug/ml, leva a um atraso de um dia, quando comparado com 0s
meios C, to e tl (controle e concentracoes de 50 pug/ml e 100
ug/ml, respectivamente). Essas observacoes concordam com os
dados de POLLARD e cols. (1987), segundo os quais a cafeina
causa um retardo no desenvolvimento dos fetos de ratos de am-

bos os sexos.

Com base nos trabalhos ja mencionados anterior
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mente poderiamos admitir que o atraso observado no desenvol-
vimento das moscas tratadas seja causado por problemas na du-
plicacao e reparo do DNA ou mesmo por problemas relacionados

com a atividade mitocondrial na produgao de energia, criados

pelo tratamento com cafeina.

Com relagao a avaliagao do peso, & possivel que
o método empregado seja pouco sensivel. Os resultados nao
mostraram reducao de peso das moscas produzidas no meio trata
do. Ao contrario, em duas concentracoes, de cafeina, isto e,
meios to e t3 houve aumento do peso médio das fémeas e dos ma
chos. Esses resultados diferem dos obtidos pof SEHGAL e cols.
(1977) que observaram efeito da cafeina no bloqueio do peso
das larvas de Telmatoscopus albipunctatus , até o 10° dia.
Esse bloqueio mostrou-se reversivel apds eliminagao do trata-

mento.
O controle da longevidade dos adultos em qual-

quer organismo € uma fungao complexa do desenvolvimento que
resulta da interagao do genoma com os meios interno e externo
(GOULD & CLARK, 1983).

GOULD & CLARK (1983) investigaram a acao de
duas mutagoes ligadas ao sexo, de Drosophila melanogaster ,
AL-2 e AL-4 e verificaram que elas tem um forte efeito na
longevidade meédia do adulto, reduzindo-a de 60 a 75 dias, que
e a media selvagem, para 12 a 18 dias. Para o mutante AL-4 ,
foi obtida uma leve indicagao de que o foco dos efeitos fisio
logicos observados esta localizado em algum lugar da regiao
cefalica. E possivel porém, de acordo com LINTS § BOURGOIS

(1985) e os proprios autores do trabalho (GOULD § CLARK,1983)
que os efeitos, na longevidade, dos genes AL-2 e AL-4 sejam
devidos a uma lesao que nao tem relagao especial com o proces

so de envelhecimento.

Experimentos de selegao para aumento da longevi

dade de Drosophila melanogaster mostraram que esse parame-

tro provavelmente nao esta sob o controle de genes menores com
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efeito aditivo, pelo menos nesse organismo (LINTS e cols, 1979,
in LINTS & BOURGOIS, 1985). Ha entretanto algumas indicagdes
de que ele esteja sob o controle de genes menores com efeito
epistatico (revisdo em LINTS § BOURGOIS, 1985). Enm resumo,
os resultados mostraram que na Drosophila melanogaster a lon-
gevidade pode ser considerada como um tracgo adaptativo que e,
pelo menos parcialmente, geneticamente controlado por genes
menores com acao epistatica.

Um levantamento dos trabalhos relacionados com
a longevidade de Drosophila melanogaster, publicados na revis
ta Experimental Gerontology, de 1964 a 1981, realizado por
LINTS § BOURGOIS (1985) mostrou que a longevidade media das
féemeas excede a dos machos em menos do que 50% dos trabalhos.
Esses autores citam também dados que mostram que a longevida-
de média das moscas mantidas em garrafas € 25,4 + 0,5 dias e
o maximo de longevidade, 30 dias, sendo, portanto, a diferen-
¢a entre a meédia e o maximo, de 4,6 dias. Para moscas manti-
das em frascos pequenos, esses valores foram respectivamente
14,3 + 0,9 e 30 dias. Os autores supoem que, no primeiro ca-
so, as mortes foram devidas ao envelhecimento, mas no segun
do, muitas mortes foram prematuras e resultantes de outras
causas que nao o envelhecimento.

Os mesmos autores analisaram 117 tabelas de lon
gevidade para machos e o mesmo numero para femeas, todas obti
das de trabalhos com Drosophila melanogaster. Os autores de-
senvolveram uma medida da proporgao de mortes prematuras ver-
sus mortes por envelhecimento e mostraram que a proporgao era

menor para machos do que para femeas (a proporgao de mortes

por velhice & mais alta nos machos do que nas fémeas). Eles

mostraram ainda que a longevidade potencial das fémeas & leve
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mente maior que a dos machos. Contudo, consideraram tambcm
que os trabalhos existentes sobre a longevidade ainda nao ex-
plicam o problema das diferengas entre femeas e machos, satis
fatoriamente.

AIGAKI & OHBA (1984, in LINTS § BOURGOIS, 1985)
verificaram que, em Drosophila virilis, o periodo reprodutivo
ocupa em média 60% da longevidade total e que a proporgao dos
periodos reprodutivo e pos-reprodutivo variam regularmente,de
pendendo da longevidade total. Se esta era mais curta do que
10 semanas, o periodo reprodutivo aumenta com a  longevidade
total, enquanto o pos-reprodutivo permanecia quase constante
(menos de 2 semanas). Em moscas com longevidade maior que
10 semanas, o pos-reprodutivo aumentava, enquanto o reproduti
vo era quase constante (8 semanas). Os resultados foram in-
terpretados supondo que as moscas que morrem com mais de 10
semanas, morrem de velhice, enquanto as moscas que morrem an-
tes da décima semana morrem de outras causas. O programa de
vida so € aplicado no primeiro caso.

Alguns trabalhos dao enfase ao controle epigene
tico da longevidade. Nesse sentido CELLUCI e cols. (1981, in

LINTS § BOURGOIS, 1985) examinaram as alteracoes dos estadios

do ciclo de Drosophila melanogaster por um agente fuccinoliti

co, a centrofenoxina. Um resultado interessante € que larvas
criadas em meio contendo 0,05 a 1% de centrofenoxina apresen-
tam, no estado adulto, um grande aumento da longevidade se
forem mantidos, subsequentemente, em meio sem a substancia .
Nao foram observadas, porém, mudangas significativas na dura-
cao do periodo larval.

No presente trabalho foi estudado o efeito da

cafeina na longevidade de moscas virgens e acasaladas. Os re-~
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sultados mostraram que a longevidade media de femeas e machos
virgens, ambos nao submetidos ao tratamento com cafeina, nao
diferem significativamente. O tratamento com cafeina causa
reducao significativa da longevidade de ambos os sexos quando
comparados com o respectivo controle.

A comparacao das longevidades médias de femeas
e machos virgens tratados, mostra que, de 7 casos de diferen-
cas significativas, entre os 12 tipos de experimentos,em seis
a longevidade média das femeas foi superior a dos machos, (o)
que talvez possa estar relacionado com o fato indicado por va
rios trabalhos em Drosophila, e ja mencionado, de que os ma-
chos sao mais sensiveis do que as fémeas as variacoes do meio.

De modo geral, porém, pode-se dizer que esses
individuos de uma mesma espécie, sao bastante variaveis, inde
pendentemente do sexo, quanto a sensibilidade a substancia tes
tada neste trabalho.

0 estudo das moscas acasaladas controle, quanto
a longevidade, mostra que a reproducao reduz esse parametro
em ambos os sexos, mas mais fortemente nas femeas do que nos

machos. Isto pode indicar um desgaste maior causado pelo es-

forco fisiologico da producao continua de ovulos nas  femeas

fecundadas, determinando sua mortalidade precoce. CORRADI
(1979) analisou as taxas de mortalidade de femeas e machos
mantidos juntos ou separados, tendo verificado que a taxa de
mortalidade das fémeas era maior que a dos machos, quando man
tidos juntos, enquanto na condigao separada a mortalidade dos
machos foi superior a das fémeas.

O tratamento com cafeina reduz significativamen
te a longevidade das femeas acasaladas, em comparagao com O

controle, em apenas 1 dos 12 experimentos e aumenta significa
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tivamente a longevidade em 4 experimentos e nao significativa
mente em 5. O tratamento com cafeina, no caso dos machos aca

salados mostra diferenca significativa em apenas dois tipos

de experimentos quando comparados com o controle, sendo, em

ambos os casos por reducao. Talvez seja possivel supor que o
bloqueio da ovogeénese causado pela cafeina represente uma eco

nomia de energia que, em Ultima analise, pode beneficiar as

femeas.

A comparacdo das longevidades meédias entre fe-

meas virgens e acasaladas e entre machos virgens e acasalados,
todos tratados com cafeina, mostrou quatro diferencas signifi
cativas para as femeas com reducao nas acasaladas em todos os
casos, alem de reducao nao significativa em todos os demais
experimentos. Quanto aos machos, foram significativas cinco
diferencas, sendo quatro devidas ao aumento da 1longevidade
nos acasalados. Em todos os demais experimentos, embora nao
significativa, houve diferenca devida ao aumento da longevi-
dade nos acasalados.

Das comparacoes realizadas, pode-se deduzir que
a reducao da longevidade das femeas acasaladas tratadas, pro-
vavelmente, decorre mais do acasalamento do que do efeito da
cafeina, na maioria dos casos, pelo menos. Nos machos, po-
rém, o acasalamento parece, antes, minimizar, na maioria dos
casos, os efeitos deletérios da cafeina.

Assim, como o acasalamento reduz a longevidade
das fémeas controle ao mesmo nivel das tratadas ou até mais,
em alguns casos, a hipotese de reducao da produtividade pela
cafeina por reducao da longevidade pode ser descartada ou mi-
nimizada, reforcando como explicacao, a hipotese de efeito de

letério da cafeina na produgao de ovos, na fecundagao, ou no

desenvolvimento do embriao.
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O interesse no estudo citogenético das  moscas
submetidas aos tratamentos com cafeina decorreu das informa-
¢oes contidas na literatura sobre a propriedade dessa substan
cia em induzir poliploidia (por exemplo, ESPINO § VASQUEZ,
1981), celulas binucleadas por inibigdo da citocinese e célu-
las germinativas tetraploides mononucleadas por fusao nuclear
(LA PENA e cols., 1981) e células binucleadas com cromatina
fortemente dispersa (TERASAKA § NIITSU, 1987).

Foram analisadas células mitoticas dos ganglios
cerebrais e celulas politenicas da glandula salivar. Nao fo-
ram observadas diferengas visiveis, ao nivel das observagoes
realizadas, entre as moscas tratadas e as nao tratadas. Tal-
vez possam ser encontradas diferengas em outros tecidos que
nao os analisados no presente trabalho, tais como células meio
ticas e tecido adiposo ou tubulos de Malpighi, ou em indivi-
duos submetidos ao tratamento com cafeina durante varias gera
coes, ou mesmo utilizando outras doses de cafeina.

Também nao foram encontrados individuos morfolo
gicamente anormais embora a literatura contenha varios traba-
lhos que indicam que a cafeina atua como teratogénico, causan
do malformagoes quando administrada oralmente em ratos e huma
nos (SMITH e cols., 1987; BRUYERE e cols., 1988).

Os estudos de eletroforese em gel de poliacrila

mida de isoenzimas esterasicas também nao mostraram altera-

¢coes do padrao dessas enzimas que possam ser atribuidas a ca-

feina, na fase do desenvolvimento analisada (adultos) e . nas
condicoes do presente experimento.

Como mostrado, entretanto, o presente trabalho
sugere fortemente um efeito deletério da cafeina sobre a pro-

dutividade de imagos, a oviposigao, a longevidade e a veloci-
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dade de desenvolvimento, em Drosophila prosaltans. Maiores in

formagoes quanto a forma de agado deverao ser obtidos em expe-

rimentos adicionais que permitam avaliar algumas das hipote-

ses apresentadas.

Assim, a Drosophila, considerada um excelente
instrumento para pesquisas de agao toxica e mutagénica, e re-
comendada como tal, reforga, por este trabalho, que a cafeina

€ uma substancia que merece maior consideragcao quanto a seus

efeitos, tendo em vista principalmente ser de amplo consumo

pela humanidade.
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V - RESUMOS E CONCLUSODES

Quatro concentragoes de cafeina (to=50 ug/ml ,
tl = 100 wg/ml, t2 = 1000 ug/ml e t3 = 1500 ug/ml) foram admi
nistradas a Drosophila prosaltans, objetivando detectar possi
veis efeitos sobre a produtividade, a oviposigao, a longevida

de dos adultos, a velocidade do desenvolvimento ovo-adulto, o

peso dos adultos, a morfologia dos cromossomos mitoticos e po

liténicos e as esterases.

Os resultados mostraram fundamentalmente o se-

guinte:

1. A cafeina, nas quatro concentracoes utili-
zadas reduz a produtividade. Observa-se
neste caso uma relacgao dose-efeito, isto € ,
quanto maior a concentragao de cafeina no
meio, maior a redugdao do numero de descen-

dentes.

Um dos grupos de experimentos de produtivi
dade indicou que, além da redugao, a cafeil
na pode determinar um atraso no inicio da
mesma, uma vez que a porcentagem de descen
dentes relativa aos totais € geralmente me
nor nos primeiros tubos da série de repi-
ques dos experimentos tratados do que nos

primeiros tubos do controle.
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A produtividade de machos nos experimentos
tratados foi um pouco mais prejudicada do
que a das feémeas, indicando talvez uma
maior sensibilidade daquele sexo aos efei-

tos da cafeina.

Verificou-se também que, geralmente, a
transferéncia das moscas de um meio de
maior concentragao para um meio de menor
concentracao de cafeina determina um aumen
to da produtividade e que sua transferen-

cia para um meio de maior concentragao do
que do meio de origem determina uma redu-
¢ao da mesma, quando comparadas com a pro-
dutividade das que permaneceram nos meios

de origem.

A velocidade de desenvolvimento ovo-adulto
das moscas criadas nos meios controle, to
e tl nao diferiu entre si, sendo em media
de 24 dias, enquanto nas moscas criadas nos
meios t2 e t3 foi em média de 25 dias, mos
trando assim um retardo no desenvolvimen
to, as concentragoes de 1000 e 1500 wug/ml
de cafeina no meio, talvez envolvido com o

DNA e a reproducao celular.

Moscas criadas em meio controle e coloca-

das para por ovos em meio com cafeina

mostraram redugao no numero de ovos de for
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ma direta, isto &, quanto maior a concen-

tragao de cafeina no meio, maior a reducgao.
Da mesma forma, femeas criadas nos 4 meios

contendo cafeina e colocadas para oviposi-

tar em meio controle mostraram reducao do

numero de ovos, tanto maior quanto maior a
concentragao da substancia do meio de ori
gem das moscas. E quando submetidas a um
teste de livre-escolha para ovipositar nos
meios com ou sem cafeina, as femeas cria-

das no meio controle preferiram meio com
cafeina mas apresentaram reducdo do niimero
de ovos, tanto no meio com como no meio
sem cafeina. Para explicar, admitiu-se que
o meio com cafeina exerga uma atraciao so-
bre as moscas, que a ele se dirigem, prefe
rencialmente, alimentando-se dele; porém,
a cafeina ingerida exerceria um efeito blo

queador na produgao de novos foliculos,atra

sando ou reduzindo a oviposicao.

A longevidade foi analisada em fémeas e ma
chos virgens e acasalados, em ambos os ca-
sos tratados com cafeina ou nao. A longevi
dade meédia de fémeas e machos virgens nio
tratados nao diferiu significativamente em
bora a das primeiras tenha sido ligeiramen
te superior (60 a 58 dias). Em ambos 0s

sexos tratados com cafeina houve reducao

da longevidade, embora nao proporcional 3a

concentragao de cafeina no meio. O acasa-
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lamento reduziu a longevidade de feémeas e
machos controle, mas mais acentuadamente
das primeiras do que dos segundos. Isto
pode indicar um desgaste maior causado pe-
lo esforgo fisioldgico da producio conti-
nua de ovulos, nas femeas fecundadas, de-
terminando sua mortalidade precoce. Em al-
guns experimentos tratados, as femeas apre
sentaram longevidades maiores do que o con
trole sugerindo talvez um beneficio causa-
do pelo bloqueio da oviposigao pela cafei-

na.

A pesagem das moscas tratadas e nao trata-

das mostrou que a introdugdao de cafeina no

meio de cultura nao reduz o peso médio das

moscas femeas e machos quando comparadas
com o respectivo controle. Ao contrario,
um pequeno aumento ocorreu, para femeas e

machos, nas concentragoes to e t3.

Niao foram observadas diferencas, visiveis
ao nivel das observagoes realizadas, entre
as moscas tratadas e controle, quanto a mor
fologia dos cromossomos mitoticos e poli-

tenicos.

Os resultados do estudo das esterases das
moscas adultas tratadas e controle, em
géis de poliacrilamida, nao indicaram alte
racoes do padrao de bandas, causadas pelo

tratamento com cafefna.
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VI. SUMMARY AND CONCLUSIONS

Four different concentrations of caffeine
(to = 50 pg/ml, t1 = 100 pg/ml, t2 = 1000 pug/mle t3=1500 pg/ml)
were administered to Drosophila prosaltans, aiming to detect
the possible effects on productivity, oviposition, longevity
of adults, rate of development egg-adult, weight of adults,

morphology of mitotic and polytene chromosomes and esterases.

The results showed mainly the following:

Caffeine in the four analyzed concentrations
decreases the productivity of progeny. A
relation dose-effect was observed,that is,
the greater the caffeine concentration in
the culture medium, the greater the

reduction in the number of descedants.

Changing the flies grown in a culture
medium of greater caffeine concentration
to a culture medium with lower caffeine
concentration, an increase of the
productivity is observed. The opposite

was also true.

The productivity of males in the treated

experiments was a little more impaired by
caffeine than the productivity of females,

denoting a possible greater sensitivity of
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the first mentioned sex to the effects of

this drug.

One of the experimental groups on
productivity suggested that, besides
reducing the progeny number, caffeine may
causec a delay in the start of reproduction,
since the percentage of progeny in the
first tubes relative to the total progeny
was smaller in the treated experiments

than in the control ones.

The rate of development egg-adult of flies
grown in the control medium and in to and

tl media was the same, being iqual to 24

days, on the average, while that of flies

grown in the t2 and t3 media was on the
average iqual to 25 days. Thus, the
results show that caffeine in the
concentration of 1000 pg/ml and 1500 ug/ml
of culture medium causes a delay in the
development process, perhaps involved with

DNA and cell reproduction.

Flies grown in the control culture medium
and later put to lay eggs in the media
with caffeine showed a decrease in the
number of eggs layed in a normal way, that
is, the great the caffeine concentration,

the greater the decrease of egg number.
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Also females grown in the 4 concentrations
of caffeine and them, put to lay cggs in
the control medium showed a decrease in
the number of eggs, following directly the
caffeine concentration in the growth medium.
When sumitted to a free choice test to lay
eggs in the control medium or in the
caffeine medium, the females grown in the
control medium showed preference for the
medium with caffeine. However, the number
of eggs layed decreased in both the control
and the caffeine media. It was supposed
that the caffeine media atracts the flies
preferentially and that the caffeine eaten
by them blocks the production of new
follicoles delaying or reducing the number

of eggs.

The longevity of virgin and crossed males
and females grown in the control and in the
treated media was analysed. The mean
longevity of virgin, control males and
females dit not differ significantly

although in the females it was slightly

greater than in the males (respectivily 60

and 58). The longevity of both treated,
virgin males and females was reduced in
comparison to the controls, but the
reduction did not follow the caffeine

concentration in the media. Crossing
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reduced the longevity of the control males
and females but more strongly of the latter.
This may indicate a greater weakening
caused by the effort of continuous
production of eggs by the fertilized
females, leading to the shortening of their
longevity. In some treated experiments,

the females showed greater longevity than
their controls, suggesting a possible
benefit brought about by the blockage of

egg production caused by caffeine.

The weighing of the control and the treated
flies did not show any effect of the
caffeine in reducing the mean weight of
adults. On the contrary, a small increase
of the weight of males and females was

detected in the concentration to and t3.

Mitotic and polytene chromosome of the

control and treated flies from different
concentrations of caffeine were examined
but no morphological change was detected

which could be ascribed to the drug.

The esterases of the adult, treated and

control flies were studied in polyacrilamide

gels but also in the case no change in the

banding pattern was found which could be

caused by caffeine.
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