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INFLUENCIA DO DIETILMALEATO NA SOBREVIDA DE CAMUNDONGOS
IRRADIADOS E A NIVEL DE PROTEINAS SERICAS

ELIANE BERNARDES

RESUMO

A glutationa (GSH) e o principal composto sulfidrilico de baixo
peso molecular ¢.s celulas vivas vegetais ou animais e ¢ 0 mais importante ra
dioprotetor celular endogeno. Como uma das abordagens para otimizacao da rat
dioterapia, vem sendo testada a administracao de radiossensibilizadores de cé
Julas hipoxicas conjuntamente com depletores da glutationa intracelular como,
por exemplo, o agente bloqueador dietilmaleato (DEM), na tentativa de contor-
nar os efeitos neurotoxicos colaterais, mas preservandoas propriedades radios
sensibilizadoras. 0 presente estudo foi realizado para investigar se somente
2 administragao de DEM poderia modificar a radioresisténcia de camundongos, me
dida pela sobrevida durante 30 dias apos a irradiacao e estabelecer se essa mo
dificacao pode ser refletida nos perfis de proteinas séricas. 0 DEM, em concen
tracoes milimolares, foi dissolvido alternadamente, em oleo de amendoim comer
cial ou alcool absoiuto (concentracao final 0,27%) e administrado intraperito
nealmente a camundongos albinos, machos ou femeas, 1h antes da irradiacao de
corpo inteiro, com 9 Gy de 6u(:o, com uma taxa de dose media de 5,2 Gy/min. Fo-
ram estabelecidas as curvas de peso corporal e de sobrevida durante um perio-
do de 30 dias apos a irradiagao. Os perfis de proteinas sericas totais, albu-
mina, alfa, beta e gama globulinas foram analisados 1h,3 a 7 dias aposos tra
tamentos. Os diluentes do DEM apresentaram, por sua vez, comportamento radio-
modificador quando administrados sozinhos; o 6leo de amendoim agiu como radio
protetor e a solugao etanolica produziu um efeito sensibilizador nas fémeas,
mas um efeito radiéprotetor nos camundongos machos. 0 DEM mostrou agcao radios
sensibilizadora quando foi injetado diluido em oleo de amendoim, mas nao quan
do aplicado diluido em solugcao etanolica. As concentragcoes das fragoes de pro
teinas seéricas obtidas por eletroforese em papel, apresentaram poucas altera-
cOes estatisticamente significativas além daquelas produzidas em conseqléncia
ds radiacao, o que confirma parcialmente, dados de outros autores. Nas condi-
goes apresentadas nao houve correlagao entre as modificacoes na sobrevids e os
niveis de protefnas séricas. ‘
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INFLUENCE OF DIETHYLMALEATE ON THE SURVIVAL OF
IRRADIATED MICE AND ON SERUM PROTEIN LEVELS

ELIANE BERNARDES

ABSTRACT

" Glutathione (GSH) is the major of the living plants or animal
cell low nole;ular weight thiol compound which serves as a main endogenous cel
lular radioprotector. in order to improve radiotherany, a possible approac:
should be to try to administrate hypoxic cell radiosensitizers altogether with
glutathione intracellular depletors, for example, 3 binding GSH agent 1like
diethylmaleate (DEM), in an attempt to overcome the neurotoxic side effects
while maintaining their radiosensitizing properties. This study was performed
to investigate whether the administration of DEM alone could modify the radio
resistance of mice as measure by the 30-day-survival after irradiation and to
establish whether this modif cation cam be reflected in the murine serum pro-
tein profiles. Millimolar concentrations of DEM were dissolved alternatively
in comnercial peanut oil or absolute ethanc: (final concentration 0.27%) and
administered to male or female albino mice ip 1h prior to 9Gy 60(:owl'aole-body
irradiation wich an average dose rate of S.ZGy/min;:Body weight and survival
curves were set up during a period of 30 days after irradiation. Total serum
protein, albumin, a;- a;- B and Y globulins profiles were analized 1h, 3 and
] days after treatments. Both vehicles of DEM showed radiomodifier behavior by
itselves when administered alone: peanut oil acted as radioprotector and di-
luted alcohol solution produced a sensitizing effect on female but a radio-
protecting effect on male mice. DEM showed a radiosensitizing action when in-
jected diluted in peanut oil but failled to behave in that way when applied
diluted in ethanol solution. The concentrations of paper electrophoretic frac
tions of serum proteins presented few statistically significant alterations
besides those produced as a consequence of irradiation whatconfirms partially
data already published by others. In the present conditions nocorrelation had

been found between survival modifications and serum protein patterns.



wvii

1.

2.

3.

INTRODUCAO ....... Ceeeecccncencccscsorascaceannronann ..

REVISAO DA LITERATURA ..........cccivvmvececcnncnannean,

2.1 GLUTATIONMA .......ccccctevsecescosvecsncvenvancanas
2.1.1 Definic@do € PUNCAO .......cccccecevcncccnns
2.1.2 Distribuicac € Requlag@0 .......ccccvveeees
2.1.3 Agentes que modificam os niveis de GSH ....

2.2 PROTEINAS SERICAS, ALTERACOES PISIOLOGICAS E

PATOLOGICAS ....cccvvecvooancessssoscsnsncaonssssnens
BATERIAIS E METODOS .....covvecveernnenoncnnacnncnncans
3.1 ANIMAIS DE EXPERIMENTACAD ......cccvececccconcaces
3.2 TRATAMENTO COM DIETILMALEATO (DEM) ......cccceeeee

3.2.1 Oleo de Amendoim ...... sececssccsessccosces

3.2.2 Alcool Btilico .....ccvvveveecccnncococns ces
3.3 IMIACAO ® ® ® & ¢ ¥ & P OO OO O s P OO O s 00 * ¢ ® o ® & o0 " o> OO S oo
3.4 CUORVAS DE SOBREVIDA E PEBSO ....cccvcovccocnncocnss
3.5 ANALISE DAS PROTEINAS SERICAS E DETERMINACAO DE

PROTEINAS SERICAS TOTAIS ........ tecsseesesnsioens

3.5.1 Eletroforese em acetato de celulose .......

3.5.2 Determinacao da Proteina Total ......... cee
3.6 mIsB ESTATISTIQ ...... ® o ® 00 ® 0 0 @ ® o ® ® © ¢ & 0 00 &0 0o
3.7 REPRESENTACOES GRAFICAS ........ ceecsocesncecsorone
RESULTAms ooooooo ® ® 0 @ ® ® 8 00 PP O O P OO OGN o 0 ® ¢ o 000 0 v o o0 " 00
4.1 INPLUENCIA DO TRATAMENTO COM DEM DILUIDO EM

omngmm IIIIII ® o 0 & 0o v v oo * o & » o 0 00O o ® o » 0o 00 00

4.1.1 Curvas de Sobrevida ........cccr0cecerccnee
4.1.2 Curvas de Peso Médio Corporal .....c..eco00.
4.1.3 Analise das Proteinas Séricas (DEM 0,418 mM)
4.1.4 Andlise das Proteinas Séricas (6leo de
amendOimM) ..cereerccoccsocevsarsocrcevecena

PAG.

01

08
os
09
4

16

21

21
21
22
22
23
23

23
23
25
25
28

29

29
29
n
33

38



4.2 ‘TRATAMENTO COM DEM DILUIDO EM SOLOCAO

ALCOOL ETILICO ......cciveennncnenncsonacoennoenna
4.2.1 Curvas de Sobrevida ..........ccccevveennnn
4.2.2 Curvas de Peso BRédio Corporal .............
4.2.3 Analise das Proteinas Sericas ............ .

4.2.4 Analise das Proteinas Sericas
(21c00l @tiIliCO) ..ivvrerencnccevonancnnnns
S, DISCUSSAD ....coiiieriiiieneoccocssscesonscnssonsnennas
6. CONCLUSOES ..cvvvvevenrcnncononoancnesesconanssosasnaenss
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......cccvvveererccnncnccnoccnnes
APERDICE ...t iiivrecroccoccannnnncsseannoneas cersecsons

wviii

PAG.

41
41
43
L 1

49

63

64




1

[mmum

A utilizacao das radiacoes ionizantes nos diferentes
campos da atividade humana, tem sido objeto de muitos estudos,
pois tanto podem ser uteis na preservacao da vida como causar da

nos, gue na maioria das vezes sao irreversiveis.

Os estudos dos efeitos da radiagao tiveram seu inicio
com a descoberta dos raius-X. Esses efeitos atuam nos mais diver
sos niveis de constituicao de um organismo. As alteracoes morfo-
logicas e funcionais de 6rgaos e sistemas com repercussio para o
organismo como um todo, sio decorrentes de alteragSes bioguimicas

produzidas nas organelas celulares.

A 1es$o induzida pela radiacio é conseqﬂéncia da ab-~
sor¢cao de energia pelas biomoléculas. Podemos definir dois meca-
nismos pelos quais a radiacio pode lesar uma molecula: mecanismo
direto e indireto. No mecanismo direto, a molécula recebe ener-
gia diretamente da radiacio incidente por meio da ionizacao e ex
citacdo, ou seja, a energia da radiacao € transmitida a uma de-~
terminada estrutura bioldgica, lesando-a, e o produto leva a per
da de sua funcdo bioldgica. O mecanismo indireto é especialmente
importante em sistemas aquosos, nos quais a molécula de agua po-
de ser ionizada e posteriormente transferir a energia adquirida

para outra molécula.

As radiacdes ionizantes incluem radiacoes eletromag-

néticas, gque sdo os raios X e gama e as consideradas particula-




das ou corpusculares, tais como alfa, beta, elétrons, pésitrons,
néutrons e protons. A absorcao da energia das radiacoes ionizan-
tes nas celulas envolve a jonizacao dos atomos e a producio de

ions dentro da celula (CASARET, 1980).

As radiacoes ionizantes ao interagirem com a matéria
que compde os sistemas biolégicos formam espécies quimicas reati
vas, dotadas de elétrons nao pareados, denominados radicais 1li-
vres (BACO & ALEXAMDER, 1966). A ionizacao naoc € um processo se-
letivo, pode ionizar qualguer atomo ou molécula. A transformacao
de atomos em ions leva a provocar profundas repercussoes de ordem
quimica, que por sua vez, acarretam os efeitos biologicos, modi-
ficando a sua estrutura e propriedade (PFPREIRE et al, 1972). De 70
a 80% da massa celular é constituida por agua, sendo os outros
componentes sais inorganicos e compostos organiccs soba forma de
carboidratos, lipideocs, protei;xas e acidos nucleicos (LEWIS etal,
1979). Visto ser a agua o componente mais abundante, as ioniza-
cc_’)es causadas pela radiagao ocorrem fundamentalmente nas molécu-
las de agua e os radicais livres resultantes, reagem com as molé
culas organicas biologicamente importantes, sendo assim a radia-
cio indiretamente responsavel pelos efeitos observados (GROSH et

al, 1979).

A radidlise da dgua produz o radical catidnico H, o'
e um elétron com espécies primarias. Estas espécies reagem, en-
tao, com outras moléculas de agua produzindo os radicais interme
didrios: H', H,0°, 0, , a molécula de igua excitada H,0' eoelé

tron solvatado, entre outros (MENEGHINI, 1987).

0 oxigénio & um elemento imprescindivel a manutencio



da vida e tem efeito radiossensibilizador nos sistemas bioldgi-
cos. Os organismos aerdbicos estao expostos a uma atmosfera que
contém aproximadamente 20% de oxigénio. DRurante as reagdes que
participa, formam-se algumas espécies ativas de oxigénio (EAO),
que reagem com as moléculas biologicas. Ha indicios de que as EAOD
em excesso no metabolismo celular produzem lesées no DNA e em ou
tras estruturas, fenémeno causador de doencas e provavelmente re
lacionado com o processo de envelhecimento. £ precisc destacar,
no entanto, gque o organismo sabe aproveitar o potencial destrui-
dor dessas espécies para proteger-se contra bactérias e outros mi
croorganismos invasores (MENEGHINI, 1987). Alem disso, grande par
te da toxicidade do 0, provém dos produtos de sua reacao ou exci
tacdo para um estado de singleto. A completa reducao do oxigénio
requer quatro elétrons e a dgua sera o produto final formado. In
versamente, quando ocorre oxidacéo da agua, ha liberacéo de qua-
tro elétrons. Quando a reducéo do oxigénio se da em passos univa
lentes sao produzidos intermedidrios reativos (tdxicos): o ion su
raréxido (0,7), o perdxido de hidrogénio ou dgua oxigenada (H,0,)

e o radical hidroxila (OH°).

Em células de mamiferos a curva de sobrevida apresen
ta a mesma forma sob condicées aerdobica e hipdéxica. Muitos gru-
pos de pesguisa tém acumulado resultados importantes em experi-
mentos com animais de laboratdrio, onde os principais parémetros
considerados séo a freqﬁéncia de aparecimento de tumores malig-
nos e o tempo de sobrevida. E curioso notar que varias condigles
experimentais, ligadas a produgao maior ou menor de EAO, influem

nesses parametros (MENEGHINI, 1985).

£ fato conhecido que a hipdxia, ou seja, a deficién-



cia de oxigénio, protege as células dos efeitos nocivos da radia
¢cao. As células hipoxicas de tumores s6lidos, sdo consideradas um

problema no tratamentc¢ de cancer por radioterapia.

varios autores tém demonstrado gque o efeito do oxige
nio s6 pode ser observado quando estiver presente durante a irra
diacao, sensibilizando o material bioldgico. Os mecanismos de ra
diossensibilizacao pelo oxigénio, tém importancia também na inte

racao com outros modificadores da radiossensibilidade celular.

Recentemente, estudos quimicos e experimentais vem a
presentando resultados promissores com a administracéc) de agen-
tes com eletroafinidade qu: agem aumentando o dano induzido pela
radiacéo da mesma maneira. Assim, a abordagem quimica para melho
rar a eficiéncia da radioterapia de tumores consistiria na admi-
nistrac_éo de drogas radiossensibilizadoras que expressem sua agao
na porcéo hipoxica do tumor. Os compostos quimicos capazes de mo
dificar o efeito da radiacéo devem, necessariamente, estimular ou

inibir os sistemas radioprotetores naturais do organismo.

As drogas radiomodificadoras, séo compostos cuja ca-
racteristica é produzir uma resposta diferencial entre o tumor e
as células normais, ou seja, séo substéncias capazes tanto de pro
teger os tecidos sadios quanto de radiossensibilizar o tecido tu
moral, diminuindo ou potenciando os efeitos de uma dada dose de

radiacéo (HALL, 1978).

A maioria dos agentes radioprotetores quimicos con-

tém o grupamento tiol, o qual é capaz de competir com as molécu-




las alvo na fixacao ou compensacao do dano induzido pela radiacio
(ADAMS et al, 13978). Certo numero de compostos organicos sulfj-
drilicos protegem as células contra o dano a nivel molecular pro
duzido pela radiacao (BEGG & TERRY, 1983), ber :omo da acido toxi
ca de drogas, inclusive as utilizadas em quimioterapia, induto-

ras da morte celular (TOWLE & PIRRO, 1984).

O agente tiol radioprotetor mais eficiente, no momen
to € o etiofos [acido etiofosforatico (S -2 - (5 - aminopropilami-
no))J] ou WR 2721, que aparentemente protege diferencialmente ce-

lulas normais e malignas (YUHAS & CULO, 1980).

SO0 a presenga do grupo SH néo confere propriedades pro
tetoras aocs compostos sulfidrilicos. A estrutura molecular que é
particularmente eficiente, inclui um grupo amino separado do gru
po sulfidrila, por nao mais do que trés atomos de carbono (GROSH

& HOPWOOD, 1979).

Varios mecanismos de acao dos radioprotetores tém si
do postulados. Estes incluem a doacdo de atomos de H, o aprisio-
namento de radicais OH, a formagao de dissulfetos mixtos, a que-

lacdo de metais e a produgdo de hipoxia (HELD et al, 1988).

Outras teorias de mecanismos de acdo a nivel fisiold
gico dizem respeito a desintoxicacdo de espécies reativas radio-
quimicas, a estabilizacdo de alvos radiobioldgicos e ao estimulo

dos processos de reparo do dano produzido pela radiacao.

Um nimero de caracteristicas da bioguimica celular e

fisiologica interagem para determinar a radiossensibilidade natu



ral ou inerente das ceélulas ou das estruturas mais complexas gue

elas abrangem.

Grande parte das substancias que protegem contra os
efeitos deleterios da radiacao sao eficientes também como desin-
toxicantes de a¢ao nociva de certos compostos quimicos ou em tra
tamento agressivo. Isto € especialmente valido gquando se conside

ra os radioprotetores endogenos.

E relevante considerar, no caso de radioprotetores ou
radiossensibilizadores exdogenos, a toxicidade de qualquer subs-
tancia alheia ao organismo como fator limitante para seuuso. Des
de que, alguns radioprotetores gquimicos exogenos podem exercer
seus efeitos pela alteracéo do balango normal entre os fatores
exbgenos, devem ser considerados como Os mais importantes, a acao
indireta da radiac&o através da radidlise da agua, o efeito do
oxigénio e a presenca de substéncias radioprotetoras endogenas e

exogenas.

Os organismos tém sistemas enzimaticos e nao enzima-
ticos capazes de neutralizar esses radicais livres, ja que essas
espécies sdo formadas durante diversos processos metabdlicos ou
patoldgicos, tais como a respiragdoc e inflamacao (MENEGHINI, 1987).
Os sistemas enzimaticos incluem a glutationa-S-transferase, hi-
drolases, superoxido dismutase, catalase, peroxidases, tais como

glutationa peroxidase e glutationa redutase.

Dentre o0s sistemas ha os antioxidantes néo enzimati=-

cos, capazes de decompor as EAO, como a glutationa, os tocofe



rois (vitamina E), o acido ascorbico (vitamina C), os carotenos
(vitamina A) (MENEGHINI, 1987), e certos compostos peptidicos co
mo as metalotioneinas (MT). O tratamento de camundongos com sais
metalicos capazes de induzir MT podem resultar em resisténcia a
toxicidade induzida por radiacao, sendo sugerido que o MT desem~
penharia papel relevante na radioresisténcia (KOROPATNICK et al,

1989, MATSUBARA et al, 1988).

A radioprotecio pode ser evidenciada de varias manei
ras, dependendo do tipo de experimento realizado e do sistemabio
l6gico escolhido. Com mamiferos em experimentagdo, & observado
quando uma quantidade maior de animais sobrevive a uma dada dose
de radiacio ou guando eles tém uma tolerancia maior do gque a u-
sual. Isto significa que os animais que sobrevivem a uma dose apre
ciavel de radiacdo sejam normais. Exames histologicos de ratos
protegidos demonstraram anormalidade na maior parte dos tecidos,
bem como alguma diminuicao quantitativa. Alem disso, apesar da
protecao, a fertilidade mostra-se alterada e a taxa de mutacgao au

mentada (GROSH & HOPWOOD, 1979).
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| REVISAO DA LITERATURA

2.1 GLUTATIONA (GSH)
2.1.1 Definicao e Funcao

A glutationa & wm tripeptideo caracterizado por uma
ligacao v glutamil, o que lhe confere resisténcia frente a ativi
dade da peptidase normal e o grupo tiol que e um nucledofilo com

uma constante de dissociacao (pka) de 8,56 (LIVESEY et al, 1984).

A sua estrutura de ligacao peptidica e:

. L=-y-glutamil - L-cisteinil - glicina

H, NCCHCH,CH, CONH CHONHCH, COOH

COOH CH,SH

Demonstrou=-se que compostos celulares contendo gru-
pos tiois (-SH), tais comoc a glutationa (GSH), protegem as célu-
las contra os danos produzidos pela radiagdao ionizante (HALL,
1978, CASARET, 1980). A glutationa @ o principal radioprotetor en
dogeno, pela sua capacidade em desintoxicar o organismo das espé

cies reativas geradas pela radiagao.

A GSH e provavelmente o tiol natural mais abundante,
de baixo peso molecular (MEISTER & ANDERSON, 1983). Este tripep-
tideo foi isolado pela primeira vez em 1988 e sua estrutura foi

estabelecida pela sintese de substancias quimicas em 1935 (PLOHE



et al, 1974, MEISTER et al, 1983, SIES et al, 1983).

A glutationa e conhecida pela agao direta ou indire-
ta em muitos fendmenos bioldgicos importantes, incluindo a sinte
se de proteinas e de DNA, transporte, atividade enzimatica, meta
bolismo e protecao celular. As propriedades multifuncionais da
glutationa sac refletidas pelo crescente interesse nesta molécu-
la, por parte dos pesquisadores, sob diversos aspectos como meca
nismos enzimaticos, biosintese de macromoleculas, metabolismo in
termediario, metabolismo de drogas, radiacao, cancer, toxicidade
do oxigénio, fendémenos imunologicos, endocrinclogico e de toxi-

nas que alteram o comportamento (MEISTER & ANDERSON, 1983).
2.1.2 Distribuicao e Regulagao

No estado normal de 6xido-redugdo das células, toda
a glutationa intracelular esta essencialmente presente na forma
tiol {glutationa reduzida, GSH) com menos d0 que 5% presente na
forma de dissulfeto (GSSG). O "pool" celular total de glutationa
também inclui dissulfetos mixtos de baixo peso molecular e dis-

sulfetos mixtos com proteinas e tioésteres.

0 espago extracelular, incluindo varios fluidos bio-
16gicos, tais como bile, plasma e filtrado glomerular, contéem
GSH, GSSG e dissulfetos mixtos geralmente em concentragdes muito
baixas (uM). Essas concentragdes sao de 2 ou 3 ordens de magnitude
menores que a concentracio de glutationa presente nos eritroci-
tos e tecidos corporais em geral. As por¢des glandulares do estd

mago e figado tém as maiores concentracdes conhecidas de gluta-
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tiona, seguidos pelo bago, rins, pulmces e outros orgaos e teci-
dos (BOYD et al, 1978). 0 "turrnover” da glutationa durante as con
dicoes fisiologicas normais apresenta uma ampla variedade de ve-
locidades dependendo do érgio ou do tecido, sendo de aproximada-
mente 1 a 3 minutos nc compartimento plasmatico, 1 hora no rim,
2 a 3 horas no figado e varios dias no ba¢o, pulmao, tecido ner-

vosSO e eritrocitos (KOSOWER & KOSOWER, 1978).

¢ figado é particularmente suceptivel a rapida e ex-
tensiva deplecao da glutationa pela formagao de conjugados que é

catalizada pela glutationa S - transferase.

Dentre outros tidis presentes no figado incluem-se a
coenzima A (1 -2mM na mitocondria e 15uM no citosol) e cisteina
(0,7 a 0,4mM).

A deplecio da glutationa do figado & seguida por uma
rapida ressintese na qual o "pool” de cisteina & renovado a cada
2 ou 3 minutos. Foi estabelecido que durante uma fase de alta ta
xa de consumo de cisteina, o figado utiliza a viadacistationina
para a ressintese de cisteina. Nesta via, o atomo de enxofre da
metionina e o esqueleto carbonato de serina séo utilizados para
a formacdo intermediaria de cistationina. Fontes exdgenas de cis
teina, tais como a N - acetilcisteina e L -2 - oxotiazolidine -4 -

carboxilato promovem a sintese de glutationa (REED et al, 1977).

Enquanto que a regulacdo da via da cistationina nao
esta completamente esclarecida, foi demonstrada a resposta rapi-
da ao decréscimo nos niveis de glutationa. Apés uma deplegac, fre

qlentemente hd uma ressintese extensiva produzindoniveis mais al
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tos de glutationa que os encontrados antes da deplecao. Este fe-
nomeno permanece sem explicagao e poderia potencialmente ser de
utilidade na otimizacao da protegao celular contra os efeitos da

radiacao ionizante.

Um aspecto extremamente impcrtante da glutationa e
seu estado inter-organico e sua funcao. Face ao fato que, aparen
temente o figado € fundamentalmente o responsavel pela manuten-
cao do fornecimento de glutationa plasmatica e considerando a ra
pida renovacao ("turnover") desta (que & de 1 a 3 minutos), o me
canismo e a regulacao do efluxo da glutationa hepatica para oplas
ma € de grande interesse. Mesmo gque grande parte do processo se-
ja desconhecido, esta estabelecido que o efluxo & guase exclusi-
vamente de GSH e néo de GSSG. Algumas controvérsias existem con-
cernentes a relacéo entre o nivel intracelular da glutationa e a

taxa de efluxo (AKERBOOM et al, 1982).

Em condicées fisioldgicas normais, a taxa de renova-
¢do da glutationa hepatica é dependente gquase que exclusivamente
da taxa de efluxo no compartimento plasmatico (MERIDITH & REED,
1982). Foi estimado que aproximadamente 80% da glutationa total
efluente do figado se encontra no plasma e 20% é excretada na bi

le (REED & MERIDITH, 1984).

A degradacéo da GSH hepatica & iniciada pela y-gluta
miltransferase que catalisa a remocéo da porcéo y =glutamil para
dgua ou, sob condigdes especificas, para certos aminoacidos e di
peptideos que se encontram em concentragdes milimolares (McINTY-
RE & CURTHOYS, 1980). Essa enzima esta localizada fundamentalmen

te nas membranas de certas células e tem o sitio ativoexposto pa
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ra o espa¢o extracelular (TSAO & CURTHOYS, 1980).

A y - glutamiltransferase extracelular degrada rapida
mente quaisquer GSH, GSSG, dissulfetos mistos ou conjugados S-
glutationa em células epiteliais e biliares excretados pPor essa
rota. Entretanto, concentragces milimolares de GSH e GSSG estao
presentes na bile e, aproximadamente a metade dessa glutationapg

deria ser degradada no conduto biliar sob certas condigoes.

Evidéncias recentes sugerem que O rim tem a habilida
de de alterar o estado redox da glutationa extracelular e outros
tidis. A atividade das oxidases de tidis renais foi caracteriza-
da e muitas de suas propriedades foram estabelecidas (ORRENIUS et
al, 1983). Essa oxidase € componente da membrana plasmatica do e
pitélio tubular renal e catalisa somente a oxidacéo de tidois ex-
tracelulares, tais como GSH, cisteina, N - acetilcisteina e ditio
treitol (ORMSTAD et al, 1980). Contrariamente a y - glutamiltrans
ferase que esta localizada na regido do bordo dos cilios, a tiol
~oxidase, se encontra na regiéo lateral da membrana plasmdtica e
pitelial tubular. Concluiu-se que sua atividade se restrinja pro

vavelmente aos tidis presentes no plasma (ORRENIUS et al, 1983).

Poucc se conhece em relacao a captacao e reducao de
dissulfetos de baixo peso molecular. Existem evidéncias de que as
células renais e pulmonares podem utilizar GSSG extracelular tam
bém de maneira que néo envolva prévia degradacac extracelular

(ORMSTAD et al, 1980).

Para o estudo do metabolismo de dissulfetos e compos

tos sulfidrilicos s3> de grande importidncia os sistemas de célu-
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las isoladas bem como os em homogenados de orgaos, de células, ja
que a manutencao do estado redox dos tidis com dissulfeto no com

partimento plasmatico esta relacionado a diversos processos.

Em mamiferos, aparentemente a GSH € um reservatério
fisiologico importante de cisteina. A curta vida média da GSH no
sangue (1 a 9 minutos) seria produzida pelo alto grau de ativida
des das enzimas extracelulares do rim, que degradam GSH, GSSG e
dissulfetos mistos relacinnados (GRIFFITH & MEISTER, 1379). A 1i
beragaco extracelular de cisteina e de cistina a partir de GSH e
GSSG respectivamente, se inicia pela y - glutamiltransferase se-
guicda da acéo de uma ou mais dipeptidases localizadas nc rime nos
intestinos. Este processo pode ser essencial para prover a cis-
teina e a cistina de que as células necessitam para o crescimen-
to e manutencao da GSH intracelular. O fluxo constante da GSH no
figado, prové um fornecimento constante de cisteina, onde uma por
cao desta cisteina e ca cistina liberadas retorna ao figado para

a manutencao do conteido da GSH hepatica.

Muitos esquemas de constituintes celulares do dano
por radiagao envolveram processos mediados por radicais livres.
Dentre as espécies mais proeminentes, se destacam os radicais 1i
vres RS°, RSS™, o radical (RSSR)™°, e o radical cition R,S'’,
(R,S)]°. A producdo e disposiqéo dessas espécies é um complexo
que envolve reacées que ocorrema velocidades controladas pela di
fusdo. Estes radicais podem ser produzidos pela abstragao de ato
mos de Hidrogénio do correspondente tiol ou de radicais de carbo
no (reagao 1), pela acéo de radicais hidroxila (reagdo 2) ou pe=-

la reducao de metais por tidis (reacdo 3).
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1. R + R'SH RH + R'S”

2. °"OH + RSH(RS') RS" 4+ H,0 (OH)

3. RSH + Cu?* RS" + Cu’ + H

Espécies ativas de oxigénio (0; , "OH, H,0,) podem
ser conséqﬂéncia da radiaciao ionizante, de agentes gquimicos do ci
clo de redox, ou pela produgao endogena durante o metabolismo nor
mal. Os efeitos deletérios destas espécies sao conhecidos como
"stress” oxidativo e pode levar a célula a morte. O stress oxida
tivo, é conhecido, ser limitado pelo ciclo redox da glutationa.
0 metabolismo de citoséliqos e peroxidos de hidrogénio mitocon-
drial pela glutationa peroxidase esta firmemente estabelecido

(KAPPUS & SIES, 1981).
2.1.3 Agentes Jue modificam os niveis de GSH

Alguns estudos sugerem que a deplecao de GSH celular,
resultaria na radiossensibilizacao aerdobica decorrente da peroxi
dase produzida pela radiagao ou de hidroperoxidos intermediarios
toxicos que a levaria a formacao de outro produto que é toxico e

mutagénico (BIAGLOW et al, 1983).

A deplecdao do GSH "in vitro” ou "in vivo", resulta na
inibicao da glutationa peroxidase e foi mostrado causar pelo oxi
génio a peroxidacao lipidica e xenobidticos (BOREK et al, 1984).
0 aumento da glutationa peroxidase nas células foi mostrado es-
tar relacionado a protecao contra a mutagénese produzida pela ra

diacao e pela radiacao de corpo inteiro (MEYERS & KATKI, 1982).

Agentes que depletam tidis servem como veiculos, tan
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to usados sozinhos quanto combinados com agentes radiossensibilij
zadores com eletroafinidade (mizonidazole ou oxigenio). A deple~
c¢ao do tiol pode ser realizada de varias maneiras nas células
(BIAGLOW et al, 1982), pela prevencao da sintese de GSH com sub-
seqliente deplecac metabdlica (bloqueio pela butionina sulfoximi-
na — BSO) (BIAGLOW. 1983), pela remocao do NPSH por oxidacao (dia
mide), ou pela formacao de ligacao covalente, incluindo reacoes ca-

talizadas pela GSH - S - transferase (dietilmaleato).

O dietilmaleato (DEM) que é um reagente de ligacao
tiol com especificidade para a glutationa, diminui os niveis de
tiol celular por meic do blogueio da agao enzimatica (GSH - S -
transferase), bem como atraves da conjugagao espontanea coma GSH
(BOYLAND et al, 1967) e outros NPSH (BUMP et al, 1983). Estudos re
centes mostraram que o DEM comporta-se como um radiossensibiliza
dor de células hipoxicas depletando tidis quando presente duran-
te a irradiacao de células (BIAGLOW et al, 1983). O tratamento de
células A549 com DEM, sequido com BSO, resulta em células que sao
mais radiossensiveis sob condicdes aerobica ou hipdxica (BOREK et

al, 1984).

Estudos recentes sugeriram gue a combinacao de tidis
depletores "in vivo", tornam o mizonidazole o mais efetivo radios
sensibilizador de células hipoxicas (BROWN et al, 1984). Agentes
combinados s3o necessarios apds a administracao de um radiomodi-
ficador por causa da deplecao de GSH, podendo ser um processo len
to e depende da sua utilizacdao metabolica. Este estado de deple-
¢do dos tidis torna as células tumorais mais vulneraveis, em con
seqliéncia da producdo de perdxidos através do mizonidazole e do

estimulo do metabolismo aerdbico de SRz508 (BIAGLOW et al, 1983).
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Os niveis de GSH podem ser aumentados pelo acido L-2-
oxotiazolidina-4-carboxilatc (OTCR), que € um precursor da cis-
teina intracelular e metabolicamente € encontrado em compostos
carcinogénicos e mutagénicos, tendo relevancia clinica no campo
ocupacional ou na saide ambiental (GOYAL et al, 1989). Portanto,
a glutationa funciona como o principal radioprotetor endogeno ce
lular, e sua deplecao pode levar a uma radiossensibilizagao sig-
nificante, especialmente sob condi,0es hipoxicas. Tiois celula-
res, tais como a GSH, competem ccm radiossensibilizadores de es-
pécies ativas de oxigeénio. Assim, pode ser observado que a deple
cao de GSH junto com a administracao de um radiossensibilizador
com alta afinidade, aumenta a radiossensibilidade de celulas hi-

poxicas (WILLIAMSON et al, 1982).

2.2 PROTEINAS SERICAS. ALTERACOES PISIOLOGICAS E PATOLOGICAS

Segundo SURINIVASAN (1985), é possivel avaliar o efei
to da radiacao e a acao de possiveis radiomodificadores mediante
a anadlise das mudancas nos niveis de proteinas séricas: protei-

nas totais, albumina e globulinas a, 8 e Y.

As proteinas séricas colaboram para a manutencao do
meio interno do organismo, permitindo a solubilizacao de substan
cias insoliveis em adgua e 0 seu transporte como complexos $0lu-
veis até os locais apropriados, onde serao descarregados atraves
de uma série ae reagOes. Também carregam nutrientes essenciais pa
ra as células ao transportarem acidos graxos pela albumrina e pro
dutos de um Orgao para outro. Assim, a concentracio dessas subs-
tiancias no plasma sera proporcional a sua demanda. Algumas das

proteinas sericas, como as gamaglobulinas, tém anticorpos.
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Por eletroforese, as proteinas séricas separam-Se em
cinco fragoes principais: albumina e as globulinas designadas pe
las letras gregas o;, ¢, £, vy, sendo esta ultima, a mais lenta

por ser a menos carregada eletricamente.

A albumina é importante na manutengao do volume plas
matico e € sintetizada no figado. A incapacidade de sua sintese é
caracteristica proeminente de doencas cronicas do figado (cirro-
se). Esta proteina esta relacionada fisiopatologicamente com os
problemas concernentes ao equilibrio hidrico, participando na pres
sao osmotica, que & aguela representada pela diferenca de pressio
gue existe entre a pressao osmotica do sangue e agquela da linfa
ou fluidos teciduais e que requla o fluxo de agua entre ambos. A
albumina tem capacidade de fixar, fisiologicamente, numerosas subs
tancias: bilirrubina, acido urico, acidos graxos, entre outros;
ou néo fisiologicamente: vermelho do Congo, azul de Evans, sufa-

midas, penicilinas etc.

A albumina ccntribui coma funcao detoxificante do or
ganismo fixando os conjugados de glicocola (glicina) e também de
metais pesados. Tem-se assinalado que no soro humano e a maior par

te da amilase estaria ligada a albumina.

Ea relacéo ds alfa globulinas, geralmente ocorrem ele
va¢des na hipoproteinemia (hipoalibuminemia). As alfas globulinas
transportam carboidratos (glicoproteinas), lipideos (lipoprotei-
nas), mucoproteinas, proteina C reativa, cobre (seruloplasmina)e
hemoglobina (hepatoglobulinas). Seu aumento geralmente reflete
uma concentracéo elevada de glicoproteinas, infecc¢des cronicas,

aumento de proteina C reativa ou, ainda, alteracdes das lipopro-
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teinas. A hiperalfaglobulinemia verifica-se tambem nas doencas me
tastaticas (carcinoma):; em necroses celulares agudas (enfarte do
miocardio) estao associadas com a elevacao especialmente de al-
fa, . Necroses hepatncelulares agudas estao, freqllentemente, as-
sociadas com a diminuicdo das alfas globulinas séricas, o que po

de ocorrer em diversas doencas do figado.

As betas globulinas transportam, principalmente, pro
trombina, ferro, colesterol, fosfolipideos e hormonios. Tendo em
vista que a transferrina esta associada com esta fraciao, nas de-
ficiencias de ferro ocorre elevagao da B8 globulina. Pelo mesmo mo
tivo, ocorre diminuicéo de seus niveis nas hepatites virais e
cirroses. ElevacoOes da B- globulinas sao observadasnas ictiricias
obstrutivas, diabetes mellitus ndo controladas e sindromes nefrd
ticas, refletindo alteracoes das betas liproteinase distdrbios no

metabolismo lipidico.

A fracao de gamaglobulina estd constituida de protei
nas guimicamente muito homogéneas. Seus pontos isoelétricos osci
lam entre 6,3 e 7,6. Nesta fracéo protéica estdo incluidas as imu
noglobulinas (anticorpos) do organismo que conseqglientemente apre
sentam maior variacéo de niveis em condig¢des patoldogicas. Duran-
te muito tempo, o termo vy ~globulina foi usado como sin&nimo de
anticorpo. Hoje, esta sinonimia é desaconselhada pela OMS (Orga-
nizagao Mundial de Saide), ja que, todo anticorpo é uma imunoglo
bulina, mas ha imunoglobulinas sem atividade de anticorpo (FERRI
et al, 1977). As imunoglobulinas podem ser classificadas em IgA,

IgG, IgD e IgE.
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Valores aumentados da gamaglobulina ocorrem nas doen
¢as infecciosas, enfermidades do colageno, mieloma miltiplo, he-
patopatias etc. Por outro lado, a diminuigao dos seus valores po
de estar associada a doencas congénitas, a perdas protéicas, en-

tre outras anomalias®*.

(%) Eletroforese - --iagnostico Basico. Merck, 22 edigao, 1985.



Estabelecer, na radiossensibilidade de camundongos,

o efeito da diminuicao da Glutationa (GSH) mediante o seu blo-
queio com Dietilmaleato (DEM) diluido em O0leo de amendoim ou em

solugao etandlica.
0 trabalho experimental inclui:

[A] A andlise das alteragdes dos indices de sobrevida a irradia-

cao, durante 30 dias;

!I O estudo das modificagOes nas curvas de peso corporal, duran

te 30 dias;

[c] A andlise de proteinas totais e de fracdes de proteinas séri

cas nos dias 19, 39 e 79 apds a irradiagao.
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3
l MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Foram utilizados camundongos albinos, heterozigotos,
machos e fémeas, com idade de 8 a 10 semanas e pesoO corporal en-
tre 25 e 30 gramas, provenientes do bioterio do IPEN, com dieta

usual de laboratorio e agua fresca ad libitum.

Para cada experimento, os grupos foramconstituidos a

partir de ninhadas simultaneas e divididos da segquinte maneira:

. GRUPO A — Lote de 5 a 10 animais testemunhas.
. GRUPO B — Lote de 10 animais tratados com o solvente.

. GRUPO C — Lote de 20 animais tratados com o DEM no solvente
correspondente.

. GRUPO D — Lote de 20 animais tratados com o solvente e irra-
diados.

. GRUPO E — Lote de 20 animais tratados com DEM no solvente cor
respondente e irradiados.

. GRUPO F - Lote de 20 animais somente irradiados.
3.2 TRATAMENTO COM DIETILMALEATO (DEM)

Foi utilizado o dietilmaleato como blogueador dos ni
veis de glutationa enddgena. O dietilmaleato (CEM) & o éster die
tilico do acido 2 - butenodidico ou etilmaleato. Este composto &
pouco solivel em solugdes aquosas, é um liguido oleoso, den-

so e de dificil manuseio. A administracao do DEM (SIGMA CHEMICAL
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CO.) foi realizada via intraperitoneal (ip), 1 hora antes da jr-

radiacao, em dois tipos de diluentes.

3.2.1 Oleo de Amendoim Comercial (POLYFARMA)

O DEM foi diluido em oleo de amendoim na concentra-
¢ao de 0,418mM e 4,18nM, ou seja, 720 mg/kg (BUMP et al, 1981 e
BUMP et al, 1982). O Oleo de amendoim e utilizado usualmente co-
mo veiculo para medicacido intramuscular. £ constituido por glice
rides dos seguintes acidos graxos: palmitico 8,3%, estearico 3,1%,
araquidico 2,4%, behénico 3,1%, lignocérico 1,1%, oleico 56%, 1li
noleico 26%, alem de tracos dos acidos caprico e ladrico (The

Merck, INDEX, 1976).

3.2.2 Alcool Etilico

O DEM foi dilufdo, inicialmente, em etanol absoluto
P.A. (CARLO ERBA) (10:1), e, posteriormente, submetido a dilui-
cOes sucessivas em solugao salina (NaCl 0,85%) numa concentracao

final de 1,5mM de DEM (ROCH et al, 1984).

Nas experiéncias com ambos os solventes, © esguema

foi o seguinte:

. Injecdao intraperitoneal (ip) das solugles de DEM, 0,3 ml por ca
mundongo, nos animais correspondentes aos GRUPOS C e E;

. Injecdo ip de 0,3ml dos solventes Oleo de amendoim e alcool e-

tilico, por camundongo, nos animais correspondentes aos GRUPOS
B eD;

. Irradiacao dos animais dos GRUPOS E e F.
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3.3 IRRADIACAO

As irradiacoes foram feitas utilizando fonte gama de
60co, Gamma Cell 220 (Atomic Energy of Canada Ltd.). A fonte pro
priamente dita, esta localizada no centro da blindagem de chumbo
e consisté de 26 varetas, cada uma possuindo 7 pastilhas de 60Co,
num total de 182 pastilhas. A dose foi de 9.0 Gy para todos os ex
perimentos utilizando blindagem de 70%. Foram irradiados 3 ani-
mais por vez, dentro de um cilindro de papelac com 9 cmde didme-

tro e 19 cmde altura, com uma taxa de dose variando entre 5,7Gy/

min e 4,655 Gy/min.
3.4 CURVAS DE SOBREVIDA E PESO

Para a realizacéo dos experimentos com os diferentes
tratamentos, os animais foram alojados em gaiolas metalicas para
camundongos em grupos de 5 a 10 animais por gaiola; foram pesa-
dos individualmente, identificados por grupo e protocolados de a
cordo com cada substéncia testada. Apds a injecéodassubstincias
e irradiacéo, o acompanhamento da experiéncia foi efetuado duran
te 30 dias, com o registro didrio do nimero de sobreviventes e pe

sagem em dias alternados.

3.5 ANALISE DE PROTEINAS SERICAS E DETERMINACAC DE PROTEINAS
SERICAS TOTAIS

3.5.1 Eletroferese em acetato de celulose

Foi feita a andlise das proteinas séricas por eletro

forese em cellogel, seguindo a metodologia clinica usual (MOURA
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et al, 1982). Foram utilizadas fitas de acetato de celulose de

14 x2cm - POLYGEL - ({INLAB), umedecidas em metanol a 40%.

A técnica utilizada foi a seguinte:

As tiras, de tamanho apropriado para cobrir a ponte foram mar
cadas com tinta indelevel em uma das pontas;

O tampao foi despejado na cuba, igualando os niveis (tampao
Merck, pH 8.6);

As tiras foram colocadas na superficie da solucaoc tampao onde
foram embebidas por baixo até obter um aspecto uniforme;

Foram retiradas do tampao apos 10 minutos, e eliminado o excesso
por leve pressao entre dois papeis de filtro;

As tiras foram esticadas rapidamente na ponte com as pontas sub
mersas nas cavidades dos polos e foram aplicadas amostras de
aproximadamente 1 microlitro;

Foi aplicada uma tensao de 200V, 5mA, durante 30 minutos:

A corrente foi desligada, as fitas foram retiradas e colocadas
no corante de proteinas, ver.aelho Ponceau (0,5 gcorante: 5.0 g
tricloroaceético: g.s.p. 100ml agua destilada), durante 10 mi-
nutos;

As tiras foram lavadas em solugao de acido acetico a 5% até
que as manchas aparecessem nitidamente contra o fundo incolor:

As tiras foram submetidas ainda Umidas a um tratamento desi-
dratante em alcool metilico durante 1 minuto, e foram coloca-
das em sequida em solugao diafanizadora durante alguns minutos
(14 ml acido acetico glacial + 8,5ml de metanol + 1mlde glice
rol):

As fitas foram colocadas sob uma placa de vidro e foram aque=-
cidas na lampada através de uma luz amarela;
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1. As tiras secas foram levadas ao densitometro da Zenite, para
a leitura grafica.

3.5.2 Determinacaoc da Proteina Total

A determinagao das proteinas foi feita pelo método de
Biureto. As proteinas formam um complexo com o Biureto (reacgao de
Piotrowsky ou de Biureto). A intensidade da cor produzida & medida
por espectrofotometria contra a solugao padrao (solugcdo padrdoc de
soro albumina). A cor violeta & produzida pela reacao das protei
nas com os ions de cobre do reativo de Biureto. A absorbancia é
lida em 545 nm. A reacao s6 é positiva na presenca de, no minimo,
duas ligagoes amidicas ou peptidicas (-CO-NH), portanto, a par-

tir de tripeptideos.

Para cada um dos grupos formados, convencionalmente
estabelecidos como A, B, C, D, E e F, descritos no item 3.1, fo-
ram colhidas amostras de sangue do plexo ocular para analise de

proteinas totais e séricas, nos tempos:

-t — No dia da injecdo da droga, 1 hora apos o tratamentoe a
irradiacao;
- ty, — No terceiro dia, apos a injecdo da droga e a irradiacao;

. too — No sétimo dia, apds a irradiacdo.
3.6 ANALISE ESTATISTICA

Foi feita uma primeira analise para comparar o efei-
to dos tratamentos nho peso corporal durante 30 dias, utilizando

a seguinte nomenclatura:
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. NO = Normal

. INJ, = DEM + Oleo de amendoim
. INJp = Oleo de amendoim

. INJ, = DEM + alcool

. INJ, = Alcool

- INIR, = DEM + o0leo + IRR

oleo de amendoim

. INIRB

. INIRC = DEM + alcool + IRR
- INIR, = Alcool + IRR
. IRR = somente irradiado.

Foi usada a técnica estatistica de regressido milti-
pla aplicada & problemas de analise de variancia, segundo o mode

lo:
yij = n ¢+ Bi + eij
onde:
Bj = Efeito do tratamento (j =1, 2, 3, ..., 10)

eij = Residuo

As conclusdes estatisticas foram feitas de acordocom

as seguintes hipoteses:

Mo = todos os B; sao iguais

Com a suposicdo adicional de que a distribuigao dos
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residuos do modelo € normal (observado pelo grafico probabilisti
co) e com média zero e variancia constante (verificado pelo gra-
fico dos residuos x tratamentos), o teste F foi feito atraves da
analise de variancia comparando o resultado dos quadrados medios
do modelo dividido pelo guadrado dos residuos, em nivel de signi

ficancia de 5% (a = 5%).

Dado que o teste F rejeitou a hipotese H,, isto &, e
xiste uma diferenca significativa entre os tipos de tratamentos,
por meio do teste DUNCAN, detectou-se em media, quais dos trata-

mentos tinham significanciaf{a = 5%).

Realizou-se uma segunda analise estatistica dos da-
dos de sobrevida durante 30 dias, utilizando-sea Analise de Vari
ancia, por comparacdo dos 10 tratamentos, sobre a hipotese (Hg =
todos os 84 sd@o iguais), isto &, as meédias das taxas de sobrevi-

da para diferentes tratamentos sao iguais.

Dado que o teste F da hipOtese Hgy foi rejeitado, uti
lizou-se o teste DUNCAN para determinar qual dos tratamentos com

relagao a sobrevida tém significancia(a = 5%).

Realizou-se uma terceira analise para as proteinas to
tais e as fragdes séricas (albumina, alfay, alfa,, beta e gama),
durante 7 dias, utilizando~se a técnica estatistica de varidncia,
para comparagdoc dos efeitos dia, sexo e tratamento, segundo o mo
delo:

s N + Yj + O

Pk + 31 + eijkl
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Efeito do dia (j = 1 = 3 = 7)

<
"

2
[}

Efeito do sexo {macho e fémea)

w
"

Efeito do tratamento (1 =1, 2, ..., 10)

Residuo

[
e
x
-
]

Dado que a hipotese (Hpy) foi rejeitada, aplicou-se de

modo semelhante o teste DUNCAN.

A analise estatistica dos dados foi realizada pelo
procedimento GLM do Sistema SAS, no Departamento de Processamen-

to de Dados do IPEN.
3.7 REPRESENTACOES GRAFICAS
Usou-se 0 microcomputador modelo I-7000 PC XT II da

ITAUTEC Informatica S/A, com "sofcware™ Caltec/PC, acoplado a im

pressora Emilia PC, equipamento este cedido pelo CNPg.
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y
I RESULTADOS

Foi estudada a influéncia do dietilmaleato (DEM), quan
do administrado em seus veiculos (solucao alcodolica e 0leo de a-
mendoim) sobre as taxas de sobrevida, curvas de peso e proteinas

séricas de camundongos irradiados.
4.1 TRATAMENTO COM DEM DILUIDO EM OLEO DE AMENDOIM
4.1.1 Curvas de Sobrevida

Para os camundongos machos albinos, os resultados ob
tidos com este tratamento nas taxas de sobrevida mostram uma di-
minuicao significativa no nimero de animais sobreviventes a irra
diacao com 9GY de 60Co. No grupo de camundongos previamente in-
jetados com DEM (0,418 mM), a sobrevida foi de 5% aos 30 dias fren
te a 25% dos animais somente irradiados (Fig. 1A). Os resultados

mostram um aumento na radiossensibilidade dos animais em expe-

rimentacao.

Em outras experiéncias, mesmo nao tendo sido observa
do sobreviventes entre os animais somente irradiados e os trata-
dos e irradiados, notou-se gque os camundongos previamente in
jetados com DEM 4,18 mM, sobreviveram por um periodo menor (11
dias) do que agqueles somente irradiados (24 dias), evidenciando

tambem uma radiossensibilizacdo (Fig. 1B).

O DEM (4,18mM) apresenta uma agdo tdxica, ja& gue os
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Figura 1 — Sobrevida de camundongos irradiados com 9 Gy de 6u(:o. Controles
normais (NO), irradiados (IRR), tratados com DEM (INJA), trata-
dos com olec de amendoim (INJB), tratados com DEM e irradiados
(INIRA), tratados com oleo de amendoim e irradiados (INIRB).

A — Animais tratados com DEM (0,4i8mm).
B — Animais tratados com DEM (4,18 mM).
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camundongos controles somente injetados tiveram uma sobrevida de
60%, ao passo gue diminuindo sua concentragao (DEM 0,418 mM), hou

ve uma sobrevida de 100% dos animais injetados.

Para os camundongos previamente injetados somente com
o veiculo, Oleo de amendoim, a sobrevida foi de 30% apds 30 dias
em ambos Os experimentos, ou seja, maior em relacao équeleenlque
nos somente irradiados foi.de 25%, gquanto na gue fora de 5% (Fig.
1A e 1B). Este resultado aponta uma acao radioprotetora nestas con

digoes.

Do ponto de vista estatistico, os seis grupos (con-
troles, injetados irradiados e irradiados) gue se incluem neste

teste, mostraram ter comportamentos diferentes.
4.1.2 cCurvas de Pezo Médio Corporal

Analisando-se as curvas de peso corporal apos a irra
diacdo (Fig. 2A), os animais comecam a perder peso e esse decli-
nio se da aproximadamente até : 149 dia, a partir do gqual ha uma
visivel recuperacdo no peso dos sobreviventes. Por volta do 309
dia, os camundongos previamente injetados, praticamente recuperam
o peso inicial ou, emalguns casos, até chegarama supera-los. A di
minuicdo de peso corporal sempre precedeu em varios dias ao ini-
cio da mortalidade, e apesar dos animais perderem peso, muitos de
les sobreviveram. Contudo, no experimento mostrado na Fig. 2B, nao
observamos recuperacaoc do peso corporal, nao havendo sobreviven-

tes neste caso.

verificou-se ao analisar o peso médio dos animais que
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Figura 2 — Pesos meédios dos camundongos em fungcdo do tempo apos a irradia-
¢ao com Gy de 60Co. Controles normaic (NO), irradiados (IRR),
tratados com DEM (INJA), tratados com cleo de amendoim (INJB),
tratados com DEM e irradiados (INRA), tratados com oleo de amen
doim e irradiados (INIRB).

A — Animais tratados com DEM (0,418 mM).
B — Animais tratados com DEM (b4,18mM),
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as duas concentracoes de DEM (0,418mMe 4,18 mM), e o proprio 6leo
de amendoim, induzem comportamentos diferentes em relacéoaoscog
troles, tratados e/ou irradiados. Para o ensaiocomo DEM 0,418 mM,
os dados analisados apontam um efeito radiomodificador; jéxu:te§
te com o DEM 4,18 mM, os dados -obtidos mostram um piedominio de
efeito téxico. Contudo, percebeu-se uma preponderancia do efeito

da radiacao sobre a acao dos animais tratados.

4.1.3 Analise das Proteinas Sericas (DEM 0,418 mMm

e Proteina Total: Para os camundongos injetados, injetados irra-

diados e somente irradiados, nenhuma alterac_éo significativa foi
verificada com referéncia ao sexo, ao numero de dias apos a ir
radiacao (19, 39 e 79) e ao tratamento dado (Figs. 3A e 3B).

e Albumina (alb): Néo se verificou nenhum'efeito quando foram com
parados machos e fémeas Ou mesmo em conseqﬂéncia do tratamento
aplicado. Embora a analise dos dados mostre diferencas indivi-
duais nos animais irradiados no 79 dia em relacéo aos 19 e 39

dias, no global nao se percebeu mudancas (Figs. 4A e 4B).

e Alfa Globulinas (a; e a;): Apesar de ser possivel observar cer

tas alteracées, tanto para as fracées de globulinas a;, gquanto
para a,, nenhuma modificacdo sistematicamente significatjiva foi
notada para as variaveis dias apdés a irradiacao (19, 39 e 79
dias), e para os tratamentos aplicados em funcdo dos animais se

rem machos ou fémeas (Figs, S5A e SB, 6A e 6B).

(%) Dados experimentais, vide Apéndice.
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Figura 3 — Distribuicao percentual da concentragao das proteinas totais (C.
P.T.) do soro dos camundongos irradiados com 9 Gy de 60Co. Con-
troles normais (NO), irradiados (IRR), tratados com DEM (INJA),
tratados com oleo de amendoim (INJB), tratados com DEMe irradia
dos (INIRA), tratados com 6leo de amendoim e irradiados (INIRB).
A — Animais femeas

B — Animais machos
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Figura b — variacao da concentragao de albumina do soro de camundongos ir-

radiados com 9 Gy de 60(:o em relacaoa CPT. Controles normais (NO),

irradiados (IRR), tratados com DEM (INJA), tratados com oleo de

amendoim (INJB), tratados com DEM e irradiados (INIRA),

dos com oleo de amendoim e irradiados (INIRB),

A = Animais femeas

B — Animais machos

trata-
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Figura 5 — Distribuicao da concentragdo da fragao protéica da alfaglobuli-
na (a;), relativo a CPT dos camundongos em fungao do tempo apos
a irradiagao de 6oco. Controles normais (NO), irradiados (IRR),
tratados com DEM (INJA), tratados com oleo de amendoim (INJB),
tratados com DEM e irradiados (INIRA), tratados com Gleo de amen
doim e irradiados (INIRB),
A — Camundongos fémeas

B — Camundongos machos
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Figura 6 — Alteragao da concentracac da fracao serica da alfaglobulina (a;)
de camundongos em fungao do tempo apos a irradiagac com 9Gy de

6C’Co, relacionada a CPT. Controles normais (NO), irradiados (IRR),

tratados com DEM (INJA), tratados com oleo de amendoim (INJB),

tratados com DEM e irradiados (INIRA), tratados com oleo de amen

doim e irradiados (INIRB).

A — Animais fémeas

B — Animais machos
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® Beta Globulina {£): Houve uma diminuicao significativa nos ni-

veis desta fracao protéica, em particular, nas femeas injeta-
das e irradiadas em relacao aos machos, no 79 dia apos a irra-

diacao, quando comparada aos primeiros dias (Figs. 7A e 7B).

® Gama Globulina (y): Pela analise dos dados, percebeu-se uma que

da significativa nos niveis desta fracao como conseqfiéncia da
iftadiacéo. £ notorio, especialmente nas fémeas, uma diminui-
cao desta fragao ao 39 dia em relagao aos demais, para os ca-
mundongos tratados e irradiados, havendo certa recuperacao ao
79 dia. No caso das fémeas somente injetadas com DEM, aparente
mente ha um estimulo por volta do 39 dia (Fig. BA). Para os ma
chos, entretanto, os niveis desta fracao pareceram diminuir em
funcao do tempo apos a injecao (Fig. 8B). Quanto aos animais ma
chos e fémeas somente irradiados, notou-se uma diferen¢a signi
ficativa ja no primeiro dia frente aos controles normais (Figs.

8a e 8B).
4.1.4 Analise das Proteinas Sericas (0leo de amendoim)

® Proteina Total: De acordo com os dados analisados, nao houve ne

nhuma mudanca, considerando os animais tratados com dleo de a-

mendoim em fungao do tempo apés a irradiacao (Figs. 3A e 3B).

® Albumina (alb): Nenhum efeito sobre os niveis desta proteina
foi observado nos animais tratados e irradiados durante o pe-
riodo apés a irradiacao quando comparado aos seus controles

(Figs. 4A e 4B).
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Figura 7 — Distribuicao na concentragdo de beta globulina de soro de camun
dongos irradiados com 9 Gy de 60Co, em relagao a CPT. Controles
normais (NO), irradiados (IRR), tratados com DEM (INJA), trata-
dos com oleo de amendoim (INJB), tratados com DEM e irradiados

(INIRA), tratados com oleo de amendoim e irradiados (INIRB),
A = Animais femeas

B — Animais machos
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Figura 8 — Distribuigao percentual da concentragao de gama globulina do so

ro de camundongos irradiados com 9 Gy de

Controles normais (NO), tratados com DEM (INJA},

Co, em relagao a CPT,

tratados

com

oleo de amendoim (INJB), tratados com DEM e irradiados (INIRA),

tratados com oleo de amendoim e irradiados (INIRB),

A — Animais femeas

B8 — Animais machos
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e Alfa Globulinas (u; e a,): Embora tenham sido verificadas pe-

quenas alteracoes nas fragOes séricas de alfa globulina (a, e
a:), no contexto geral, nao foram evidenciadas quaisquer modi-
ficacoes significativas nos parametros analisados (Figs. 5a e

5B, 6A e 6B).

® Beta Globulina (B8): S3o evidentes as reducgoes destas proteinas

séricas no 79 dia apOs a irradiacao, para os camundongos fémeas
injetadas, e injetadas e irradiadas (Fig. 7A). O mesmo ndo ocor
reu com os machos, que nao apresentaram mudan¢as significativas
para esta fracao protéica, seja em relagao ao tratamento pro-

priamente dito ou em funcao do tempo (Fig. 7B).

® Gama Globulina (y): Ocorreu um aumento brusco nesta fracgao pro

téica nas fémeas, no 19 dia de tratamento apds a irradiagao com
paulatino decréscimo posterior (Fig. B8A). No entanto, para os
machos, observou-se uma pequena elevagdo no seu nivel sérico,

no Gltimo dia (Fig. 8B).

4.2 TRATAMENTO COM DEM DILUIDO EM SOLUCAO ALCOOL ETILICO

4.2.1 Curvas de Sobrevida

Os resultados em relacao a sobrevida dos animais in-
jetados e irracdiados, diferiu entre machos e fémeas. Para os ca-
mundongos fémeas, previamente injetados intraperitonealmente com
DEM, a sobrevida foi de 60% em 30 dias, frente aos 45% dos ani-
mais somente irradiados (Fig. 9A). Nos camundongos machos, a so-
brevida obtida foi de 45% nos injetados irradiados, diante dos
15% nos somente irradiados (Fig. 9B). O DEM neste solvente apre-

sentou uma ac¢ao radioprotetora, provavelmente pela influéncia da
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Co. Controles

normais (NO), irradiados (IRR), tratados com DEM (INJC), trata-

dos com alcool (INJD), tratados com DEM e irradiados

tratados com alcool e irradiados (INIRD).

A = Animais femeas

B — Animais machos

{INIRC),
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acao do proprio veiculo (alcool etilico) na solucao administra-
da. Quando tratamos com a solucao etandlica, a sobrevida das fe-
meas foi de 15% apos 30 dias da irradiagao, muito inferior, por-
tanto, aos 45% dos somente irradiados. Notou-se, que o veiculo de
diluicao do DEM, solucao de alcool etilico, demonstrou ter agao
radiossensibilizadora (Fig. 9A). O efeito foi contrario, gquando
utilizamos machos, pois a sobrevida dos injetados e irradiados
foi de 40%, diante de 15% dos somente irradiados, conseqglientemen
te apontando aparentemente um efeito radioprotetor (Fig. 9B). As
sim, tanto para animais machos quanto femeas, a acao do DEM di-
luido em alcool é-de radioprotecao, mesmo que o solvente apresen

te acao radioprotetora (machos) ou radiossensibilizadora (femeas).
4.2.2 cCurvas de Peso Médio Corporal

A analise da curva de peso apos tratamento com DEM em
solucao alcodlica, mostrou uma pequena perda de peso a partir do
3¢ dia e uma recuperacao posterior por volta da segunda semana

(Figs. 10A e 10B).

Os dados apresentados nas Figuras 10A e 10B para o pe
so médio de camundongos machos e fémeas, injetados irradiados ou
nao, mostraram um comportamento similar, nao havendo diferencas
relevantes entre os diversos grupos alem daquelas produzidas pe=-

la acao da radiagao.

Para os animais tratados com alcool etilico e irra-
diados, ao analisarmos estatisticamente o peso médio, verifica-
mos uma rapida recuperacido para ambos os sexos. Nas fémeas, os re

sultados apontam uma radiossensibilizacdo aparente em relagido aos
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Figura 10 — Pesos médios dos camundongos em fungao do tempo apos 3 irradia
¢ao com 9 Gy de 60Co. Controles normais (NO), tratados com DEM
(INJC), tratados com alcool (INJD), tratados com DEM e irradia
dos (INIRC), tratados com alcool e irradiados (INIRD,.
A — Camundongos femeas

8 — Camundongos machos
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somente irradiados (Fig. 10A) e nos machos, uma possivel radio-

protecao (Fig. 10B).

4.2.3 Analise das Proteinas Sericas

e Proteina Total (PT): Embora tenha havido certa elevaciao desta

fracao protéica nos animais injetados, nenhum efeito estatisti
camente significativo foi obtido em funcao do tempo apés esse
tratamento e entre os diversos grupos injetados, além daquele

em relacao aos controles (Figs. 11A e 11B).

e Albumina (alb): Verificou-se que ocorreu uma pequena diminuigao
no nivel sérico no 79 dia ap6s a irradiacao. Contudo, gquando
comparou-se o tratamento aplicado aos machos e fémeas foi ob-
servado que nao houve diferenga significativa de comportamento

(Figs. 12A e 12B).

e Alfa Globulinas (a; e a,): Notou-se uma constadncia da fragdo de

globulina o, nas fémeas em funcéo do tempo apds a irradiacao e
nos machos observou-se um declinio desta fracao no 3¢ dia, em
relacéo aos 19 e 79 dias, respectivamente (Figs. 13A e 13B). Pe
lo teste de DUNCAN, foram determinados comportamentos diversos
em relacdo aos tratamentos aplicados, igualmente a outra fra-

cdo de alfa globulina (a;) (Figs. 14A e 14B).

® Beta Globulina (B): Ocorreu uma diminuicdo nesta fracao nas fé

meas tratadas e irradiadas no 39 e 79 dias apoés a irradiacgao,
mas o mesmo comportamento ndo foi notado entre os animais ma-
chos (Figs, 15A e 15B). Quando machos e fémeas foram comparados,
houve diferencas entre os diversos tratamentos dados em relagido

aos controles normais e aos somente irradiados.
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Figura 11 — Distribuicao percentual da concentragao das 6groteu’nas totais
(CFT) dos camundongos irradiados com 9Gy de ~ Co. Controles nor
mais (NO), irradiados (IRR), tratados com DEM (INJC), tratados
com alcool (INJD), tratados com DEM e irradiados (INIRC), tra-
tados com alcool e irradiados (INIRD).

A — Animais femeas
8 — Animais machos
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Figura 12 — Variagao da concentragao de albumina do soro de camundongos ir
radiados com 9 Gy de 60Co, em relagao a3 CPT. Controles normais
(NO), irradiados (IRR), tratados com DEM (INJC), tratados com
alcool (INJD), tratados com DEM e irradiados (INIRC), tratados

com alcool e irradiados (INIRD).
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Figura 13 — Alteracao da concentragao da fracao serica da globulina alfa,
(ay) de camundongos em fungao do tempo apos a irradiacao com 9
Gy de OCo. Controles normais (NO), irradiados (IRR), tratados
com DEM (INJA), tratados com alcool (INJD), tratados com DEM e
irradiados (INIRC), tratados com alcool e irradiados (INIRD).
A — Animais femeas

B — Animais machos
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e Gama Globulina (y): Mostrou-se um declinio por efeito de radia

cao, mas esta fragao aparece aumentada nas fémeas tratadas, nos
diversos dias apos a irradiacao, enquanto que, para os machos
notou-se um declinio somente no ultimo dia apos a irradiacao
(Figs. 16A e 16B), apontando comportamentos diferentes nos tra

tamentos aplicados para ambos os sexos.

4.2.4 Analise das Proteinas Séricas (dlcool etilico)

e Proteina Total (PT): Mesmo apresentando alterac¢oes em relacao

aos controles nos dias de experimentacao, pelo teste de DUNCAN,
constatou-se que nao houve efeitos diferentes nas proteinas to

tais em funcao do sexo e dia apos a irradiacao (Figs. 112 e 11B).

® Albumina (alb): Embora néo sejam observadas mudancas muito per
ceptiveis no grafico da fracao serica, os animais tratados a-
presentaram um comportamento significativamente diferente guan
to ao tratamento aplicado e os dias apds a irradiacao (Figs.

12A e 12B).

e Alfa Globulinas (o; e az): O alcool na concentra¢ao utilizada

0,27%, mostrou um efeito modificador nos animais em estudo, ob
servado nas fragoes protéicas de alfa globulinas (a; e a;) (Figs.

13A e 13B, 14A e 14B).

® Beta Globulina (8): Verificou-se estatisticamente mudancas sig

nificativas nos animais tratados e irradiados, quando comparou
-se machos e fémeas. Nas fémeas, ocorreu uma diminuicao ao nivel
sérico, no 39 e 79 dias apds a injegac e no 79 dia apds a inje

cido e irradiagdo (Figs. 15A e 15B).
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Figura 14 — Distribuicao da concentracao da globulina alfa, (a;) de camun-
dongos irradiados com 9 Gy de 60Co, relacionada a CPT. Contro-
les normais (NO), irradiados (IRR), tratados com DEM (INJC),
tratados com alcool (INJD), tratados comDEMe irradiados (INIRC),
tratados com alcool e irradiados (INIRD).

A — Animais femeas

B — Animais machos
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Figura 15 — Variagdo da concentragac da fragao serica da beta globulina de
camundongos irradiados com 3 Gy de 60Co, em relacao a CPT. Con-
troles normais (NO), irradiados (IRR), tratados com DEM (INJC),
tratados com alcool (INJD), tratados comDEMe irradiados(INIRC),
tratados com alcool e irradiados (INIRD).

A — Animais femeas

B — Animais machos
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Figura 16 — Distribui¢ao da concentracao de gama globulina do soro de ca-

60..

mundongos em furcao do tempo apos a irradiagao com 9Gy de ~ (o
relacionada a CPT. Controies normais (NO), irradiados (IRR),
tratados com DEM (INJA), tratados com alcool (INJC), tratados
com DEM e irradiados (INIRC), tratados com alcool e irradiados
(INIRD),

A — Animais femeas

B — Animais machos
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® Gama Globulina {(y): O alcool induziu um comportamento completa

mente diverso quando comparou-se machos e femeas. Observou-se
para as fémeas, valores aumentados logo apGs a injegao (19 dia),
tendendo a normalidade ao 7?2 dia, efeito gue se sobrepdoe ao da
radiacao (Fig. 16A). Para cs animais machos foi evidenciado um
discreto declinio no 3¢ dia de experimentacdo (Fig. 16B), ha-
vendo diferencas em relacao aos controles, mas nio em funcio do

tempo apos a irradiacao.
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| DiscussAo

Procurou-se, neste trabalho, estudar o possivel efei
to de bloqueio da glutationa endogena (GSH), na sensivilidade de
camundongos, mediante a utilizacao do DEM diluido nos solventes
Oleo de amendoim e dlcool etilico. Para isso, foram analisadas as
taxas de sobrevida, as curvas de peso corporal e os perfis das

. - . - . L= 60
proteinas séricas apés a irradiacao com  Co.

Para estabelecer o efeito biologico de um determina-
do agente administrado ao organismo € necessario relaciona-lo com
a dose desse agente no sistema especifico em obserraga~, mas is-
to apresenta inumeros problemas. Com substancias quimicas ha sem
pre incertezas em relagao a ¢difusao, penetracao e possiveis mu-
dancas na natureza da substancia sob investigacao, antes que as
moléculas ativas atinjam o alvo sobre o qual elas agem. As dro-
gas podem ligar-se de maneira desconhecida a macromoléculas ou a
estruturas especificas dentro das células e podem ser transforma

das por via metabdlica.

No caso do estudo da influéncia de agentes quimicos
na radiossensibilidade de mamiferos, a dificuldade ainda € maior
por causa da natureza da interagdo da radia¢ao nos sistemas bio-
logicos, cuja manifestacdo serda o resultado de interag¢des a ni-

veis quimico, fisico e fisioldgico.

Considera-se o ciclo redox da glutationa como sendo

a protecao primiaria contra os metabdolitos tdéxicos do oxigénio.
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Uma elevacao da relagao GSSG/GSH nas celulas provou ser uma medi
da direta do estresse oxidativo em varios modelos eXperimentais
de sindrome de choque, no trabalho desenvolvido por NEMETH & BO-
DA (1989). Esses autores mostraram que o estresse oxidativo nos
varios modelos de chogue utilizados (isquemia, choque por endoto

xina etc.) resultavam na oxidacao da glutationa no sangue.

De acordo com MITCHELL et al (1983), as concentracgoes
de GSH intracelular foram diminuidas a menos de 5% dos valores
controles quando foi utilizado DEM a 0,5mMem céiulas de mamife-
ros em cultura (células de ovario de hamster chinés - CHO), o que
induziu uma radiossensibilizagao das células tanto em ar quanto
sob condigoes de hipoxia. A concentracao de 0,418 mM de DEM usada
em nosso trabalho &€ a recomendada por BUMP et al (1982) e, € li-
geiramente inferior. Mesmo assim, é possivel supor a ocorréncia
de um blogueio temporaric, mas sensivel do GSH disponivel duran-
te a irradiacao. Assim sendo, poder-se-ia esperar uma mudanca na

resposta do organismo frente a agao do agente blogqueador do GSH.

Ha descricdo na literatura, que em células de mamife
ros em cultura, a protecao guimica (contra o dano inferidoc pelos
radicais livres produzidos pela radiagcdo, ao incidir nas molécu-
las criticas) induzida pela GSH via doagdo de hidrogénio, era im
portante somente guando este competia com a reacao do oxigénio
(VAN DER SCHANS et al, 1986). 1Isto significa que a extensido na
gual a deplecéo ou enriquecimento de GSH afeta a radiossensibili
dade dependera fortemente da concentracido local de oxigénic. Nes
te contexto, deve-se considerar que, na maior parte das situagoes
"in vivo", as concentracgdes locais de oxigénio s3o menores do que

aquelas aplicadas ds células em cultura, portanto, nido é possi-
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vel extrapolar conclusoces diretamente dos sistemas "in vitro" pa

ra aqueles "in vivo".

Os dados obtidos a partir das curvas de sobrevida dos

camundongos irradiados com 9 Gy de 60

Co, quando submetidos ao tra
tamento prévio com DEM, apresentaram comportamentos diferentes em
relacao aos proprios solventes (6leo de amendoim e solugao etand
lica). Os resultados obtidos mostraram uma diminuicao no numero
de animais sobreviventes a irradiacido nos grupos previamente in-
jetados com DEM em 0leo de amendoim (0,418 mM). Contudo, guando al
teramos a concentragao do DEM em Cleo de amendoim (4,18 mM), veri
ficamos um certo efeito toxico. Esse compcrtamento € bem explica
do por HELD et al (1988), que descreve o DEM como sendo uma suks
tancia insolivel em meio aquoso e cuja toxicidade li-
mita o seu uso. Ele, trabalhando com cultura de células, teve me

lhores resultados com o Dimetilfumarato (DMF), que € mais soldi-

vel e menos toxico do que o DEM.

A escolha do solvente esta relacionada aos trabalhos
realizados por BUMP et al (1981 e 1982), onde o DEM foi adminis-
trado ip 720 mg/kg em Oleo de amendoim, cujo sistema experimental
foi “umores EMT¢ irradiados "in vivo". Segundo KOCH et al (1984),
entretanto, a maior solubilidade do DEM apresenta-se em solugao

etanclica.

0 60leo de amendoim mostrou ser um radioprotetor em nos
so sistema, considerando o maior numero de sobreviventes injeta-
dos e irradiados, em relagdo aos animais somente irradiados. Is=-
to esta de acordo com os resultados descritos por outros grupos,

nos quais, por exemplo, ratos recebendo diariamerte 10mg de me-
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til linojeatc na dieta, apresentaram tempc de sobrevida aumenta-
da, mas esse efeitc benefico nao foi bem esclarecido (DEUEL et
al, 1953). Por outro lado, a presenga de linoleato foi capaz de
reduzir a freqiencia de micronucleos e aberragoes cromossomicas
em linfocitos "in vitro™, gquando administrado 1 hora apos a expo

sigao das células a radiagao gama (NORMAN et al, 1988).

Contudo, quando o O0leo de amendoim foi administrado
junto com o DEM, houve um efeito radiossensibilizador preponde-
rante da droga e nao do proprio veiculo. Isto comprova os dados
da literatura, onde a deplegao da glutationa em células tumorais
EMT; "in vivo" pelo DEM, a 20% dos valores controles, resultou nu

ma radiossensibilizagao das celulas sob hipoxia (BUMP etal, 1981).

Radiossensibilizadores de células hipoxicas foram tes
tados em ensaios clinicos em diversos paises (Dinamarca, Gra-Bre
tanha, Japao, Estados Unidos da América). Em geral, os resulta-
dos destes ensaios tém sido desapontadores, fundamentalmente pe-
la limitacao decorrente da neurotoxicidade elevada desses compos
tos (nitro-imidazoles, tais como o misonidazole) . A abordagem mais
promissora que vem sendo testada € o acoplamento com blogueado-
res da GSH (BROWN et al, 1984). A deplecao de GSH teria tambem
uma vantagem adicional: sensibilizar paralelamente células hipo-
xicas e andoxicas (SHRIEVE et al, 1935), j3 gque mesmo havendo con
trovérsias, na maioria dos casos, esses bloqueadores sao eficien
tes em células em cultura sob hipoxia (BUMP et al, 1981). Por sua
vez, BUMP et al (1982), descreveram também, gque a combinagdo
do DEM com o misonidazole (MISO), produz um efeito radiossensi

+

bilizador (fator modificador de dose 2,0 = 0,2). Assim, a efica-

cia clinica do MISO em tratamentos de cincer pela radiacado, pode
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ria ser melhorada peia combinacao com drogas que depletam a glu-

tationa.

Quando tratamos os camundongos com DEM diluido em sC
lucao etandlica, verificamos que a droga apresenta um efeito nao
sensibilizador e até pelo contrario, aparentemente protegeu, "in
vivo"”, denotando uma acao preponderante do veiculo nos animais ma
chos. KOCH et al (1984), trabalhando com celulas malignas de ma-
miferos em culturas hipoxicas, verificaram que 150 uMdo DEM di-

luido em alcool produzia efeito sensibilizador.

Os alcoois sao bem conhecidos como agentes radiopro-
tetores (BACQ & ALEXANDER, 1966), sendo observada a sua acao nas
células, especialmente apos prolongadas exposicdes ou aaltas con
centracoes ao redor de 0,7 M. MOTHERSILL et al (1987) verifica-
ram tanto um efeito transitorio radioprotetor do etanol quanto um
efeito radiossensibilizador pronunciado que podia ser induzido
sob diferentes condicoes de cultura. Isto sugere mecanismos al-
ternativo de agao do alcool que nio podem ser explicados simples-
mente pelas propriedades de aprisionamento de radicais hidroxila
da molécula de etanol ou pela deplecao do O, celular provocada pe

la oxidaciao metabolica do etanol a acetaldeido (HOLLAENDER, 1360).

Para os camundongos fémeas, o alcool apresentou uma
acao aparentemente de radiossensibilizagao. SEYMOUR et al (1987)
comprovaram efeitos alternativos radioprotetor ou radiossensibi-
lizador em culturas de CHO-K, expostas a elevados niveis de eta-
nol. Esses efeitos poderiam estar relacionados a lise de membra-
nas agravados pela exposicao a radiagiao (MEDVEDEV et al, 1977 e

ALPER, 1979). Este tipo de resposta i radiacao é também encontra
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do com lactatoc e analogos da glicose e inibidores da glicolise,
o que reforga as evidencias do envolvimento de um mecanismo gque
incluiria o metabolismo energético glicolitico na resposta a ra-
diacao de células tratadas previamente com etanol (SEYMOUR et al,

1987) .

Quando tratamos camundongos machos com alcool verifi
camos um efeito aparente de radioprotegao gque nao foi .revertido
pela presenca do DEM. Outra explicagao para esse efeito poderia
ser o aproveitamento do etanol como substrato energético, o que
estimularia a recuperacao celular do dano da radiacgio (KIEFER,

1971; NISHIZAWA et al, 1979).

A partir de nossos resultados nao € possivel con-
cluir o tipo de mecanismo ou o0s mecanismos gue estariam en-
volvidos na radioprotegao por etanol em machos concomitantemente
com uma radiossensibiliza¢do nas fémeas. No primeiro caso, a ra-
dioprotegao do veiculo foi mantida mesmo apds a inclusao do DEM.
Pelo contrario, no caso dos animais fémeas, o efeito sensibiliza
dor do alcool foi revertido quando adicionado o DEM. Este resul-
tado é dificil de explicar, mas evidencia a importancia do esta-

do hormonal dos animais na resposta bioldgica a radiacao.

A acao radioprotetora ou radiossensibilizadora de di
ferentes agentes pode tornar-se manifesta numa determinada faixa
de dose, sem contudo, ser evidente em outros niveis. Da mesma ma
neira, o acompanhamento da agdao da radiacao nos sistemas biold-
gicos, dependera do intervalo de doses empregado. Segundo SURINI
VASAN et al (1965), é possivel avaliar os efeitos bioldgicos da

radiagdao X em ratos irradiados com dose supra~letal, bem como a



60

acao de possiveis radiomodificadores, através da analise das mu-

dancas nos niveis de fracoes das protelnas séricas: proteina to-

tal, fracao de albumina e globulinasalfa, beta e gama. Nosso in-

tuito foi testar um sistema semelhante, mas em camundongos irra-
. 60 . .

diados com Co e numa faixa de dose menor, que permitisse evi-

denciar tanto uma acao radioprotetora quanto radiossensibilizado

ra, mediante o aumento ou a diminuicdo dos indices de sobrevida.

PISCHER et al (1955) verificaram uma diminuicdo na
concentracio de albumina e y~globulinas em soro de ratos irradia
dos, masnehuma alteracao nas o« e E-globulinas, 7 dias apésa irradia
gao com 800 r (aproximadamente 8 Gy) com uma taxa de dose de 18,5
r/min. Por outro lado, DITZEL(1962) trabalhando com hamsters dou
rados, encontrou valores diminuidos de albumina e a;, a; e £-glo
bulinas aumentados, 4 dias apds 1500 r (aproximadamente 15 Gy) mas

ndo verificou variagdes nos niveis de v-globulinas.

SASSEN et al (1972) descreveram que a vida média da
albumina plasmatica de camundongos irradiados com 800 r (aproxima
damente 8 Gy) e taxa de dose de 100 r/min, era menor em relacao aos
controles, mas também existia uma taxa de sintese aumentada prin
cipalmente 2 ou 3 dias apds a irradiagdo. Isto explicaria, prova
velmente, a persisténcia até o 39 dia de valores de albumina pra

ticamente normais no soro, mas diminuidos extravascularmente.

SURINIVASAN et al (1955) observaram, nos primeiros
dias apds irradiagdo supra-letal, um aumento nas proteinas totais,
uma diminuicdo nas frac¢does de albumina e gama globulina e um au-
mento nas fracdes de alfa e beta globulinas. Nesse experimento,

no 79 dia apdés a irradiacdo houve uma dradstica diminuic¢do nas pro
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teinas totais. Alguns autores descreveram gue o metaboliam:daal
bumina podia ser protegido parcialmente por uma combinagao de ra
dioprotetores administrados em camundongos antes de serem irra-
diados com R-X (SASSEN et al, 1972). No entanto, esse comporta-
mento foi diverso em ratos (FISCHER et al, 1956). REUTHER: et al
(1967) , descreveram que a variacao gque ocorre na fracao de gama
globulinas podia estar relacionada aoc dano extensivo no tecido
linféide e no sistema reticuloendotelial apos irradiacao de cor-

po inteiro.

As concentrac¢oes das fracoes de proteinas séricas ob
tidas no presente estudo, apresentaram poucas alteracoes estatis
ticamente significativas além daquelas atribuiveis a agdo da ra-

diagao, confirmando parcialmente dados de outros autores.

Para os animais tratados com o DEM diluido emdleo de
amendoim e irradiados, nenhuma alteracéo significativa foi notada
para as proteinas totais, albumina e fracOes de a-globulinas. Con
tudo, as fracdes de B e y-globulinas séricas tiveram pequenas mo
dificagoes quando comparamos camundongos machos e fémeas. Obser-
vou-se pequena diminuicao da B-globulina no 79 dia apds a irra-
diacéo, tanto nos machos quanto nas fémeaseay-globulina diminuiu no
3¢ dia para as fémeas e nos 19 e 39 dias nos machos, havendo uma
recuperagao posterior. Quando administramos o DEM dissolvido em
solucdo etandlica, pequenas alteragdes foram evidenciadas. Nao
houve nenhum efeito nas proteinas totais e na albumina, porém hou
ve aparentemente pequenas diminuic¢des nos niveis das outras fra-
¢des séricas. As a-globulinas apresentaram um pequeno declinio no
3¢ dia para os machos, as 2-globulinas diminuiram levemente nos

3¢ e 79 dias apOs a irradiacado nas fémeas, o mesmo ndo ocorrendo
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nas Y-globulinas que apresentaram um pequeno aumento nas fémeas,
e uma diminuic3o aparente nos machos, no ultimo dia apés a irra-

diacao.

Houve pequenas alteragOes nas proteinas séricas, obser
vadas quando administramos o veiculo, solucdo alcodlica, nos ani
mais machos e fémeas. Para as feémeas, foi notado um aumento das
a; € a,-globulinas e uma pequenas diminuigao das 8-globulinas no
79 dia apb6s a irradiacao e, para as gamas ocorreram peguenas mo-
dificacoes. Para os camundongos machos, diminuiram as a;-globuli
nas no 79 dia e, a,-globulinas no 39 dia apés a irradiacao, res-
pectivamente e, as y-globuliﬁas aumentaram aparentemente no 3¢
dia ap6s o experimento, n3o ocorrendo nenhuma variagao significa-

tiva nas proteinas totais, albumina e beta globulina.

Contudo, essas variagoces, por nd3o serem sistematicas,
nao podem ser relacionadas aos maiores ou menores indices de so-
brevida obtidos em cada caso, podendo ser atribuidas a complexi
dade do processo de manifestacao do dano por radiagao, aos meca-
nismos de radioprotegdo enddgena envolvidos, bem como aos fato-

res que afetam a biosintese e degradacio das proteinas séricas.
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CoNCLUSOES

[:] O tratamento com DEM antes da irradiacao, aparentemente foi ca

(3]

(4]

(5]

paz de bloquear parcialmente os niveis de GSH enddgena, por
quanto houve aumento da radiossensibilidade dos camundongos

guando injetados previamente.

A escolha do solvente a ser utilizado para estudos de radio-
protetores ou radiossensibilizadores é de importancia funda-

mental para a manifestacao do fenomeno em estudo.

O 0leo de amendoim quando injetado ip previamente a irradia-

¢ao, apresentou acao radioprotetora em camundongos machos.

Solugao etanolica a 0,27% foi capaz de induzir um aumento wu
sensibilidade frente a irradiagaoc em camundongos fémeas, mas
uma diminuicao nos machos e nao permitiu a manifestacdo da a

¢do do DEM quando utilizada como veiculo.

Nas condi¢oes testadas nao houve correlacgao entre as modifi

cacOes na sobrevida e nos niveis de proteinas séricas.
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