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1. INTRODUCAO

0 fato de que estagios oogénicos de Drosophila melano-
gaster apresentam diferencas de radiosensibilidade foi, mar-
cadamente, notado em estudos a partir da decada de 20, 0S
quais mostravam que a taxa de mutacao e alta nas celulas ger-
minais primeiramente produzidas e que decresce em ninhadas
subseqilientes (Mavor, 1924; Patterson e cols., 1932; Mainx,
19405 Gall, 1950; Miller e cols., 1950; King, 1952; 1955a,b;
Novitski, 1953; Parker, 1953, 1954, 1955; Herskowitz, 1954;
Kutschera, 1954; Liining, 1954; Miiller e Herskowitz, 1954; King
e Wood, 1955; Glass, 1955a,b, 1956).

No entanto, somente com a publicacao do trabalho de King
e cols. (1956a), relacionando diferentes estagios da oogenese
de D. melanogaster com a idade das fémeas, @ que foi possivel
um estudo mais preciso sobre a radiosensibilidade dessas cé-
Tulas germinais. Estes autores descreveram a estrutura do 0-
variolo da femea e estabeleceram 14 estagios de desenvolvi-
mento do odcito. Num trabalho subsegiiente, King ecols. (1956b)
estudaram a resposta genetica destes diferentes estigios a
2KR de radiacao, quanto a inducio de letal dominante, letal
recessivo Tigado ao sexo e perda de cromossoma X. 0s resulta-
dos encontrados permitiram a subdivisao das celulas germinais
em tres categorias de acordo com sua resposta mutacional. Ce-
lulas da classe A, ovos produzidos durante as primeiras 24
horas apos a irradiacao de fémeas com 3-4 dias, mostraram a
mais alta taxa de letal dominante, Tetal recessivo ligado ao
sexo e perda de cromossoma X, correspondendo a obcitos trata-
dos em estagio 14. Ceélulas da classe B, ovos produzidos 2-12
dias apos a irradiacao de féemeas recem-emergidas, mosStraram
uma sensibilidade intermediaria para os trés tipos de dano



genetico estudados, correspondendo aos estagios 3-7. Na clas-
se C, ovos postos durante 13-35 dias por femeas irradiadas
recem-eclodidas, incluiam-se as células menos sensiveis, as
quais correspondiam a oogonias.

Nos anos seguintes, surgiram trabalhos de outros autores
relacionados com dois estagios especificos descritos por King
e cols. (1956b), os estagios 7 e 14 de oocito. Tais estudos,
alem de confirmarem a maior radiosensibilidade do estagio 14
de oocito, tambem demonstraram que a magnitude das diferencas
de sensibilidade entre os dois estdgios depende do tipo de
dano genetico analisado. Comparacoes entre os dois estagios
permitiram concluir que o estagio 14 & cerca de 6 vezes mais
sensivel do que o estagio 7 com relacao 3 inducao de letais
dominantes, 5 vezes mais sensivel 3 induciao de intertrocas
cromatidicas e 2 a 3 vezes mais sensivel para letal recessivo
ligado ao sexo e perda de cromossoma X (King e cols., 1956b;
Sankaranarayanan e Sobels, 1976).

1.1. Diferencas de sensibilidade

Parker (1955, 1959), irradiando féemeas Oregon-R recem-
eclodidas (estagio 7 de odbcito) com doses de 900 a 6.000R e
femeas de 5 ou 7 dias (estagio 14 do oocito) com doses de 50
a 600R de raio-X, demonstrou a existéncia de uma diferenca
significante de radiosensibilidade entre os dois estagios,
sendo o estagio 7 mais resistente que o estagio 14 com rela-
¢ao a inducdo de letal dominante.

King e cols. (1956b) irradiaram fémeas Oregon-R (0-1 h e
96-97 hs) com doses de 500 a 7.000R de radiacio gama. O0s re-
sultados obtidos com relacao as diferencas de sensibilidade
entre os estagios 7 e 14 de odocito confirmaram os obtidos por
Parker.

Bateman e Chandley (1963) estudaram a freqiiencia de Tle-
tal dominante (medida pela postura sucessiva de ovos) induzi-
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da por 1.000 a 20.000 rad de radiacio em femeas heterozigotas
(2 ou 7 dias) de uma linhagem marcadora para nao disjuncao.
Os resultados para femeas irradiadas com 7 dias mostraram uma
hipersensibilidade dos ovos depositados nas primeiras 12 ho-
ras apos o tratamento. Esta resposta e atribuida a irradiacio
de cocitos em metafase I (estagio 14). Em ovos postos nos 6
dias seguintes, ocorreu uma marcada diminuicao na fregqiiéncia
de letais dominantes devido a irradiacao de odbcitos em todos
0s estagio anteriores 3 metifase I (estagios 1-7). Finalmen-
te, foi observada uma incidéncia residual de letais dominan-
tes em ninhadas de 7 a 12 dias apos o tratamento, provavel-
mente devido a irradiacio de oogonias. Fémeas irradiadas com
2 dias apresentavam uma freqgiéncia de eclosao que se elevou
levemente entre o segundo e o quinto dia, mas que subiu abrup-
tamente a partir do sexto dia, igqualando-se a freqiiéncia do
controle. Em doses acima de 10.000 rad, foi observada comple-
ta esterilidade, com os ovariolos atrofiados, sem o00citos ou
oogonias,

Em 1972, Wiirgler eLiitolf irradiaram com 4 doses de raio-X
(100-400R), fémeas diplGides e triploides de uma mesma linha-
gem. Os estoques diferiam primariamente no niimero cromossomi-
co, mas eram identicos em relacio aos genes que poderiam in-
fluenciar na radiosensibilidade. Demonstraram que ha uma maior
sensibilidade de oocitos maduros (estagio 14) de fémeas tri-
ploides quando comparados com os oocitos de femeas diploides.
Wirgler e Leuthold (1972), utilizando femeas X/X da linhagem
BerT1im e XY/XY de uma linhagem marcadora, irradiadas com do-
ses de 1.000-6.000R de raio X, concluiram que nao ocorre di-
ferenca na resposta mutacional destas duas Tinhagens em ooci-
tos imaturos (estagio 7). No entanto, 0Gcitos madurns de fa-
meas XY/XY apresentavam-se mais sensiveis 3 inducao de letal
dominante do que os de fémeas X/X. Esses resultados indicaram
que a letalidade em estagio 14 de opcito apresenta como alvo
principal o conjunto cromossomico e que em estagio 7 ocorre
dano nos cromossomas e em outros alvos dentro da celula. Wiir-
gler e cols. (1972), estudando odcitos em estagio 7 e 14 de
femeas XX/0 e X/X, confirmaram os resultados anteriores.,



Osgood e Zimmering (1972) dividiram o periodo de ovopo-
sicao de 24 horas para estagio 14 em duas ninhadas de 5 horas
e uma de 14 horas e mostraram que as freqiliencias de eclosao
obtidas com dose de 500R de raio-X aumentavam, respectivamen-
te, de 39% no primeiro periodo de 5 horas para 57% no sequndo
e finalmente para 67% na terceira ninhada. Tais resultados,
tambem obtidos por Zimmering e Scott (1968) para perda de cro-
mossoma -X em oocito 14, seriam indicativos da existéncia de
uma consideravel heterogeneidade das celulas germinais intro-
duzidas por um periodo de 24 horas, provavelmente devido a
mais de um tipo de estagio 14 em femeas de 4 dias.

Nothel (1970, 1972) testou uma populacio de D. melanogaster
na qual oocito de estagios 6 a 14, espermatozoide e esperma-
tide tardia eram irradiados com 2.100R de raio-X por 220 gera-
coes, verificando uma acentuada diminuiciao da radiosensibili-
dade desta populacao (ROI) quando comparada com uma populacao
controle de mesma origem (+60). Demonstrou, tambem, que as di-
ferencas de radiosensibilidade observadas estavam confinadas
a um unico estagio germinal, o de oocito 7, que na populacio
ROI apresentava uma pronunciada diminuicao de sensibilidade
com relacao a letais dominantes e perda de cromossoma X e um
decrescimo menos acentuado com relacao a letais recessivoc
Tigados ao sexo. Prosseguindo na investigacao, NOothel mos-
trou que:

1. Pre e pos-tratamento de oxigenio e nitrogenio modifi-
ca a radiosensibilidade absoluta das populacoes em estagio 7,
porem as diferencas entre as linhagens permanecem. Assim, a
resposta diferencial entre as duas populacoes nao e devida a
um mecanismo de reparo dependente de 0, ou N, (Nothel, 1973).

2. A radioresistencia de ROI & controlada por um sistema
homozigoto estavel, e este sistema e semidominante (Nothel,
1974a).

3. Pelo menos dois mecanismos diferentes e independentes
estao envolvidos na radioresisténcia desta populacdo. 0s cro-
mossomas I e Il sao responsaveis pela resisténcia a inducao
de Tetais dominantes e letais recessivos ligados ao sexo e a-
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presentam um efeito aditivo, no qual cada cromossoma contri-
bui com a metade da resistencia relativa. A resisténcia a
perda de cromossoma X depende exclusivamente do cromossoma II
(Nothel, 1974a).

4. A radioresisténcia de ROI pode estar associada com
reparo por recombinacao (Nothel, 1974b).

5. 0Ocorre um acrescimo na radioresistencia relativa para
letal dominante, letal recessivo ligado ao sexo e perda de
cromossoma X em subpopulagoes de ROI: ROI, exposta a 4.000R/
geracao durante 44-107 geracoes e ROI,, com 4.000R/geracio
durante 48 geracoes com subsegliente intervalo sem irradiacoes
de 45-66 geracoes (Nothel, 1974c; Nothel e Weber, 1976).

6. 0 sistema de radioresistencia relativa para as popu-
lagoes ROI, ROI, e ROI,, & "dose-modifying" e pode ser des-
crito por um fator de reducao de dose (DRF = razao entre o
incremento, em porcentagem, do dano induzido por 1KR na popu-
lacao controle e o induzido na populacao irradiada). Este DRF
pode ser controlado por tres fatores geneticos independentes:

a) o fator genético rar-1, que & responsavel pela resis-
tencia a inducdo de letal dominante (DRF = 1,31) e letal re-
cessivo ligado ao sexo (DRF = 1,31) e esta localizado no cro-
mossoma I. Este fator nao atua em quebras cromossomicas, e i-
nibido por cafeina (0,2%) e supoe-se que ative um processo de
reparo que corrige mutacoes pontuais (Néthel, 1981a; Nothel e
Abdalla, 1982);

b) o fator genetico rar-2, independentemente, diminui am-
bos os tipos de letal com o mesmo DRF de rar-1 e tambem afeta
a perda de cromossoma X (DRF = 1,72). Supoe-se que este fator
reduz a associagcao de heterologos, cromossomas quiasmaticos
no centromero no tempo e/ou no espa¢o e, assim, diminui as
pre-condicoes para a producao de certos tipos de intertrocas
e nao-disjuncao. Esta localizado no cromossoma II (Nothel,
1981a; Rudolph e cols., 1982);

c) o fator genetico rar-3 contribui para a vradioresis-
tencia a letal dominante (DRF = 1,58), intertrocas (DRF =
1,58), nao-disjuncao (DRF = 1,58) e letal recessivo ligado ao
sexo (DRF = 1,87). Esta localizado no cromossoma III, na po-
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sicao 49,8 do mapa e e um fator recessivo que atua independente-
mente de rar-1 e rar-2. Este fator so foi encontrado na popu-
lacdo ROI,, sendo o responsivel pela maior resisténcia desta
linhagem em relacao a ROI. Nao foram encontradas diferencas
no tipo de Tetal recessivo ligado ao sexo induzidos em ROI e
ROI,, e a freqiiéncia de recombinacdo & a mesma nos dois es-
toques (Néthel, 1981a,b,c).

Estudando a especificidade de rar-3, Nothel (1981d) mos-
trou que, em femea, seus efeitos ocorrem em quase todos os
estagios germinais, so0 nao atuando sobre odcitos madurcs, ao
contrario de rar-1 e rar-2, que tém sua acio restrita a esta-
gios de profase I da meiose, estendendo-se do periodo pos-re-
combinacional ate antes da metafase I. Nio foi encontrado ne-
nhum efeito de rar-3 na espermatogénese e em tecidos somati-
cos (irradiacao de larvas de 30 estagio) e tambem nao apre-
senta efeito materno. E interessante notar que rar-3 nio atua
em oogonias de estagios larvais, logo sua atividade deve se
iniciar durante a formacao do pupario ou na metamorfose e
persistir ate a formacao do oo0cito maduro.

1.2. Papel do oxigenio sobre aradiosensibilidade inicial

Em 1964, Rinehart testou o efeito devarias tensdes de 0,
e He presentes antes, durante e depois da irradiacio de fe-
meas adultas Oregon-R em estagios 7 e 14 de oocito. Foram u-
tilizadas femeas de 4 1/2-5 dias irradiadas com 300R e fémeas
de 0-5 hsirradiadas com 3.000R, cruzadas individualmente. So-
mente grupos de 24 ou menos ovos foram incluidos na contagem
para letal dominante. Rinehart concluiu que: 1) naoexiste di-
ferenca na radiosensibilidade relativa entre os dois estagios
testados. As diferencas observadas normalmente sao causadas
por uma soma diferencial de oxigenio intracelular; 2) o pre
ou pos-tratamento com He causa um aumento significante namor-
talidade induzida por raio-X, sendo este aumento proporcional
ao tempo de anoxia; 3) o aumento da letalidade dominante do
estagio 7 nao e evidenciado quando as moscas sao expostas a



« 125

a anoxia a 40C; 4) o efeito provocado pela anoxia @ reversi-
vel quando as moscas sao colocadas no ar, apos o tratamento
por anoxia, mas antes da irradiacao; 5) o pre ou pbs-trata-
mento com He nao provoca aumento de sensibilidade em estagio
14.

No trabalho de Sankaranarayanan (1969b), foi estudado o-
ocito maduro (estagio 14) de fémeas Oregon-R expostas a dife-
rentes niveis de radiacao em N,, 0, e ar. Apos a irradiacao,
nos dois primeiros gases, seguiu-se um pos-tratamento com N,
ou 0,, e a exposicao em ar seguiu-se pos-tratamento com N, ou
ar. A sobrevivencia do ovo foi usada como um criterio paraes-
tudo dos tratamentos combinados. Foi determinado que: 1) a
curva de sobrevivencia observada indica cinetica de uma que-
bra: 2) o pos-tratamento por anoxia leva a uma significante
reducao de sobrevivéncia; 3) este efeito em anoxia pode ser
reproduzido se as moscas sao pos-tratadas com 0, nos primei-

ros 45 minutos e entao com N, nos proximos 45 minutos.

Sankaranarayanan (1969a) estudou a fregiiencia de letais
dominantes induzidos por radiacao, seguida de pos-tratamento
com 0, e N,, em estagio 7 de oocito. 0s resultados obtidos
indicam que: 1) a curva de sobrevivencia obtida e devida a
duas quebras: 2) no pos-tratamento em 0, a sobrevivéncia do
ovo e consideravelmente maior do que a observada no tratamen-
to com N,.

Estes resultados mostram, claramente, que em condicoes
normais de ar o estagio 14 e intrinsecamente mais oxigenado
do que o estagio 7 e que a taxa de OER ("Oxigen Enhacement
Ratio") para estagio 14 & de 3,8 e 2,6 para estagio 7. Assim,
as diferencas entre os estagios 7 e 14 sao maximas em ar, in-
termediarias em 0, e bastante diminuidas em N,.

1.3. Taxa de dose e dose fracionada

Parker (1959) realizou uma serie de experimentos wutili-

zando doses fracionadas. Nestes, irradiou fémeas Oregon-R enm
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estagio 7 com uma dose total de 3.000R, subdividida em duas
fracoes de 1.500R, com intervalos de 15, 30, 45 ou 60 minutos
entre elas. Para fémeas em estagio 14, foram utilizados 300R,
subdivididos em duas fracoes de 150R, com intervalos de 15,
30 ou 240 minutos. 0s resultados obtidos mostraram um aumento
significante de sobrevivéencia nas séries do estagio 7 quando
0 intervalo entre as fracoes era de 15 minutos. O fraciona-
mento nao alterou a sobrevivéncia em estigio 14. Estes acha-
dos sao uma extensao de resultados anteriores obtidos por Par-
ker e Hammond (1958) para intertrocas cromatidicas em estagio
/. Parker tambem determinou que centrifugacdo com 1.150 g a-
pos a irradiacdo leva a uma diminuicao da sobreviveéencia S0-
mente em estagio 7.

Ro contrario do que foi observado por Parker (1959, 1963).
de que doses de radiacao fracionadas produzem quantidades e-
quivalentes de letais dominantes no estagio 14, Wirgler e Mat-
ter (1968) observaram uma pequena, mas mensuravel diminuicao
na mortalidade do ovo quando administradas duas doses fracio-
nadas de 300R em intervalos de 2 minutos a 8 horas. 0 efeito
mais pronunciado foi observado no maior intervalo entre as
duas doses.

Traut e Schmidt (1967) irradiaram fémeas da 1inhagem Ber-
Tim de 0-2 1/2 h (estagio 7) com doses de 1.000R a 6.000R ad-
ministradas em uma dose Unica ou em duas fracoes iguais sepa-
radas por um intervalo de 60 * 5 min. Determinaram que em to-
das as doses fracionadas ocorreu um aumento de sobrevivéncia
quando comparado com seus respectivos controles nao-fraciona-
dos. Em outro experimento, utilizaram uma dose de 3.000R em
velocidades de 5 e 100R/min e determinaram que doses de baixa
intensidade aumentam a sobrevivencia ainda mais que o fracio-
namento.

Sankaranarayanan (1974) também notou que as freqiiéncias
de letais dominantes induzidos em estagio 7 de oocito 540
consistentemente mais baixas quando a exposicdo ao raio-¥ e
de 300 e 50R/min do que de 3.000R/min.
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Steiner e Wiirgler (1979a,b) irradiaram femeas de um es-
toque com cromossoma X ligado e do estoque Berlim analisando
a sensibilidade de oocitos da classe B (estagios 5-13). De-
terminaram que, nestes estagios, ha maior resistencia de 00-
citos das femeas com cromossoma X ligado em relacao as fémeas
Berlim para letal dominante, aberracoes cromossomicas e nao-
disjuncao. Utilizando doses agudas de 7.000R e doses fracio-
nadas com intervalo de tempo de uma hora, os autores mostra-
ram que a taxa de letal dominante e menor com exposigoes fra-
cionadas, quando comparada com doses agudas (1.017R/min e
2.254R/min). Determinaram, tambem, que em odcitos da classe B
o dano subletal e devido a quebras cromossomicas e/ou lesoes
que 1ev§m a quebras e que a letalidade dominante induzida por

raio-X e consegqiiencia de dano nos cromossomas.

Em outro experimento, expuseram as femeas com cCromosso-
ma X ligado a uma dose de 5.000R aplicada em dose Unica ou em
2 fracoes de 2.000 e 3.000R, separadas por um intervalo de
tempo crescente. Demonstraram que, em oocitos da <classe B,
todo o dano possivel de ser reparado (25%) era corrigido en-
tre 20 e 30 minutos e que metade do dano desaparecia entre 5
a 7 minutos.

Sankaranarayanan e Volkers (1980), numa reanalise do fra-
cionamento, confirmaram os resultados dos autores anteriores
mostrando que a freqiiencia de letal dominante € maior numa
dose unica, quando comparada com exposicoes fracionadas. Con-
seqientemente, a reducao na letalidade dominante @ relativa-
mente maior & medida que aumenta o numero de fracdes.

1.4. Objetivos

As linhagens CO; e RC, foram analisadas em nosso labora-
torio com relacao a letais recessivos ligados ao sexo e le-
tais dominantes induzidos por radiacao gama de ®°Co, etilme-
tanosulfonato (EMS) e integerrimina (alcaloide pirrolizidini-
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co). Foram estabelecidos os danos induzidos por estes mutage-
nicos em estagios de espermatogénese.

Andrade (1976) e Andrade e Marques (1980) testaram as
Tinkagens CO; e RC, para letal recessivo ligado ao sexo. Os
resultados indicaram que a linhagem CO; & mais resistente a
inducao deste dano quando exposta a diferentes doses de ra-
diacao gama de °°Co (2,5, 5,0, 10,0 e 15 KR) em relacdo a li-
nhagem RC,. Resultado semelhante foi obtido com a inducio de
letais por EMS (3, 6 e 12 x 1073 ).

Ramos (1977), utilizando integerrimina em machos e me-
dindo letal recessivo ligado ao sexo, determinou que ha di-
ferencas de sensibilidade entre as linhagens, sendo RC, mais
sensivel que CO,.

Pacheco (comunicacdo pessoal), medindo letais dominantes
na espermatogenese, confirmou estas diferencas de sensibili-
dade.

Reguly (1983) verificou que a resistencia a letais indu-
zidos por radiacao gama (5 KR) ou EMS (0,006 M) em ninhadas
sucessivas das linhagens CO; e RC, & mantida nos estagios pos-
meioticos (e meidotico em relacio ao EMS), mas nao nos pre-
meioticos. Determinou, tambem, que a lTinhagem CO, apresenta
resistencia a inducdo de mutacio por ambos os mutagenicos
quando comparada com a linhagem RC,. Pre-tratamento com ca-
feina ndo apresentou efeito mutagenico quando administrado i-
soladamente nas duas linhagens. No entanto, quando adminis-
trado antes da irradiacao, aumentou a freqliencia de letais
recessivos ligados ao sexo na linhagem resistente, mas nao
modificou a freqiiencia na lTinhagem sensivel, indicando que
as diferencas de sensibilidade entre as linhagens siao devidas
a diferencas no reparo do dano prée-mutacional.

Tendo em vista estes resultados, o presente trabalho
tem como objetivos:
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¢ Determinar se as diferencas de radiosensibilidade ob-
servadas em machos das linhagens CO, e RC, ocorrem também nas
femeas destas mesmas ]inhagens.

e Estabelecer se as diferencas de sensibilidade ocorrem
em dois estagios especificos da oogenese citados na literatu-
ra como radioresistente (estagio 7 de oocito) e radiosensivel
(estagio 14 de oocito).



2. MATERIAL E METODO

2.1. Historico das linhagens

No experimento foram utilizadas duas linhagens de Droso-
phila melanogaster provenientes dos estoques RC, (Riverside,
California) e CO; (Columbia, New York), cedidas pelo Labora-
torio de Genética da Cornell University, Ithaca, USA, e man-
tidas por varios anos em laboratorio.

Na analise genética para determinacao de letais domi-

nantess (LD), foi wutilizada a Tlinhagem marcadora Basc:
1L 8R 51 8 . ;

In(1)se se + S,sc se waB/y (veja Lindsley eGrell, 1968, pa-

ra descricao dos marcadores).

2.2. Oogenese em Drosophila melanogaster

0 processo de oogenese de D. melanogaster foi descrito
por King e cols. (1956a), os quais verificaram que cada um
dos dois ovarios e dividido em 12 ovariolos, e estes sao di-
ferenciados num germario anterior e numa serie de grupos de
ovos, 0 desenvolvimento do ovo no ovariolo pode ser subdivi-
dido em 14 estagios, e o numero de grupos de ovos por ovario-
lo, bem como o estagio em que estes se encontram depende,
primariamente, da idade da femea.

Distribuicao e numero medio de ovos nos ovarios em relacao ao estagio de
desenvolvimento em femeas de D. melanogaster de diferentes idades (segun-
do King e cols., 1956hb)

Idade (h) Estagio de desenvolvimento
das femeas Total
virgens 1 2 3 4 5 6 7 8-13| 14

0-1 24 24 24 20 16 20 20 0 0 149
96-97 24 25 25 20 10 24 24 0 24 176
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Femeas de 0-1 h de vida apresentam oocitos em estagios
de 1 a 7 e nenhum de 8 a 14. 0 numero de odcitos em estagio 7
e de 20, 0 que permite afirmar que os primeiros 20 ovos pos-
tos por femeas tratadas com este tempo de vida se encontravam
em estagio 7 durante o tratamento.

Femeas de 96-97 hsde vida possuem 24 obcitos em estagio
14 e 24 em estagio 7, alem de oocitos em estagios anteriores,
porem nenhum em estagios 8 a 13. Foi verificado 'que um ovo
pode desenvolver-se de estagio 7 a 14 num periodo de aproxi-
madamente 14,5 horas (King, 1957). Assim, os primeiros 24 o-
vos postos por femeas tratadas com 96-97 hs de vida se encon-
travam em estagio 14 a época do tratamento.

O0ocitos em estagio 7 estao em profase I, provavelmente
em diploteno e oocito de estagio 7 em profase tardia ou meta-

fase I (King e cols., 1956a,b; Traut, 1967a,b,c,d; Traut e
Schmidt, 1967; Traut e Scheid, 1969; Sankaranarayanan, 1969a).

2.3. Tratamento das femeas
2.3.1. Estagio 7 de oocito

Para irradiar oocito em estagio 7, fémeas virgens de 0-
3 hs das Tlinhagens CO, e RC, foram colocadas em capsulas plas-
ticas de 2 cm de altura por 0,6 cm de diametro, contendo pe-
quenos orificios nas extremidades que permitiam a entrada de
ar.

Foram irradiadas com doses de 1,25, 2,5, 3,75, 5,0 10,0
KR a uma velocidade de 47,98 a 48,51R/min, usando-Se para is-
to uma fonte de Cobalto 60, modelo RL,CO Radionics Labora-
tory.

Imediatamente apos a irradiacao, as fémeas foram cruza-
das em massa com machos Basc nao tratados (3-4 dias) e manti-
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das por 18 horas a 25 * 10C e 60-80% de umidade relativa do
ar, em vidros de 1/4 1 contendo meio de cultura segundo Mar-
ques e cols. (1966). Foi observado que, durante este tempo,
as femeas nao colocavam ovos.

Passado este periodo, cada fémea foi cruzada individual-
mente com 2 machos Basc nao tratados e colocada em tubos de
coleta de ovos contendo meio de ovoposicao. Este meio consis-
te de uma mistura de agar/acido acetico/alcool: 3 g de agar,
1 ml de acido acetico glacial, 2 ml de alcool etilico e100 ml
de agua, escurecido com carvao (Fahmy e Fahmy, 1954), o qual
e espalhado sobre tiras de papel de 1 x 5 cm e colocado enm
vidros de 1/16 1 contendo algoddo e papel filtro previamente
umedecido. Sobre este filme foi colocada uma gota de fermento
1iquido.

Passadas 25-30 hs do inicio do experimento, 0s meios de
ovoposicao foram examinados de 3 em 3 horas e contados 0s o-
vos neles depositados, nao ultrapassando 20 ovos por femea
inseminada, a fim de garantir a coleta exclusiva de ovos que
estavam em estagio 7 de oocito a epoca da irradiacio.

Apos a contagem, os ovos foram transferidos para vidros
de 1/16 1 contendo meio de cultura normal e mantidos por 12
dias a 25 + 10C e 60-80% de umidade relativa do ar. O0s adul-
tos F, foram, entao, contados para obter dados sobre letali-
dade dominante.

0 grupo controle recebeu o mesmo tratamento, com excecao
da irradiacao.

2.3.2. Estagio 14 de oocito

Para o experimento de estagio 14, femeas virgens de 96-
99 hs das linhagens CO; e RC, foram irradiadas com doses de
0,125, 0,250, 0,375, 0,500 e 0,625KR, a wuma velocidade de
47,98 a 48,51 R/min. Logo apos a irradiacao, foram cruzadas
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individualmente com 2 machos Basc nao tratados (3-4 dias) e
colocadas em tubos para coleta de ovos contendo meio de ovo-
posicao.

Apos 6 hs do cruzamento, os meios foram examinados de 2
em 2 hs e contados os ovos ate o numero de 24 por fémea para

garantir a coleta exclusiva de ovos irradiados em estagio 14.

Os meios de ovoposicao foram transferidos para vidros de
1/16 1 com meio de cultura normal e mantidos por 12 dias nas
mesmas condicoes de temperatura e umidade antes descritas,
quando entao foram contados os adultos da P

0 grupo controle recebeu o mesmo tratamento, com excecao
da irradiacao.

2.2.3. Estagio 7 de oocito - dose fracionada

Na tecnica de dose fracionada para estagio 7 de oocito,
femeas virgens de 0-3 hs das linhagens C0, e RC, foram irra-
diadas com doses Unicas de 2,5 e 5,0KR ou doses fracionadas,
subdivididas em duas fracoes iguais separadas por um interva-

lo de 30 min.

0 procedimento posterior foi semelhante ao do experimen-
to para estagio 7 de oocito.



3. RESULTADOS

3.1. Estagio 7 de oocito

Femeas das linhagens CO, e RC, portando odcitos em esta-
gio 7 foram irradiadas simultaneamente comdoses de 1855 255,
3,75, 5,0 e 10,0KR de radiacao gama de °°Co com o objetivo de
detectar diferencas de sensibilidade entre as duas Tinhagens.

Os resultados obtidos em dois experimentos foram anali-
sados estatisticamente por X2 a nivel de 5%, e, como nao di-
feriam entre si, os dados foram somados.

As freqliencias de letais dominantes induzidos pelas di-
ferentes doses de radiacac foram estimadas pela correcao de
Abbot (citada por King e cols., 1956a; Proust e cols., 1972;
Mendelson, 1974),

P Pt-PC
s e

onde: Px = freqiiencia de letal dominante induzido;
Pt = taxa de nao eclosao da serie tratada;
Pc = taxa de nao eclosao da serie controle.

0 valor de Px das duas linhagens foi comparado ponto a
ponto, e a significancia de suas diferencas foi estimada le-
vando em consideracao oteste t (Sokal eRohlf, 1969), como segue:

arc sen v Px; - arc sen vPx,

/620,8 (ﬁ%-+ﬁ%)

E =

onde: Pxi1 = Px da linhagem RC;;



o4

Px, = Px da linhagem CQO;;

n, = numero de ovos do grupo controle + numero de
ovos do grupo irradiado da Tinhagem RC,;

n, = numero de ovos do grupo controle + numero de

ovos do grupo irradiado da linhagem CO,.

0s resultados encontram-se sumarizados na Tabela 1. Po-
de-se verificar que as percentagens de letais dominantes in-
duzidos (Px) pelas 5 doses de radiacao sao, sistematicamente,
mais altas na linhagem RC;. A analise estatistica destes re-
sultados mostram que as diferencas entre as linhagens sao es-
tatisticamente significantes (0,1%) para as 5 doses de radia-
cao estudadas.

Tabela 1. Percentagem de letais dominantes (Px) induzidos por diferentes
niveis de exposicdao a radiacao y de °°Co em oocito imaturo (es-
tagio 7) das linhagens RC, e (O,

. RC, o,

N]ve1 a a letal

F;j;s 1?%0 r;%odse ec??)gé"o dorﬁﬁ:;te r;{:;odse ec?ggﬁo d_omina_nte
(KR)  tectados @ 1n%%51d0 W S ) 1n%%51d0
0 1.895 10,24 - 958 16,60 -
1,25 526 21,48 12,52 528 20,58 4,77
2,5 458 30,35 22,40 544 31,43 17,78
3,75 201 44,28 37,92 273 38,09 25,77
5,0 803 49,44 43,67 815 47,61 37,18
10,0 210 86,20 84,63 62 82,25 78,72

0 pequeno numero de ovos testados na linhagem CO;a 10,0KR
(62) foi devido a nao postura de ovos ou mortalidade das fa-
meas apos ‘a irradiacao, o que impediu a coleta, apesar de
todos os testes terem iniciado com 1gua1 numero de cruzamen-
tos (80).

A curva dose-resposta destes resultados pode ser vista
na Figura 1. 0s valores do letal dominante induzido foramcor-

rigidos por arc sen /p e determinada a regressao linear entre
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dose/efeito de radiacao. Observa-se que a linhagem RC, apre-
senta maior sensibilidade que a linhagem CO;, porem, a medida
que as doses aumentam, as diferencas relativas entre as 1i-
nhagens diminuem, embora permanecam significantes.

Estes resultados demonstram a existéncia de sensibilida-
de diferencial entre as duas linhagens, RC, apresentando sen-
sibilidade e CO; resistencia a inducao de mutacao letal domi-
nante por radiacao gama no estagio 7 de oocito.

Com o objetivo de verificar se a diferenca de radiosen-
sibilidade entre as linhagens e devida a algum tipo de meca-
nismo de reparo do dano pre-mutacional induzido pela radia-
cao, foi realizado um experimento de dose fracionada.

Femeas de ambas as linhagens foram expostas a2,5 e 5,0KR
de radiacao em dose unica ou dose fracionada com intervalo
de 30 min entre duas fracoes iguais (1,25 + 1,25KR ou 2.5 +
2,5KR). Como pode ser observado na Tabela 2 e Figura 2, a 1i-
nhagem RC, mostra acrescimo significante (0,1%) nas freqiién-
cias de letais dominantes induzidos pelo fracionamento em re-
lacao as respectivas doses unicas, tanto para 2,5 como 5,0KR.
Na linhagem CO,, de maneira inversa, observa-se uma diminui-
¢ao nas taxas de letais dominantes para 2.5 (significante a
5%) e 5,0KR (significante a 0,1%).

Tabela 2. Freqiiencia de letais dominantes (Px) induzidos em oocito ima-
' turo (estagio 7) das linhagens RC, eCO; por radiacao y de ©°Co
em uma dose unica ou uma dose fracionada (2 fracoes iguais) se-
parada por um unico intervalo de tempo (30 min)

Nivel e “
ive
de ex- o nao lTetal . nao Tetal
poFicfo dose 'L;cgf eclosao dominante Z;Ji? eclosao dominaﬂfe
KR induzido induzido
testados (%) (%) testados (%) (%)
, ¢ dnica 197 27,42 19,14,,, . 284 28,52 14,29,
*¥ fracionada 260 31 .54 23,73 170 25,88 11,13
s o Unica 298 47,31 41,30, 354 48,30 38,01,
G fracionada 208 52,40 46,96 72 36,11 23,39

*Significante aonivel de 5%. ***Significante ao nivel de 0,1%.
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A percentagem de dano reparado pelo fracionamento foime-
dida pelo valor REP (Steiner e Wiirgler, 1979b) e pode ser
vista na Tabela 3. Para a linhagem CO, obteve-se uma diminui-
cao de 11% da taxa de letal dominante induzido na dose fra-
cionada de 2,5KR em relacao a respectiva dose uUnica e 32% na
dose de 5,0KR. Na linhagem RC, verificou-se um acrescimo de

dano de 18% e 16%, respectivamente, para as doses de 2,5 e
5,0KR.

Tabela 3. Percentagem de dano reparado pelo fracionamento

eclosao eclosao REP

(dosetfnica) (dose fr%cionada) (1p F-1,U/1, U)
RC 2,5 0,7258 0,6846 0,18
% 5,0 0,5269 0,4760 0,16
Co 2.5 0,7148 0,7412 -0,11
. 5,0 0,5170 0,6389 -0,32

3.2. Estagio 14 de oocito

A descoberta de diferencas de radiosensibilidade nas 1i-
nhagens RC, e CO; em estagio 7 de oocito levaram a testar o
seu comportamento em outro estagio germinal, o de estagio 14.

Foram realizados dois experimentos consecutivos com do-
ses de 0,125, 0,250, 0,375, 0,500 e 0,625KR. Testados entre
si pelo metodo de X2, os resultados obtidos para cada dose
nao mostraram diferencas significantes ao nivel de 5%, o que
permitiu a soma dos dados.

Atraves dos resultados apresentados na Tabela 4, mostra-
se que, na dose de 0,125KR, as diferencas entre as duas 1i-
nhagens estao no mesmo sentido das observadas para estagio 7
de oocito (éignificante a 5%), a linhagem RC,, sendo mais sen-
sivel do que a CO, para a inducdo de letais dominantes. Noen-
tanto, na dose de 0,250KR, estas diferencas desaparecem. Quan-
do se comparam as freqiiencias de mutacdes obtidas, nas doses
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de 0,375, 0,500 e 0,625KR verifica-se que a lTinhagem RC; a-
presenta valores mais baixos de letal dominante do que a CO,,
invertendo o padrao de resposta que ate agora vinha sendo a-
presentado pelas duas linhagens. A comparacao destas freqiien-
cias de letais evidencia diferencas significantes (a 5%) nas
respostas destas duas linhagens: RC, mostra resistencia e CO,
sensibilidade ao dano letal dominante induzido por radiacao
em estagio 14 de oocito nestas 3 doses.

Tabela 4. Percentagem de letais dominantes induzidos (Px) por diferentes
niveis de exposicao a radiacao y de ®°Co em oocito de estagio
14 das Tinhagens RC, e CO,

RC, co,
Nivel - -
;ggfigﬁ ne de ec?igéo do;?:glte no de ec?zgﬁo do;?zglte
(KR)  {aotodos » ind(t;éz)ido L - ind(u%z)ido
0 485 9,07 ~ 567 17:81 -
0,125 825 21,45 13,60 613 26,26 10,28
0,250 925 39,03 32,95 717 47,00 35,51
0,375 918 52,40 47,65 485 66,80 59,61
0,500 1.100 58,73 54,61 550 72,36 66,37
0,625 402 67,66 64,43 562 82,74 79,00

A curva de dose/resposta para estagio 14 (Figura 3) mos-
tra uma relacao linear entre dose/efeito de radiacao para am-
bas as linhagens.
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4., DISCUSSAOQ

Com a publicacao do trabalho de Kingecols. (1956a), que
relacionou diferentes estagios da oogenese com a idade das
femeas, foi possivel um estudo mais preciso sobre a sensibi-
lidade de diferentes estagios germinais. As atencdes se vol-
taram para dois estagios especificos da oogenese: estagios 7
e 14 do oocito.

Parker (1955, 1959), King e cols. (1956b) e Bateman e
Chandley (1963), estudando a radiosensibilidade destes esta-
gios para letal dominante, letal recessivo e perda de cromos-
soma X em femeas Oregon-R e numa linhagem marcadora para nao
disjuncao, determinaram que o estagio 14 de oocito se apre-
senta altamente sensivel a todos os tipos de danos analisados
e que o estagio 7 de oocito e resistente a estes mesmos danos.

Alem disso, a curva de dose-resposta do estagio 7 para
letal dominante e do tipo "dois alvos", e para estagio 14 e
de "um alvo".

King e cols. (1956b) relatam que as mutacoes letais do-
minantes e perda de cromossoma X resultam de quebras cromos-
somicas grosseiras, enquanto que letais recessivos ligados ao
sexo devem ocorrer por mutacoes pontuais. Logo, o estagio 7
de oocito apresenta resistencia a diferentes tipos de danos
induzidos no cromossoma.

Varios autores, na tentativa de determinar as causas que
provocam estas diferencas de sensibilidade entre os dois es-
tagios, mostraram que celulas em estagio 7 se encontram em
profase I da meiose, provavelmente diploteno, apresentando




<30

metabolismo mais ativo, enzimas de replicacao presentes e re-
paro atuante, o que leva a reuniao de quebras cromatidicas
provocadas pela radiacao em 10 a 15 min.

Ao contrario, celulas em estagio 14 encontram-se em me-
tafase I, inativas e sem um reparo atuante. Neste estagio, a
reuniao de quebras cromossomicas induzidas ocorre apos a fer-
tilizacao (Parker e Hammond, 1958; Sankaranarayanan, 1969a,b;
Osgood e Zimmering, 1972). Por outro lado, Wirgler e Matter
(1968) mostraram que 10% do dano oficial provocado pela ra-
diacao, em estagio 14, pode ser reparado em atée 8 hs.

Nothel determinou que a populagao ROI, selecionada atra-
ves de radiacdo, apresentou-se mais radioresistente do que a
populacao controle (+60) para diferentes tipos de danos cro-
mossomicos. Tambem determinou que a radioresisténcia observa-
da estava restrita ao estagio 7, sendo controlada por um sis-
tema homozigoto estavel composto por tres fatores.

0 fator rar-1 & o responsavel pela resistencia a inducido
de letal dominante e latal recessivo ligado ao sexo. Supoe-se
que ative um mecanismo de reparo capaz de corrigir mutacoes
pontuais. FEste fator tambem @ inibido pelo pre-tratamento com

cafeina.

0 fator rar-2 afeta letal dominante, letal recessivo li-
gado ao sexo, perda de cromossoma X e nao e inibido por ca-
feina (Nothel, 1970, 1972, 1974a, 1981a; Nothel e Abdalla,
1982; Rudolph e cols., 1982).

Mendelson (1974), utilizando cafeina como pré-tratamen-
to, nestas mesmas linhagens, observou um aumento na taxa de
lTetal dominante no estagio 7 da popu1éc§o ROI chegando ao ni-
vel da populacdo +60. Um acréscimo semelhante, porem ndo tdo
pronunciado, foi observado para perda de cromossoma X.Ele su-
geriu que a cafeina inibe um processo de reparo caracteristi-
co do estagio 7 de oocito. |
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0 outro fator (rar-3) e encontrado somente numa subpopu-
lacio de ROI (ROI,), conferindo-lhe maior resisténcia. FE re-
cessivo e atua em letal dominante, letal recessivo ligado ao
sexo, intertrocas e nao disjuncao. A atividade deste fator i-
nicia-se na formacao do pupario ou na metamorfose e persiste
ate oocito imaturo (Nothel, 1981b,c,d).

0s resultados do presente trabalho sobre a radiosensibi-
lidade das linhagens RC, e CO, indicam que o estagio 7 de o00-
cito apresenta resistencia a letal dominante induzido, quando
comparado com o estagio 14, confirmando os resultados de Par-
ker (1955, 1959), King e cols. (1956b), Bateman e Chandley
(1963) e Nothel (1970, 1972) para diferentes linhagens. Foi
determinado, tambem, que neste estagio a linhagem CO; & ra-
dioresistente quando comparada com a RC,.

Estudos em celulas germinais de machos destas mesmas 1i-
nhagens mostraram que CO; e resistente a diferentes tipos de
dano (letal dominante e letal recessivo ligado ao sexo), uti-
lizando-se varios agentes mutagenicos como radiacao gama, e-
tilmetanosulfonato (EMS) e integerrimina (Andrade, 1976; Ra-
mos, 1977; Andrade e Marques, 1980; Pacheco, comunicagao pes-
soal).

Reguly (1983), administrando cafeina como pre-tratamento
'a radiacdao em machos RC; e CO;, mostrou que esta causa um au-
mento na fregiiencia de letais recessivos ligados ao sexo in-
duzidos na linhagem resistente (C0,) e que nao altera as fre-
qliencias de letais induzidos na sensivel (RC,). Assim, sugere
a existencia de diferencas ao nivel de reparo nas duas linha-
gens, tendo a linhagem CO, um nivel de reparo maior ou um re-
paro mais eficiente que a RC,. Este reparo, ao ser inibido
pela cafeina, leva a um aumento nas freqgiiencias de letais da
linhagem resistente (CO5) com a eliminacao das diferengas ob-
servadas nas taxas de mutacdo. Alem disso, Reguly (1983) de-
monstrou que esta resisténcia esta restrita a espermatozoide
e espermatide, sugerindo que tal reparo e do tipo excisao.
Evidencias de efeito da cafeina sobre um processo de reparo
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pre-replicativo, provavelmente excisao, so foram obtidas em
linfocitos e fibroblastos humanos (Day, 1975; Faed e Mourela-
tos, 1978; Ishii e Bender, 1978).

Procurando verificar se a diferenca de sensibilidade en-
tre as linhagens, no estagio 7, e devida a um mecanismo de
reparo do dano pre-mutacional, realizou-se um experimento de
dose fracionada.

Os resultados mostraram uma diminuigao significativa da
taxa de Tetal dominante induzida nas doses fracionadas na li-
nhagem CO, quando comparada com suas doses unicas. Tal dimi-
nuicao e indicativa da existéncia de um mecanismo de reparo,
capaz de atuar em 30 min, na linhagem resistente (C0,).

Diversos autores, utilizando esta tecnica, com diferen-
tes intervalos entre as fracoes, encontraram resultados seme-
Thantes com significante diminui¢ao na taxa de letal nas do-
ses fracionadas (Parker, 1959; Traut e Schmidt, 1967; Sanka-
ranarayanan, 1974; Steiner e Wirgler, 1979a,b; Sankaranaraya-
nan e Volkers, 1980).

Inversamente, na linhagem sensivel (RC,) verificou-se um
aumento significante na taxa de letal dominante nas doses fra-
cionadas. A menor fregiiencia de letal observada na dose Uni-
ca provavelmente decorre da eliminacao seletiva das celulas
mais sensiveis sob o ponto de vista da mutabilidade. Quando
administrada a dose fracionada, celulas que seriam eliminadas
por selecao, na dose unica, permanecem, levando ao acrescimo
de Tetal observado.

Andrade (1976) sugeriu a existencia de eliminacdo sele-
tiva em machos destas mesmas linhagens quando da indugao de
letal recessivo ligado ao sexo por EMS.:

Steiner e Wirgler (1979b), usando uma dose unica de 5KR
ou subdividida em duas fracoes de 2 e 3 KR, determinaram que
25% do letal dominante era reparado coma exposicao fracionada.
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No presente trabalho, quando da exposicao fracionada,
observou-se na linhagem CO; uma diminuicao de 11% na freqiien-
cia de letal dominante induzida por 2,5KR e 32% na dose de
5,0KR. Ja na RC, o fracionamento ocasionou um acrescimo de 16
e 18% nas taxas letais dominantes para as doses acima referi-
das.

Nothel (1970, 1972), examinando a radiosensibilidade das
populacdes ROI e +60 no estiagio 14, em ausencia de reparo,
verificou que as respostas das linhagens nio diferiam entre
s1. Este fato permite interpretar que a resisténcia da popu-
lacao ROI, observada em estagio 7, e devida exclusivamente a
mecanismos de reparo.

Se as diferencas encontradas no estagio 7 das linhagens
CO; e RC, fossem devidas somente a reparo, seria de esperar
que as duas linhagens nao diferissem em sua resposta quando
testadas em estagio 14, uma vez que, neste estagio, supoe-se
ausencia de reparo.

No entanto, os resultados obtidos no estagio 14 de odbci-
to mostram que, na dose de 0,125KR, a linhagem CO, & resis-
tente quando comparada com a RC,. Esta diferenca desaparece
em 0,250KR, e nas doses subseqiientes as respostas se invertem,
sendo a RC, resistente e a CO; sensivel.

A taxa de eclosao, em auséncia de tratamento, mostrou que
CO; tem viabilidade significantemente menor (82,19%) que RC,
(90,93%). Assim, nas doses de 0,35, 0,5 e 0,625KR, a maior
viabilidade da RC,, associada com eliminacao seletiva das ce-
Tulas mais sensiveis, leva a um decréscimo nas freqiiencias de
letais observados nesta linhagem. A dose de 0,125KR, por in-
duzir relativamente pouco dano, faz com que a selegao das ce-
lulas potencialmente danificadas seja pequena, acarretando,
comparativamente, maior freqiliencia de letal na linhagem RC,.

Desta forma, podemos concluir que, em estagio 7, as di-
ferencas entre as duas linhagens (C0, e RC,) sao devidas a
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acdo conjunta de reparo, niveis de viabilidade e eliminacao
seletiva das celulas mais sensiveis do ponto de vista da mu-
tacao. Em estagio 14, as diferencas observadas sio ocasiona-
das por selecao e viabilidade diferencial entre CO, e RC;.



5. SUMARIO E CONCLUSOES

Linhagens C0; e RC, de Drosophila melanogaster foram a-
nalisadas quanto a diferencas de sensibilidade a inducao de
letais dominantes em dois estagios da oogenese: estagios 7 e
14 de oodcito.

Para o estudo do estagio 7 de oocito, femeas das linha-
gens C0, e RC, foram irradiadas com 1,25, 2,5, 3,75, 5,0 e
10,0KR de radiacao gama de ®°Co. No estagio 14 de oocito, fo-
ram utilizadas doses de 0,125, 0,250, 0,375, 0,500 e 0,625KR.

Realizou-se um experimento de dose fracionada no estagio
7 de oocito com doses unicas de 2,5 e 5,0KR ou subdivididas
em duas fracoes iquais separadas por um intervalo de 30 min.

0s resultados obtidos sugerem que:

1. Em estagio 7, a linhagem CO; apresenta-se resistente

em relagao a linhagem RC,.

2. Em estagio 14, de maneira inversa, a Tinhagem RC, com-
porta-se como resistente nas doses de 0,375, 0,500 e 0,625KR,
enquanto que na dose de 0,250KR naoc e encontrada diferenca
entre as linhagens e em 0,125KR a linhagem RC, & sensivel em
relagcao a C0,.

3. Atraves do experimento de dcse fracionada, evidenciou-
se a existencia de um mecanismo .de reparo atuante em CO; e
eliminacao seletiva de celulas mais sensveis sob o ponto de
vista da mutabilidade em RC;.

4. As diferencas de sensibilidade entre as linhagens COs
e RC, sao devidas a mecanismos de reparo, eliminacao seletiva

de celulas sensiveis e viabilidade diferencial.
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