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1. INTRODUGAO

A Genética Toxicolégica vem se destacando, nos ultimos anos, como
uma area de pesquisa de grande importancia, pois com o aumento crescente
da exposi¢cdo do homem a agentes quimicos, fisicos ou bioldgicos, tornou-se
imprescindivel estabelecer métodos avaliativos, que possibilitem identificar
tanto as substancias que comprometem o material genético, bem como revelar

as que apresentam efeitos protetores.

Alteragbes na molécula de DNA podem levar a perda da heterozigose e,
assim, manifestar doencas herdadas e induzir neoplasias (Guzman-Rincén e
Graf, 1995). O desenvolvimento de uma neoplasia freqlientemente depende do
controle desordenado da diferenciagdo celular. A maioria das neoplasias
parece originar-se de uma uUnica célula que sofreu uma mutagdo somatica.
Entretanto, a progénie destas celulas deve sofrer outras mudancas,

provavelmente varias mutagées adicionais, antes de se tornarem neoplasicas

(Alberts et al., 1994).

As etapas do desenvolvimento de uma neoplasia s&do: iniciacao,
promogdo e proliferagdo (Weinberg, 1996). Um tumor pode entrar em
metastase pelo processo que envolve as proteinas E-caderinas, que sé&o
moléculas de adesdo intercelular; integrinas, moléculas de superficie celular
que ligam a matriz celular; metaloproteinas, que dissolvem as membranas
basais e outras matrizes celulares (Ruoslahti, 1996). As células neoplasicas
geralmente apresentam variabilidade no tamanho, na forma do seu nucleo, no
numero e estrutura de seus cromossomos. Possuem um cariétipo instavel,
onde genes sdo amplificados ou suprimidos e os cromossomos sé&o perdidos,
duplicados ou translocados, fazendo com que as células possuam uma falha

na maquinaria hereditaria (Alberts et al., 1994).



As células possuem mecanismos intrinsicos que reparam o DNA
danificado antes do inicio da fase-S do ciclo celular. Algumas doencgas
genéticas resultam de um mecanismo de reparo deficiente. Assim sendo,
defeitos no sistema de reparo de DNA podem, portanto, influenciar na
estabilidade genética, que pode se manifestar por meio do aumento da taxa de

mutages pontuais, rearranjos cromossomicos e atraso da morte reprodutiva

(Murname, 1996).

Mesmo que o organismo apresente um aparato de mecanismos de
reparo, faz-se necessario 0 uso de agentes antioxidantes. Estudos realizados
em roedores (Konopacka et al., 1998; Antunes e Takahashi, 1998; Antunes et
al., 2000) e em bactérias (Edenharder et al., 1999) demonstraram o efeito de
vitaminas que protegem ou previnem a molécula de DNA contra danos

causados por agentes genotoxicos.

O termo antimutageno é utilizado para definir um agente que reduz o
nimero de mutagbes espontaneas ou induzidas, geradas em circunstancias
particulares. Os agentes antimutagénicos podem ser classificados como
desmutagenos ou bioantimutagenos. Os desmutdgenos sdo aqueles que
inativam os agentes mutagénicos, ou seus precursores, pela inibigdo da
atividade de enzimas metabdlicas, ou previnem a interagdo dos mutagenos
com o DNA. Os bioantimutagenos sdo aqueles que reduzem os efeitos

genotdxicos por meio da modulagdo de mudangas celulares, envolvidas no

reparo do DNA danificado (Kada et al., 1982).

Ensaios experimentais que utilizam diferentes organismos, tais como
bactérias, insetos e mamiferos, sdo rotineiramente empregados para a

avaliagéo de substancias genotoxicas e antigenotoxicas.

A Drosophila melanogaster € um organismo eucarioto amplamente
utilizado na deteccdo de agentes quimicos com atividade genotdxica, por
possuir pequeno numero de cromossomos, tempo curto de geragéo,
caracteristicas morfoldgicas controladas geneticamente, grande numero de

mutantes, linhagens muito bem caracterizadas geneticamente, sistema




enzimatico capaz de detectar pro-mutdgenos e pro-carcindgenos in vivo,
produzir grande numero de descendentes, além do fato de os sistemas testes
que utilizam a Drosophila serem rapidos, confidveis e de baixo custo (Graf e
Singer, 1992).

1.1. Teste para detecgcdo de mutacbes e recombinacdes somaticas (Somatic

Mutation And Recombination Test - SMART)

Nas ultimas duas décadas foram desenvolvidos alguns testes somaticos
de curta duragdo que utilizam, como organismo teste, a Drosophila
melanogaster e que foram denominados de Somatic Mutation And
Recombination Test (SMART) (Graf et al.,1984; Vogel, 1987).

Os SMARTs tém sido considerados os substitutos promissores do
conceituado teste do recessivo letal ligado ao sexo (Sex Linked Recessive
Lethal Test — SLRLT) e possuem como vantagem o fato de serem rapidos,
baratos e mais sensiveis do que o SLRLT (Vogel, 1987), sendo que os mais
utilizados tém sido os SMARTSs de olho e de asa (Vogel, 1992).

Os SMARTs permitem detectar um amplo espectro de eventos
genotoxicos, tais como mutagbes pontuais, aberragdes cromossdmicas

(delegGes), bem como recombinagbes e conversées génicas (Anexo 1).

O SMART de asa foi desenvolvido por Graf et al. (1984) para deteccéo
de agentes genotdxicos e, atualmente, tem demonstrado ser util na deteccdo

de agentes antigenotoxicos (Graf et al., 1998).

As linhagens utilizadas no teste para deteccdo de mutacdes e

recombinacdes somaticas em asas de Drosophila melanogaster séo:

= mwh/mwh (mwh - muitiple wing hairs)



»  fIr/In(3LR)TM3, ri p® sep 1(3)89Aa bx** e Bd® (flr* - flare®)
*  ORR; fir/In(3LR)TM3, ri p” sep 1(3)89Aa bx>*® e Bd® (Oregon R, flare?)

Os individuos da linhagem mhw possuem o gene marcador mwh no
cromossomo 3 (3-0,3). Por ser uma mutagao viavel, a linhagem é mantida em

homozigose. O marcador é caracterizado por expressar trés ou mais pélos por

célula (Figuras 1 e 3).

Os individuos da linhagem flare® possuem o gene marcador fIr*
localizado no brago esquerdo no cromossomo 3, numa posi¢do mais proximal
(3-38,8). A mutacéo desta linhagem se manifesta por um pélo modificado na
célula, a qual se assemelha a uma chama (Figuras 2 e 3). O gene marcador I’
em homozigose é letal, ou seja, zigotos homozigotos para o gene fIr¥ nao
conseguem se desenvolver até a fase adulta (Graf et al.,, 1984; Guzman-
Rincon e Graf, 1995). Por isto, foi desenvolvido um cromossomo balanceador
TM3, BdS (Third Multiple 3, beaded-serrate) que mantém a heterozigose da
linhagem. E caracteristico deste balanceador, impedir a recombinagao, ou seja,

a troca de genes entre os cromossomos homologos (Lindsley e Zimm, 1992).

A linhagem Oregon R; flare® também apresenta o gene marcador fIr’ na
constituicdo genotipica, mas esta difere da linhagem flare® por apresentar os
cromossomos 1 e 2, provenientes da linhagem Oregon R resistente ao DDT,
construida por Frélich e Wiargler (1989), que conferem a linhagem uma alta
atividade das enzimas citocromo P-450 (Hallstrom e Blanck, 1985), as quais
sdo responsaveis pela metabolizacdo e ativacdo de pré-mutagenos e pro-

carcinégenos (Dapkus e Merrel, 1977).



Figura 1. Fotomicrografia de uma mancha simples mwh (Cortesia do Dr. Uirich
Graf — Instituto de Toxicologia ~ Universidade de Zurich,

Schwerzenbach, Suiga).



Figura 2. Fotomicrografia de uma mancha simples fi* (Cortesia do Dr. Ulrich
Graf — Instituto de Toxicologia — Universidade de Zurich,

Schwerzenbach, Suiga).
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Figura 3. Fotografia de uma mancha gémea mwh/flr® vista ao microscépio de
luz (400X). Seta A — pélo flare; seta B — pélos muiltiplos (Cortesia do

Dr. Ulrich Graf — Instituto de Toxicologia — Universidade de Zurich,

Schwerzenbach, Suiga).

A partir dessas linhagens, foram efetuados dois diferentes cruzamentos:

padrao (Standard cross — ST) e de alta capacidade de bioativagéo (High

bioactivation cross — HB) cuja progénie sera:
50 % = Marcadores Trans-heterozigotos ( MH = mwh +/+ fir*)

50 % — Balanceadores Heterozigotos (BH = mwh + /TM3, Bd")



Os adultos podem ser diferenciados fenotipicamente, pois o marcador
Bd® determina o aparecimento de um recorte na borda das asas, deixando-as
com o aspecto serrilhado, enquanto que os adultos trans-heterozigotos

apresentam a borda das asas normal (Graf ef al., 1984).

A analise é realizada inicialmente em individuos MH, pois estes podem
expressar, em suas asas, pélos mutantes originados de eventos genotdxicos
ocorridos nos loci génicos dos dois marcadores mwh e fIr’. Ou seja, é possivel
detectar a ocorréncia de eventos mutagénicos e recombinogénicos, enquanto
que os descendentes BH tém como caracteristica a presenga do cromossomo
balanceador TM3, Bd® que impede a recombinagdo. Para que se tenha uma
quantificacdo exata da taxa de mutagdo e recombinagdo, & necessario a

analise dos descendentes BH.

Os pélos mutantes séo classificados em manchas e estas em simples,
quando expressam somente um dos marcadores genéticos (mwh ou fiIr),
originadas por mutacéo, aberragdo cromossomica (delegdo) ou recombinagéo
distal (recombinagéo entre o locus fi’ e locus mwh); e gémeas, quando
expressam os dois marcadores (mwh e fiy na mesma mancha, originadas

exclusivamente por recombinagéo proximal (recombinagéo entre o centrémero

e o locus fir) (Graf et al., 1984).

As manchas ainda séo classificadas quanto ao tamanho podendo ser
simples pequenas (quando possui um ou dois pélos mutantes) ou simples
grandes (quando possui mais de dois pélos mutantes). Durante a analise
registra-se, também, a posicdo da mancha, de acordo com o setor da asa,

determinada por regides A, B, C’, C, D, D’ e E (Figura 4).



Figura 4. Desenho esquematico de asa de Drosophila melanogaster dividida

em regiées A, B, C’,C,D,D' e E.

1.2. Melatonina

A glandula pineal € um pequeno 6rgao endocrino localizado no cérebro.
Foi, por décadas, considerada como vestigial, depois como controladora da
reproducéo sazonal e, recentemente, tem se atribuido a ela varias fungoes
corporais (Reiter, 1973). O horménio chefe mediador da glandula pineal ¢ a
melatonina, N-acetil-5-metoxitriptamina (Arendt, 1988). A melatonina &
sintetizada a partir do triptofano (TRP) (Sudgen, 1979) que é convertido em 5-
hidroxitriptofano (5-HTP) e, pela a agéo da enzima triptofano hidroxilase (TH),
cataliza a produgédo de serotonina (5-HT) (Deguchi, 1977). A conversdo de
serotonina para melatonina é realizada em dois passos: 1°) N-acetilada pela
enzima N-acetiltransferase (NAT) para produzir N-acetilserotonina (NAS); 2°)

O-metilada pela hidroxiindole-O-metiltransferase (HIOMT) para a formagéo do

hormdnio pineal (Voisin ef al., 1984).

Sua produgéo dentro da glandula € controlada por um ritmo circadiano

(Arendt,1988), por meio de uma informagéo neural que chega aos pinealdcitos
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via neurbnios pos-ganglionares simpaticos (Pangerl et al., 1990), na qual
durante a fase escura do ciclo, alcanga uma concentragéo plasmatica dez
vezes maior que os valores encontrados durante a fase clara (Lincoln et al.,
1985). As fibras retinohipotalédmicas s&o responsaveis pela sincronizagio da
atividade do sistema nervoso central (SNC), para que o ciclo seja,
precisamente, de 24 h (Reiter, 1991a). Sob luz continua, nenhum ritmo de
melatonina € observado, enquanto que sob condi¢des de escuro total, como
em animais ou humanos cegos, ritmos de NAT e melatonina correm livre com

um periodo ligeiramente maior do que 24 h (Axelrod, 1974).

Os estimulos para o aumento noturno da sintese de melatonina é
fornecido pela atividade elétrica originada no nulcleo supraquiasmatico do
hipotalamo (Klein e Moore, 1979; Reiter, 1985). Sua formagéo é primariamente
um resultado da liberagdo de norepinefrinas (NE) de neurénios intrapineais
que, durante o dia, & inibida pelo SNC e, contrariamente, durante a noite a
mensagem inibitéria & interrompida. Uma vez liberada, a NE interage com
receptores - e o- adrenérgicos nas membranas dos pinealécitos (Panger! et
al., 1990). Aproximadamente 85% da formag&o noturna & consequiéncia da
interacdo de NE com p-adrenoreceptores (Reiter, 1991b) que por meio da
ativagéo da enzima ligada @ membrana, adenilato ciclase (Weiss, 1969; Strada
e Weiss, 1974), via uma proteina guanina nucleotideo estimulatéria (Gs)
(Spiegel, 1989), conduz a um rapido aumento na concentracéo intracelular de
adenosina monofosfato ciclico (AMPc) (Mikuni et al., 1981), o qual é o segundo

mensageiro intracelular, que regula o aumento da enzima NAT (Chik e Ho,

1989).

Uma vez sintetizada, a indolamina & rapidamente liberada no sangue,
para circular juntamente com a albumina (Cardinali et al., 1972). Sua
lipossolubilidade permite uma rapida passagem para outros fluidos corporais
(Costa et al., 1995). A meia vida da melatonina é curta, variando de 10 a 40
minutos. Aproximadamente 75% do horménio que passa pelas células

hepaticas, é convertido para 6-hidroxitriptamina e, subseqlientemente, é
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conjugado com qualquer sulfato (70%) (Kopin et al., 1961). Todos os

metabolitos sdo excretados na urina (Sizak et al., 1979).

O desenvolvimento da glandula pineal em humanos comega a partir dos
3-4 meses e, depois, desenvolve-se rapidamente até um ano de idade (Gupta,
1988). Na idade avancgada, o ritmo de produgéo da melatonina diminui (Reiter
et al., 1992). lguchi ef al. (1982) demonstraram um decréscimo nos niveis de
melatonina no sangue de individuos com idade avangada, ndo havendo
diferenca entre homens e mulheres. Os mesmos resultados foram obtidos em
um estudo em ratos Sprague-Dawley machos, realizado por Pang et al. (1984)
que demonstrou uma correlagéo negativa nos niveis de melatonina e NAS na
glandula pineal, e niveis de melatonina no sangue, com relacéo a idade. Esta
atenuagao do ciclo, com o avango da idade, parece ser um processo gradual,

associado com o declinio generalizado na capacidade funcional de muitos

orgaos (Reiter et al.,1990).

Os estudos realizados para investigar a relacdo entre a melatonina e o
sistema reprodutor, mostraram que o hormdnio pineal possui uma grande
influéncia em humanos. As observagdes feitas por Brezezinski et al. (1987)
indicam que foliculos pré-ovulatorios contém quantias substanciais de
melatonina, que podem afetar a esteroidogenesis ovariana, por meio da
sintese de esteréides nas células granulosas foliculares ou pela supressao da
proliferacdo folicular. No entanto, uma deficiéncia na secre¢do do horménio
pode estar relacionada a patologia neuroendécrina denominada de amenorréia
hipotalamica (Brezezinski et al., 1988). Verificou-se, também, que o sistema

reprodutor é influenciado por mudancgas sazonais (Testart et al., 1982).

De acordo com Voordouw et al. (1992) a melatonina surge como uma
nova alternativa para o controle da fertilidade em humanos, na forma de pilula
contraceptiva, combinando melatonina com progestina noretisterona, o que

poderia eliminar, portanto, os efeitos colaterais associados ao estrogénio.

A melatonina possui também uma atuagdo no sistema imune. Os

resultados obtidos em estudos realizados em camundongos C57BL/6 fémeas,
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indicaram que o hormdnio promove uma reconstituicdo do timo, provocado por
uma lesdo na area hipotalamica anterior, por meio da proliferacao de linfocitos

(Lesnikov et al., 1992).

Dados obtidos por Lierberman ef al. (1984) e Dollins et al. (1994) em
humanos, indicam que a melatonina altera o estado de animo de maneira
similar & drogas com propriedades sedativas. Pode induzir sonoléncia, fadiga e

também atuar como um potente agente hipnético, quando administrada de

forma exdgena.

Os niveis de melatonina no sangue podem ser precisamente regulados
pela intensidade de luz, ou seja, a supressao de altos niveis circulantes, em
humanos, pode ser clinicamente vantajosa (Terman et al.,, 1988). Portanto, o
uso da técnica de fototerapia e a conseqliente redugéo do hormonio pode

fornecer um tratamento benéfico para doengas depressivas (Cummings et al.,

1989).

A melatonina pode também apresentar outras aplicagées clinicas. De
acordo com Chen et al. (1994), o hormdnio pineal modula o estado funcional
de canais de calcio no coragdo, canais esses que podem ter implicagbes na
fisiologia cardiaca normal. Portanto, a melatonina pode ser manipulada

farmacologicamente e, assim, oferecer uma proteg¢ao aos ataques cardiacos.

O recente e amplo interesse em se investigar as fungbes deste
hormonio se deve principalmente as suas propriedades antioxidativas.
Investigacées iniciais deduziram que a melatonina pode alterar o estado
redutor das células. Foi observado que em animais pinealectomizados ocorre
uma queda da atividade da bomba de Ca*?, enquanto que nas membranas dos
cardiomiocitos incubados com melatonina ocorreu um aumento da atividade
ATPase (Chen et al., 1993). A observagdo de que a queda da atividade da
bomba de Ca**gera radicais livres, sugere que esta indolamina altera o estado
das células pela neutralizagéo tdxica de radicais livres e, portanto, conduz a
um aumento passivo da atividade da bomba (Kaneko ef al., 1989). Estes

achados foram confirmados por Morishima ef al. (1998), que demostraram os
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efeitos protetores da melatonina em ratos Sprague-Dawley contra

cardiomiopatias induzidas pela adriamicina devidas a peroxidago lipidica.

Diante destes resultados, foram realizados alguns estudos com o
objetivo de verificar a capacidade da melatonina em sequestrar radicais livres,
principalmente com relagdo a sua interagdo com o radical mais toxico, hidroxil
(eOH). Os resultados mostraram que a melatonina € significativamente mais
eficiente do que a glutationa (GSH) ou manitol, que s&o considerados
importantes agentes antioxidantes (Reiter et al., 1995). Em outros estudos,
concluiram que a melatonina & duas vezes mais eficiente do que a vitamina E,

em seqlestrar o radical peroxil (ROQOe), que € um radical resultante da

peroxidagéo lipidica (Packer, 1994).

Existem, também, varias enzimas importantes no sistema de defesa
antioxidativo que sao influenciadas pela melatonina. Ou seja, ao lado de sua
capacidade direta como seqtiestrador de radicais livres, a melatonina estimula
a mais importante enzima antioxidativa no cerebro, que é a glutationa
peroxidase (GSH-Px), fornecendo um ataque indireto contra os radicais livres
(Halliwell e Gutteridge, 1989). A melatonina controla também a quantidade de

éxido nitrico (NOs), por meio da inibigdo da atividade da enzima oOxido nitrico

sintetase (NOS) (Pozo et al., 1994).

Outras enzimas relacionadas ao sistema de defesa antioxidativo sédo as
enzimas citocromo P-450 (Kothari e Subramanian, 1992a, 1992b) que,
freqiientemente, se encontram envolvidas no metabolismo de xenobibticos,

que resultam na produgéo de radicais livres (Gram ef al., 1986; Conn et al.,

1992).

Por apresentar este potencial antioxidativo, a melatonina vem sendo
também testada em pacientes com tumores para verificar sua capacidade
antiproliferativa. Os resultados obtidos por Marabini et al. (1992) mostraram,
em pacientes, que altas concentragdes de melatonina reduzem a proliferagao
de células do grupo controle, assim como de culturas de células leucémicas,

enquanto que baixas concentragbes nao apresentaram tais efeitos. A
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melatonina administrada sozinha ou em conjunto com outros agentes
antineoplasicos, ou imunoterapicos, parece desempenhar um importante papel
na regulacéo de reagdes biologicas contra o cancer (Lissoni et al., 1987; 1990).
De acordo com Morishima ef al. (1998) a melatonina pode ser utilizada,
também, combinada com a adriamicina em tratamentos de tumores, em ratos
Sprague-Dawley machos, embora a melatonina, por si s6, possa ser
considerada um hormoénio antitumoral, pois possui atividades antimitdticas e
imunomodulatérias. Foi verificado, também, que a secrecdo de melatonina é

anormalmente alta em pacientes afetados com cancer (Lissoni et al., 1987;

1990).

Recentemente, varios estudos envolvendo bactérias (Musatov, 1998),
ratos (Severynek et al., 1996; Lai e Singh, 1997) e humanos (Vijayalaxmi et al.,

1995a; 1995b; 1996; 1998) demonstraram efeitos protetores da melatonina

contra agentes genotoxicos.

1.3. Radiacéo gama

A radiagdo gama € um tipo de emissao de energia de onda curta que
nao utiliza substrato material. Considerada uma radiagdo “natural”, ou seja,
ocorre como sendo uma das propriedades de elementos existentes na

natureza, € considerada a mais penetrante, quando comparada com as

radiagbes alfa e beta.

Os raios gama sao classificados como ionizantes, pois provocam
ionizacées, isto &, ao atravessar uma materia, tém o efeito de arrancar elétrons

da camada periférica do atomo (Freire-Maia, 1972).

As radiag6es ionizantes induzem a produgéo de radicais livres, os quais

sdo responsaveis por multiplos tipos de lesGes na molécula de DNA

(Goodhead, 1994).
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A transformacdo de atomos em ions provoca repercursdes de ordem
quimica que, por sua vez, acarretam efeitos bioldégicos que originam mutacgées
génicas e cromossomicas, tais como quebras cromossémicas e cromatidicas,
as quais podem levar ao aparecimento de rearranjos do tipo inversdes
paracéntricas ou pericéntricas, transposigbes, aneéis, duplicacbes e
translocagbes simples ou reciproca; além de também causar efeitos
“fisiologicos” nos cromossomos, como alteragbes na viscosidade, .que sdo
capazes de ocasionar aglutinagées cromatidicas que, durante a anafase,
conduzem as chamadas pseudo-pontes que dificultam o movimento dos
cromossomos em direcdo aos polos, ocasionando, assim, a ocorréncia de
quebras. Portanto, estes efeitos biologicos causados pelos raios gama, criam
condi¢cdes para o aumento da taxa natural de mutabilidade dos seres vivos

(Freire-Maia, 1972).

O tratamento de células com raios ionizantes altera a expressdo dos
genes, seja por meio do DNA danificado ou por mudang¢as na membrana
celular, embora, o mecanismo pelo qual a radiagéo ionizante compromete o
material genético permanega ainda em especulagéo. Mas, como mencionado
anteriormente, o céncer e outras doengas genéticas estdo fortemente

relacionados a instabilidade gendmica da célula (Murname, 1996).



2. OBJETIVOS

Larvas de Drosophila melanogaster de 70 + 4 h (inicio do 3° estagio)
provenientes dos cruzamentos padrdo (ST) e de alta capacidade de
bioativagdo (HB) foram pré-tratadas ou ndo por 02 h com diferentes
concentragées de melatonina (1,0; 2,5 e 5,0 mg / ml de agua destilada estéril).
Larvas de 72 + 4 h pré-tratadas ou ndo com melatonina foram irradiadas com
10 Gy de raios-y. Utilizando o teste para detecgdo de mutagdes e
recombinagdes somaticas (Somatic Mutation And Reconbination Test —

SMART) este trabalho teve como objetivos:

= verificar se a melatonina possui efeitos mutagénicos e/ou

recombinogénicos.

» verificar se a melatonina possui efeitos antimutagénicos e/ou anti-

recombinogénicos quando associada aos raios-y.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Agente quimico

Melatonina

Melatonina (mel), N-acetil-5-metoxitriptamina, fabricada pelo Laboratério
Horizon Natural Products (P.O. Box 1806, Santa Cruz, CA 95061, USA),
conhecida comercialmente como Melatonin (orange flavored sublingual),

dissolvida em agua destilada estéril imediatamente antes do uso e ao abrigo

da luz (Figura 5).

o
1
H,CO :— CH,—CH,~NH-C - CH,

v

Figura 5. Formula estrutural da melatonina

3.2. Agente fisico

Raios gama

Larvas de 72 + 4 h provenientes dos cruzamentos padrédo e de alta

capacidade de bioativagdo metabdlica foram irradiadas com 10 Gy de raios-y



(2,55 Gy / min.) emitidos por uma bomba de cobalto 60 (Theration Phenix,
Canada), €. max. = 1,25 MeV.

A irradiagao foi realizada no Setor de Oncologia do Hospital de Clinicas

da Universidade Federal de Uberlandia, sob a supervisdo técnica do Prof. Dr.

Antdnio Ariza Gongalves Junior.

3.3. Teste para deteccdo de mutagGes e recombinagdes somaticas (Somatic

Mutation And Recombination Test - SMART)

3.3.1. Linhagens estoque

As linhagens mutantes de Drosophila melanogaster foram fornecidas

pelo Dr. Ulrich Graf do Instituto de Toxicologia da Universidade de Zurique,

Schwerzenbach, Suiga.

Os estoques de D. melanogaster foram mantidos a temperatura de 25 +
1° C e a umidade relativa do ar de 67%, em frascos de % de litro contendo
meio de cultura [820 mi de agua, 11 g de agar, 156 g de banana, 25 g de
fermento fresco (Sacharomyces cerevisiae) e 1 g de nipagin], suplementados

com fermento bioldgico fresco (Sacharomyces cerevisiae).

3.3.2. Cruzamentos

» Cruzamento padrao (Standard cross - ST): fémeas virgens fir/in(3LR) TM3,

ri p° sep 1(3)89Aa bx** e Bd° foram cruzadas com machos mwh/mwh

(Guzman-Rincén e Graf, 1995).



» Cruzamento de alta capacidade de bioativagdo (High bioactivation cross -
HB): fémeas virgens ORR; fir/in(3LR)TM3, ri p° sep 1(3)89Aa bx**® e Bd°

foram cruzadas com machos mwh/mwh (Graf e van Schaick, 1992).

3.3.3. Procedimentos

A ovoposigao foi realizada 48 horas ap6s o inicio dos cruzamentos, por
um periodo total de 8 horas, utilizando frascos de % de litro contendo meio de
cultura proprio para a ovoposigao. O meio contém uma base de agar (10 g de
agar / 250 ml de agua), sobre a qual & colocado meio de fermento [250 g de

fermento bioldgico fresco (Sacharomyces cerevisiae) e, aproximadamente

duas colheres de ché de agucar].

3.3.4. Tratamentos

lLarvas de 70 * 4h, provenientes de ambos cruzamentos, foram
coletadas por flotagdo em agua corrente. Parte das larvas foi colocada em
diferentes placas de Petri e pré-tratadas por 02 h (tratamento agudo) com
diferentes concentracdes de melatonina (1,0; 2,5 e 5,0 mg de melatonina / mi
de agua destilada estéril), acrescido 0,5 mg de celulose em pé. As larvas
restantes, ndo pré-tratadas com melatonina, foram transferidas para placas de
Petri contendo 5 ml de agua destilada estéril mais 0,5 mg de celulose em po.
Em seguida, parte das larvas pré-tratadas com melatonina e das larvas néo
pré-tratadas, foram irradiadas com 10 Gy de raios-y, de acordo com o protocolo
apresentado na figura 6. Posteriormente, as larvas foram transferidas para

frascos de 100 ml contendo 1,0 g de meio de cultura alternativo (puré de batata

instantaneo, Knorr ®) / 5 ml agua destilada).

Os adultos emergentes foram coletados e preservados em etanol 70%.
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Figura 6. Protocolo de tratamento combinado de larvas de Drosophila
melanogaster dos cruzamentos ST e HB, com diferentes
concentragbes de melatonina (1,0; 2,5 e 5,0 mg / ml de agua) por

2 h, seguido de tratamento com 10 Gy de raios gama por 3’ 55”

(2,55 Gy / min.)

3.3.5. Montagem de laminas

As moscas foram transferidas do etanol 70% para recipientes contendo
agua destilada. As asas foram destacadas do corpo da mosca e estendidas,
aos pares, em laminas codificadas. Para fixar as asas, foi utilizado a solugéo
de Faure (30g de goma arabica, 20 ml de glicerol, 50 g de hidrato de cloral e
50 ml de agua). Deixou-se secar por 24 horas em placa aquecida (40° C). As
laminas foram montadas com laminulas e solugdo de Faure. Para que as asas
ficassem com a superficie bastante plana, foram colocados, sobre a laminula,

pesos de metal de aproximadamente 400 g e deixadas secar por mais 48

horas em placa aquecida (40° C).
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3.3.6. Analise das asas

A analise das asas mutantes foi realizada em microscépio 6ptico de luz

com aumento de 400X.

3.3.7. Analise estatistica

Para a realizagdo da analise estatistica empregou-se o programa de
computador SMART — Teste para detecgdo de mutagdes e recombinacoes

somaticas (Zordan, nao publicado).

Para avaliar os efeitos genotoxicos da melatonina utilizou-se o teste do
qui-quadrado (X?) para proporgdes. Foi empregado o processo de miuiltipla

decisdo, que se baseia em duas hipdteses (Frei e Wirgler, 1988):

(i) a fregliéncia de mutagdo (induzida mais espontanea) na série tratada

ndo € maior do que a frequéncia de mutagao no controle apropriado;

(i) a freqiiéncia de mutagéo induzida na série tratada ndo & menor do

que m vezes a maior freqiéncia de mutagdo espontanea observada no

controle.

Este processo foi utilizado para decidir se o resultado foi:

(i) positivo: rejeita-se a primeira hipotese e aceita-se a segunda;
(i) fraco positivo: rejeita-se ambas hipoteses;

(iii) inconclusivo: aceita-se ambas hipoteses;
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(iv) negativo: aceita-se a primeira hipdtese e rejeita-se a segunda.

Devido a alta freqliéncia espontanea de manchas simples pequenas e
do total de manchas, o valor de m foi fixado em 2 (testando-se o dobro da
freqliéncia espontanea para definir um resultado negativo), enquanto que, para
manchas simples grandes e manchas gémeas, que apresentam uma baixa

freqiéncia espontanea, o valor de m foi, ent&o, fixado em 5.

Para ambas hipoteses testadas utilizou-se um nivel de significancia de

5%.

Para a avaliagdo dos efeitos antigenotéxicos da melatonina, as
freqiéncias de manchas totais por asa foram comparadas aos pares (i.e.
controle versus melatonina; raios gama versus raios gama associado a

melatonina) utilizando o Teste-U, ndo paramétrico, de Mann, Whitney e

Wilcoxon (Frei e Wirgler, 1995).
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4. RESULTADOS

4.1. Cruzamento padréo (ST)

4.1.1. Descendentes marcadores trans-heterozigotos (MH)

As freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes
MH provenientes do cruzamento ST, pré-tratados ou ndo com melatonina (1,0;
2,5 e 5,0 mg / ml) e irradiados ou ndo com raios-y (10 Gy), sdo mostradas nas

Tabelas 1 e 2.

A melatonina nao induziu aumento estatisticamente significativo nas

frequiéncias totais de manchas por asa quando comparado com o controle

negativo (Figura 7).

Os raios-y induziram aumento estatisticamente significativo na

frequiéncia total de manchas por asa, quando comparado com o controle

negativo.

Larvas pré-tratadas com melatonina e irradiadas com raios-y
apresentaram um resultado fraco positivo na redugéo das freqliéncias totais de
manchas por mosca, quando comparado com o controle positivo (raios-y). A

Figura 8 mostra as frequéncias totais de manchas mutantes por asa.

Larvas pré-tratadas com 1,0 € 5,0 mg de melatonina e irradiadas com
raios-y, apresentaram uma reducdo estatisticamente significativa nas
frequéncias de manchas simples pequenas por mosca, quando comparada
com o controle positivo, enquanto que as pré-tratadas com 2,5 mg de

melatonina e irradiadas com raios-y, apresentaram uma redugéo fraco positiva.

Larvas pré-tratadas com 1,0 mg de melatonina e irradiadas com raios-y

ndo apresentaram redugdo estatisticamente significativa nas freqliéncias de
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manchas simples grandes por mosca, quando comparada com o controle
positivo, enquanto que as pré-tratadas com 2,5 e 5,0 mg de melatonina e

irradiadas com raios-y, apresentaram uma redugéo fraco positiva.

A Figura 9 mostra a distribuicdo do tamanho de manchas simples por

asa.

Larvas pré-tratadas com as trés diferentes concentragdes de melatonina
e irradiadas com raios-y, apresentaram um resultado fraco positivo na redugao
das freqiiéncias de manchas gémeas por mosca quando comparado com o

controle positivo. A Figura 10 apresenta a distribui¢do do tamanho de manchas

gémeas por asa.



Tabela 1. Frequéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes marcadores trans-heterozigotos (MH) (mwh/ir’)

de D. melanogaster do cruzamento padrédo (ST), tratados (2 h) ou n&o com diferentes concentracées de melatonina (1,0; 2,5
e 5,0 mg / ml) e irradiados com raios-y (10 Gy).

Manchas por asa (n° de manchas) Diag. Estatist. *

Tratamento Numero Pequenas simples  Grandes simples Gémeas Total
(concentragao) de (1-2 células) (> 2 células)
asas m=2 m=5 m=5 m=2
Agua 118 0,119 (14) 0,034 (04) 0,000 (00) 0,153 (18)
Raios-y (10 Gy) 96 1,084 (103) + 2,6 (247) + 2,242 (213) + 5,926 (563) +
Mel (mg)
1,0 120 0,117 (14) nc 0,025 (03) nc 0,017 (02) i 0,158 (19) -
25 120 0,100 (12) nc 0,042 (05) - 0,000 (00) nc 0,142 (17) nc
5,0 120 0,133 (16) i 0,000 (00) nc 0,008 (01)i 0,142 (17) nc

* Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1988): +, positivo; f+, fraco positivo; -, negativo; i, inconclusivo; nc,

n&o calculado; m, fator de multiplicag@o. Teste do X?para proporgdes, bicaudal. Niveis de significancia: a=p=0,05

Y4



Tabela 2. Freqiéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes marcadores trans-heterozigotos (MH) (mwh/fir)

de D. melanogaster do cruzamento padréo (ST), pré-tratados (2 h) ou ndo com diferentes concentracdes de melatonina (1,0;

2,5 e 5,0 mg / mi) e irradiados com raios-y (10 Gy).

Manchas por mosca (n° de manchas) Diag. Estatist. *

Tratamento Numero Pequenas simples  Grandes simples Gémeas Total
(concentragao) de (1-2 células) (> 2 células)
moscas
Raios-y (10 Gy) 43 2,146 (103) 5,146 (247) 4,438 (213) 11,729 (563)
Raios-y (Gy) + mel (mg)

10+ 1,0 50 1,400 (70) + 4,600 (230) - 2,560 (128) f+ 8,560 (428) f+
10+2,5 50 1,540 (77) f+ 3,980 (199) f+ 2,160 (108) f+ 7,680 (384) f+
10+ 5,0 50 1,340 (67) + 3,260 (163) f+ 2,080 (104) f+ 6,680 (334) f+

* Diagnéstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1995): +, positivo; f+, fraco positivo; -, negativo; i, inconclusivo; nc,

n&o calculado. Teste U, bicaudal. Niveis de significancia: «=p=0,05.

9C
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4.1.2. Descendentes balanceadores heterozigotos (BH)

As freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes
BH, provenientes do cruzamento ST, pré-tratados ou ndao com melatonina (1,0;

2,5 e 5,0 mg / ml) e irradiados com raios-y (10 Gy), s@o mostradas na Tabela 3

e na Figura 8.

Larvas pré-tratadas com melatonina e irradiadas com raios-y, nao
apresentaram diminuicdo nas freqliéncias totais de manchas mutantes por

mosca quando comparada com o controle positivo.



Tabela 3. Freqliéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes balanceadores heterozigotos (BH) (mwh/ TM3
Bd®) de D. melanogaster do cruzamento padrao (ST), pré-tratados (2 h) ou ndo com diferentes concentracdes de melatonina

(1,0; 2,5 e 5,0 mg / ml) e irradiados com raios-y (10 Gy).

Manchas por mosca (n° de manchas) Diag. Estatist. *

Tratamento Namero Pequenas simples Grandes simples Total
(concentracao) de (1-2 células) - (> 2 células)
moscas
Raios-y (10 Gy) 40 0,450 (18) 0,700 (28) 1,150 (46)
Raios-y (Gy) + mel (mg)

10+ 1,0 40 0,350 (14) i 0,700 (28) nc 1,050 (42) -
10+ 2,5 40 0,750 (30) nc 0,525 (21) - 1,275 (51) nc
10+ 5,0 40 0,625 (25) nc 0,425 (17) - 1,050 (42) -

* Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1995): +, positivo; f+, fraco positivo; -, negativo; i, inconclusivo; nc,

nao calculado. Teste U, bicaudal. Niveis de significancia: a==0,05.

8¢
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Figura 7. Frequéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes
marcadores trans-heterozigotos (MH) de Drosophila melanogaster

do cruzamento padrao (ST) tratados (2 h) ou ndo com melatonina

(1,0; 2,5 e 5,0 mg / ml).
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Figura 8. Frequéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes
marcadores  trans-heterozigotos (MH) e  balanceadores
heterozigotos (BH) de Drosophila melanogaster do cruzamento
padrao (ST) pré-tratados (2h) ou nao com melatonina (1,0; 2,5e 5,0

mg / ml) e irradiados com raios gama (10 Gy).
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Figura 9. Distribuigdo do tamanho de manchas simples observadas nos

descendentes marcadores trans-heterozigotos (MH) de Drosophila
melanogaster do cruzamento padrao (ST) pré-tratados (2h) ou nao

com melatonina (1,0; 2,5 e 50 mg / ml) e irradiados com raios

gama (10 Gy).
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Figura 10. Distribuicido do tamanho de manchas gémeas observadas nos
descendentes marcadores trans-heterozigotos (MH) de Drosophila

melanogaster do cruzamento padrao (ST) pré-tratados (2h) ou nao

com melatonina (1,0; 2,5 € 5,0 mg / ml) e irradiados com raios

gama (10 Gy).
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4.2. Cruzamento de alta capacidade de bioativagao (HB)

4.2.1. Descendentes marcadores trans-heterozigotos (MH)

As freqliéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes
MH, provenientes do cruzamento HB, pré-tratados ou ndo com melatonina (1,0;

2,5 e 5,0 mg / ml) e irradiados ou ndo com raios-y (10 Gy) sdo mostradas nas

Tabelas 4 e 5.

A melatonina nao induziu aumento estatisticamente significativo nas
freqiiéncias totais de manchas por asa, quando comparado com o controle

negativo (Figura 11).

Os raios-y induziram aumento estatisticamente significativo na

frequiéncia total de manchas por asa, quando comparado com o controle

negativo.

Larvas pré-tratadas com 1,0 e 5,0 mg de melatonina e irradiadas com
raios-y, ndo apresentaram redugao nas frequéncias totais de manchas por

mosca, quando comparada com o controle positivo, enquanto que as pré-
tratadas com 2,5 mg de melatonina e irradiadas com raios-y, apresentaram

reducdo fraco positiva. A Figura 12 mostra as freqliéncias totais de manchas
por asa.

Larvas pré-tratadas com melatonina e irradiadas com raios-y, nao
apresentaram redugdo estatisticamente significativa nas freqiéncias de
manchas simples pequenas por mosca, quando comparada com o controle

positivo.

Larvas pré-tratadas com 1,0 e 5,0 mg de melatonina e irradiadas com
raios-y, nao apresentaram redugéo nas freqliéncias de manchas simples

grandes por mosca, quando comparada com o controle positivo, enquanto que
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as pré-tratadas com 2,5 mg de melatonina e irradiadas com raios-y,

apresentaram uma redugao fraco positiva.

A Figura 13 mostra a distribuicdo do tamanho de manchas simples por

asa.

Larvas pré-tratadas com 2,5 e 5,0 mg de melatonina e irradiadas com
raios-y, apresentaram um resultado fraco positivo na redugao das freqiiéncias
de manchas gémeas por mosca, quando comparado com o controle positivo,
enquanto que as pré-tratadas com 1,0 mg de melatonina e irradiadas com
raios-y, ndo apresentaram reducdo. A Figura 14 apresenta a distribuigcdo do

tamanho de manchas gémeas por asa.




Tabela 4. Freqliéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes marcadores trans-heterozigotos (MH) (mwh/ir’)

de D. melanogaster do cruzamento de alta capacidade de ativagdo metabélica (HB), tratados (2 h) ou nao com diferentes
concentragdes de melatonina (1,0; 2,5 e 5,0 mg / mi) e irradiados com raios-y (10 Gy).

Manchas por asa (n° de manchas) Diag. Estatist. *

Tratamento NUmero Pequenas simples  Grandes simples Gémeas Total
(concentracao) de (1-2 células) (> 2 células)
] asas m=2 m=5 m=5 m=2
Agua 118 0,229 (27) 0,076 (09) 0,025 (03) 0,33 (39)
Raios-y (10 Gy) 100 0,66 (66) 2,61 (261) 2,02 (202) 5,29 (529)
Mel (mg)
1,0 120 0,158 (19) nc 0,042 (05) nc 0,025 (03) nc 0,225 (27) nc
25 120 0,192 (23) nc 0,075 (09) nc 0,033 (04) i 0,300 (36) nc
5,0 120 0,233 (28) - 0,100 (12) - 0,050 (06) i 0,383 (46) -

* Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; f+, fraco positivo; -, negativo; i, inconclusivo; nc,

nao calculado; m, fator de multiplicacéo. Teste do X*para proporgdes, bicaudal. Niveis de significancia: a=p=0,05.

St




Tabela 5. Freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes marcadores trans-heterozigotos (MH) (mwh/fir)
de D. melanogaster do cruzamento de alta capacidade de ativagao metabélica (HB), pré-tratados (2 h) ou ndo com diferentes

concentragtes de melatonina (1,0; 2,5 € 5,0 mg / ml) e irradiados com raios-y (10 Gy).

Manchas por mosca (n° de manchas) Diag. Estatist. *

Tratamento Numero Pequenas simples  Grandes simples Gémeas Total
(concentragao) de (1-2 células) (> 2 células)
moscas
Raios-y (10 Gy) 50 1,320 (66) 5,220 (261) 4,040 (202) 10,580 (529)
Raios-y (Gy) + mel (mg)

10+1,0 49 1,531 (75) nc 5,367 (263) nc 3,694 (181) - 10,592 (519) nc
10+25 50 1,560 (78) nc 3,900 (195) f+ 2,640 (132) f+ 8,120 (408) f+
10+ 5,0 50 1,580 (79) nc 4,940 (247) - 3,300 (165) f+ 9,840 (492) -

* Diagnéstico estatistico de acordo com Frei e Wurgler (1995): +, positivo; f+, fraco positivo; -, negativo; i, inconclusivo; nc,

nao calculado. Teste U, bicaudal. Niveis de significancia: «=p=0,05.

9t
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4.2.2. Descendentes balanceadores heterozigotos (BH)

As freqiiéncias de manchas observadas nos descendentes BH,
provenientes do cruzamento HB, pré-tratados ou ndo com melatonina e

irradiados com raios-y, séo mostradas na Tabela 6 e na Figura 12.

Larvas pré-tratadas com melatonina e irradiadas com raios-y, néo

apresentaram diminuicdo nas freqtiéncias totais de manchas por mosca

quando comparada com o controle positivo.
A Figura 15 mostra as taxas de mutacdo e recombinagdo somaticas

induzidas pelos raios gama.




Tabela 6. Frequéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes balanceadores heterozigotos (BH) (mwh/TM3
Bd®) de D. melanogaster do cruzamento de alta capacidade de ativagao metabolica (HB), pré-tratados (2 h) ou ndo com

diferentes concentragdes de melatonina (1,0; 2,5 e 5,0 mg / ml) e irradiados com raios-y (10 Gy).

Manchas por mosca (n° de manchas) Diag. Estatist. *

Tratamento NuUmero Pequenas simples Grandes simples Total
(concentracao) de (1-2 células) (> 2 células)
moscas
Raios-y (10 Gy) 40 0,500 (20) 0,700 (28) 1,200 (48)
Raios-y (Gy) + mel (mg)

10 +1,0 43 0,767 (33) nc 0,581 (25) - 1,349 (58) nc
10+2,5 40 0,575 (23) nc 0,425 (17) - 1,000 (40) -
10+5,0 40 0,875 (35) nc 0,975 (39) nc 1,850 (74) nc

* Diagnéstico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1995): +, positivo; f+, fraco positivo; -, negativo; i, inconclusivo; nc,

n&o calculado. Teste U, bicaudal. Niveis de significancia: «=p=0,05.

3¢
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Figura 11. Freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes
marcadores trans-heterozigotos (MH) de Drosophila melanogaster

do cruzamento de alta capacidade de bioativagao (HB) tratados

(2h) ou ndo com melatonina (1,0; 2,5 e 5,0 mg / mi).
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Figura 12. Freqiiéncias de manchas mutantes observadas nos descendentes
marcadores  trans-heterozigotos (MH) e  balanceadores
heterozigotos (BH) de Drosophila melanogaster do cruzamento de
alta capacidade de bioativagao (HB) pre-tratados (2 h) ou ndo com

melatonina (1,0; 2,5 e 5,0 mg / ml) e irradiados com raios gama (10

Gy).
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Figura 13. Distribuicdo do tamanho de manchas simples observadas nos

descendentes marcadores trans-heterozigotos (MH) de
Drosophila melanogaster do cruzamento de alta capacidade de
bioativagao (HB) pré-tratados (2 h) ou ndo com melatonina (1,0;

2.5 e 5,0 mg / ml) e irradiados com raios gama (10 Gy).
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Figura 14. Distribuicdo do tamanho de manchas gémeas observadas nos
descendentes marcadores trans-heterozigotos (MH) de
Drosophila melanogaster do cruzamento de alta capacidade de
bioativacado (HB) pré-tratados (2 h) ou ndo com melatonina (1,0;

2,5e 5,0 mg / ml) e irradiados com raios gama (10 Gy).
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Figura 15. Taxas de mutacéo e recombinagdo somaticas induzidas pelos raios
gama (10 Gy), em asas de Drosophila melanogaster dos

descendentes dos cruzamentos padrao (ST) e de alta capaciadade

de bioativagéo.




44

5. DISCUSSAO

sendo amplamente utilizada em estud
0s

A melatonina vem
estigar propriedades que possam ofere
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experi :
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algum ici m
gum beneficio ao homem.
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, quando
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associad i
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cessitam de altos niveis constitutivos de enzimas citocromo P-450 (Fr'o'|iclaIS
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Mmostrou t3 :
. a0 eficiente, pois os resultados foram fraco positivos. Isto suge
melatoni i mai - | > ane
) ina foi mais potente no estagio tardio do desenvolvimento larval
presen , pois
¢a de manchas pequenas s€ deve a eventos genotdxicos ocorridos
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ard i i
ia do desenvolvimento e, contrariamente, manchas grandes se d
evem

a SVGn ;. .
tos genotdxicos ocorridos na fase inicial do desenvolvimento larval

B, nao foi verificado efeito protetor na menor dos
e

No cruzamento H
a melatonina teve um
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ada (1,0 mg). Nas doses maiores (2,5 e 5,0 mg)
efej
ito protetor, mas néo foi t&o eficaz quanto no cruzamento ST, poi
, pois
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adicais livres (Gram et al., 1986; Coo
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inibica
Nibiczo das enzimas citocromo P-450.
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Pelo fato do agente indutor de mutagdes, utilizado neste experimento, ser
um agente fisico (radiagdo gama), ndo houve diferengas significativas quanto
as freqiiéncias de manchas mutantes nos dois cruzamentos (ST e HB), pois os
raios gama nao dependem de ativagdo metabodlica para exercerem seus
efeitos genotoxicos. Assim sendo, em relagéo ao controle positivo, a presenca

de altos niveis de enzimas citocromo P-450 n&o teve influéncia nas

freqiiéncias de manchas mutantes.

Entretanto, as diferengas encontradas nos cruzamentos (ST e HB), quanto
ao estagio de atuagdo da melatonina, nos permite especular que a melatonina
interagiu com as enzimas metabolizantes citocromo P-450 pois, no cruzamento
padrao, o qual é caracterizado por um baixo nivel constitutivo destas enzimas,

a melatonina foi mais eficiente atuando tardiamente no desenvolvimento larval.
No entanto, no cruzamento HB, o qual apresenta altos niveis constitutivos de
enzimas citocromo P-450, o efeito protetor da melatonina se manifestou, de
forma menos eficaz, apenas na fase inicial. Contudo, € possivel sugerir que a

melatonina, no cruzamento de alta capacidade de bioativagéo, foi rapidamente
metabolizada, conferindo assim um curto tempo de atuagéo.

Os valores encontrados na analise dos descendentes BH, em ambos
cruzamentos, mostraram que a radiagao gama ndo foi capaz de induzir altas
das nos descendentes MH,

freqiiéncias de manchas mutantes, como as induzi
pois os descendentes BH apresentam uma constituig@o genotipica que impede
concluir que os efeitos

a ocorréncia de eventos recombinogénicos. Isto permite
ma se devem, principalmente, aos eventos

provocados pela radiagao 9@
recombinogénicos concordando assim com a literatura (Guzman-Rincon et al.,

bem nos descendentes BH, em ambos

1994). Nao foi verificado tam
Cruzamentos, a protegdo da melatonina contra os eventos mutacionais,

permitindo concluir que 0S efeitos radioprotetores exercidos pela melatonina se
devem a efeitos anti-recombinogénicos. Estes efeitos podem ser confirmados
pela redugao nas frequéncias de ma

descendentes MH do cruzamento ST.

nchas simples e gémeas observada nos
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O mecanismo pelo qual a melatonina apresenta efeitos protetores contra
Os raios gama permanece ainda em especulagdo. Recentes estudos relatam
Que estes efeitos sdo devidos a propriedades anti-oxidativas que se
Manifestam pela agéo direta, sequestrando radicais livres, e indireta,

estimulando enzimas antioxidativas (Vijaylaximi et al., 1995; Vijaylaximi et al,,

1996).

As agbes da melatonina nos processos metabolicos eram consideradas
inconsistentes, pois 0s receptores de membranas eram distribuidos
limitadamente nas células (Reiter, 1991c). Devido ao fato da melatonina estar
presente em organismos unicelulares (Poeggeler et al., 1991), entende-se que,
em qualquer organismo multicelular, a melatonina ndo necessita interagir com
receptores (Reiter, 1995) e também a alta solubilidade lipidica permite um

répido acesso no interior de todas as células, facilitando a interagdo com a

molécula de DNA (Costa et al., 1995).
Os danos provocados pela radiagéo ionizante se devem a mecanismos
classificados como: direfo, que produz quebra das ligagées quimicas na

estrutura molecular do DNA; e indireto, que resulta em radicais livres altamente
reativos hidroxil (¢OH) e hidrogénio (eH). Estudos tém demonstrado que uma

significativa proporgao dos efeitos biologicos provocados por radiacdo sio

atribuidos a agdo indireta, € que OS radicais eOH sdo primariamente

responsaveis por estes efeitos da radiacéo (Littlefield et al., 1988).
O processo de inativagdo do radical «OH pela melatonina se da pela
doacso eletronica que resulta na produgao do radical cation indolil, ndo téxico
as macromoléculas, que posteriormente pode sequestrar cataliticamente g

molécula de «0O,, um precursor do radic
_formil-5-metoxiquinuramina (Reiter ef al., 1997).

¢ao da formacgao do radical

al «OH, gerando assim o metabdlito

N&o enzimatico N-acetil-N;

ili ina na redu
Outro mecanismo utilizado pela melatonina n
hidroxil ¢ a indugdo da enzima glutatione peroxidase, responsavel pela

Metabolizagéo de H,0, precursor do radical «OH (Janiaud, 1987).
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Os resultados obtidos nesse trabalho estdo de acordo com dad
ados

rela : i
tados na literatura especializada sobre os efeitos protetores da melatoni
onina.

Os dados obtidos por Badra ef al. (1999) em seu estudo realizado
em

ca , o
mudongos machos adultos albino, verificando a incidéncia de micronticl
eos e
ab = N
erracées cromossdmicas, revelararam que a melatonina oferece prot
ecao
co o i -
ntra raios ionizantes apenas quando administrada antes da irradiaca
¢ao,

confi . T
onfirmando assim, o seu efeito radioprotetor por meio da capacidade d
e

sequiestrar radicais livres gerados pela radiagéo jonizante.

Por meio da analise de linfécitos humanos, foi verificado uma reduca
cao

na incidéncia de micronucleos (Vijayalaxmi et al., 1995b), de aberragse
' s
cromossoémicas (Vijayalaxmi et al., 1995a), e de quebras de cadeia simples de

DNA (Vijayalaxmi et al., 1998) induzidos por radiagdes gama em amostras de
sangue periférico pré-tratado com melatonina. O mesmo efeito radioprotetor foj

também verificado por meio da analise de aberragbes cromossbémicas e
individuos tratados in vivo com melatonina e que

microndcleos em
posteriormente, tiveram suas células sangtiineas irradiadas com raios gama jn

vitro (Vijayalaxmi et al., 1 996). A melatonina, em altas doses, apresentou um
efeito protetor por meio do aumento da sobrevivéncia de camundongos

expostos a radiagdo gama (Vijayalaxmi et al., 1999).

k et al. (1996) a melatonina reduz a freqiiéncia

De acordo com Severyne
edula 6ssea e células do sangue periférico

de microntcleos, em células da m
duzidos por um lipopolissacarideo (LPS)

de ratos Sprague-Dawley machos, in
que & um importante gerador de radicais livres.
dos em ratos Sprague-Dawley

gh (1997) em estudos realiza
a incidéncia de quebras de

que a melatonina impediu
s células de cérebros, provocadas pela radiofreqliéncia

Lai e Sin
Machos, observaram
fitas duplas de DNA na

eletromagnética.
m o objetivo de estudar o modo de agdo da

Musatov ef al. (1998) €0
es comparativos para avaliar o potencial

Melatonina, desenvolveram test
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antigenotoxi
oxico d i
mamiferos (1 a melatonina, em bactérias (Salmonella typhi
o imuri
amster chings), por meio dos testes de Am o e
es e Cometa

respectiv
amente. O i
teste de Ames permite avaliar a agéo antioxidati
ativa direta

Pelo f;
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ue ari A
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0S, enqua
) nto

que o te 0O
ste ¢ j i i m
( ir t meta permlte Investlgar 0s dOiS OdOS de agéo da melatonina
€la e indireta) pela at' a e
lvagao de enzinlas antioxid i
ativas. Os res
ultados

revelara
m que a melatoni
nina protege as células danifi
nificadas tant
o por

mutage I
genos oxidativos quanto por agentes alquilantes.

Ortiz i '
et al. (2000) avaliando a incidéncia de microntcleos em célul
elulas da

l”edUkié
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do sangue perifér' ifi i
ICO veificaram O efeito
protetor da me i
latOana

contra
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O presente estudo permitiu também observar a eficacia do teste para

detecgio de mutagbes e recombinagoes somaticas, pois as freqgliéncias de
Manchas mutantes obtidas nos controles (negativo e positivo) corresponderam
as freqiiéncias esperadas. Em relagdo aos raios gama, nao houve diferengas
Significativas nas freqiiéncias de manchas mutantes observadas entre os
diferentes cruzamentos, em ambos descendentes. Quanto aos descendentes
BH, as frequiéncias de manchas mutantes foram relativamente baixas, de

acordo com o esperado, pelo fato que estes descendentes apresentam apenas

eventos mutacionais.

Diante dos resultados obtidos neste experimento, assim como dados
encontrados na literatura especializada, podemos concluir que a melatonina

exerce efeitos protetores quanto aos danos oxidativos induzidos pelos raios
nstrumento para a detecgao de efeitos

8ama, e que o SMART é um importante i
genotdxicos de agentes fisicos € quimicos, bem como na revelagao de efeitos
Protetores de substancias produzidas endégenamente pelo organismo, ou que
Possam estar presentes em medicamentos, dietas, plantas, etc.
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6. CONCLUSOES
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7. RESUMO

Diante da necessidade de revelar substancias que possam exercer
algum tipo de efeito protetor contra a exposicéo a agentes que causam danos
4 salide do homem, utilizou-se o teste para detecgdo de mutacées e
fécombinacées soméaticas (Somatic Mutation And Recombination Test -
SMART) em células somaticas de Drosophila melanogaster, para avaliar os

Potenciais genotoxico efou antigenotdxico da melatonina quando associada

aos raios gama.
Para tanto, foram realizados dois cruzamentos: padrio (Standard cross

= 8T) e de alta capacidade de bioativagédo (High bioactivation cross — HB) que,
Pelo fato de apresentar um alto nivel constitutivo de enzimas Citocromo P-450,
Permite detectar substancias xenobidticas. De ambos cruzamentos foram
obtidos descendentes marcadores trans-heterozigotos (MH) e balanceadores
heterozigotos (BH), que na fase larval (3° estagio), foram submetidas ou nao
a0 pre-tratamento com diferentes concentracdes de melatonina (1,0, 2,5 e 5,0

mg) e, posteriormente, foram irradiadas ou ndo com raios gama (10 Gy).

O SMART de asa permite identificar, fenotipicamente, pélos mutantes

Nas asas das moscas e, também, quantificar as taxas de mutacio e

recombinacao induzidas pelo agente genotoxico.

Os dados obtidos demonstraram que a melatonina ndo possuj efeitos
genotoxicos, mas que exerce uma protegao dose dependente contra os efeitos
Causados pelos raios gama, nos descendentes MH do cruzamento ST Ag
analises dos descendentes BH revelaram que os efeitos causados pela
radiacao gama sao devidos, principalmente, & recombinacédo, e que a
radioprotecso da melatonina se deve apenas aos seus efeitos ant.

'€Combinogénicos. Foram encontradas diferencas entre os resultados dog
Cluzamentos padrdgo e de alta capacidade de bioativagdo, o que permite



sugerir uma possivel interagao entre a melatonina e as enzimas citocromo P-

450.

Considerando estes resultados, € possivel afirmar que, dentro das

condicbes laboratoriais trabalhadas, a melatonina apresentou efeitos que

possam amenizar os danos causados pela radiagao gama, condizendo assim

com os relatos da literatura.
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8. ABSTRACT

In view of the need to identify substances that can exert protective
effects against agents that damage men’s health, this work evaluated the
genotoxic and antigenotoxic potential of melatonin, using the Somatic Mutation

and Recombination Test (SMART) in the somatic cells of Drosophila

melanogaster.
Standard (ST) and high bioactivation (HB) crosses were performed. The

HB cross present a high level of cytochrome P-450 enzymes. From both
crosses marker-trans-heterozygous and balancer-heterozygous flies were
obtained. Larvae of the third instar were submitted or not to pretreatment with
different concentrations of melatonin (1.0; 2.5 and 50 mg / ml) and

subsequently were irradiated or not with gamma rays (10 Gy).

The test permitted the identification of mutant hairs on the wings of the

fruit fly, and also quantification of the mutation and recombination rate induced

by the genotoxic agent.
Our experimental results demonstrated that melatonin does not have

genotoxic effects. and that it exerts protection against the effects caused by
gamma rays in marker-trans-heterozygous descendents of ST cross. Analysis
erozygous flies revealed that the effects caused by gamma

of the balancer-het
radiation were due mainly to recombination, and the radioprotection of

melatonin was due only to the anti-recombinagenic effects. Differences were
found between the results of standard and high bioactivation crosses, which

suggests a possible interaction between melatonin and cytochrome P-450

enzymes.
e results it may be concluded that under appropriated

Considering thes -
'aboratory conditions, melatonin may reduce gamma radiation damage.
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Anexo 1: Esquema de uma divisdo mitética normal e de divisdes mitticas que sofreram alteragdes provocadas por eventos

genotoxicos
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