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RESUMO



A melatonina, horménic produzido pela glindula pineal, apresenta um grande
interesse na atualidade, devido a demonstracio de sua a¢do antioxidante tanto in vifro como
in vivo, Neste trabalho, foi investigado o potencial de risco genético e toxicologico da
melatonina em culturas de células, e sua atividade antimutagénica.

A mutagenicidade da melatonina foi determinada pelo teste de Ames, na presenga e na
auséncia de ativagfo metabolica (fracZo S89), nas linhagens de Salmonella typhimurium
TA97, TA100 e TA102. A exposigdo das culturas por 30 minutos, & diferentas
concentragdes de melatonina (29-1160 pg/placa) ndo induziu nenhum aumento significativo
do nimero de coldnias revertentes, tanto na presenca como na auséncia de ativagio
metabolica. A melatonina mostrou, também, uma reversio dose-dependente (29 - 232
ug/placa) dos efeitos mutagénicos causados pelo H.Q, (0,5 mM), na linhagem TA102. A
atividade citotoxica da melatonina para fibroblastos de hamster chinés (linhagem V79) foi
determinada pela medida de seus efeitos sobre a viabilidade e proliferacio celular. A
melatonina nfoc alterou a viabilidade celular, medida pela reduciio do MTT, na faixa de
concentragdo entre 0,0001 a 1 mM. A exposicio das células por 30 minutos a diferentes
concentragbes de melatonina (0,01 - 5 mM) ndo causou inibigio significativa do crescimento
celular, no periodo de 24 horas subsequente ao tratamento. Entretanto, a exposi¢io das
células por 24 horas a concentragdes de melatonina entre 0,5 a 5 mM, causou inibigdo
significativa do crescimento celular, de forma dependente da dose. A melatonina mostrou
ser um antioxidante altamente eficiente em solugdo, inibindo a oxidagio degradativa da
desoxirribose, induzida pelo sistema H,O./Fe®/NTA, de forma dependente da dose. Este
horménio foi 10 vezes mais eficiente que a glutationa e 200 vezes mais que o manitol, ao
sequestrar os radicais hidroxila. Porém, o trolox foi 15 vezes mais eficaz que a melatonina.
Entretanto, ao avaliar crescimento celular em fibroblastos V79, a melatonina (0,001 mM)
pM). Contudo, a melatonina ndo protegeu a membrana mitocondrial de fibroblastos V79
contra os ataques dos oxidantes H;O; ¢ HPC (2,5 mM), como demonstrado pela auséncia de
protegdo no ensaic do MTT. Ja em eritrdcitos humanos, ela mostrou ser um antioxidante
eficiente contra a peroxidagio lipidica, induzida pelo H2O» (5 mM), apresentando um efeito
protetor dose-dependente.



Estes resuitados indicam que a melatonina nfio é mutagénica e, além disso, inibe a
mutacio induzida pela H;O, . A andlise da toxicidade da melatonina pelas células V79
mostrou que a melatonina ¢ citotéxica somente quando presente em altas concentragbes e
por tempo prolongado. A melatonina mostrou ser um eficiente antioxidante em sistema livre
de células, em cultura de fibroblastos V79 apresentou protegdo apenas parcial contra os
efeitos da H,0, . Entretanto, em eritrocitos mostrou eficiente protegdo contra danos de

membrana induzidos por este oxidante.
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1. Glanduia Pineal e a Biossintese da Melatonina

A glindula pineal (GP) possue este nome devido ao seu formato parecido com uma
pinha. Em anfibios ela €, principalmente, um orgo fotorreceptivo; porém, em organismos
mais evoluidos, sua principal finco esta na produgio de hormdnios através da percepcio
de luz e escuro pelos olhos e nervos simpatéticos (Norman & Litwack, 1997).

A melatonina (MLT) foi descoberta ha 30 anos como sendo um hormdnio produzido e
secretado pela glandula pineal em mamiferos (Reiter ef. al,, 1994). Outros produtos da
pineal incluem metoxiindois, serotonina ¢ N-acetilserotonina. A produgio de metoxiindois é
dependente do ciclo luz-escuro, e estes horménios possuem como fungdo regular a atividade
reprodutiva sazonal. Existem algumas diferencas de opinifio sobre a acfio destes hormdnios
na agdo fisiologica. A MLT ¢, hoje, a principal substincia ativa produzida pela pineal, ¢
pode substituir muitas das fungSes desta glandula apos a pinealectomia (Norman & Litwack,
1997). A sintese da MLT pela GP ¢ controlada pela libera¢ic da norepinefrina (NEP), pelos
neurdnios vizinhos. Esta liberagio da NEP ¢ o trabalho da GP ocorre essencialmente na
escuriddo e € supnimida pela luz ambiente. As condi¢Ses luz-escuro sio transmitidas através
dos olhos pelo nicleo supraguiasmico. Em humanos, a GP estd localizada no cérebro,
grosseiramente, entre o corpo caloso e o cerebelo (figura 1).

O triptofano € o percursor da MLT. Depois de ser transportado pelo sistema vascular
sanguineo extracelular e levado até o pinealocito, este aminoacido é convertido para 5-
hidroxitriptofano pela triptofano hidroxilase (figura 2). Serotonina (5-hidroxitriptamina) é o
produto do proximo passe pela agio da L-amino-acido aromaético descarboxilase sobre o 5-
hidroxitriptofano. A concentragfo de serotonina na GP & maior durante as horas do dia, na
escuriddo ela € convertida para MLT ou é utilizada em algumas outras reacSes. Existem
duas enzimas para esta conversio: N-acetiltransferase e hidroxiindol-O-metiltransferase
(HIOMT). A primeira catalisa a trasferéncia de um grupo acetila da acetil coenzima A para a
serotonina, € a segunda catalisa a transferéncia de um grupo metila da S-adenosilmetiona
(SAM) para o 5-hidroxi da N-acetilserotonina (Tan et. al, 1993). O produto desta Gltima
reagdo € a MLT(S-metoxi-N-acetiltriptamnina).
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Figura 1. Superficie medial do hemisfério direito do cérebro humano. Abreviacdes: (A)
espiénio do corpo caloso; (B) comissura habenular; (C) cerebelo; (D) terceiro ventriculo; (P)
glindula pineal.
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Praticamente, toda a MLT produzida pela GP € rapidamente secretada para a corrente
sanguinea € uma parte eliminada na urina, principalmente como 6-sulfatomelatonina, apés

sua metaboliza¢do no figado (Norman & Litwack, 1997).
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De acordo com os mecanismos descritos anteriormente, em vertebrados e em
dinoflagelados a produgdo da MLT exibe um ritmo circadiano, com niveis sanguineos
maximos durante a noite (Poeggeler, 1991). Este ritmo de sintese da MLT parece estar
relacionado com outros processos ciclicos, como, a reprodugfo e estagdes do ano (Brainard
et al., 1982; Caroleo et al, 1994). Alguns trabalthos mostram que o maior nivel desta
indolamina & encontrada essencialmente entre uma e cinco horas da manhd, e o pico de
concentracdo fica entre 1.500 e 2.000 pg/glindula na GP ¢ 250 a 300 pg/ml (1,1 a 1,3 pM)
no plasma sanguineo de ratos jovens (Huether, 1994; Reiter, 1985). Em humanos jovens, o
pico de concentracio fica entre 80 e 100 pg/ml (revisado por Reiter, 1995).

A biodisponibilidade da MLT exdgena ndo € bem conhecida. De acordo com estudos
recentes (Wet-Li D1 ef al,, 1997) realizados em humanos, a concentragio encontrada de
MLT no plasma sanguineo, ap6s a administracio oral (500ug), foi muito variavel. O autor
explica que esta grande variagio entre os voluntarios ocorreu devido a sua rapida
metabolizacdo no figado.

Esta indolamina pode ser encontrada em diferentes tecidos, tais como: retina,
glandulas Harderianas, hipotalamo, intestino e c¢élulas mononucleares (Menendez-Pelaez ef
al., 1993a). E encontrada, também, em células como macrofagos (Das, 1994) e organismos
unicelulares como Gonyaulax polyedra (Poeggeler, 1991), o que sugere que a MLT niio é
produzida exclusivamente na GP e indica que esta indolamina pode estar envolvida em
fungbes importantes ainda desconhecidas, em adi¢fio aquelas descritas em vertebrados. A
presenca da MLT em varios tecidos pode ser explicada por possuir uma alta lipofilicidade, o
que permite sua répida transferéncia do sangue para outros fluidos, como o fluido
cerebrospinal (Menendez-Pelaez er al.; 1993b). Costa ef al. (1995) comprovaram a forte
interagdo da MLT com a bicamada lipidica através de um experimento simples de dialise.

Por ser um horménio, esta indolamina possui alguns receptores especificos de
membrana. Os receptores que mediam os efeitos neuroenddcrines e circadiano da MLT
estdo localizados na membrana externa das células de pars fuberalis da glindula pituritaria
anterior ¢ do nicleo supraquidsmico hipotalimico (Stankov & Reiter, 1990). Muitas das
fungbes basicas da MLT (como reguiagio do ciclo circadiano) nos organismos sdo via

interagio com estes receptores (Reiter & Carneiro, 1997). Entretanto, Benitez-King &
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Anton-Tay {(1993) mostraram que a MLT se liga & calmodulina citosélica, molécula
intracelular que media uma variedade de eventos metabdlicos. Tan er al. (1993) mostraram
que a MLT € um potente sequestrador de radicais livres, comprovande novamente a
influéncia desta molécula sobre os eventos intracelulares das células presentes no organismo,
semn o beneficio de um receptor especifico de membrana. Além disso, trabalhos recentes
mostram que o horménio da glandula pineal possui receptores sitio/ligantes intranucleares
(Acufia-Castroviejo ef al., 1993, Acufia-Castrovigjo ef al., 1994), os quais possibilitarn

mediar as a¢oes gendmicas da indolamina (Menendez-Pelaez ef al., 1993a).
2. Espécies Reativas de Oxigénio em Sistemas Biologicos

Estudos sobre a biologia do envelhecimento esclareceram a deficiéncia do potencial de
adaptacio de organismos idosos, em relagio a resisténcia aos fatores estressantes do
ambiente € da vida normal. Os fendmenos de envelhecimento caracterizaram-se, em geral,
por ndo diferenciagio e degeneraces internas (Chung ef @l., 1992). Animais e humanos
idosos tém reduzida, drasticamente, a capacidade de lidar com qualquer tipo de estresse,
exibindo crescente vulnerabilidade a doencas relacionadas com a idade, como problemas
cardiacos e vasculares, hipertensdo, doencas neurodegenerativas, diabetes e cancer
(Harman, 1992).

De todas as teorias sobre os mecanismos de envelhecimento, a que mais é aceita no
mundo cientifico atualmente é a teoria dos radicais livres (Harman, 1992). Estes radicais sdo
atomos ou grupo de atomos que possuem, em sua Ultima camada, um ou mais elétrons
desemparelhados (Halliwell & Gutteridge, 1989a). A molécula de oxigénio, no seu estado
fundamental, € particularmente interessante, pois ja possui dois elétrons desemparelbados,
cada um em um orbital T antiligante diferente. Assim, o oxigénio € considerado um bom
agente oxidante por receber elétrons de outras moléculas redutoras em sua Gltima camada,
formando espécies reativas de oxigénio (EROs).

As EROs sdo inicialmente formadas, em sistemas biolégicos, através da redugio
monoeletrénica do oxigénio molecular para formar o radical anion superdxido (Ox-"), como

no esquema a seguir (1) (Gutteridge, 1994):
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(1) O,+¢ = 0

O radical dnion superéxido é dismutado a H,0, através da agio da enzima superéiido

dismutase (SOD) ou espontaneamente (2).

SO0
@ 20, + 2H —> Hy0, + O3

A seguir, o H;0O: , na presenca de metais de transigio, principalmente os ions Fe'* ou
Cu"', produz o radical hidroxila (HO"), um dos mais potentes radicais livres encontrados em

sistemas biologicos (3).

3) H,0, + Fe? —>» HO®+HO +Fe* Reagdo de Fenton
Fe® + 0 —> 0, + Fe”

H,0, + O, —> O, + HO"+ HO Reagdo de Haber-Weiss

O radical dnion superéxido, o0 H;O; e o radical hidroxila nfo possuem as barreiras
cinéticas de spin existentes no oxigénio molecular (configuragdo triplete), o que torna essas
moléculas relativamente mais reativas (Green & Hill, 1984). Além dessas espécies existem
outros oxidantes, como o oxigénio singlete ('0.) e o éxido nitrico (NO). O 0, é formado a
partir da reaglio fotodinimica do tipo II, através de um fotossensibilizador (S°), que no
estado excitado cede energia para o oxigénio molecular, que passa do estado fundamental
para o estado excitado singlete (Halliwell & Gutteridge, 1989b). J4 o oxido nitrico é um
radical livre fisiologico, sintetizado pela oxidagfio do aminoacido L-arginina a citrulina, pela
reagdo da enzima Oxido nitrico sintetase. A reacio do NO com o radical dnion superéxido
produz uma molécula fortemente oxidante e citotdxica, ¢ nion peroxinitrito (revisado por
Bruch-Gerharz et al., 1998). |

A toxicidade destes radicais esta relacionada com sua alta reatividade com
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biomoléculas, principalmente através de reagbes de abstragio de 4tomos de hidrogénio ¢ de
adi¢do. Enquanto o radical dnion superdxido e o HyO, séo considerados oxidantes fracos, o
radical hidroxila € um oxidante extremamente potente. Ward ef al. {1985) sugerem que esta
espécie reage com qualquer biomolécula num raio de 15 A° do seu local de formagdo, o que
levou a preposi¢do de que a produgio de HO® seja o evento critico da toxicidade do estresse
oxidativo.

Os organismos aerdbicos estio continuamente expostos a concentragdes basais de
EROs, geradas como subprodutos do metabolismo aerébico normal. As principats fontes
endbgenas de EROs sfio a mitocondria e o reticulo endoplasmatico. EROs sdo geradas
normalmente através de um desvio de elétrons da cadeia respiratdria (~4-5% de todo o
oxigénio consumido) ¢ pela atividade de algumas enzimas como: xantina-oxidase, citocromo
P450-oxidase, monoaminooxidases € a NADH-oxidase da membrana plasmatica de
macrofagos, que produz uma grande quantidade de EROs em resposta ao estimulo
fagocitario (Halliwell & Gutteridge, 1989b).

Uma situacio de estresse oxidativo se instala quando a produgo de EROs ¢
aumentada, ou quando os sistemas celulares de defesa anti-oxidante sdo exauridos. Esta
situagdo pode ocorrer durante o metabolismo de xenobidticos, a exposicdo dos organismos
a radiaches, ou em consequéncias de patologias que aumentam a producfo enddgena de
EROs. Nesse sentido, o envelhecimento celular é entendido como decorrente do aumento da
producio de espécies oxidantes, principalmente pela mitocdndria, associada a uma
diminui¢io progressiva na atividade dos sistemas de defesa/reparo (Harman, 1981).

As lestes induzidas por EROs em biomoiéculas s3o bem numerosas. Os acidos graxos
mgaunédos sofrem lipoperoxidacfo, levando 4 quebra da cadeia carbdnica com formagéo de
produtos reativos, usualmente aldeidos (Halliwell & Gutteridge, 1989d). As proteinas
sofrem oxidagdo de grupos SH, com formagio de pontes S-S, e consequente agregacio
protéica (Gabai & Kabakov, 1994). A oxidagio de outros grupos laterais de proteinas,
resulta na formag8o de carbonilas e outras modificagdes de aminoacidos; o ataque da ligagio
peptidica leva & quebra da cadeia polipeptidica (Cao er al., 1995). Os acidos nucleicos
sofrem ataques nas bases constituintes, em varias posicBes do anel, com formagio de

produtos oxidados ou sitios abasicos (revisado em Breen & Murphy, 1995) como, também,
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quebras da cadeia (Hoffmann & Meneghini, 1979).

A ocorréncia de uma situacio de estresse oxidativo pode acarretar uma série de
respostas celulares distintas. Basicamente, as respostas celulares dependem do grau do
estresse oxidativo ao qual as células foram submetidas. Uma situagio de estresse moderado
pode alterar seletivamente alguns processos fisiologicos, que incluem a transdug3o de sinais
e a expressd@o génica (Crawford et. al., 1988). Assim, a modulagio da atividade de
proteinas-quinase envolvidas no controle do ciclo celular (Kass et. al., 1989) e também da
velocidade de crescimento celular através da avaliagio da proliferagdo celular (Burdon,
1995), podem estar diretamente envolvidas na sequéncia de eventos que levam a
transformagao maligna (Emerit, 1994).

Por estarem constantemente expostos & espécies oxidantes potencialmente danosas, os
organismos aerobicos desenvolveram alguns mecanismos de defesa, que incluem enzimas
como a superoxido dismutase (2), a catalase (CAT) (4), o complexo glutationa
peroxidase/glutationa redutase (GSH-Px/GSH-Rd) (5) (6).

CAT
(4) 2H, 0, — 2H,0+ 0,
GSH-Px
(5) 2GSH+ROOH —> GSSG+ ROH+H0
GSH-Rd
(6) GSSG+NADPH+H —> 2GSH+NADP'

A glutationa reduzida (GSH) ¢ mantida nos niveis fisiologicos pela sua sintese via
glutationa sintetase e pela redugio da glutationa oxidada (GSSG) através da glutationa
redutase que utiliza NADPH como redutor (6) (Halliwell & Gutteridge, 1989¢).

Em adigdo aos sistemas enzimiticos, algumas pequenas moléculas orginicas
colaboramn também na desintoxicagio de espécies oxidantes, como o acido ascérbico, o a-

tocoferol € a glutationa reduzida.
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3, Meiatenina come Antioxidante

Em todos os animais jovens e adultos, incluindo os humanos, ¢ ritmo circadiano de
dia-e-noite altera os valores de MLT na glindula pineal, com um pico maximo 3 noite.
Entretanto, durante o envelhecimento a produgdo deste horménio diminui, passando de 80
pg/ml, aos 21 anos, para 30 pg/ml, aos 82 anos {Reiter, 1995). Esta redug@o da MLT € uma
consequéncia do decréscimo do nmamero de receptores B-adrenérgicos na membrana dos
pinealdcitos (Henden ef al., 1992), e possivelmente também pela destruicio dos neurdnios
no nucleo supraquié.smico hipotaldmico pelo glutamato (Poeggeler ez al., 1993).

Uma ligacdo entre a MLT e a longevidade tem sido proposta através de vérios
trabalhos, e os efeitos benéficos desta indolamina sdo responsaveis por esta aparente
habilidade em prolongar a vida. A a¢8o antioxidante da ML T (mostrada primeiramente por
Tan et al., 1993) e seu papel nos ciclos de reprodugio e ritmo circadiano, levaram Lesnikov
& Pierpaoli (1994) a questionar sua possivel a¢iio no retardamento do envelhecimento.
Verificaram esta influéncia através de experimentos de transplantes cruzados da glandula
pineal entre os ratos jovens e velhos. Observaram que os ratos velhos com glindulas dos
ratos jovens viveram duas vezes mais que os ratos jovens com glindulas dos ratos velhos.
Este trabalho deu origem a outras investiga¢Bes na comprovagdo da capacidade da MLT
como sequestrador de radicais livres.

Numerosos trabalhos cientificos mostram que o tratamento com antioxidantes previne
a ocorréncia de diversas patologias associadas ac envelhecimento e aumenta a espectativa de
vida de diversas espécies (Cutler, 1991; Slater & Block, 1991).

Pesquisas recentes enfatizam que, além da funcio hormonal, a MLT desempenha um
papel vital na regulacio de processos de transferéncia de elétrons, e desintoxificagio de
intermediarios reativos do oxigénio, bem como no controle dos fendmenos decorrentes da
aciio desses radicais (Pieri ef al., 1994; Poeggeler ef al., 1994; revisado por Reiter, 1995).
As primeiras evidéncias da acfo antioxidante da MLT, em sistema livre de células, foram
observadas por de Tan ef al. (1993).

Ainda ndo se sabe ao certo o mecanismo de sequestro de radicais livres pela MLT.

Poeggeler ef al. (1994) sugerem que a amina inddlica participa do mecanismo de
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“scavenger’” formando um radical cation indélico intermedirio, que sequestra o radical
anion superdxido, formando por fim N'-acetil-N-formil-5-metoxiquinuramina (figura 4).
Entretanto, Tan et al. (1993) observaram que a maior habilidade de sequestrar radicais esta

relacionada com a presenca dos grupos metoxi e acetil na molécula.

i
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Figura 4. Mecanismo de sequestro de radicais livres pela melatonina
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Paralelamente, outros pesquisadores (Pieri ef al, 1994; Melchiorri et af., 1995)
estudaram a atividade antioxidante da MLT in vifro em sequestrar radicais hidroxilas,
comparando sua agdo com outros antioxidantes conhecidos, como glutationa reduzida,
vitamina C, vitamina E e o manitol. Pieri ef al. (1994) verificaram que a MLT foi duas vezes
mais eficaz que a glutationa reduzida como scavenger de radical peroxila, e 1,12 vezes mais
efetiva que vitamina E, em sistema livre de células.

Comeo um derivado do triptofano, a MLT apresenta em sua estrutura grupos lipofilicos
que facilitam sua difusdo pela membrana celular, permitindo sua acSio antioxidante no
interior das células (Costa er al., 1995). Estudos recentes mostraram que esta indolamina
protege as células contra ataques de outras espécies reativas de oxigénio, como o nion
peroxinitrito (formado a partir do NO e 0,-") e o oxigénio singlete (Gilad ef al., 1997,
Cagnoli ef al., 1995).

Tan et al. (1994) mostraram o efeito da MLT na redugfio da genotoxicidade causada
por carcinégenos conhecidos, como o safrol. Esta molécula induz a formagio de radicais
livres no ntcleo celular, produzindo adutos de DNA. Em ratos tratados com 0,6 mg/Kg de
MLT por 8 hs, apés a pinealectomia, foi observado uma alta inibi¢do na formacio de adutos
de DNA em células hepaticas.

Além de proteger as células contra os ataques diretos dos radicais livres, a MLT
estimula a atividade da enzima glutationa peroxidase (Pablos ef al., 1995; Hara et al., 1996).
O mecanismo deste estimulo ainda é deconhecido. Entretanto, Pablos et al. (1995) sugerem
que a MLT pode estimular a atividade desta enzima via uma agic gendmica. A atividade da
glutationa peroxidase ¢ um dos principais mecanismos de defesa das células contra o H,O,,
em condigdes fisiologicas, pois reduz o peréxido produzido durante a respira¢o celular a
dgua (Halliwell & Gutteridge, 1989c). Desta forma, a enzima além de eliminar os peréxidos
orgénicos, ela evita a formagdo de um dos mais t6xicos radicais livres: o radical hidroxila

.

GSH-Px

D 2GSH + H,0, —> GSSG + 2H,0

Até pouco tempo atras, a MLT era utilizada pela populagdio principalmente com a
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finalidade de regular o sono e aliviar os sintomas do jet lag. Entretanto, hoje ela tem sido
recomendada para outras aplicagbes, como na potencializacdo do sistema imunoldgice
(Jankovic ef al., 1994), podendo auxiliar no combate contra a AIDS (Reiter & Robinson,
1996), na redugdo da proliferacdo de células tumorais (Sze et a/., 1993), sendo coadjuvante
no tratamento quimioterapico de tumores. Em vista da sua atuacdio no sequestro de radicais
livres (Tan ef al., 1993), passou a ser, também, utilizada como uma terapia preventiva
visando o retardamento do envelhecimento.

Nos Estados Unidos, as empresas estfo aderindo cada vez mais & comercializagdo
deste hormdnio como suplemento alimentar (como a vitamina E, vitamina C, Ginkgo Biloba,
¢ outros). J& na Europa, ela € considerada apenas como um neurchorménio, que ndo pode
ser comercializado livremente (Guardiola-Lemaitre, 1997). Entretanto, no Brasil, ¢
Ministério da Saide ainda nfio aprovou sua comercializa¢io no pais. Apesar do crescente
interesse, as informagdes sobre a maioria dos "talentos” da MLT ndo sio ainda bem
conhecidas na area médica, pois muitas pesquisas sobre suas fungdes e caracteristicas sdo
extremamente recentes. Na verdade, parte da pesquisa ainda se encontra num nivel basico, o
que siginifica realizacio de testes in vifro € em animais, e poucos em seres humanos.
Guardiola-Lemaitre (1997) comenta que a administragio de altas doses de MLT em
humanos ou em animais pode levar a concentragdes suprafisiologicas do hormdnio, podendo |
dessensibilizar os receptores de membrana MLT, além de induzir o aumento da
concentrag@o de seus metabdlitos, levando a efeitos deletéricos por si $6. De fato, analises
do conhecimento do perfil farmacologico da MLT e seus metabolitos, baseados em estudos
pré-clinicos cientificos, constituem uma base para prevengio das reagdes adversas e seus
efeitos.

Ainda resta muito a conhecer acerca da toxicidade da MLT, inclusive sobre dosagens
para cada caso e sobre sua indicagio ou contra-indicagio para grupos de individuos
especificos (gestantes, criangas, adolescentes, idosos). A concentragic de MLT varia
consideravelmente ao longo da vida (Humbert & Pevet, 1994). Os bebés produzem
quantidades cada vez maiores de MLT até cerca de um ano de idade. A partir dai, os niveis
noturnos de MLT permanecem estiveis a proximidade da puberdade, quando esses niveis

diminuem de forma acentuada, numa tendéncia que se mantém pelos préximos anos.A MLT
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continua a ¢air na meia idade, e na terceira idade os idosos produzem quantidades irrisérias
de MLT.

No Instituto Nacional de Cardiologia, em Bethesda, Maryland, a MLT foi submetida a
um teste padronizado de toxicidade em roedores, conhecido como LDsp , 0 que equivale &
dose letal para a metade da populagic (Barchas ef al., 1967). Entretanto, niic foi possivel
determinar © LDso para a MLT, pois a administracdo de até 800 mg/Kg em camundongos
néo foi suficiente para causar morte de metade da populacdo testada. A restrita solubilidade
do horménio em agua nfio permitiu administrar concentragdes maiores. Em humanos, a
MLT estd sendo testada como pilula anticoncepcional e no tratamento da menopausa, em
concentragOes muito elevadas (75 mg por coprimido), sobre os quais os autores nio tem
relatos de efeitos de toxicidade (Cohen ef al.,1995).

O crescente interesse pela utilizagdo pratica da MLT e a escassez de informagdes
sobre suas atividades toxicas e seu potencial de risco genético, despertaram nosso interesse
em contribuir para os estudos nessa 4rea. Assim, esse trabalho foi realizado com o
intuito de investigar a agdio antioxidante, paralelamente 4 agdio citotOxica e genotoxica da
MILT.
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OBJETIVOS



O objetivo do presente trabatho foi realizar estudos in vifro sobre a atividade
antioxidante, antimutagénica e potencial de risco da MLT. Para isso, 0s seguintes passos
foram realizados:

1. Desenvolver um método de solubilizagdo da MLT, visando sua utilizagdio em sistemas

biolégicos em concentragbes farmacologicas.

2. Analisar a agfo genotOxica da MLT pela determinagdo de sua atividade mutagénica em
trés cepas distintas de Salmoneila typhimurium (TA97, TA100 e TA102), utilizando o teste

de Ames, na presenga e na auséncia do sistema de ativagio metabdlica de figado de ratos.

3. Avaliar a ac¢fo anti-mutagénica da MLT pela medida da sua capacidade de proteger as

células de Salmonella typhimurium (cepa TA102), particularmente sensivel ao estresse

oxidativo, da agic mutagénica do H,O,.

4. Investigar a aclo citotoxica da MLT em células de mamifero (fibroblastos de pulmio de

hamster chinés, linhagem V79), pela analise de seus efeitos sobre a proliferacdo ¢ a
viabilidade celular.

5. Analisar a atividade antioxidante da MLT em diferentes sistemas:
a) sistema livre de células;
b) fibroblastos V79 expostos ao hidroperéxido de cumeno ¢ a0 HOy;

¢) eritrocitos humanos expostos ao H>O».
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MATERIAIS E
METODOS



1. REAGENTES E SOLUCOES

1.1. REAGENTES

Foram obtidos da Sigma Chemical Co. os seguintes reagentes: dodecil sulfato de sodio
(SDS); peroxidase de raiz forte (HRP); etileno diamino tetra-acetato dissédico (EDTA);,
desoxirribose; ampicilina; tetraciclina, Oxido de 4-nitroquinolina (4-NQO); azida sddica
(Az), aflotoxina B; (AFB;), brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium
(MTT).

Os seguintes reagentes foram obtidos das seguintes firmas: meio de Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM) da ICN Flow Biomedicals Inc., soro fetal bovino (SFB) da Cultilab,
solugio de antibidticos (penicilina 10.000 U e estreptomicina 10 mg) da Laborclin, Bacto
Nutrient Broth e Tripsina (1:250) do Laboratério Difco Ltda., tiourea da Backer Analyzer
Reagente, melatonina (MLT) da Merck S.A. Inds. Quimicas.

Todos 0s outros reagentes foram obtidos de fontes comerciais, e possuem grau de
pureza analitico.

Todas as placas ¢ garrafas utilizadas neste trabalho foram obtidas da Coming, New
York, USA.

1.2. SOLUCOES E MEIOS DE CULTURA

As solugdes utilizadas em cultura de células foram esterilizadas ou em autoclave
(120°C, 1 Kgfem’, durante 20 minutos) ou por filtragio em um sistema Millipore®

(didmetro de poro de 0,22 pm) e estocadas em geladeira.

1.2.1. Meio de Fagle modificado por Dulbecco (DMEM)

A mistura comercial (13,4g de pd) foi dissolvida em 4gua desionizada para um litro de
solugéo, 4 qual foram adicionados 14,3 mM de bicarbonato de sddio (NaHCO;), 100 U/mli
de penicilina ¢ 100pg/mi de estreptomicina. O meio teve seu pH ajustado para 7,4. Antes da
utilizago foi acrescido de 10% (v/v) de SFB e a esterilidade do lote testada por 48 hs a
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37°C.

1.2.2. Tampdo Salina Fosfato (PBS)

Esta solugdo tamp@o contém os sais cloreto de sddio (NaCl) a 137 mM, cloreto ¢ —e
potassio (KCI) a 26,8 mM, fosfato de sodio dibasico (Na;HPO,) a 8,1 mM e fosfato ¢ =e
potassio monobasico (KH,PO4) a 1,47 mM em agua desionizada. O pH do tampio fosi
ajustado para 7,2 - 7,4.

1.2.3. Solugdo de Tripsina
A solugio de Tripsina foi preparada pela dissolugio da massa apropriada em PBS=,
numa concentragio de 0,1% (m/v), contendo 1 mM de EDTA. Apés o preparo, a solugie=D

foi esterilizada por filtragio em um sistema Millipore® e estocada em freezer até o momente=o

da utilizacio.

1.2.4. Solugdo de Peroxido de Hidrogénio (H,0,)

A solugfo de HyO, foi preparada por diluigbes sucessivas da solugo comercial 2 30% =m0
em tamp@o PBS e estocada em geladeira. Antes da utilizagiio, a concentragio real de
estoque foi determinada segundo o método de Cotton & Dunford (1973), através de su==a
reagdo com iodeto de potassio (KI) catalisada por HRP. A formaggo de iodo molecular fo— i

seguida espectroscopicamente-a 353 nm, utilizando-se-ur £ de 2,55 x 107 Mk om™!

1.2.5. Solu¢do Estoque de Melatonina (MLT)
Uma soluggo estoque de 5 mM de MLT foi preparada em PBS ou em DMEM, atraves=s
de sonicagio durante 40 minutos e, depois, aquecimento a 42°C por 30 minutos. A solugd—

fol, entdo, estocada a temperatura ambiente, 20 abrigo da luz, durante uma semana.

1.2.6. Agar de Superficie
Esta solug@o de 4gar foi preparada no momento do uso pela solubilizagdo de 0,75% de==
NaCl, 50 pM de histidina e 50 pM de biotina e dispersiio de 0,9% de agar, em agu=m
desionizada. O pH foi ajustado para 7,4 e a solugiio mantida a 45°C.
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1.2.7. Meio Minimo Seletive
A mistura comercial Vogel-Bonne E medium foi dissoivida em um litro de agua

desionizada, j& contendo 1,5% de agar e 2% de glicose.

1.2.8. Meio Nutriente
Foram dispersos em agua desionizada 0,8% de Bacto Nutrient Broth e 0,5% de NaClL

1.2.9. Gelose

Foram dispersos em agua desionizada 0,6% de 4gar e 2,5% de melo nutriente.

1.2.16. Meio Rico

Foram dispersos em agua desionizada 0,8% de Bacto Nutrient Broth; 0,5% de NaCl e
1,5% de 4gar. '

1.2.11. Reagente de Drabklin
Este reagente foi preparado pela adi¢io de 100 mg de cianeto de potassio (KCN) e
300 mg de ferrocianeto de potassio (Ky[Fe(CN)s]) em um litro de agua desionizada.

2. METODOS
2.1. MELATONINA: CARACTERIZACAO E PROPRIEDADES

A estabilidade da MLT foi caracterizada através de suas propriedades fisico-quimicas

como: ponto de fusfio, cromatografia delgada, absorgdo na regifio do Ultra Violeta (UV) e
no Infra Vermelho (IV).

2.1.1. Ponto de Fusdo:
O ponto de fusfio da MLT foi medido através do aparelho para ponto de fusio da
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Reichert Austria, o qual ¢ munido de uma chapa de aquecimento e microscépio 6ptico.
Crstais de MLT foram colocados sobre a ldmina de vidro e aquecidos, lentamente, em
chapa de aquecimento. A fusdo dos cristais foi observada através do microscopio optico € a

temperatura de fusio anotada.

2.1.2. Cromatografia de Camada Delgada

Este método (Collins ef al., 1997) foi utilizado para avaliar a pureza da indolamina
obtida ap6s o processo de sonicagdo e estocagem da solugio aquosa (processo descrito no
topico 1.2.5.). Uma solugo a 0,1 mM de MLT foi dissolvida em agua desionizada, sob
agitacdo, por 30 min. Apés este periodo, a solugio foi separada em duas partes; onde uma
delas foi submetida ao método de solubilizacdo descrito no tépico 1.2.5 (solugio sonicada) e
a outra parte foi deixada em repouso a temperatura ambiente, ao abrigo da luz por 10 dias
(solugdo ndo somicada). Outra solugdo aquosa de MLT a 0,1 mM foi feita no momento da
aplicagio {solugdo padrio).

As trés solugSes foram aplicadas, uma ao lado da outra, em placas de silica (6 x 14
cm) da Merck (1.05554, DC. Alufolien, Kiesilgel GOF 254) com auxilio de tubo capilar, A
placa de silica foi imersa na fase mével de cloroférmio/metanol a 7% e deixada correr por 30
min. Apés a secagem da placa ao ar, o ponto de migragiio foi determinado com auxilio de

luz Ultra Violeta curta (254 nm; lampada EYE G4t5) e/ou exposigio ao Jodo.

2.1.3. Absorcdio na Regido do Ultra Violeta

Espectros de absorgdo 6ptica das solugdes aquosas de MLT a 0,01 mM, uma sonicada
¢ a outra nfo, foram registrados no espectrofotdmetro UV-Visivel SyncMaster 3, modelo
Metrolab 1700, & temperatura ambiente, em células de quartzo de 1 em de caminho optico,
na faixa de comprimento de onda entre 200 e 300 nm. As duas solugBes foram mantidas 3
temperatura ambiente, 20 abrigo da luz, durante 10 dias. Apés este periodo, novos espectros
de absor¢Zo foram registrados. Os procedimentos para realizar este método foram
elaborados de acordo com Silverstein et al. {1979a).
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2.1.4. Absor¢do na Regido do Infra Vermelho
Os espectros dos cristais de MLT obtidos das solugdes do hormdnio (sonicado € a
outra ndo), apos 10 dias da solubilizag3o, foram registrados na regifio do Infra Vermelho
(IV) através do espectrofotémetro FT - IR spectrum 1000 da Perkim Elmer, & temperatura
ambiente, em pastithas de brometo de potassio (KBr), na faixa de comprimento de onda
entre 4400 e 450 cm™ . Os procedimentos para realizar este método foram elaborados de

acordo com Silverstein ef al. {1979) .

2.2. DETERMINACAC DA ATIVIDADE MUTAGENICA E ANTI-MUTAGENICA DA
MELATONINA

A fim de determinar a atividade mutagénica da ML T foram utilizadas trés linhagens de
Salmonella typhimurium: TA97, TA100 e TA102; de acordo com o procedimento descrito
por Marion & Ames (1983). Para a atividade anti-mutagénica, foi utilizada a cepa TA102.
As linhagens foram obtidas do Dr. B. M. Ames, Universidade da Califérnia, Berkeley, CA
(USA). Os experimentos foram realizados no Centro de Biotecnologia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), coordenado pelo Dr. Jodo Ant6nio P. Henriques.

2.2.1. Cultura de Bactérias
As linhagens TA97 e TA100 foram cultivadas em meio nutriente, contendo 100 pg/mi
de ampicilina por 10 hs, sob oxigenagio a 37°C. Seguiu-se 0 mesmo procedimento para
linhagem TA102, acrescentando 12 ug/ml de tetraciclina.

2.2.2. Preparacdo do Sistema de Ativagdo Metabolica 59 mix
O sistema de ativagio metabdlica, designado S9 mix, é formado por enzimas
microssomais de figado de rato, constituintes do complexo P450, suplementado com
cofatores requeridos para suas atividades. A fraco microssomal utilizada foi a preparagfio
comercial 89 da MOLTOX, obtida de figado de ratos tratados com o indutor aroclor 1254,
O S9 mix foi preparado por adigdo da fragio S9 (2g, contendo 16,3 mg de proteina) 2 uma
solugio constituida por 25 ml de tamp3o fosfato 0,2 M pH 7.4; 1 m! de solugdo salina
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contendo 1,65 M de KCl; 0,4 M de cloreto de magnésio (MgCl2); 0,25 ml de glicose-6-
fosfato 1 M; 2 ml de NADP 0,1 M e 19,75 ml de agua desionizada. QO volume total da
solugdo foi de 50 ml, sendo utilizado em condicdes estéreis e no momento da realizaciio do

ensaio.

2.2.3. Avaliacdo da Atividade Mutagénica da Melatonina

Uma suspensio celular (~107 células/mi) foi incubada na presenga ou auséncia de
ativagdo metabdlica (500 pl da fragio S9 mix/ml), com diferentes concentragSes de MLT,
durante 30 min a 37°C. Na auséncia da fragio S9 o controle positivo foi 0,5 ug/placa de 4-
NQO para as linhagens TA97 e TA102, e 10 pg/placa de Az para a TA100. Na presenca da
fragio S9 o controle positivo foi 0,5 pg/placa de aflotoxina B; (AFB;) para todas as
linhagens. Para todos os ensaios o controle negativo utilizado foi tamp#o fosfato. O volume
final dos ensaios foi de 1 ml. Os ensaios foram pré-incubados por 30 min a 37°C.

Apé6s o periodo de pré-incubagfio, um volume de 2 ml de agar de superficie a 45°C foi
adicionado a cada tubo teste. O contetido do tubo teste foi semeado em placa de Petri
contendo 30 ml de meio minimo seletivo. As coldnias revertentes de histidina (His") foram
contadas apés incubagio a 37°C durante 48 hs. Os ensaios foram realizados em triplicatas.

Para cada experimento foi realizado uma curva de sobrevivéncia. O mesmo
procedimento descrito anteriormente foi seguido. Apos o periodo de incubagio, o conteado
de cada tubo foi diluido em tampdo fosfato até obter uma concentragio de bactérias da
ordem de 50 células/placa. Um volume de 1 mi de Gelose foi adicionado a cada tubo teste.
O contetido do tubo teste foi semeado em placa de Petri contendo ~3 ml de meio rico. As

colonias foram contadas apds incubag@io a 37°C durante 48 hs. Os ensaios foram realizados
em duplicatas.

2.2.4. Avaliagdo da Atividade Anti-Mutagénica da Melatonina
Para avaliar a atividade anti-mutagénica da MLT o mesmo procedimento descrito
“anteriormente foi seguido. As células de Salmonella typhimurium (~107 células/mi), cepa
TA102, foram incubadas com MLT na presenga de 0,5 mM de H,0,, durante 30 min a
37°C. Depois disto, 2 ml de agar aquecido foi adicionado em cada tubo teste e a mistura foi
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transferida para placas contendo 30 ml de meio minimo seletivo para histidina (His").
Colonias revertentes foram contadas depois de 48 hs de incubagiio a 37°C. A atividade
mutagénica foi expressa em indice de mutaciio (IM), como a frequéncia de revertentes de

His™ em relacdo & placa controle.
2.3. DETERMINACAO DA CITOTOXICIDADE CELULAR

2.3.1. Manutengdo das Culturas de Células

Fibroblastos de pulmio de hamster chinés da linhagem V79, um clone M8
generosamente cedido pelo Dr. R. Meneghini, Instituto de Quimica da Universidade de S&o
Paulo (Sao Paulo, SP, Brasil), foram cultivados aderidos em garrafas de cultura, em DMEM
contendo 10% de SFB.

As operagdes de subcultivo foram feitas removendo-se as células do substrato sélido,
pela adigdo de solugio de Tripsina, seguida da inativagio da atividade proteolitica pela
adi¢go de DMEM + 10% SFB, e transferéncia de aliquotas para novas garrafas ou placas de
cuitivo na densidade desejada.

As culturas foram mantidas em atmosfera amida contendo 5% de CO2, a 37°C, no

€SCUrg.

2.3.2. Efeito da Melatonina sobre a Proliferagdio Celular

A taxa de proliferagdo celular foi medida como o aumento da populacdio de células em
um periodo de 24 hs, subsequente ao tratamento com MLT, durante a fase exponencial de
c.re.sc.izﬁénto,. de acordo com Souza-Pinto (1996).

As células foram cultivadas em placas contendo 24 pogos, a uma densidade inicial de
3 x 10" célulasipogo, em meio DMEM mais 10% SFB, em atmosfera tmida contendo 5%
CO7. Apds 48 hs de incubaglio, as células foram expostas a diferentes concentragdes de
MLT ou 1-heptanol (controle positivo) em PBS por um periodo de 30 min a 37°C (curta
exposigdo). Depois do tratamento, as células foram lavadas com PBS e incubadas em meio
fresco por mais 24 hs. Alternativamente, as células foram expostas a concentragdes

crescentes da indolamina ou do 1-Heptanol por um periodo de 24 hs (exposigdo prolongada)
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a 37°C, em meio DMEM mais 10% SFB.

No final do periodo de crescimento, as células foram fixadas com 1 ml de TCA a 5% ¢
lisadas com 1 ml de NaOH 0,5 M por pogo. A populagdo celular foi determinada pela
medida da absorbancia do lisado a 260 nm, um parimetro diretamente relacionado ao
namero de células. A proliferagio relativa foi expressa em porcentagem, referente ao
aumento da populagio durante o periodo de crescimento, em relagdo ao controle (células

ndo tratadas).

2.3.3. Efeito da Melatonina sobre a Viabilidade Celular

A viabilidade celular foi avaliada através da redugio do sal de tetrazolium (MTT) a
formazan azul pela enzima succinato desidrogenase mitocondrial, segundo Mosmann
{1983).

Fibroblastos V79 foram semeados a uma densidade 10* céhilas/pogo, em placas de 48
pogos, e cultivadas por um periodo de 72 hs. Foram, entio, expostas a diferentes
concentragdes de MLT em meio DMEM sem SFB por 2 hs a 37°C. O MTT foi adicionado
em cada pogo, a uma concentragio de 1 mg/ml em meio DMEM sem SFB, ¢ as células
incubadas por 1 h a 37°C. O MTT reduzido (um pigmento insolivel) foi extraido pela
adi¢do de 0,5 ml de HCl concentrado/isopropanol (1:300) sob agitagio leve por 17 min. Ao
final da extragdio, foi determinada a absorbincia dos diferentes extratos a2 570 nm. A

viabilidade celular foi expressa pela porcentagem de redugiio do MTT em relagio ao ensaio
controle (células nfo tratadas).

2.4. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PA MELATONINA

2.4.1. Efeito da Melatonina sobre a Degradacdo Oxidativa da Desoxirribose
A degradagdo oxidativa da desoxirribose foi induzida pelo sistema pré-oxidante,
constituido por F,O, e um quelato de ferro (III) e nitrilo triacetato (NTA). A degradagdo foi
avaliada através da quantificagio espectrofotométrica de adutos coloridos formados a partir

da reag@io do acido tiobarbitirico (TBA) com produtos desta degradacio (Halliwell e
Gutteridge, 1981).
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O quelato fo1 previamente preparado pela adi¢iio de 100 uM de NTA e 25 uM de
FeCl; e incubagiio por 10 min a temperatura ambiente. ApOs este periodo, foram
adicionados 10 mM de tampdo fosfato (pH 7,4), 2,8 mM de desoxirribose e concentragbes
crescentes do antioxidante a ser analisado (MLT, glutationa, trolox ou manitol). Por Gitimo,
foi adicionado 1,4 mM de H,O, (previamente dosado pelo método descrito no item 1.2.4) e
os ensaios foram incubados por 20 minutos a 37°C. O volume final de reagio foi de 1,2 ml.

Ao final da incubacio, foram adicionados | ml da solugio de TBA a 1% ¢ 1 ml da
solugdo de acido tricloroacético (TCA) a 2,8%, e o meio reagente incubado a 100°C por 15
min. Apds este perfodo, a reagio foi interrompida por resfriamento em banho de gelo. O

conteiido de cada tubo foi analisado, a temperatura ambiente, por espectroscopia a 532 nm.

2.4.2. Efeito da Melatonina sobre a Inibigdio da Proliferacdo Celular

As c€lulas foram cultivadas em placas contendo 24 pogos, a uma densidade inicial de
3 x 10* células/pogo, em meioc DMEM mais. 10% SFB, em atmosfera tmida contendo 5%
CO2. Apés 48 hs de incubagdo, as células foram expostas as amostras testes em PBS, por
um periodo de 30 min a 37°C. Depois do tratamento, as células foram lavadas com PBS e
incubadas em meio fresco por mais 24 hs. No final do periodo de crescimento, as células
foram fixadas, lisadas e a populacio gelular determinada pela medida da absorbancia do
lisado a 260 nm, segundo item 2.3.2.

Para se avaliar o efeito da MLT sobre a inibigdo da proliferacgio celular, os fibroblastos
foram pré-incubados por 10 min com diferentes concentragdes do horménio ou tiourea 10
mM (antioxidante padrio) em PBS e, entdo, tratadas com 50 yM de HyO- , por 30 min a
37°C. Apés o tratamento, as células foram processadas como descrito acima.

A concentragio de H,O, foi escolhida com base em uma curva dose-resposta , como a

concentragdo que inibiu cerca de 60% a proliferacio celular,

2.4.3. Efeito da Melatonina sobre a Inibigdo da Viabilidade Celular
Fibroblastos V79 foram semeados numa densidade 10° células/pogo, em placas de 48
pogos e cultivados por um periodo de 72 hs. Foram, entfio, expostos s amostras em meio
DMEM sem SFB por 2 hs a 37°C. O MTIT foi adicionado em cada pogo, & uma
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concentragdo de 1 mg/ml em meio DMEM sem SFB, ¢ as células incubadas por 1 h a 37°C.
O MTT reduzido foi analisado segundo item 2.3.3.

Para se avaliar o efeito da ML.T sobre a inibicio da viabilidade celular, as células
foram pré-incubadas por 10 min com concentragdes crescentes de MLT ou tiourea a 10 mM
e, entdo, tratadas com um sistema oxidante (2,5 mM de hidroperdxido de cumeno, HPC, ou
2,5 mM de H;O,) em meio DMEM sem SFB, por 2 hs a 37°C. Apds o tratamento, as
células foram processadas como descrito acima.

As concentragbes dos oxidantes foram escolhidas com base em curvas dose-resposta,

como a concentragdo que reduziu a viabilidade celular para valores entre 35 e 45%.

2.4.4. Efeito da Melatonina sobre a Inibigdo da Peroxidacdo Lipidica em Eritrécitos

A peroxidagio lipidica foi determinada através da reagio do TBA com os produtos da
degradaggo oxidativa dos lipidios da membrana celular, induzida por H»O,, segundo Pereira
et. al {1998}, submetido a publicacdo.

Amostras de sangue humano (contendo o anticoagulante EDTA) foram obtidas do
banco de sangue do Hospital de Clinicas/UNICAMP e utilizadas dentro de 24 hs. As
amostras foram centrifugadas por 10 min 4 3500 rpm e 4°C para separagdo do plasma que
foi descartado. As células foram lavadas por 3 vezes com o triplo do seu volume em PBS,
centrifigadas e o sobrenadante descartado. Apds a lavagem, a papa de heméiceas foi
suspensa em igual volume de PBS e mantida em gelo. A concentragéo de hemoglobina (Hb)
na suspensdo foi realizada através do método de Drabklin (Winterbourn, 1990), pela
quantificagdo do produto de reagio entre a Hb e o reagente de Drabklin
(cianometahemoglobina) a 540 nm.

Os ensaios foram realizados em PBS com uma concentragiio de 0,5 mM de Hb, na
presenca de 2 mM de Az para inibiio da catalase dos eritrocitos. As heméceas foram pré-
incubadas com diferentes concentragdes de MLT ou tiourea a 10 mM por 10 min e, entdo,
tratadas com Hy0, a SmM, por 30 min a 37°C. A reacdo foi paralisada pela adigio de 0,5 ml
de TCA a 25%. Os precipitados foram centrifugados a 3.500 rpm, a 4°C por 15 min, e 1 ml
do sobrenadante foi adicionado a 1 ml de TBA a 1% e a mistura aquecida a 100°C por 15
min. A reagdo foi interrompida em banho de gelo. O produto da peroxidagdo lipidica foi
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analisado,a temperatura ambiente,pela medida da absorbancia a 532 nm (¢ =156 mM™.cm™).
Os resultados obtidos foram expressos em nmoles de malondialdeido por grama de
hemoglobina (nmoles MDA/g Hb). Curvas dose-resposta para o H0; (1 - 10 mM) foram

previamente determinadas com amostras de diferentes individuos.
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RESULTADOS



1. MELATONINA: CARACTERIZACAQ E PROPRIEDADES

A baixa solubilidade da MLT em agua tem limitado sua utilizacdo em sistemas
biologicos. Geralmente, ela € utilizada nestes sistemas solubilizada em solventes como etanol
ou dimetil sulféxido (DMSO), os quais também possuem acgio antioxidante. Para evitar a
interferéncia dos solventes nos estudos, os pesquisadores utilizam concentragdes de etanol ¢
DMSO por volta de 1%, o que, muitas vezes, pode limitar a concentragio de uso da MLT nos
ensaios.

Neste trabalho, procurou-se contornar este problema dissolvendo a MLT em agua
stravés de sonmicagdo. Com a utilizag8o deste processo foi possivel realizar ensaios com
concentragdes da indolamina até 5 mM. Para avaliar se o processo de solubilizagio e de
estocagem modificariam a estrutura do horménio, foram realizados estudos sobre sua
estabilidade por cromatografia de camada delgada, absor¢do na regido do UV eno IV.

Primeiramente, a MLT foi caracterizada através de seu ponto de fusdo, cujo valor foi de
117°C, semelhante ac valor obtide em literatura {entre 116 e 118°C; The Merck Index,
1983). O estudo da estabilidade MLT foi iniciado por cromatografia delgada. Esta técnica
possibilitou observar se havia decomposiciio da molécula, em comparagdo com o padrio
(solucdo do composto ndo sonicada, logo apods a solubilizaghio), pelos valores de seus Ris
(raz8o entre o caminho percorrido pela amostra e 0 caminho percorrido pela fase mével).

Obteve-s¢ apenas uma Unica mancha na placa de silica para cada aplicaciio de solucio
sonicada, solu¢do ndo sonicada e solugdo padrfio (ver item 2.1.2 de materiais ¢ métodos).
Seus Rfs foram, respectivamente: 0,84, 0,85 e 0,83. Estes resultados indicam que cada
amostra era constituida pela mesma substincia pura.

A seguir, as amostras foram analisadas por espectroscopia na regido do ultra violeta. A
figura 5 mostra o espectro de absorgio Optica de duas solugdes aquosas de MLT a 0,05 mM,
uma sonicada € a outra nio, logo apds a solubilizagio. Os espectros apresentam dois picos
caracteristicos: um méximo a 223 nm, e outro de menor intensidade 2 278 nm (g 27550 ¢
6300, respectivamente; de acordo com The Merck index, 1983). O valor de absorbancia para
a solucio somicada a 223 nm (A = 0,917) foi ligeiramente maior que o da solugdc ndo

sonicada (A = 0,817). Apds 10 dias de solubilizagio o valor de absorbincia a 223 nm para a
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solugio sonicada foi de 0,915, e para a n#io sonicada foi de 0,815 (figura 6). Estes resultados
indicam que houve um aumento na concentragdo da MLT em solugdio, apds a sonicagio

(tabela 1). Mostram, também que ela permanece estavel nas condigbes de solubilizagio e

estocagem.

Tabela 1. Concentracdes (mM) da melatonina, em solucdes sonicadas e nio sonicadas,

antes e apos estocagem.

Logo apés a solubilizacio Ap6os 10 dias de estocagem
Solugio Nio sonicada Sonicada N&o sonicada Sonicada
Melatonina (mM) 0,03 0,033 0,03 0,033

Para caracterizar os grupos funcionais da molécula presente nas amostras, €
identifica-la definitivamente, foram realizados estudos espectroscOpicos na regiio do infra
vermetho. A figura 7 mostra os espectros dos cristais obtidos da solu¢io sonicada e ndo
sonicada da MLT, na regifio do infra vermelho {conforme descrito em materiais ¢ métodos,
item 2.1.4). Pela figura, verificou-se que os espectros das duas solugdes sdo indénticos entre
si, com 0s mesmos picos de absor¢io nos comprimentos de onda caracteristicos para cada
estiramento. De acordo com a tabela 2, as bandas de absorgio obtidas experimentalmente
- foram caracteristicas para cada grupo funcional da moléeula da MLT, em comparaciio com
as bandas de absorgio tebrica. Estes resultados mostram que a substéncia presente nas duas

amostras ¢ a molécula de MLT, e que ela ndo foi modificada estruturalmente apds o
processo de solubilizagfio ¢ estocagem.
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Figura 5. Espectro UV da melatoning em solucdo aguosa. Espectros de absorgo Optica
das solugdes aquosas de MLT 0,05 mM, uma sonicada ¢ a outra ndo, foram registrados logo
ap6s a solubilizagdo, no espectrofotdmetro UV-Visivel SyncMaster 3, modele Metrolab

1700, & temperatura ambiente, na faixa de comprimento de onda entre 200 ¢ 300 nm.
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Figura 6. Espectro UV da melatoning em solugio aquosa apds estocagem. Espectros de
absor¢do Optica das solugdes aguosas de MLT 0,05 mM, uma sonicada e a outra nio, foram
registrados no espectrofotdémetro UV-Visivel SyncMaster 3, modelo Metrolab 1700, apos 10
dias de solubilizagfo, & temperatura ambiente, na faixa de comprimento de ondza entre 200 e

300 nm,
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Figura 7. Espectros da melatoning na regido do infra vermelho. a) espectros das duas
solugdes (senicada ----- ; ndo sonicada ----- ) foram registrados no especirofotdmetro FT —
IR spectrum 1000 dz Perkim Elmer, & temperatura ambiente, em pastithas de KBr, na faixa
de comprimento de onda entre 4400 e 450 cm-1. B) espectro tedrico da MLT em nujol, de

acordo com Pouchert (1981).



Tabela 2. Bandas de absorcic observadas para cada grupo funcional da molécula de

melatonina, experimental e teérica.

Experimental

Teoérico

Bandas de Grape funcional Bandas de Grupo funcionai
absorgéic absorcio
(em™) (cm )
Estiramento do grupo N-H Estiramento do grupe N-H
3304 da amida. 3247 da amida {deslocado
devido a interferéncia do
nujol).
1629,19 Estiramento do grupe C=0 1629 Estiramento do grupo C=0
da amida. da amida.
1614 Deformagcio angular do 1616 Deformacgéo angular do
grupo N-H da amida. grupo N-H da amida.
Estiramento do grupo C-N Estiramento do grupo C-N
1425,19 da amida. 1431 da amida (destocado
devido a interferéncia do
nujol).
Deformacao angular do Deformacéo angular do
1586,62 grupo N-H da amina 1587 grupo N-H da amina
secundarna. secundaria.
Estiramento do grupo N-H Estiramento do grupo N-H
da amina secundaria possue da amina secundaria possue
intensidade fraca e pode intensidade fraca e pode
3304 estar encoberta pela banda 3304 estar encoberta pela banda
correspondente ao correspondente ao
estiramento do grupo N-H estiramento do grupo N-H
da amida. da amida.
1269,59 Estiramento do grupo 1269 Estiramento do grupo
C-0-C. C-0-C.
1041,32 Estiramento simétrico do 1042 Estiramento simétrico do
grupo C-O-C. grupo C-O-C.
Frequéncia de combinagio Frequéncia de combinagdo
1732 a do anel aromaético tris- 1733 a do anel aromatico tris-
1673 substituido em 1,24 1675 substituido em 1,2.4.
Deformacdo angular C-C Deformagio angular
025,50 e do anel aromatico tri- 925 e 826 C-C do anel aromatico tri-
825,48 substituido em 1.2 4. substituido em 1,2 4.
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2. DETERMINACAO DA ATIVIDADE MUTAGENICA E ANTI-MUTAGENICA DA
MEILATONINA

O teste de mutaglio reversa em Salmonella typhimurium, ou teste de Ames, detecta
mutagdes génicas induzidas em linhagens requerentes do aminoacido histidina (His™ ),
produzindo linhagens independentes de histidina (His"). Para se obter uma resposta
confidvel, trés diferentes linhagens de Salmonella foram utilizadas. O teste de Ames detecta
também mutagénicos indiretos que, quando metabolizados, produzem compostos oxidados
que, por sua vez, sdo genotoxicos. Para investigar a a¢do dos metaboélitos da MLT, utilizou-
se um sistema completo de ativagio metabdlica (SO mix), que contém a fracio S9 e
cofatores (NADP, glicose-6-fosfato).

Para o teste de Ames sdo considerados mutagénicos os compostos que aumentam em
pelo menos duas vezes o nimerc de revertentes por placa, relativo ao valor observado
expontaneamente (Marion & Ames, 1983). E utilizado, também, uma substincia padrio
mutagénica para fins comparativos. Neste trabatho foram utilizadas as linhagens de
Salmonella typhimurium (cepas TA97, TA100 e TA102), na presenca e auséncia de
ativagdo metabolica. Apés a determinagfio do niimero de coldnias revertentes por placa, foi
calculado a relagdo entre os valores obtidos nas placas tratadas e no controle (células
tratadas com tampdo fosfato). Esta razfio é denominada indice mutagénico (IM).

Para cada experimento foi realizada previamente uma curva de sobrevivéncia para
selecionar uma faixa de concentragio atoxica de MLT. O horménio nio apresentou nenhum
efeito toxico nas trés linhagens utilizadas (resultados nfio mostrados), na faixa de
concentragio entre 29 a 1160 pg/placa,

De acordo com a tabela 4 foi observado que , para as células de Salmonella
typhimurium (cepa TA97) tratadas com diferentes concentracdes de MLT (29-1160
pg/placa) sem ativagio metabolica, o nimero de revertentes foi aproximadamente igual ac
numero de revertentes. obtidos no controle, ficando o IM por volta de 1,0. Isto indica que a
MLT nfc induziu mutagio nesta linhagem A tabela mostra ainda que o teste respondeu
positivamente para o composto mutagénico padrio 4-NQO, utilizado como controle
positivo.
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Também ndo se observou atividade mutagénica na linhagem TA97 na presenga do
sistema de ativagio metabolica de figado de rato, uma vez que os indices mutagénicos
obtidos foram sempre menor que 2,0. O teste respondeu positivamente para o composto
mutagénico padrio, aflotoxina B, (toxina de fungo que requer ativagio metabolica para
produzir derivados mutagénicos).

A analise da atividade mutagénica da MLT para as linhagens TA100 (tabela 5) e
TAI102 (tabela 6), mostra que tanto na auséncia quanto na presenca de ativa¢io metabdlica,
os IMs ficaram por volta de 1,0. O teste respondeu positivamente para 0s cOmpostos
mutagénicos padrio azida sodica para a linhagem TA100, e 4-NQO para a linhagem TA102.
Esses resultados mostram que nem a MLT nem seus metabolitos s8o genotdxicos no teste
de Ames, para as linhagens TA97, TA100 e TA102 de Salmonella typhimurium, na faixa de
concentracgéo estudada.

Para avaliar a atividade anti-mutagénica da MLT, foi utilizada a linhagem TA102
devido 4 sua maior sensibilidade ao HyO, (Levin ef al., 1982). A figura 8 mostra a inibigéo
da mutagenicidade induzida pelo H>O. 0,5 mM. Verificou-se que a MLT, na faixa de
concentragdo entre 29 a 464 ug/placa, inibiu a agio mutagénica do H,O, (IM de 3,06), de
forma dose-dependente. O maximo de inibigdo (91%) foi observado na dose de 232
ug/placa. Novamente, nfo foi observada mutagenicidade para as células expostas a
concentragdes crescentes de ML T (29 - 464 pg/placa), na auséncia de H;O-.

A tabela 3 contém a conversdo das unidades de concentragio para a MLT de pg/placa
para mM.
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Tabela 3. Conversiic das unidades de concentracfie da MLT

mM pg/piaca

0,25 2,9

0,25 58
0,5 116
1,0 232
2,0 464
5,0 1160




Tabela 4. Inducfio de reverientes de His' na linhagem de Salmonella typhimurium
TA97 pela melatonina.

Tratamento Auséncia S9 Presenca S9
Composto  Concentragio N° e Ne ™
{png/placa) Rev/placa® Rev/placa®
4-NQO 0.5 419435  551+2.16 - -

AFB, 10 - - 297 £66  3.08+0,47
MLT - 95 + 4 1,00 £0,06 97+ 1 1,00 £ 0,05
2% G2 £+ 13 0,97 £4,15 109 +6 P12 40,05
58 85 + 4 0.86 +0.07 117 +7 1,20 + 0,05
i16 82 + 10 087 £0 13 117 +£12 1,25 2005
232 85 +8 0,82 = 0,09 124+ 15 1,34+ 0,07
464 72+ 14 0,75 + 0,13 147 x4 1,52 £0,04
1160 - - 79 +22 0,81 +0,16

-~

‘N°Rev/placa: nimeros de revertentes por placa. Representam valores médios de 3
ensaios = desvio padrio de um experimento tipico, dentre, pelo menos, 3 experimentos
independentes.

IM: nimero de revertentes de His™, induzidos pelo tratamento, por niimero de revertentes
His™ obtidos no controle negativo.

‘4.NQO: controle positivo para o tratamento realizado na auséneia de 89.

YAFB;: controle positivo para o tratamento realizado na presenca de S9.
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Tabela 5. Induclio de revertentes de His' na linhagem de Salmonella typhimurium

TA100, pela melatonina,

Tratamento Auséncia S9 Presenca 89
Composto  Concentragio N© M’ N° e
{ug/placa) Rev/placa® Rev/placa’
Azf 10 701 + 98 3,25+ 0,20 - -

AFB,° 10 - - 1032 +47 13,22 +027
MLT . 215 + 21 1,00 0,05 7941 1,00 + 0,03
29 203+ 17 0,95 + 0,14 95 +7 1,22 + 0,09
58 198 32 0,92+ 0,06 110+ 1 1,25 £ 0,31
116 220 + 16 1.03 £0,08 99+ 12  1,27+0.16
232 208 + 15 0,97 £ 0,08 98 £17  1,25+0,18
464 195 + 19 0,01 +0,08 96 + 13 1.23+0,17
1160 198 + 14 0,92 + 0,07 04 + 6 1,19 0,07

“N°Rev/placa: nimeros de revertentes por placa. Representam valores médios de 3

-~

~

ensaios + desvio padrio de um experimento tipico, dentre, pelo menos, 3 experimentos

independentes.

PIM: ntimero de reverientes de His™, induzidos pelo tratamento, por nimero de revertentes

His™ obtidos no controle negativo,

‘Az controle positive para o tratamento realizado na auséncia de S9.

YA¥B;: conirole positivo para o tratamento realizado na presenca de S9.

49



Tabela 6. Indugfio de revertentes de His' na linhagem de Salmonella typhimurium

TA102, pela melatonina.

Tratamento Auséncia 89 Presenca S9
Compost Concentrago Ne nV° Ne v
° {ug/placa) Rev/placa® Rev/placa’
4-NQO* G,5 2371 4+ 344 12,23 +223 - -
AFB;* 10 - - 1099+ 185 3.20+0,75
MLT - 197 + 31 100 =007 343 4+ 30 1,00 £0,05
29 223 + 55 1,36 + 0,20 339472 0.99+0729
58 2164+ 13 LI34+0.27 353 %2 1,03 £0,08
116 238+ 14 1,24 £0.24 397 + 18 1,16 = 0,09
232 241 43 1,254 023 357 42 1,04 019
464 21549 1,iT+015 363+ 57 1,06 £0,24
1160

235 £ 25

0,90 + 0,02

‘N°Rev/placa: nimeros de revertentes por placa. Representam valores médios de 3

il

ensaios * desvio padrio de um experimento tipico, dentre, pelo menos, 3 experimentos

independentes.

"IM: nimero de revertentes de His', induzidos pelo tratamento, por numero de

revertentes His™ obtidos no controle negativo.

‘4-NQ{): controle positivo para o tratamento realizado na auséncia de S9,

YAFB;: controle positivo para o tratamento realizado na presenca de S9.
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Figura 8. Efeito anti-mutagénico da melatoning. Salmonella tvphimurium, cepa TA102, foi
incubada com MLT sozinha ou na presenca de 0,5 mM de H,02 (30 min, 37°C). Ao final, 2 ml
de agar fundido foi adicionado & cada tubo teste e a mistura transferida para placas contendo
meio minimo seletivo para histidina (His"). Coldnias revertentes foram contadas depois de 2 dias
de incubagdo. A atividade mutagénica foi expressa pelo indice de mutagio (IM), como descrito
em Materiais e Métodos (item 2.2.4). Os pontos representam valores médios de 3 ensaios =

desvio padrio de um experimento tipico.



3. DETERMINACAQ DA CITOTOXICIDADE CELULAR

A atividade citotdxica da MLT fol determinada medindo-se seus efeitos sobre a
viabilidade e proliferacio celular de fibroblastos V79 cultivados in vitro. Estas células
pertencem a uma linhagem estabelecida em cultura, orfunda de pulm&o de himster chinés,
que tem sido amplamente utilizada em testes de citotoxicidade e genotoxicidade, por causa
de sua rapida reproducio e facil manutengio in viro (Capucci ef al., 1995; Clemedson er
al., 1996).

Tnicialmente, a viabilidade celular da MLT foi determinada através do teste do MTT.
Este ensaio se baseia na medida da capacidade celular em reduzir o MTT a azul de
formazan, pela enzima succinato desidrogenase miiocondrial. A viabilidade celular foi
expressa pela porcentagem de reducdo do MTT em relagio ao ensaio controle (células ndo
tratadas). A figura 9 mostra que a MLT nfo inibiu a atividade mitocondrial de reducio do
MTT numa ampla faixa de concentracio testada (0,0001 a 1 mM), indicando que ela é
atoxica para fibroblastos V79,

Buscando confirmar esse fato, a atividade citotéxica da MLT foi analisada através de
um método mais sensivel, medindo seus efeitos sobre a proliferagio celular de fibroblastos
V79. Para isso, celulas V79 foram expostas 3 MLT, em sua fase exponencial de
crescimento, e a proliferacfio celular foi medida no periodo de 24 horas ap6s o tratamento.

De acordo com o grafico (figural0), apoés curta exposigio (30 minutes), a MLT nfo
produziu alteragho significativa (foi utilizada a ferramenta Modelo Linear Geral para
executar o teste de comparacdo multipla de Tukey, considerande o = 0,03) da proliferagio
i de Fhrobiasion V?Qemcc}ncen‘tmgﬁes o (},01 e

O 1-heptanol, considerado um wrritante severo (Shopsis & Sathe, 1984), foi utilizado
como padrdo de citotoxicidade. Trabalhou-se na mesma faixa de concentragfio (0,01 a 5
mM), a fim de se comparar com os resultados obtidos com a MLT. O gréfico em destaque
na figura 10 mostra que esse &lcool nfio induziu efeitos toxicos em fibroblastos V79 em
concentragdes inferiores a 3 mM. Entretanto, na concentragfio de 4 mM foi observada uma
severa inibicBo da proliferagfio celular, enquanto na concentracdio de 5 mM também foi

verificada uma diminui¢@o deo nlimero de células.



A seguir, foi analisado o efeito de uma exposicdo prolongada (24 hs) das células a
concentragbes crescentes de MLT (0,5- 5,0 mM). A figura 11 mostra que houve inibigdo da
proliferagio celular de forma dependente da dose. Nas mesmas condigBes, o 1-heptanol
também causou Inibigo da proliferagfio celular de forma dependente da dose {grafico em

destaque na figura 11).
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Figura 9. Efeito da melatonina sobre a viabilidade celular. Fibroblastos V79, em fase
exponencial do crescimento, foram expostos (2 hs, 37°C) a concentragdes crescentes de
MLT em meio DMEM sem SFB. As células foram, entdo, incubadas com MTT {1 mg/ml por
1 h, a37°C) e o corante reduzido foi extraido e quantificado por sua absorbancia a 570 nm.
A viabilidade celular foi expressa pela porcentagem de redugiio do MTT em relagfio ao ensaio
controle, como descrito em Materiais ¢ Métodos (item 2.3.3). Os pontos representam valores

meédios de 3 experimentos independentes.
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Figura 10. Efeito da melatonina sobre a proliferacio celular apds curia exposi¢do.
Fibroblastos V79, em fase exponencial de crescimento, foram expostos (30 min, 37°C) a
concentragbes crescentes de MLT ou 1-heptanol em PBS. Apds 24 hs de incubagio a 37°C
as células foram fixadas e lisadas. O aumento da populagio celular foi avaliado medindo-se a
absorbincia dos lisados a 260 nm em relacfio ao ensaio controle, como descrito em Materiais

e Métodos (item 2.3.2). Os pontos representam valores médios de 3 experimentos

independentes.
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~ Figura 11. Efeito da melatonina sobre a proliferacio celular apos exposicio prolongada.
Fibroblastos V79, em fase exponencial de crescimento, foram expostos (24 horas, 37°Cj a
concentragdes crescentes de MLT (a) ou I-heptanol (b), em meic DMEM mais 10% SFR.
Apos o tratamento, as células foram fixadas e lisadas. O aumento da populagio celular foi
avaliado medindo-se a absorbéncia dos lisados a 260 nm em relacdo ac ensaio controle, como
descrito em Materiais e Métodos (item 2.3.2) Os pontos representam valores médios de 3
experimentos independentes. Na concentragio de 5 mM de heptanol obteve-se o valor de

-73 = 57% na proliferaco celular.
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4. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA MELATONINA

4.1. Atividade Antioxidante da Melaionina em Solugdo:

Inicialmente, procurou-se detectar a atividade antioxidante da MLT em um sistema
livre de células, a fim de comparar sua eficiéncia como sequestrador de radicais hidroxila
com a de outros antioxidantes conhecidos, sem restrigBes de permeabilidade.

Um dos métodos mais utilizados para detecglo de danos oxidativos causados por
radicais livres, consiste na quantificagio de substancias reativas com o acido tiobarbiturico
(TBA). C teste do TBA € amplamente usado para medir a peroxidagio lipidica que ocorre
em membranas bioldgicas, devido & formagdo de aldeidos reativos com o TBA, como o
malondialdeido (MDA), formande um aduto detectado a 532 nm (Kosgt & Kikugawa,
1989). O teste do TBA ¢é também usado na detec¢io de produtos da degradacio de
carboidratos, amino acidos e acidos nucleicos. Um substraio susceptivel ao atague de
radicais hidroxila, gerando compostos reativos com o TBA, € a desoxirribose, a qual sofre
ruptura do anel da pentose formando aldeidos. A condi¢io padrio para os ensaios de
degradag@o da desoxirribose fol estabelecida baseada no trabalho de Halliwell & Gutteridge
{1981), com algumas modificagdes visando melhorar o rendimento do ensaio. Uiilizamos
como sistema oxidativo o H,0, na presenca do quelato Fe /NTA.

A figura 12 mostra o efeito da MLT sobre a degradagio oxidativa da desoxirribose
induzida pelo H,0, {1.4 mM), na presenca do complexo de Fe™/NTA (25 e 100 uM,
respectivamente}. O valor médio da absorbincia do ensaio foi tomado como 100% de
oxidagio. O efeito antioxidante da MLT foi expresso em termos da porcentagem da reducio
de oxidaglo da desoxirribose. A partir da curva calculou-se o ICs {concentragio que inibiu

50% a oxidagdo da desoxirribose) da MLT (tabela 7).
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Inibicio da degradacfo oxidativa da desoxirribose

Antioxidante 1Cs0 (mM) Poténcia Relativa
Manitol 3 i
Glutationa 0,15 20
Melatonina 0,015 200
Trolox £,001 3000

Foram realizados ensaios expostos ao sistema oxidative de Fe"/NTA/H,0; na

presenca de sequestradores conhecidos de radicais hidroxila: manitol, glutationa e trolox

{curvas A, B e C da figura 13; respectivamente).
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Figura 12. Efeito da melatonina sobre a degradacio oxidativa da desoxirribose.
Desoxirribose (2,8 mM) fol incubada por 20 minutos a 37°C, na presenca de H,0./Fe /NTA
(L4 mM; 25 uM e 100 uM, respectivamente) e concentracdes crescentes de MLT. Ao final
da incubagdo, procedeu-se a reagdo com o TBA e quantificagio dos adutos formados por
espectroscopia a 532 nm, como descrito em Materiais e Métodos (item 2.4.1). Os pontos

representam vaiores medios de 2 experimentos independentes.
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Figura 13. Efeito dos antioxidantes sobre a degradacdo oxidativa da desoxirribo
Desoxirribose (2,8 mM) foi incubada por 20 minutos a 37°C, na presenca de HoOy/Fe ™ /N
(1,4 mM,; 25 uM e 100 uM, respectivamente} e concentragBes crescentes dos antioxidant
manitol (painel A), ghutationa (painel B) ¢ Trolox {painel C). Ao final da incubagfo, procedeu
a reagdo com o TBA e quantificacio dos adutos formados por espectroscopia a 532 nm, co

descrito em Materiais ¢ Métodos (item 2.4.1). Os pontos representam valores médios de

experimentos independentes.
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4.2. Efeito Antioxidante da Melatonina em Culturas de Células V79:

Na etapa sequinte, foram realizados estudos para avaliar a capacidade da MLT em
proteger as células contra danos causados por EROs. Primeiramente, a atividade
antioxidante da MLT foi determinada pela medida de seu efeito protetor sobre a inibicdo da
proliferacio celular de fibroblastos V79, causada pelo oxidante H,O,. Para isso, as células
foram expostas ao H,O; (50 pM em PBS), na presenca de concentracbes crescentes da
MLT (0,001 a 0,1 mM), medindo-se a proliferagio celular ocorrida no intervalo de 24 horas
apos o tratamento. A concentragio de H,O, de 50 uM foi escothida com base em uma curva
dose-resposta, como a concentra¢do que inibiu cerca de 60% da proliferacio celular.

Verificou-se que a MLT atenua parcialmente (50 = 7%) o efeito do H;0, na
concentragdo mais efetiva, a 0,001 mM. Este valor é comparavel ao valor encontrado para o
antioxidante padrdo tiourea, a 10 mM. Em concentra¢des iguais ou maiores que 0,01 mM
néo houve efeito significative de protegdo sobre a inibi¢iio da proliferagio celular.

A seguir, analisou-se o efeito protetor da ML T sobre a inibiciio da viabilidade celular
em fibroblastos V79, causada por oxidantes, através do ensaio de MTT. A viabilidade
celular foi expressa pela porcentagem de reducdo do MTT em relaciio ao ensaio controle
{celulas ndo tratadas). A figura 15 mostra que a MLT, numa ampla faixa de concentragio
(0,0001 a 1,0 mM), ndo mostrou efeito protetor significativo sobre a inibigio da reducio do
MTT, mduzida pelo H,O; a 2,5 mM (foi utilizada a ferramenta ANOVA para executar o
teste de comparagio multipla de Tukey, considerando o = 0,05). A concentragio de H,O,
de 2,5 mM foi escolhida com base em uma curva dose-resposta, como a concentragio que
inibiu cerca de 40% a redugio do MTT. Neste ensaio, obteve-se um efeito protetor da
tiourea (10 mM) praticamente total (90 + 5%), sobre a inibicdo da redugio do MTT.

Nas mesmas condigdes, a MLT também nfio protegeu a membrana mitocondrial contra
os danos causados pelo hidroperéxido de cumeno (figura 16). A concentragio de HPC de
2,5 mM foi escolhida com base em uma curva dose-resposta, como 2 concentragio que
wnibiu cerca de 50% a reducio do MTT. Para o antioxidante padrio, a tiourea (10 mM), foi

observado um efeito protetor sobre a viabilidade celular de 60 + 6%. Esses resultados
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mostram que a MLT nfo protege os fibroblastos V79 contra os danos induzidos pelo H,O; e

pelo HPC a nivel da atividade da desidrogenase succinica.
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Figura 14. Efeito da melatonineg sobre a inibigdc da proliferacdo celular, induzida por H;0,
Fibroblastos V79, em fase exponencial de crescimento, foram expostos a concentragoe
crescentes de MLT ou tiourea {10 mM), na presenca de 50 pM de IO, por 30 min a 37°C. Apo
o tratamento, as células foram cultivadas por mais 24 hs, e o aumento Ga populagdo celuiar fc
avaliado medindo-se a absorbancia dos lisados a 260 nm em relagfo ao ensaio controle, comu
descrito em materiais e métodos {item 2.3.2). Os pontos representam valores medios de !

experimentos independentes.
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Figura 15. Efeito da melatoning sobre a inibicdo da viakilidade celular, induzida por

H,0, Fibroblastos V79, em fase exponencial de crescimento, foram expostos {2 hs, 37°C)

em meioc DMEM sem SFB. As células foram, entdo, incubadas com MTT (1 mg/mi, por 1
h, 2 37°C) e o corante reduzido foi extraido e guantificade por sua absorbéncia a 370 nm.
A viabilidade celular foi expressa pela porcentagem de reducio do MTT em relagdo ao
ensaic controle, como descrito em Materiais ¢ Métodos {item 2.3.3). Os pontos
representam valores médios de 3 ensaios + desvio padriio de um experimento tipico,

dentre, pelo menos, 3 experimentos independentes.
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Figura 16. Efeito da melatonina sobre a inibicdo da viabilidade celular, induzida por HPC,
Fibroblastos V79, em fase exponencial de crescimento, foram expostos (2 hs, 37°C) «
concentragbes crescentes de MLT ou tiourea {10 mM), na presenga de HPC (2,5 mM), em meic
DMEM sem SFB. As células foram, entdo, incubadas com MTT (1 mg/ml, por 1 h, 2 37°C) e ¢
corante reduzido foi extraido e quantificado por sua absorbincia a 570 nm. A viabilidade celulas
foi expressa pela porcentagem de reducio do MTT em relacdo ao ensaio controle, come descritc
em Materais ¢ Métodos (item 2.3.3). Os pontos representam valores médios de 3 ensaios =

desvio padrio de um experimento tipico, dentre, pelo menos, 3 experimentos independentes.
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4.3. Efeito Antioxidante da Melatonina em Erigrécitos Humanos:

A seguir, procurou-se analisar a capacidade da MLT em proteger a membrana de
eritrocitos humanos contra danos oxidativos, através da quantificacdio da peroxidagio
lipidica induzida por HyO,.

A condiglo padrio para os ensaios de peroxidacio lipidica de membrana de eritrocitos
foi determinada baseada no trabalho de Stocks & Dormandy {1971), com algumas
adaptagOes realizadas por Pereira e al. (1998; trabalho submetido a publicacio). A
peroxidagdo jipidica foi determinada através da reagiio do TBA com os produtos da
degrada¢io oxidativa dos lipidios da membrana celular, induzida por H,0,. Para uma
suspenséc de células com o equivalente de 0,5 mM de hemoglobina, quantidades crescentes
de malondialdeido foram obtidas com concentragdes crescentes de H,O, (1 a 10 mM).

Conforme mostra a figura 17, houve grande variagio individual na sensibilidade ao
Hy0,. A amostra do individuo A fol mais susceptivel 4 peroxidagio lipidica causada pelo
oxidante. Devido a esta susceptibilidade, o individuo A foi escolhido para seguir a avaliagio
do efeito da MLT sobre a peroxidacdo lipidica em eritrocitos. A figura 18 mostra que a
MLT produziu um efeito protetor significative sobre a peroxidagic lipidica induzida por
H,0: (5 mM). Esse efeito foi observado nas concentraces entre 0,3 e 3,0 mM, de forma

dose-dependente.
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Figura 17. Induciio de peroxidagdo lipidica em erifrocitos humanos por H;0; Hemaceas
humanas foram incubadas (30 min, 37°C), numa concentragio equivalente a 0,5 mM de b,
com diferentes concentragdes de H,O» em PBS, na presenca de Az (2 mM). Os produtos da
peroxidagio lipidica foram quantificados pela sua rea¢iio com o TBA, como descrifo em
Materiais e Métodos (tem 2.4.4). Os valores foram expressos pela guantidade de
malondizldeido (MDA) formado por grama de Hb. Os pontos representam valores médios de 3

ensaios + desvio padrio de cada individuo (A, B, C e D).
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Figura 18. Efeito da melatonina sobre a peroxidagdo lipidica em eritrécitos, induzida po
4,0, Hemaceas humanas, numa congentragdo equivalente a 0,5 mM. de Hb, foram pre
incubadas (10 min, 37°C) com diferentes concentragdes de MLT ou tiourea { 10mM), em PRS
na presenga de Az (2 mM). Apds este periodo, as células fora incubadas (30 min, 37°C) cor
H0,a 5 mM, na presenca ou auséncia dos antioxidantes. Os produtos da peroxidagio lipidic
foram quantificados pela sua reacéio com o TBA, como descrito em Materiais e Métodos (iter
2.4.4). Os valores foram expressos pela guantidade de malondialdeido (MDA) formade pc
grama de Hb. Os pontos representam valores médios de 3 ensaios * desvio padrio de ur

experimento fipico.
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DISCUSSAO



A descoberta recente de que o neurchorménio, MLT, apresenta outras funcBes
independentes da presenga de receptores de membranas nas células, despertou o
interesse pela sua utilizagio farmacoldgica pela populagfo. A utilizagio populacional da
MLT requer extensos estudos toxicoldgicos, como a avaliagio de sua genotoxicidade ¢
citotoxicidade.

Um dos objetivos deste trabalho foi analisar o potencial genotéxico e citotdxico da
MLT. Em alguns estudos sobre seu potencial toxico, a MLT foi dissolvida em solventes
como DMSO ou etanol, pois sua solubilidade em agua ¢ baixa (Neville ef al, 1989;
Vijayalaxmi ef al., 1996). Ja Shida et al. (1994) utilizaram vesiculas lipidicas contendo uma
concentragdo de MLT em até 5 mM para tentar solubiliza-la em 4gua.

A fim de obter concentragdes farmacologicas de MLT em sistemas aquosos, foi
utilizado o processo de sonicagdo que auxilia a solubilizacdo de concentracdes maiores de
MLT, sem a necessidade de se utilizar vesiculas lipidicas. Para tanto, foi necessario avaliar,
através de métodos analiticos, se este processo estaria decompondo a molécula do
horménio. Primeiramente, a MLT foi caracterizada através de seu ponto de fusdo. O valor
obtido para o ponto de fusdo foi 117°C, praticamente o mesmo observado em literatura:
116-118°C (The Merck Index, 1983). O composto utilizado nos experimentos, realmente
era a MLT, e tinha uma pureza relativamente aita, uma vez que o ponto de fusdo ¢ tido
como a impressio digital de compostos quimicos.

Apds esta avaliagio, o método de cromatografia de camada delgada foi utilizado. De
acordo com os resultados, houve 2 formacio de apenas uma mancha na placa de silica, para
cada solugdo analisada (solugdo sonicada, ndo sonicada e padrio), com os seus Rfs.
semelhantes ao obtido pela solugio padrio (0,84, 0,85 ¢ 0,83, respectivamente). Estes
resultados mostram que ndo houve decomposico da molécula de MLT. Os resultados
puderam ser comprovados através da leitura do valor de absorbéncia na regido do UV, logo
ap6s a solubilizagio (figura 5). Este método analitico auxiliou, também, na anilise da
estabilidade da solugio aquosa de MLT (sonicada e nfio sonmicada) apos 10 dias de
estocagem (figua 6). Pela lei de Beer (Jeffery ef al., 1992), a absorbéncia (A) na regifio do
ultra violeta estd diretamente relacionada ac caminho optico da cubeta de quartzo (b), 2

concentragdo da amostra em solugio (¢) e ao seu coeficiente de extingdo molar, &. Através
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desta equagio, foi possivel calcular o valor da concentragio da MLT em cada solugio
(Ex3m= 27.550 M'x cm™). Estes valores estdo mostrados na tabela 1.

O pequeno aumento obtido nas concentragdes de MLT da seolugio sonicada em
relagio a soluc@o nfo sonicada, s6 mostra que o processo de sonicag@o possibilitou a maior
solvatagdo do composto pelas moléculas de 4gua, melhorando sua solubilizagfo.

Os espectros de absorgio na regido do IV (figura 7) dos cristais obtidos da solugio
sonicada e ndo sonicada da MLT, mostram que as duas solugdes sdo idénticas entre si, com
os mesmo picos de absorgio nos comprimentos de onda caracteristicos para cada
estiramento. De acordo com a tabela 2, as bandas de absor¢fio obtidas experimentalmente
foram caracteristicas para cada grupo funcional da molécula da MLT, em comparagio com
as bandas de absorgiio tedrica. Estes resultados obtidos pelas trés técnicas analiticas
utilizadas, mostram que a substincia presente nas solugBes aquosas (sonicada e nio
sonicada) € a MLT, e ela ndo foi modificada estruturalmente apd6s o processo de
solubilizacio e estocagem.

Depois de verificada a estabilidade do horménio apés a solubilizagio e estocagem,
deu-se inicio ao estudo do seu potencial genotoxico através do teste de Ames. O ensaio
detecta, eficientemente, tanto agentes mutagénicos que causam mutagdes pontuais
(substituicio de pares de bases no DNA), quanto mutagénicos que provocam “frameshift
mutations” (defasagem no quadro de leitura), por adigio ou delegdio de pares de bases no
genoma (Ames ef al., 1975). Para se obter uma resposta confidvel, trés diferentes linhagens
de Salmonella typhimurium foram utilizadas (cepas TA97, TA100 e TA102), na presenca e

auséncia de atwagao metabolica A mutagao nas lmhagens TAIOG e TAIOZ ¢ detectada
| .peia substztmg:ac de pares de bases (G-C para TA100 e A-T para TAIOZ como pontos:
criticos de reversio) Na linhagem TA97, 2 mutaglo é detectada por defasagem de leitura
(Levin et al., 1982).

O teste de Ames detecta também mutagénicos indiretos que, quando metabolizados,
produzem compostos oxidados que, por sua vez, sio genotoxicos. A metabolizacio das
drogas ocorre nas células hepaticas animais, pelas enzimas constituintes do complexo
citocromo P450. A ativagio metabdlica in vifro pode ser realizada através do isolamento do

complexo enzimatico por centrifugacio diferencial de um homogenato de células de figado
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de rato, separando-se a fragdo sobrenadante, ou fragio 89, do sedimento mitocondrial, a
qual contém os microssomos hepaticos. A esta fragdo adicionou-se cofatores (NADP,
glicose-6-fosfato), obtendo-se um sistema completo de ativagio metabdlica (S mix),

Como se pode observar nas tabelas 4, 5 ¢ 6, a MLT nfio apresentou efeito
mutagénico para as linhagens de Salmonella typhimurium (TA97, TA100 e TA102), na
presenga ou na auséncia de ativagdo metabolica, durante o teste de Ames, apresentando um
valor de IM menor que 2,0. Estes resultados estdo de acordo com os resultados obtidos por
Neville ef al. (1989), onde eles ndo observaram mutagenicidade da MLT (dissolvida em
DMSO até 5000 pg/ml) e seu principal metabdlito, 6-hidroximelatonina, nas linhagens
TAS7, TA98 e TAIO00 de Salmonella typhimurium. Estes resultados indicam que a MLT
ndo induziu muta¢do por substituicdo de pares de bases (GeC para TA100 e AeT para
TA102), nem por defasagem de leitura (linhagem TA97 e TA98 por Neville ez al., 1989).

A figura 8 mostra, novamente, que a MLT nfo induziu mutagenicidade e mostra,
tambem, que protegeu as células de Salmonella typhimurium (linhagem TA102) contra a
mutagio induzida pelo HyO; (0,5 mM), de forma dose-dependente (29 - 464 pg/placa). O
termo “antimutagénico” foi usado originalmente por Waters ef al. (1990), para descrever
aqueles compostos que reduzem a frequéncia ou a razio da mutagio espontinea ou
induzida, independente do mecanismo envolvido. Neste caso, a mutacio esta sendo induzida
pelos EROs formados a partir do H,Q», na linhagem TA102 sensivel ao stress oxidativo
(Levin et al., 1982). As espécies reativas de oxigénio (EROs) podem ser uma das classes de
mutagénicos mais importantes que contribuem para o envelhecimento e para o cincer
(Emerit, 1994). - | | | _

| Desta maneira, 6 uso de antioxidantes pode reduzir a mutagenicidade, ac sequestrar
radicais livres formados pelos compostos oxidantess A MLT, como um antioxidante
eficiente (Tan ef al., 1993), pode estar sequestrando diretamente o radical hidroxila formado
pelo HyO2, evitando a formago de lesdes no DNA, indutoras da substituicio de pares de
base AeT na linhagem TA102. Musatov ef al. (1998) chegaram & resultados similares
utilizando outros oxidantes, como 1,2-dimetilhidrazina, bleomicina e mitomicina C. De
acordo com Kasai ef al. (1986), provavelmente esta lesdo pode estar ocorrendo na posigéo

C-8 do residuo da desoxiguanina no DNA, que é hidroxilada para formar o produto 8-
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hidroxideoxiguanosina (8-OH-dG).  Estes resultados mostram que a MLT nfo é
mutagénica, além disso, ela protege as células de Salmonella contra a mutagenicidade de
oxidantes.

A atividade citotoxica da MLT foi primeiramente determinada através da medida da
capacidade da célula em reduzir o MTT a azul de formazan pela enzima succinato
desidrogenase mitocondrial. Este método foi escolhido por ser amplamente utilizado no
mundo cientifico, como um bom parimetro para verificar toxicidade de compostos quimicos
(Cervinka et al., 1994). A figura 9 mostra que a MLT nfo inibiu a atividade mitocondrial de
redugdo do MTT na faixa de concentragiio testada (0,0001 2 1 mM). Sua citotoxicidade foi
novamente avaliada por outro método mais sensivel, a inibigdio da proliferacio celular, numa
faixa de concentragfio maior (0,01 a 5 mM) uma vez que nfo foi observada citotoxicidade na
redugBo do MTT. Apés curta exposi¢io (30 min), a MLT ndo produziu alteragio
significativa da proliferagio celular de fibroblastos V79, em concentragdes entre 0,01 e 5
mM (figura 10). O 1-heptanol, utilizado como padriio de citotoxicidade (Shopsis & Sathe,
1984), inibiu a proliferagdo celular a 4 mM, e a 5 mM houve perda da adesdo celular.
Comparando estes resultados, a MLT nfo apresentou citotoxicidade nas concentrages até 5
mM. Entretanto, os dados sugerem que pode existir uma tendéncia de inibicio da
proliferagdio para este horménio, nas concentragdes superiores a 4 mM. Para avaliar mais
profundamente esta provavel ago citotoxica da MLT, o ensaio foi repetido com exposigio
prolongada (24 horas} a droga.

Neste ensaio, foi observada uma inibicio da proliferacio celular de forma
dependente da dose, tanto para a MLT quanto para o 1-heptanol T(ﬁg_ura _II). O_ ICsc_;
(cencéntrag:z’io que inibiu ém 50% a proliféragﬁo celuiar) encaﬁﬁado para a MLT ficou em
2,3 mM e para o irritante sgvero em 1,4 mM. Através deste grifico pode-se dizer que a
MLT foi 1,6 vezes menos citotoxica que o irritante severo, 1-heptanol.

Alguns trabalhos tém mostrado o efeito antiproliferativo da MLT em células
tumorais (Sze ef al, 1993). In vitro as dosagens requeridas para afetar o crescimento
depende do tipo ¢ do periodo de exposigio ao composto celular {Carossino ef al., 1996).
Por exemplo, em células de.melanoma de hamster, deses fisiologicas. e sub-fisiolégicas (107
M, 107 M, 10° M) de MLT ndo produzem nenhum-eféito, -enquanto concentracdes
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milimolares reduzem o crescimento celular, e concentragdes micromolares estimulam o
crescimento. As respostas celulares para o crescimento dependem, também, da passagem
celular. Carossino ef al. (1996) verificaram que a MLT possue efeito antiproliferativo em
fibroblastos de pele humana normal e de sclerodérmica, de forma dose-dependente, na faixa
de concentragio entre 0,03 mM e 2 mM. Este foi o Gnico trabalho encontrado, no qual
dissolveram a MLT em agua, aquecendo a fase aquosa a 50°C durante a solubilizac3o.

Nestes ensaios, foram utilizadas dosagens relativamente altas de MLT para tentar
encontrar sua citotoxicidade, uma vez que se conseguiu solubilizd-la em solugdes aquosas. A
MLT ¢ vendida nos USA em uma concentragio méxima de 5 mg/comprimido. De acordo
com Wei-Li et al. (1997), sua biodisponibilidade est4 em torno de 30%. Entfio, apés ingestio
de um compnmido contendo 5 mg do horménio, o individuo tera por volta de 0,002 mM da
droga em seu plasma sanguineo, uma concentracio muito abaixo do valor de ICs, encontrado
no ensaio de proliferagio (2,3 mM). Por estes calculos, seria necessario ingerir 5,3 g de MLT
para obter uma concentragfo citotoxica na corrente sanguinea.

Tendo em vista os resultados obtidos das avaliagBes mutagénicas e citotoxicas da MLT
em diferentes concentracbes, deu-se inicio ao estudo sobre sua atividade antioxidante em
solugGes ¢ em sistemas contendo células. Primeiramente, foram realizados ensaios em solugio
contendo o sistema oxidativo Fe*/NTA/H,0, na presenga e na auséncia de MLT (figura 123,
e de sequestradores conhecidos de radicais hidroxila, como: manitol, glutationa e trolox
{curvas A, B e C da figura 13; respectivamente). A tabela 7 apresenta um resumo dos dados
obtidos nos graficos das figuras 12 e 13. Com base nos valores de ICs; (concentragio que
requziu em 50% a oxidagdo da desoxirribose), calculou-se a poténcia relativa para cada
antioxidante, tendo como base o ICso do manitol. De acordo com a tabela 7, a MLT foi 10
vezes mais eficaz que a glutationa, e 200 vezes mais eficaz que o manitol. Apenas o trolox
(derivado hidrossoluvel da vitamina E) mostrou ser 15 vezes mais eficaz que a MLT neste
ensaio.

O radical hidroxila € o radical mais téxico encontrado nos organismos (Halliwell &
Gutteridge, 1990). Esta espécie de radical livre inicia uma produgfio em cascata de espécies
reativas de oxigénio, provocando danos irreparaveis sobre as biomoléculas como lipideos,

acidos nucieicos ¢ proteinas. Ao contrario do radical &nion superdxido, o radical hidroxila
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ndo pode ser detoxificado pela agio-enzimatica. E bem conhecido que alguns antioxidantes,
como o0 ascorbato, promovem a formagdo de radical hidroxila na presenga de metais
{(Peterkofsky & Prathers, 1977). Estes compostos exercem danos pro ou anti-oxidativo,
dependendo das condigdes fisiologicas do organismo. Entretanto, os resultados obtidos por
Poeggeler et al., (1993) sugerem que a MLT ndo participa no ciclo redox, na geragio de
radicais hidroxila, nfio possuindo efeito pro-oxidante,

Certamente, as doses de MLT usadas neste ensaioc em solugdo excedem as
concentragdes fisiologicas no sangue, e o nivel intracelular de MLT néio é conhecido. Mas, a
dose ideal de MLT in vivo como um sequestrador de radicais livres, nio pode ser
determinada por este estudo, somente. Pode-se sugerir uma correlacio através de estudos
em c€lulas. Isto é Obvio, entretanto, que comparada a outros sequestradores de radicais
hidroxila, glutationa e manitol, a MLT ¢ certamente mais eficiente como antioxidante nestes
estudos (tabela 7). Poeggeler et al. (1994) sugerem que o mecanismo de sequestro de
radicais hidroxila da MLT ¢ altamente especifico e depende da estrutura quimica da
molécula. Eles sugerem que a amina indélica participa do mecanismo de sequestro formando
um radical cation indolico intermediario, que sequestra o radical 4nion superéxido,
formando por fim N'-acetil-N’-formil-5-metoxiquinuramina (figura 4). De acordo com a
tabela 7, o trolox foi 15 vezes mais eficaz que a MLT no sequestro de radicais hidroxil,
neste ensaio. O mecanismo de “scavenger” do trolox ocorre no radical hidroxila do anel
aromatico, formando um radical anidnico através da doagio de um atomo de hidrogénio. O
trolox pode estar evidenciando maior eficacia devido ac mecanismo de sequestro ser
diferente. Para outros radicais, como o peroxila, ela também tem apresentado boa eficicia
como antioxidante, sendo duas vezes mais efetiva que a vitamina E (Pieri ef-al., 1994).

Ja em sistemas contendo células, a MLT nfio mostrou ser tdo eficiente no sequestro
de radicais hidroxila. Por possuir lipofilicidade, a MLT permea a membrana plasmatica,
chegando até o micleo das células de mamiferos (Menendez-Pelaez ef al., 1993a; Menendez-
Pelaez ef al., 1993b). Por esta caracteristica, 3 MLT pode proteger as células contra danos
causados por EROs nas organelas, inclusive nos micleos. Neste trabalho, foi observada uma
protegdo parcial (50 + 7%) da MLT (somente na concentragio de 0,001 mM) contra 3
inibig&o da proliferacdo celular, induzida por H,0,. '
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O método de proliferagdo é extremamente sensivel a pequenas variagbes no
metabolismo celular. Uma vez que o H,0, atravessa livremente a membrana celular
induzindo danos no DNA (Hoffmann & Meneghini, 1979) ¢ em proteinas (Gabai e al,
1994), ¢ provavel que a inibigfio da proliferagio celular resulte da inibi¢io da replicagio do
DNA em virtude da presencga de danos nessa molécula, ou da inibicio de enzimas ¢ fatores
envolvidos no processo de replicagiio ou no controle do ciclo celular. Assim, a MLLT deve
estar atuando como antioxidante em alguns desses processos, diretamente como
sequestrador de radicais livres, ou impedindo a formag8io de danos no DNA e/ou proteinas.
Além disso, por ser capaz de estimular a atividade da glutationa peroxidase (Pablos e?
al.1995; Hara et al., 1996), a MLT pode ainda estar atuando indiretamente na melhoria do
sistema de defesa celular contra os radicais livres.

Estudou-se, entfio, a possibilidade da MLT estar atuando na protegio contra danos
oxidativos sobre a membrana mitocondrial, através do método MTT. A figura 15 mostra
que a ML'T ndo protegeu as células contra a inibigio da viabilidade celular, induzida pelo
H;0; (2,5 mM). Uma vez que este hormdnio mostrou ser um bom sequestrador de radicais
peroxila em solugdo (Pieri er al, 1994), sua prote¢io contra danos causados pelo
hidroperoxido de cumeno (HPC) também foi avaliada. Novamente, nio foi observada
nenhuma protecdo contra a inibig8o da redugio do MTT (figura 16). Neste método, o dano
oxidativo ¢ observado através da rea¢3o dos oxidantes diretamente sobre a enzima succinato
desidrogenase mitocondrial, ou indiretamente pela formacgio de radicais hidroxila (pelo
H;0,) ou peroxila (pelo HPC). Entretanto, o antioxidante hidrossoliivel padrio, 2 tiourea
(10 mM), protegeu eficazmente 2 enzima mitocondrial contra os danos causados pelos dois
oxidantes (figura 15 ¢ 16).

Dada a permeabilidade da membrana para a MLT, e sua capacidade de sequestrar
tanto radicais hidroxila como peroxila, a auséncia de protegio observada no ensaio do MTT
sugere que a inativagio da enzima pode estar sendo causada por reacdes de oxidago direta
da proteina pelos peroxidos HoO, ou HPC, e ndo via radicais livres. Entretanto, estudos
mostram que a MLT protege, direta ou indiretamente, a enzima succinato desidrogenase
mitocondrial contra danos oxidativos causados por outros oxidantes, como peroxinitrito em

macrofagos (Gilard et al., 1997), e oxigénio singlete em células neurais {Cagnoli et al., 1995).
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Por outro lado, ela pode estar protegendo outros alvos, tais como a membrana celular.
Por ser lipossoliivel, pode ser que a maior parte do horménio esteja situado na membrana.
Assim, a prote¢do observada contra a inibigio da proliferagio celular pode estar ocorrendo na
membrana citoplasmatica. Daniels ef al. (1996) mostraram esta maior afinidade, comparando
a eficacia em sequestrar radicais livres entre a serotonina (hidrossoltivel) e a MLT.

Os componentes fosfolipidicos da membrana celular sio altamente vulneriveis a danos
oxidativos pela susceptibilidade de seus 4cidos graxos poliinsaturados de sofrerem
peroxidaggo. Isto pode levar a modificagio nas caracteristicas de fluidez e permeabilidade da
membrana (Urano ez al. 1988). Peroxidagio lipidica pode ser iniciada por um radical livre
capaz de extrair um 4tomo de hidrogénio de um grupo metileno reativo do acido graxo
insaturado (revisado por Porter ef al., 1995),

As celulas vermethas do sangue sfio particularmente susceptiveis aos danos oxidativos
devido ao alto contendo de 4cidos graxos poliinsaturados presentes em sua membrana, e da
alta concentragio de oxigénio e hemoglobina (Clemens & Waller, 1987). Em condigdes
normais, as células vermelhas do sangue sfo continuamente expostas internamente ¢
externamente as EROs. Nestas células, é estimado que mais que 3% de Hb-Fe™ ¢ convertido
a Hb-Fe™ (metHb), com a produgdo cencomitante de radicais dnion superoxido (Minetti ef
al., 1993). Entretanto, estes danos sdo prevenidos por um sistema antioxidante, que consiste
em um nimero de compostos antioxidante e enzimas. Durante um estresse oxidativo, os
radicais peroxilas de lipidios sio formados ap6s uma ataque de radicais na membrana lipidica,
e convertidos a lipoperéxidos pela a¢3io da vitamina E. Na presenca de H,0; e ions ferro, a
reac3o de lipoperoxidagio é aumentada, devido 3 formagio de radicais hidroxila {HO"), pela
reagdo de Fenton (Gutteridge, 1994), os quais sdo iniciadores da lipoperoxidagiio (8).

(8) H,0, + Fe? — HO® + HO ~+ Fe?

No presente trabalho, a peroxidagio lipidica foi determinada através da reagdo do
TBA com os produtos da degradagio oxidativa dos lipideos da membrana celular, induzida
por HyO,. A figura 17 mostra uma curva dose-resposta relativa ao H,0., de 4 individuos

diferentes. Estas variagdes na sensibilidade ao H,Q, esta relacionada as condicdes
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individuais de cada doador, que podem interferir diretamente na composicio de acidos
graxos insaturados da membrana, como também na composicdo de antioxidantes enddgenos.
O individuo A foi escolhido para avaliar a protegdo da MLT contra a peroxidagio lipidica,
por mostrar ser mais susceptivel aos danos oxidativos causados pelo H,Os.

A concentra¢do de 5 mM de H>O, foi usada em uma suspensdo de células vermelhas
com concentragio equivalente de 0,5 mM de hemoglobina, correspondendo a uma relagio
H,0,Hb de 10. Nestas circunstdncias, a oxidagio do Fe™> da hemoglobina resulta na
formagdo de ferrilhemoglobina, ou ferrilHb (Giulivi & Davies, 1990). A entrada de H,O- na
célula procede muito rapidamente e gera radicais ferrilHb (no qual o radical esta localizado
na globina), ou radical hidroxila, que reage diretamente com qualquer composto i sua
vizinhanca (Winterbourn, 1990). A figura 18 mostra que a MLT protegeu a membrana dos
eritrocitos contra a peroxidagio lipidica, induzida pelo Hx0, (5 mM). O grafico mostra,
também, que, na concentra¢do mais elevada de MLT (3 mM), obteve-se uma inibigio
méxima de 43%, maior que aquela produzida por 10 mM de tiourea (31%). Estes resultados
sugerem que a MLT € um eficiente protetor de danos oxidativos em membrana celular,
provavelmente pela sua capacidade de se inserir na membrana e sequestrar os radicais livres
iniciadores € propagadores da peroxidagdo lipidica.

Entretanto, se a MLT pode funcionar como um antioxidante in vivo, protegendo o
individuo contra os danos oxidativos causados pelos radicais livres € uma questio ainda em
discussdo. Nossos dados mostram que a ML'T possui agdo antioxidante em concentragio de
uM a mM; porém, a concentragio plamética da indolamina se encontra na faixa de pM (Tan
et al., 1994; Carossino, ef al, 1996). Duvidas existem com relagio & concentragdo
plasméﬁca da MLT em individuos sob tratamento (Wei-Li Di e7 al., 1997), uma vez que é
rapidamente metabolizada no figado. Estudos adicionais se tornam necessarios para se

avaliar a concentragio efetiva do horménio como um antioxidante in vivo.
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CONCLUSOES



1) O processo de solubilizagio e estocagem nio alteraram a estrutura da molécula de
MLT, facilitando sua utilizagéio em sistemas biologicos em concentragdes farmacologicas
{figuras 5, 6 e 7).

2) A MLT ndo apresentou efeito mutagénico para as linhagens de Salmonello
typhimurizm (TA97, TA100 e TA102), na presenca ou na auséncia de ativacio
metabolica, durante o teste de Ames (tabela 4, 5 e 6).

3) A MLT exibiu uma curva dose-dependente na protegiio contra a mutacio induzida

pelo H2O, (figura 8), inibindo completamente o efeito do oxidante na concentragio de
232 pg/placa.

4) A MLT nao inibiu a atividade mitocondrial de redugio do MTT numa ampla faixa de

concentraggo testada (0,0001 a 1 mM), indicando que ela é atdxica para fibroblastos
V79 (figura 9).

5) A MLT ndo produziu alteragio significativa da proliferagio celular de fibroblastos
V79, em concentragSes entre 0,01 a 5 mM, apos curta exposigio (figural0). Entretanto,

ap0s exposi¢io prolongada das células, a MLT apresentou citotoxicidade de forma dose-

dependente (figura 11).

5) A MLT mostrou ser um eficiente anitoxidante em sisterna livre de células, inibindo a
oxidagdo degradativa da desoxirribose, induzido pelos sistema H,O»/Fe”/NTA (figura
12), em baixas concentragdes (IC = 0,015 mM).

6) AMLT, a 0,001 mM, protegeu parcialmente {50 + 7%) os fibroblastos V79 contra a
inibigdo da proliferagio celular induzida pelo H,0, (figura 14).



7) A MLT, até 1 mM, nfo foi habil para proteger fibroblastos V79 contra o dano
mitocondrial induzido pelo H>O; e HPC, como medida pela redugio do MTT (figuras 15
e 16).

8) A MLT produziu um efeito protetor significativo sobre a peroxidagiio lipidica em
eritrécitos humanos, induzida por HoO, (5 mM), nas concentragdes entre 0,3 e 3 mM, de

forma dose-dependente (figura 18).
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SUMMARY



The melatonin, hormone produced by the pineal gland, presents a great
interest at the present time due to the demonstration of its antioxidant action as # vifro as in
vivo. In this work, the potential of toxicological risk of the melatonin was investigated in
bacterias and in mammal cells, and its antioxidant activity was examined in cell free systems,
in human fibroblast V79 and in erythrocyte.

The mutagenicity of the melatonin was determined by Ames Test, in the presence
and in the absence of metabolic activation (S9-fraction), in the strains of Salmonella
tphimurium TA97, TA100 and TA102. The exposition of cultures by 30 minutes, to
different melatonin concentrations (29 to 1,160 pg/plate) didn't induce any significant
increase of the number of reverted colonies, after 48 hours of cultivation, so much in the
presence as in the absence of metabolic activation. The melatonin also showed, a dose-
dependent reversion (29 to 232 ug/plate) of the mutagenics effects caused by the hydrogen
peroxide (0.5 mM), in the TA102 strain. The cytotoxic activity of the melatonin to V79
Chinese hamster fibroblasts was determined by the measure of its effects on proliferation.
The melatonin didn't change the cellular viability mesured by the reduction of MTT, in the
concentration range from 0.0001 to 1 mM. The exposition of the cells for 30 minutes to
different melatonin concentrations (0.01 — 5 mM) didn't cause significant iphibition of the
cellular growth, in the period of subsequent 24 hours of treatment.

However, the exposition of the cells for 24 hours to increasing melatonin
concentraticns.between 0.5 and 5 mM, caused significant inhibition in the cellular growth, in
dependent way. of the dose. The melatonin showed to be a highly efficient antioxidant in
solution, inhibiting the degradative oxidation of the deoxyribose, induced by the system
HzOZ/FeSVNTA, in .a dependent way to the dose. This hormone was more than 10 times
efficient than the glutathione and 200 times more efficient than the manitol, when scaveng
the hydroxil radical. Even so, the trolox was more than 15 times effective than the
melatonin. However, when evaluating cellular growth in fibroblasts V79, the melatonin just
showed a partial protection (50 £ 7%) of the inhibition effect induced by H,0, (50 uM), in
low concentration (0.001 mM). However, the melatonin up to 1mM didn't protect the
mitochondrional membrane of fibroblasts V79 against the attacks of the hydrogen peroxide
and cumene hydroperoxide (2.5 mM), as demonstrated by the absence of protection related
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to the inhibition of the MTT reduction induced by these oxidizers. Yet in human
erythrocytes, it showed to be an efficient antioxidant against lipid peroxidation, induced in
the membrane by hydrogen peroxide (5 mM), presenting a dose-dependent protecting effect.

These results indicate that melatonin is not mutagenic; besides, it inhibits mutations
induced by H20O: . The analysis of melatonin toxicity through the cells V79 showed that
melatonin is citotoxic, only when it is present in high concentrations, for a long time.
Melatonin showed to be na efficient antioxidant in a cell free system, but in cultures of
fibroblasts V79 it showed just a partial protection against the effects of H,O, . However, in
erythrocytes, it showed an efficient protection against membrane injuries caused by this

oxidant.

84



REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS



ACUNA-CASTROVIEJO, D.; PABLOS, M. 1, MENENDEZ-PELAEZ, A. et al
Melatonin receptors in purified cell nuclei of liver. Commun.Chem. Pathol.

Pharmacol., v. 82, p. 253-256, 1993.

ACUNA-CASTROVIEJO, D.; PABLOS, M. I, MENENDEZ-PELAEZ, A et al.
Characterization of high-affinity melatonin bindings sites in purified cell nuclei of rat
liver. J. Pineal. Res.,v. 16, p. 100-113, 1994.

AMES, B. N; MCCANN, J; YAMASAKI, E. Methods for detecting carcinogens and

mutagens with the Salmonella/Mammalian Microsome mutagenicity test. Mutat. Res.,
v. 31, p. 347-364, 1975.

BALDWIN, W. S.; BARRETT,; J. C. Melatonin attenuates hydrogen peroxide toxicity in

MCF7 cells only at pharmacological concentrations. Biochem. Biophys. Res.
Commun., v. 250, p. 602-605, 1998.

BARCHAS, 1., DaCOSTA, F; SPECTOR, S. Acute pharmacology of melatonin. Nature, v.
214, p. 919-920, 1967.

BENITEZ-KING, G.; ANTON-TAY, F. Calmodulin mediates melatonin cytoskeletal
effects. Experientia, v. 49, p. 635-641, 1993.

BORENFREUND, E.; BABICH, H.; MARTIN-ALGUACIL, N. Comparisons of two in

vitro cytotoxicity assays - the neutral red (NR) and tetrazolium MTT tests. Toxic. in
Vitro, v. 2, p. 1-6, 1988.

BRAINARD, G. C.; PETTERBORG, L. J.; RICHARDSON, B. A ; REITER, R. J. Pineal
melatonin in Syrian hamster: Circadian and seansonal rhythms in animals maintained
under laboratory and natural conditions. Neuroendocrinology, v. 35, p. ¢342-348,
1982.

BREEN, A. P., MURPHY, I. A. Ractions of oxyl radicals with DNA. Free Rad. Biol. Med.,,
v. 18, p. 1033-1077, 1995.

86



BRUCH-GERHARZ, D.; RUZICKA, T., KOLB-BACHOFEN, V. Nitric Oxide in human
skin: current status and future prospects. J. Invest. Dermarol., v. 110, p. 1-7, 1998,

BURDON, R. H. Superoxide and hydrogen peroxide in relation to mammalian cell
proliferation. Free Rad. Biol. Med., v 18, p. 775-794, 1995,

CAGNOLIL, C. M; ATABAY, C; KHARLAMOVA, E.; MANEV, H. Melatonin protects

neurons from singlet oxygen-induced apoptosis. J. Pineal. Res., v.18, p 222-226,
1995.

CAO, G.; CUTLER, T. G. Protein oxidation and aging. Arch Biochem. Biophys., v. 320, p.
106-114, 1995.

CAPUCCI, M. S.; HOFFMANN, M. E; De GROOT, A; NATARAJAN, A T.

Streptozotocin-induced toxicity in CHO-9 and V79 cells. Environ. Mol. Mut., v. 26,
p. 72-78, 1995.

CAROLEQ, M. C,; DORIA, G.; NISTICO, G. Melatonin restores immunodepression in

aged and cyclophosphamide-treated mice. Amn. N. ¥. Acad. Sci., v. 719, p. 343-352,
1994,

CAROSSINO, A. M.; LOMBARDI, A; MATUCCI-CERINIC, M., PIGNONE, A
CAGNONI, M. Effect of melatonin on.normal and sclerodermic skin fibroblast
proliferation. Clin Exp Rheumatol., v. 14, p. 493-498, 1996.

CERVINKA, M.; PUZA, V., HROCH, M.; CERVINKOVA, Z. In vitro cytotoxicity testing
of metal alloys used in medicine: comparison of different approaches. Toxic. in Vitro,
v. 8, p. 783-785, 1994

CHUNG, M. H_; KASAL H.; NISHIMURA, S.; YU, B. P. Protection of DNA damage by
dietary restriction. Free Radic. Biol. Med., v. 12, p. 523-525, 1992.

87



CLEMEDSON, C.; McFARLANE-ABDULLA, E. ANDERSON, M. et al MEIC
evaluation of acute systemic toxicity. Part I Methodology of 68 in vitro toxicity assays

used to test the first 30 reference chemicals. Atla, v. 24, p. 251-256, 1996.

CLEMENS, M. R; WALLER, H. D. Lipid peroxidation in erythrocytes. Chem. Phys.
Lipids, v. 45, p. 251-268, 1987.

COHEN, M. R.; JOSIMOVICH, J. and BRZEZINSK, A . Melatonin: frm contraception to

breast cancer prvention. Potomac, Maryland. Sheba Press, 1995.

COLLINS, C. H.; BRAGA, G. L.; BONATO, R. I. Introduc¢o a métodos cromatograficos.
7 ed. Campinas. Editora da Unicamp, 1997.

COSTA, E. J. X, LOPES, R. H, LAMY-FREUND, M. T. Permeability of pure lipid
bilayers to melatonin. J. Pineal Res., v. 19, p. 123-126, 1995,

COTTON, M.L.; DUNFORD, HB. Studies on horseradish peroxidase XI. On the nature of

compounds [ and II as determined from kinetics of the oxidation of ferrocyanide. Can.
J. Chem., v. 51, p. 582-587, 1973.

CRAWFORD, D.; ABINDEN, I.; AMSTAD, P.; CERUTTI P. Oxidant stress induces the

protooncogenes ¢-fos and c-myc in mouse epidermal cells. Oncogene, v. 3, p. 27-32,
1988.

CUTLER ,R. G. Antioxidante and aging. Am. J.Clin. Nutr., v. 53, Suppl. 1, p. 3738-3798,
1991.

DANIELS, W. M. U,; RENSBURG, S. J. van; ZYL, J. M. van et al. Free radical scaveging

effects of melatonin and serotonin: possible mechanism. NewroReport, v. 7, p. 1593-
1596, 1996.

38



DAS, U. N. Melatonin: Is it a endogenous anti-mutegenic, oncostatic and antj-ageing
molecule? Med. Sci. Res., v. 22, p. 464-466, 1994,

DONNELLY, T.; DECKER, D.; STEMP, M.; RHEINS, L.; LOGEMANN, P. A three-
dimensional in vitro model for the study of ocular cytotoxicity and irritancy. Toxic in
Vitro, v. 8, p. 631-633. 1994.

EMERIT, I. Reactive oxygen species, chromossome mutation, and cancer: possible role of

clastogenic factors in carcinogenesis. Free Rad. Biol. Med., v. 16, p. 99-109, 1994,

GABAL V. L; KABAKOV, A. E. Introduction of heat-shock protein synthesis and
thermotolerance in EL-4 ascites tumor cells by transient ATP depletion after ischemic
stress. £xp. Mol. Pathol v. 60, p. 88-99, 1994.

GETTINGS, S. D; LORDO, R. A; HINTZE, K. L. et al. The CTFA Evaluation of
Alternatives Program: an evaluation of in vitro alternatives to the Draize primary eye
uritation test. (Phase II) Surfactant-based formulations. Fd. Chem. Toxic, v. 34, p.
79-117, 1996.

GIULIVL, C.; DAVIES, K. J. A. A novel antioxidant role for hemoglobin. J. Biol Chem., v,
265, p. 19453-19460, 1990. GIULIVI, C.; DAVIES, K. J. A. A novel antioxidant role
for hemoglobin. J. Biol. Chem., v. 265, p. 19453-19460, 1990,

GREEN, M. I, HILL, H. A. O. Chemistry of dioxygen. Meth. Enzimol., v. 105, p. 3-22,
1984,

GUARDIOLA-LEMAITRE, B. Toxicology of melatonin. J. Biol. Rhythms, v. 12, p. 697-
706, 1597.

GUTTERIDGE, J. M. C. Biological origin of free radicals, and mechanisms of antioxidant
protection. Chem. Biol. Interact., v. 91, p. 133-140, 1994.

89



GUTTERIDGE, J. M. C; HALLIWELL, B. The deoxyribose assay: an assay both for

“free” hydroxyl radical and site-specific hydroxyl radical production. Biochem J., v.
253, p. 931-933, 1988.

HALLIWELL, B.; GUTTERIDGE, J. M. Formation of thiobarbituric acid - reactive

substance from deoxyribose in the presence of iron salts. FEBS letters, v. 128, p. 347-
352, 1981.

HALLIWELL, B.; GUTTERIDGE, J. M. Oxygen is poisonous: an introduction to oxygen
toxicity and free radicals. In: Free Radicals in Biology and Medicine. 2™ Edition.
Oxford. Claredon Press,. 1989a. p. 1-21.

HALLIWELL, B.; GUTTERIDGE, J. M. Protection against oxidants in biological systems:

the superoxide theory of oxygen toxicity. In: Free Radicals in Biology and Medicine.
2™ Edition. Oxford. Claredon Press, 1989b. p 22-85.

HALLIWELL, B.; GUTTERIDGE, J. M. Protection against oxidants in biological systems:

the superoxide theory of oxygen toxicity. In: Free Radicals in Biology and Medicine.
2™ Edition. Oxford. Claredon Press, 1989¢. p 86-187.

HALLIWELL, B.; GUTTERIDGE, J. M. Lipid peroxidation: a radical chain reaction. In:

Free Radicals in Biology and Medicine. 2™ Edition. Oxford. Claredon Press, 1989d. p
188-276.

HARA, M.; ABE, M,; SUZUKI, T. et al. Tissue Changes in glutathione metabolism and
lipid peroxidation induced by swimming are partially prevented by melatonin.
Pharmacol. Toxicol. ,v. 78, p. 308-312, 1996.

HARMAN, D. The aging process. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, v. 78, p. 7124-7128, 1981.

HARMAN, D. Free radical theory of aging. Mutat. Res., v. 275, p. 257-260, 1992.



HENDEN, T.; STOKKAN, K. A.; REITER, R. J. et al. The age-associated reduction in
pineal B-adrenergic receptor density is prevented by life-long food restriction in rats.

Biol. Signals,v. 1, p. 34-39, 1992.

HOFFMANN, M. E.; MENEGHINI, R. Action of hydrogen peroxide on human fibroblasts
in culture. Photochem. Photobiol., v. 30, p. 151-155, 1979.

HUETHER, G. Melatonin synthesis in the gastrointestinal tract and the impact of nutritional
factors on circulating melatonin. Ann. N. Y. Acad. Sci., v. 719, p. 146-158, 1994,

HUMBERT, W_; PEVET, P. The decrease of pineal melatonin production with age. Ann. N.
Y. Acad. Sci.,v. 719, p. 43-63, 1994.

JANKOVIC, B. D.; KNEZEVIC, Z_; KOJIC, L. et al. Pineal gland and immune system.
Immune functions in the chick embryo pinealectomized ant 96 hours of incubation.
Ann. N. Y. Acad. Sci.,v. 719, p. 398-409, 1994.

JEFFERY, G. H.; BASSETT, J; MENDHAM, J. et al. Vogel, anilise quimica quantitativa,
Métodos Espectrofotométricos. 5°. edi¢do. R. J. Livros Técnicos e Cientificos Editora
S.A., 1992 p. 519-542.

KASAIL H.; CRAIN, P. F,; KUCHINQ, Y. et al. Formation of 8-hydroxyguanine moiety in
cellular DNA by agents producing oxygen radicals and evidence for its repair.
Carcinogenesis, v.7, p. 1849-1851, 1986.

KASS, G. E. N; DUDDY, S.; ORRENIUS, S. Activation of protein kinase C by redox-
cycling quinones. Biochem. J., v. 260, p. 499-507, 1989.

KOSUGL H.; KIKUGAWA, K. Potential thiobarbituric =acid-reactive substances in
peroxidized lipids. Free Radic. Biol. Med.,v. 7, p. 205-207, 1989,

91



LESNIKOV, V. A ; PIERPAOLL W. Pineal cross-transplantation (old-to-young and vice-
versa) as evidence for a endogenous “aging clock™. Ann. N. ¥. Acad. Sci., v. 719, p.
456-460, 1994,

LEVIN, D. E;; HOLLSTEIN, M.; CHRISTMAN, M. F et al. A new Salmonella tester
strain (TA102) with AeT base pairs at the site of mutation detects oxidative mutagens.
Proc. Natl Acad. Sci. USA, v. 79, p. 7445-7449, 1982,

MARION, D. M.; AMES, B. N. Revised methods for the Salmonella mutagenicity test.
Mutat. Res., v. 113, p. 173-215, 1983.

MELCHIORRL D.; REITER, R. J.; SEWERYNEK, E.: et al. Melatonin reduces kainate-
induced lipid peroxidation in homogenates of different brain regions. Fased J., v. 9, p.
1205-1210, 1995,

MENENDEZ-PELAEZ, A.; POEGGELER, B.; REITER, R. J. Nuclear localization of
melatonin in different mammalian tissues: immunocytochemical and radioimmunoassay

evidence. ./ Cell. Biochem., v. 53, p. 373-382, 19932

MENENDEZ-PELAEZ, A.; POEGGELER, B.; REITER, R. J. Distribuition of melatonin in
mammalian tissues: the relative importance of nuclear versus cytosolic localization. ./
Pineal Res., v. 15, p. 59-69, 1993b.

MINETTIL, M.; MALL.OZZI, C.; SCORZA, G. et al. Role of oxygen and carbon radicals in
hemoglobin oxidation. Arch. Biochem. Biophys, v. 302, p. 233-244, 1993,

MOSMANN, T. Rapid Colorimetric Assay for Cellular Growth and Survival: Aplication to
Proliferation and Cytotoxicity Assays. J. Immunol. Methods, v. 65, p. 55-63, 1983.

MUSATOV, S. A.; ANISIMOV, V. N_; ANDRE, V. et al. Modulatory effects of melatonin
on genotoxic response of reference mutagens in the Ames test and the comet assay.
Mutat. Res., v. 417, p. 75-84, 1998.

92



NEVILLE, S.; ARENDT, J; IOANNIDES, C. A study of the mutagenicity of melatonin
and 6-hydroxymelatonin. /. Pineal Res., v. 6, p. 73-76, 1989.

NORMAN, A W.; LITWACK, G. Hormones. 2* Edition. San Diego. Academic Press,
1997. p.485-495.

PABLOS, M. 1; AGAPITO, M. T.; GUTIERREZ, R. et al. Melatonin stimulates the

activity of the detoxifying enzyme glutathione peroxidase in several tissues of chicks.
J. Pineal Res., v. 19, p. 111-115, 1995,

PEREIRA, A. L.; TORSONI, M. A.; OGO, S. H. The antioxidant effect of rutin and morin
on the hemoglobin oxidation and lipid peroxidation of erythrocytes. 1998.

PETERKOFSKY, B.; PRATHER, W. Cytotoxicity of ascorbate and other reducing agents
towards cultured fibroblasts as a result of hydrogen peroxide formation. J. Cell. Phys.,
v. 90, p. 61-70, 1977.

PIERI, C.; MARRA, M_; MORONI, F. et al. Melatonin: A peroxyl radical scavenger more
efective than vitamin E. Life Sci., v. 55, p. PL 271-276, 1994.

POEGGELER, B. Pineal hormone melatonin oscillates also in the dinoflagellate Gonyaulax
polyedra. Naturwissenschaften, v. 78, p. 268-269, 1991.

POEGGELER, B.; REITER, R. J.; TAN, D. X et al. Melatonin hydroxyl radical-mediated
oxidative damage, and aging: a hypotesis. J. Pineal. Res., v. 14, p. 151-168, 1993.

POEGGELER, B.; SAARELA, S.; REITER, R. J. et al Melatonin a high potent
endogenous radical scavenger and electron donor: New aspects of the oxidation

chemistry of this indole accessed in vitro. Amn. N. Y. Acad. Sci., v. 719, p. 419-420,
1994,

PORTER, N. A, CALDWELL, S. E; MILLS, A. Mechanisms of free radical oxidation of
unsaturated lipids. Lipids, v. 30, p. 277-290, 1995.

93



POUCHERT, C. J. The Aldrich Library of Infrared Spectra. 3* Edition. Wisconsin. Aldrich
Chemical Company, Inc., 1981. p. 1260.

REITER, R. J. Action spectra, dose-reponse relationships, and temporal aspects of light’s
effects on the pineal gland. Ann. N. Y. Acad. Sci., v. 453, p. 215-230, 1985.

REITER, R. 7. The pineal gland and melatonin in relation to aging: a summary of the
theories and of the data. Exp. Gerontol., v. 30, p. 199-212, 1995.

REITER, R. J.; MELCHIORRI, D.; SEWERYNEK, E. et al. A review of the evidence

supporting melatonin’s role as an antioxidante. J. Pineal Res., v. 18, p. 1-11, 1995,

REITER, R. J; ROBINSON, J. Melatonina. Rio. de Janeiro. Distribuidora Record de
Servigos de Imprensa S. A., 1996, p 25-37.

REITER, R. I.; TAN, D. X,; POEGGELER, B. et al. Melatonin as a free radical scavenger:

Implications for aging and age-related diseases. Ann. N. Y. Acad. Sci., v. 719, p. 1-11,
1994,

REITER, R. 1; CARNEIRO, R. C. Melatonin in relation to cellular antioxidante defense
mechanisms. Horm. Metab. Res., v. 29, p. 363-372, 1997.

SHIDA, C. S.; CASTRUCCL A. M. L.; LAMY-FREUD, M. T. High melatonin solubility in
aqueous medium. J. Pineal. Res., v. 16, p. 198-201, 1994

SHOPSIS, C.; SATHE, S. Uridine uptake inhibition as a cytotoxocity test: correlations with
the Draize test. Toxicology, v. 29, p. 195-206, 1984.

SLATER, T. F.; BLOCK, G. E. Antioxidante vitamins and B-carotene in disease prevention.
Am. J. Clin. Nutr.,v. 53, Suppl. 1, p. 1895-396S, 1991.

94



SILVERSTEIN, R. M.; BASSLER, G. C.; MORRIL, T. C. Espectrofotometria no
ultravioleta. Identificagiio espectrométrica de compostos orginicos. 3  edigio. Rio de
Janeiro. Editora Guanabara Dois S.A., 1979 a. p. 203-223.

SILVERSTEIN, R. M,; BASSLER, G. C.; MORRIL, T. C. Espectrofotometria no
ultravioleta. Identificagiio espectrométrica de compostos orginicos. 3 edigio. Rio de
Janeiro. Editora Guanabara Dois S.A., 1979 b. p. 65-140.

SOUZA-PINTO, N. C; VERCESI, A E., HOFFMANN, M. E Mechanism of
tetrahydroxy-1,4-quinone cytotoxicity. Involvement of Ca‘{~2 and H707 in the
impairment of DNA replication and mitochondrial function. Free Rad. Biol Med., v.
20, p. 657-666, 1996,

STANKOV, B.; REITER, R. J. Melatonin receptors: current status, facts, and hypotheses.
Life Sci., v. 46, p. 971-982, 1990.

STOCKS, J.; DORMANDY, T. L. The autoxidation of human red cell lipids induced by
hydrogen peroxide. Br. J. Haematol, v. 20, p. 95-111, 1971.

SZE, S. F.; NG, T. B,; LIU, W. K. Antiproliferative effect of pineal indoles on cultured
tumor cell lines. J. Pineal Res., v. 14, p. 27-33, 1993.

TAN, D. X; CHEN, L. D.; POEGGELER, B.; MANCHESTER, L. C. et al. Melatonin: a
potent, endogenous hydroxyl radical scavenger. Endocr. J.,v. 1, p. 57-60, 1993.

TAN, D. X;; REITER, R. L; CHEN, L. D. et al. Both physiological and pharmacological
levels of melatonin, prolactin, luteinzing hormone and follicle stimulating hormone. .J.
Endocrinol., v. 90, p. 367-375, 1994.

THE MERCK INDEX. An encyclopedia of chemicals, drugs, and biologicals. 10™ Edition.
Merck & Co., Inc., 1983,

b



URANOQ, S.; YANO, K; MATSUDO, M. Membrane-stabilizing effect of vitamin E: effect

of a-tocoferol and its model compounds on the fluidity of lecitin liposomes. Biochem.

Biophys. Res. Commun., v. 150, p. 469-475, 1988,

VIJAYALAXMI; REITER, R. J; LEAL, B. Z. et al. Effect of melatonin on mitotic and

proliferation indices, and sister chromatid exchange in human blood lymphocytes.
Mutat. Res., v. 351, p. 187-192, 1996.

WARD, 1. F.; BLAKELY, W. F; JONER, E. Mammalian cells are not killed by DNA

single-strand breaks caused by hydroxyl radicals from hydrogen peroxide. Rad. Res.,
v. 103, p. 383-392, 1985,

WATERS, M. D.; BRADY, A L; STACK, H. F. et al. Antimutagenicity profiles for some
model compounds. Mutat. Res., v. 238, p. 57-85, 1990.

WEI-LI DI, M. D; KADVA, A; JOHNSTON, A et al. Variable bicavailability of oral
melatonin. N. Engl J Med.; p. 10281029, 1997,

WINTERBOURN, C. C. Oxidative reactions of hemoglobin. Methods Enzymol., v. 186, p.
265-272, 1990,

96



COMUNICACOES
CIENTIFICAS



Fanan, S.; Ckless, F<.. S.; Fonseca, M. B.; Henriques, J. A. P.; Hoffmann, M. E. “dvaliagdo
da agdio citotéxica & mutagénica da melatonina”. Trabatho apresentado no 43° Congresso
Nacional de Genétic-a, realizado de 13 a 16 de agosto de 1997, na cidade de Goiania - GO -
Brasil.

Hoffmann, M. E.. "Atividade antioxidanie e potencial de risco toxicologico da
melatonina”. Palestra apresentada no Simposio "Radicais Livres, Antioxidantes e

Envelhecimento” - <43° Congresso Nacional de Genética, realizado de 13 a 16 de agosto de
1997, na cidade de €5oidnia - GO - Brasil.

Hoffmann, M. E. "Avaliacdo da atividade antioxidante e do potencial de risco da
melatoning”. Palestra apresentada na mesa redonda "Aplicag&o em Biologia ¢ Medicina II"
no I Encontro Cientifico da Sociedade Brasileira de Biociéncias Nucleares ¢ II Encontro de

Biofisica ¢ Biometria do Instituto de Biologia da Universidade do Estado do Rio de Janeiro
-R.J. - 1997. Resumo p. 221.

Fanan, S.; Picada, J. N.; Ckless, K.; Henriques, J. A. and Hoffmann, M. E. “Evaluation of
antimutagenic and antioxidant activities of melatonin”. Trabalho apresentado no 5°

Congresso Latino-Americano de Mutagénese, Carcinogénse e Teratogénese Ambiental

realizado de 15 a 20 de novembro de 1998, na cidade de Curitiba -PR - Brasil.

98



