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RESUMD

60
LFEITO DA RADIACAD GAMA DE Co NAS PROTEINAS DO CRISTALIND

DULCILA MARIA LESSA RERNARDES

Com intuito de estudar ns efeitos da radiagao gama de
60Cn nxe proteinas do cristalino bovino foi elaborado um sistesa
“Yin vitro® . Para isso foram utilizadas solugHes aquosas de
cristalino bovino irradiadas nas doses de O, 35.000, 10.000,
15.000, 20.000 e 25.000 by. Essa exposi¢ao a radiagio resultou em
alteragcoes nas proteinas avaliadas por diferentes metodns. A
trubidimetria revelou a formagio de agregados que aumentam com a
dose de radiagao; isso tambem {0i  observado atraves da
viscosimetria das amostras e dn espectrn de absorcao na regido do
ultravioleta. Pelas analises dos aminoacidos e por
fluorimetria +oi observado que o aminnacido mais afetado Foi o

triptofano. Foi tambem ohservado um aumento de grupos SH livres

das amostras, crmno Cconsequéencia da irradiagan.

Aphs a padronizagio do metodo foi testada a capacidade
radiomodificadora da glutationa, dn aminoetilisntioureéeia, da
mercaptoetilalanina e dn dimetil sulfoxido neste sistema. Pelos
resultados obtidos observou-se qie na Presenca dessas

substiancias o efeito da radiaciao fni amenizado.
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60
EFFECT OF Co GAMMA RADIATION ON CRYSTALLIN PROTEINS

DULCILA MARIA LESSA BERNARDES
60

In order to study the effects of Co samma radiation on
erystallin proteins an  in vitro system was set up. For that,
aquecus solutions from bovine crystallin were used irradiated
with O, 5,000, 10,000, 15,000, &0,000 and 25,000 Gy. The
treatment led to protein alterations determined by different
methods. By turbidimetry the formation of aggrepates that
increased with the radiation dose was revealed. The same
observation was done +$vom viscosity data and from the WV
spectrum of the samples. From aminoacid analysis and +fluorimetry
determinations, tryptophan appeared as the most sensitive

aminoacid. An increase in the free-SH-groups was also observed.

After the standardization of the method, the radiomodifier
capability o4 glutathicone,aminoethylthiourea, mercaptnethylalanine
and dimethy) sulfoxide was tested. The results showed that in the

presence of those substances the radiation effect was diminishzd.
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1- INTBODUCED

Ot efeitos binlogicos des radiactes tém sido objeto de
inumerns estudos. Isto porque @ radiagdo a0 incidir em um
determinado sistema ou orgdo, atinge simultaneamente muitos
outros que apresentam saior ou menor sensibilidade. Podems, entiéo,
surgir diversos tipos de lesdes irreversiveis na wmaioria das
vezes. Na radioterapia de tumores de cabega e de pescogo, uma
das lesboes indesejaveis € o aparecimento da catarata, ja que @

inevitavel a irradiacao da cavidade ocular.

Na catarata, o cristalino que noraalmente e
transparente, torna-se opaco. O cristalino, tem duas fungoes
fundamentais: modificar sua {forma para alterar o foco da
lente num bprocesso acomodativo e servir como filtro da Juz

ultravioleta.

A perda de transparéncia do cristalino se deve a
modificacHes oxidativas de suas proteinas, que mostram um aumento
oradual dos niveis de agresacdo, pigmentagédo e uma diminuigao de

grupos tidis,

A radiagdo ionizante provoca alteragoes na estrutura
fdas suas proteinas,que sio detectaveis pelas modificacoes em suas
propriedades quimicas e fisico quimicas. Essas alteracdes sdo
também observadas na velhice, embora em menor proporgéo (Spector,

1984). Em geral, e aceito que a opacidade das lentes seja o



Gltimo pPassD de us complexo processo, N sual a oxjidagio ¢ ©

{ator iniciador predosinante.

Ee humanos., & dose limjar de radiacio para a forsagio da
catarata, parece ser alguns grays, esa dose aguda. Doses
b&ixas poder. produzir algum dano, |as clinicamente
insignificante. Para doses de 2,5 - 6,3 Gy, ©O pericdo latente
gira em torno de B anos; em doses de 6,5 - 11,5, & reduzido para

4 anns. Aumentos de dnses resultam em senor periodo latente.

Aléem de se desenvolver apos a radioterapia, pode haver
aparecimento de catarata em trabalhadores expostos a néutrons
durante as operagcoes de cyclotrons e também entre os
sobreviventes de acidentes com reatores € explostes nucleares

(Hall, 1978B).

Todos esses fatos demonstram a importancia do
aprofundamento dos estudos sobre os secanismos que conduzem a
formagcan da catarata e os fatores que possam influir no seun
aparecimento. Fara isso é mister o desenvolvimento de métodos "in
vivo" utilizando animais de experimentagcédo bem como métodos “in
vitro” que permitam caracterizar cs fentmenos envolvidos no
Processo. Nesta aultima abordagem se baseia a Presente

dissertacan.

O presente trabalho tem como objetivo:
- elaborar um sistema in vitro , que possa ser utilizado
rara o estudo da formagéo da catarata induzida pela radiagéo

ionizante;



&0
- analisar os efeitos da radiagio gema de Co, nas

proteinas extraidas do cristalino, utilizando técnicas de
espectrofotometria, fluorimetria, viscosimetria e andlise Oe
aminocacidos;

- testar, neste sistema, 0 potencial radiomodificador de

substancias presentes durante a irradiagdo.



- BEVISRO DA LIIEBRAIURS

.- Eorescéo da catarata

A formagido da catarata esta relacionada a agentes fisicos
como  luz solar, luz ultravioleta, raios X € pama, a doencas como
diabete ou arteriosclerose,s agentes quimicos como galactose,
e a efeitos bioquimicos por deficiéncias enzimaticas, algumas
das quais hereditarias {(Ohmori & Nose, 1983). E tambem
ronsequéncia quase inevitavel do processo de envelhecimento.
Frova disto € a comprovacdo de gue 50 %X das pessoas com idade

Aacima de 75 anos sao portadoras de catarata.

/A catarata consiste na opacificagéo do cristalino, que
# uma estrutura transparente situada entre o humor aquoso e o
humor vitreo. Tem a forma de lente biconvexa e apresenta grande
elasticidade que diminui progressivamnente com & idade.
O cristalino se constitui de trés partes (Junqueira & Carneiro,
198¢2) ;
as fibras do cristalino, que se apresentam sob & forma
de elementos prismaticos Finos e longos. Sido células altamente
diferentes, derivadas das ceéelulas originais da lente embrionaria.
Essas celulas, perdem seus nucleos e alongam-se
ronsideravelmente. O citoplasma possui pnucas organelas, e isso
reduz & difusao da luz. As fibras da lente sdo unidas por
desmoseomos € se orientam erm diregéo paralela & superficie da

lente;
& céapsula do cristalino, que se apresenta como um



revestisento homogineo, hialino e sals espesso na face anterior
dessa estrutura. E uma formacéo muito elastica, constituida
principalmnete por delgadas lamelas de {fidbras colagenas,

fortemente impregnadas por substincia 9licoproteéica;

o spitélio subcapsular, formado por uma camada unica de
rélulas epiteliais dispostas na porcédo anterior da lente. E a
partir desse epitelio que se diferenciam as fibras responsaveis
pelo  aumento gradual da lente durante © processo de crescimento

do organismo. Nao existe epitelio na face posterior da lente.

Derivado do ectoderma, o cristalino néo contem vasos
sahguineos ou nervos; o humor aquoso abasterido de compostos
nutritivos € que os transmitem para as celulas epiteliais da
Jente.D equilibrio eletrolitico no cristalino, o qual corresponde
A baixas concentragcbes de sodio e calcio e uma concentragéo muito
alta de potassio (Duncam & Jacobs, 1984), € preservado pelas
areas de Jjungdo entre as células (Benedetti et al, 1984).
As lentes tem também desenvolvido um eficiente sistema para
prevenir oridagao de grupns sultfidrilicos, envolvendo &

alutationa (Yu, 1977; Reddy et a8l, i1v7%).

Durante & diferenciagdn celuiar, proteinas permanentes
especificas da lente sd0 sintetizadas e altas concentragoes
citoplasmaticas od0 obtidas, cerca de 0,2 a 0,4 g/ml. Essa alta
contentragéao produz um indice de refracgéo adequado para a
passagem da luz, enquanto que variagbes na distribuigso e

concentragan dessas proteinas levam a um gradual aumentn desse



indice (Delaye & Tardieu, 1988). De acordo com Benadek (1984), a
transparéncia do cristalino se deve provavelmente 4 concentratcio

apropriada e distribuicao dessas proteinas na lente.

Dos trabalhos feitos para elucidar as modificacbHes
progduzidas pela radiacao nas proteinas do cristalino,
sabe-se que essas modificacbes sdo acompanhadas pela diminuicao
das proteinas soluveis de baixo peso molecular, pelo aumento das
proteinae insoluveis e pela tormacéo de agregados de proteinas
rom alto peso molecular (Spector et al, 1974; Roy & Spector, 1%97é6;

Coghlan & Augusteyn, 1977).

En cristalinos humanos, oOs agregados aumentam com a idade
e e&stio presentes em altas concentragbes na catarata senil
(Jedziniak et al, 1973). A formagio de agregados depende,
tamben, da oxidagdo dos grupns SH das proteinas (Biblin et al.

1980), e do aumentn intracelular da concentragcio de calcio (High

Tower et al, 1983).

Gracas ao advento de melhores técnicas de separagcédo pare
ieolamento e caracterizagdo de proteinas, alguns pesquisadores
(Spector et al, 1971, Manson & Hines, 19464; Ocken et al, 131977),
dividiram as proteinas do cristalino em trés clasces: alfa, beta
e gama cristalino. O efeito da radiacin e de outros indutores da
catarata, dependera da distrubuicao espacial e do wmicro-ambiente
dos aminoaridos sensiveis a oxidagido (rcisteina, triptofann,

tirosina, histidina e metionina) dentro de tocda a estrutura do

&b



cristalino. Embora a estrutura secundaria das trés classes de
proteinas do cristalino, seja similar, sendo predominantessnte
conformsacdo “beta--sheet”, di ferencgas significantes {foram
encontradas es suas estruturas terciarias e nos wsicro-ambientes
da cisteina e do triptofano (Liang & Chakrabarti, i%382;

Andley et a8l, 1982).

Ha fortes indicactes de que os mecanismos de formacao de
catarata induzida pela radiacio incluas a formagédn de radicais
Jivres e consequentemente dano oxidativo, tanto guanto
modificagctes na permeabilidade das celulas do cristalino (Lipman

et al, 19€8).

A oxidacéo do cristalino induz "crosslinking” e mudancas
conformacionais nas suas proteinas (Borkmsan et al, 1984;
Ziegler & Goosey 1981i). Os resultados encontrados por Ziegler &
Boosey, §¥81), indicam que as especies ativas de oxigénio (02,
(2, H2U02 e OH ), que sdo geradas nas reagoes de oxido-redugéo,
podem causar algumas modificagoes nas lentes, observadas n&a
velhice e na formagéao da catarata (Dillon, 1984). Alem disso,
alguns estudos espertroscopicos (Andley & Chylack, 1986),
mostram que as proteipas do cristalino sofrem modificagoes em
sua conformacan, pela agdn dessas especies, envolvendo residuos

sulfidrilicos e de triptofann.



2.8~ Efeito da radiaclio icnizante @8 eroteinas.

) padrido geral de desenvolvimento do dano por radiagao,
en sistemas bio)opicos, ocorre er 5 estapios (Bacqg & Alexander,

1961):

a radiagédo ao passar pelo sistema, deposita energia;

parte dessa energia € usada nas alteracoes quimicas de
alguns constituintes, e parte e dissipada na forma de calor;

a maioria destas reacHes podem ser insignificantes, mas
algumas delas, chamadas lestes radioquimicas primarias, ocorres
emn pontos vitais da celula agindo como foco de desenvolvimento
do dano;

apos um certo periodo, lesces bioquimicas podem ser
observadas;

ecsas leses biogquimicas levam a lesdes biologicas.

A radiacido age sobre as proteinas de forma direta ou
indireta, causando alteracoes «que podem ser avaliadas por

criterios bioquimicos ou fisico-quimicos.

A acio direta €& a interacin da radiagcao com a moleéecula
alvo (proteina), diretamente (Hall, 197é4B). Essa interacéo se da
Pela absorcédo de energia pela molécula, causando excitagio ou
jonizagéo. Subsequentemente, essas moléculas excitadas ou
jonizadas sendo instaveis, tendem a sofrer rearranjos intra e
intermoleculares. A ultima etapa de transferéncis de energia en

moléculas Jrradiadas @ a {formacédo de mnléculas estaveis, que



podems levar & perda da atividade biolégica da proteina (Braass,
1963) .

As alteractes podem ocorrer na estrutura primsaria, pelas
destruicdo de aminoacidos. Analises quimicas demonstram que os
diterentes aminoacidos niao sdéo igualmente susceptiveis ao dano
por radiacdéo. No caso da soroalbumina, por exemplo, ha uma
relacao linear entre & dose ¢ a percentagem de aminoacidos
Alterados. Contudo, a susceptibi)idade dos diversos aminoacidos,
tais como a cisteina, aminoAcidos acidos, triptofano, histidina
prolina, arginina e aminoacidos basicos, € insuficiente para

explicar a denaturacao (Brosh & Hopwood, 1979).

b'odem ocorrer também quebras das ligagoes - C - N -,
groduzindo os grupos carbonila e amida, durante a irradiacdo ns
Presenga de oxigeénio comn consequéncia da formagan de
peroxidos; sendo assim o nimero de grupos carbonila aumenta bem

como a destruigao de aminoacidons (Alexander & Lett, 1967).

0 processo de absorgdo de energia da radiagédo pode

resultar tambér em &lteragdes da estrutura secundaria de
proteina. Isso pode ser observado pelas modificagoes na
reatividade dos aminoidcidos da cadeia latera), que Jevam &

denatiragdo da proteina (Alexander & Lett, 19&67).

0 primeirno estagio de denaturacao por irradiagcao de
proteinas, produz uma diminuigian na constante de sedimentagao,
sem significar um aumentn do pPesn molecular. Este fato se deve a

um relavamento da molérulsa, que se& tOrna meENos compacta.



fxredita-se que haja quebra de diversas pontes de hidrogénio.
Neste estadio, mantem sua solubilidade em dgua e se torna mais
termolabil. Com uma segunda ionizagido, as moléculas ja totalmente
abertas comecam a formar agregados por *crosslinking®
intermoleculares. A molécula nido é mais soluve) em agua e sim em
solucoes salinas. Em doses maiores de radiagcido, se torna

insoluvel (Bacq & Alexander, 1%41).

A acao indireta sobre ac proteinas ocorre atraves da agéo
flas especies reativas formadas pela interagido da radiagao com o
salvente (Hall, 1978). Visto ser a agua o principal solvente nos
sistemas biolégicos, ela estd envolvida na maiorie das reagbes.
)l estudos da agdo indireta 8o realizadeos em solugies diluidas,
onde & probabilidade da acéo direta sobre o soluto €@ pequena

(Buxton, 1982).

A agao da radiagao sobre as moléculas de agua, resulta em
excitagao, ionizacdon ou superexcitagdo das moléculas. Na reagao
primarie, sido formados o©Os radicais livres hidroxila (O4°),
hidrosénio (H'), o elétron hidratado (€ aq) e o sureroxido (0% )
(Magee & Chatterjee,1980). Esses processor oOCOrrem em peguenos
volumes, com raio aproximado de 1% A. A recombinagéo desses
radicais, resulta na formacan de H2, HC02 e H3D (Alexander &
Lett, 1967; Pryor,1iY77). Na presenca de oxigénio, & aq e H

recoen  rapidamente,resultando D5 e HOZ

A pPresenca de substancias Organicas estranhas,

geralmente protege a solugcan de proteinas POis removem

30



competitivamsente os produtos da radidlise da dgua.

0 oxigénio também pode se combinar cos radicais da
proteina e alterar qualitativesente os produtos radioquimicos
+ormados (Bresler et al, 1978). N& presenca de oxigénio, a
protecido por compostos sulfidrilicos pode ser prevenida, pois a
reacao com O ocorre mais {facilmente do que © processo de
transferéncia de hidrogénio. Como ha formacido de moléculas
oxidadas, na presenca de oxigénion, este tem a propriedade de

fixar o dano (Singh & Singh, 1982).

Na agdo indireta da radiagdo, a inativacédo esta
exponencialmente relacionada & dose. Como na agao direta, somente
us WNico evento parece ser necessario para inativar a proteina
(Rlexander & Lett, 1967), havendo fregquentemente modificacoes
na sua solubilidade. Na denaturacédo,os radicais livres produzidos
NAa radiolise da agua causam mudancas na forma da molécula de
proteina, facilitando consequentemente, o processo de agrepagaon,
dando origem a estruaturas de diferentes pesos molecul &res
(Barrison, 1987). Esses agregados siao produzidos por crosslinking

rovalente , mas sua natureza quimica € desconhecids.

f agregagdo causa modificagdes na absorgdo da solugdo de
proteinas, que sio observadas a partir de mudangas no espectro de
ahsorgso na regido uwltravioleta. A quantidade de luz absorvida
pela olugdo de preteina sera aumentada pela  presenca de

agregados (Barrison, 1987).

i1
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Com o0 aumento da dose de radiagido, ndo sb a fracio de
proteinas denaturadas aumenta, meas tambeéem o tamanho dos apregados
formados torna-se maior, ate atingir um ponto em gque a proteina

torna-se insnluvel e precipita.

AR formagao de "crosslinking” afeta o peso molecular da
proteina, aumentando-o. lsso pode ser observado pelo aumento da

viscosidade com o aumento da dose de radiacio.

Os agregados podem ser quebrados pela exposigan, durante
algumas horas, a acidos ou alcalis, mas nem ureia npem sais,
promovem A dissociagdo. Isto sugere que as ligagbes responsaveis
Pela manutengao dos agregados nao sao pontes de hidrogénio, e sim

ligagbes covalentes que niao sao hidrolisadas.

A radiossensibilidade de diferentes aminoacidos em
solucdes diluidas varia enormemente, mas nao mantem relacdo com a
relativa taxa de destruigido dos varios residuos de aminoacidos
nas proteinas. Essa radiossensibilidade varia de proteina para
Proteina, possivelmente por causa de fatores estericos. Os grupos
localizados +ora da molécula de proteina, por exemplo, sdo mais

vulneraveis gque aqueles np sew interior (Alexander & Lett, 1967).

Um outro fator importante na acio indireta da radiagéo, e
o ptH. Da mesma maneira que na acao direta, a influéncia do pH
podee ser entendida comn consequéncia de mudancas na forma e
configuracan da molecula de proteina, o que conduz a4 maior

expousicao dos sitios criticos



2.3- Andlises absorciceetiricas 0o ultraviolsta.

A absorg¢ao da energia radiante nas regites do espectro
visivel e ultravioleta depende do numero e do arranjo dos
eletrone nas moléeculas ou ions absorventes (Ewing, 1972).
Compostos totalmente saturados nao mostram absorgido seletiva
nas regioes do visivel e do ultravioleta. Compostos que contém
uma dupla ligagcao, absorvem fortemente no ultravioleta afastado.
As duplas ligagoes conjugadas produzem absor¢io em comprimentos
de onda maiores. Quanto mais extenso for o sistema conjugado,mais

longos serdao os comprimentos de onda onde se observa a absorciao.

0O comprimento de onda de absorgao maxima de um composto,
fornece um meio de identificar o croméforo que ele contem. Em
geral, os espectros sao modificados pela presenca de varios
erupos atémicos, guando substituem os atomns de hidrogénio nos
carbonos dn sistema cromoforn. Tais substituintes tém, em
geral, o efeito de deslocar as bandas de absorgcio para
comprimentos de onda mais longos e mudar seus valores de
ahsorvancia. Us substatuintes que produzem esses efeitos &350

conhecidos como auxocromos (Ewing, 1972).

Em compostos aromaticos, o anel benzénico € o cromoforo
majie simples. Donis ouw mais anéis em conjugagdo, como o naftaleno

e o difennl, deslocam a absorg¢do paere o vicsivel (Donovan, 1969).

0 espectro de absorcao no ultravioleta e nno visivel

constituem um instrumento na identificacan de compostos organicos

i3



insaturados e na elucidacio de suas estruturas. Usa inforsagio
relativa a um composto de estrutura desconhecida pode, algumas
vezes, Sser obtida atraves da comparacao direta de seu espectro de

absorcao com os de compostos de estrutura conhecida.

A absorcado ecpectrofotometrica de perturbactes nos
rromoforos das proteinas tornou-se um método valioso para a
determinacédo de certos aspectos da conformagao da proteina nativa
e denaturada em solugdo. Essas perturbacoes (Donovan, 19469),
podem ser divididas em duas classes: agquelas produzidas por
outros grupos na proteina, e aguelas produzidas por moléculas ou
jons adicionados & solugao de proteinas. Quando essas
perturbagcoes &0 observadas, modificactes conformacionais ns
proteina, podem ser detectadas pela medida de rotagdo 6éptica,
dicroismo celular, ressondncia magnetica nuclear ouw viscosidade

intrinseca (Donovan, 1iY%6%9).

Fregquentemente 380 notadas diferengas entre a absorg¢do
ultravioleta de uma proteina e a absor¢do calculada para a
proteine com base enr analises quimices cuidadosamente feitas, dos
aminoaci1doce. cromodforicoe. Eosas diferengas 80 uma medida das
interagoes inter e intramolecular dos cromotoros com s.eu
emhiente. Quando essas interagtes sao plteradas, 580 observadas

modificagchdes na absorgao.

& absorgédo na regidn do ultravioleta, de uma proteina, e
consequencia de seu conteudo de certos amincacidos aromaticos,

principaimente triptofano e tirosina (Kabat & Mayer, 1967).
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s proteinas saostram absorgsio caracteristicsa entre 270 e

&0 nm, com absorgdo maxima em 280 nm.

2.4- Eluorieeiria

i {luorescéncia & um dos fenbmenos pelo qual maoleéeculas
excitadas perdem energia. Durante o processo de excitacao, &
maior parte das moleculas afetadas adquire energia vibracional e
tambem eletrénica. Sua principal tendéncia e passar para estados
vibracionais inferiores atraves de colisbes. Na fluorescéncia,
essa perda de energia cessa em um nivel eletronico excitado,
consequentemente, as mpnléculas estardo aptas a voltarem
diretamente ao seu estado fundamental pela radiacao de um quantum

de energia (Ewing, 1972).

A tlunrescéncia ocorre principalmente em duas classes de
substancias: uma grande variedade de minerais e fosforoe
inoroanicos e compostos orgénicos ou organometal icos QuE

apresentam grande absorcdo no ultravioleta.

Ha tluorescéncia de proteinas, contribuigoes
significantes no espectro de emissip sdo dadas pela tirosina e
pelo triptofano, que exibem espectros de fluorescéncia
distintos . E bem conhecido que 0 triptofano domina a fluorescéncia
da proteinas que possdem alguns triptofanos, mas a fluorescéncia
da tirosina e tambem observada, particularmente naquelas

proteinas que nao conteém triptofano. Segundo aloguns altores, a



fluoresceéencia saxima do triptofano varia de proteina para

proteina (Chan et al., 196%9).

A fluorescéncia pode ser wmedida atraves de dois
espectros, um de excitacao e um de emnissao. D espectro de eaissio
descreve a distribuicdo do +foton na fluorescéncia de uma
substancia excitada por Jluz monocromatica. Similarmente, o
ecpectro de excitagdn e obtido pela variagdo do comprimento de
onda de excitagido, mantendo-se constante o comprimento de ond: de

emissao.

A intensidade oa fluorescéncia de moléeculas organica €
marc adamente dependente do tipo de solvente empresado. Isso pode
ser atribuido ao fato de que o periodo de {fluorescéncia seja
longo o bastante para que occorra interaciao do estado excitado com
as moleculas do solvente. Esse efeito do solvente na
{luorescéncia, pPode ocorrer se& ha pontes de hidrogénio, reagio
quimica, ou alguma outra interagdo especifica entre o solvente e

o soluto (Chen et al, 1969).

As proteinas mostram arandes variagoes en EUS
estabilidade. As condigbes para & integridade estrutural, deve
eV estabelecida para cada proteina no que diz respeits
variaveis comumente empregadas, tais como pH, temperatura e
reagentes denaturantes. A fluorescéncia nao € necessariamente
constante npaquelas proteinas que parecem ser susceptiveis a

moditicactes dessas variaveis (Chen et al, 1969).
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A reducdo na intensidade da fluorescéncia e chamada
RUPTreESS0 ( “quenching”™ ). Esta supressdo pode ocorrer
simplesaente como resultado da absor¢io parcial da luz
fluorescente por algum componente da solucin. Se, a substiéncia eas
si for responsavel por essa absorgido, o fentmeno e conhecido como
auto-supressao. A SUPTressan também pode ser atribuida a
possibilidade de transferéncia da energia por colisao de
aoléculas excitadas da substincia fluorescente com a molecula do
splvente ou de ocutros solutos, resultando um mecanisean paralelo

aes nan radiante para voltar ac estado fundamental (Ewing, 1972).

2.5- Viscosiesircias

Viecosidade de um fluido € & propriedade pelo gqual ele
resiste a uma modaficacaoc na forma ou no movimento de porgoes
vizinhas da molécula em relagao a outras, sendo sua reciproca &
fluidez. A viscosidade representa a fricgdn interna entre as

moléculas.

Intre as teécnicas fisicas usadas para & determinagdo do
tamanho e da {+orme da proteina, a viscosimetrie é a8 mais simples

tdas medidas, niEo sendo um método abhsoluto (Bradbury, 1970).

A viscosidade intrincseca esta relacionada aon pPeso

molecular da ponlimeros pela equaciao empirica de Mark-Houwink:

Enl=KMg

i7



onde K e a sido constantes, independentes da concentragio e do
Peso molecular, mas variam com a temperatura e com 0 solvente
Jusado. £ssa equacio e muito usada na determinagdo do peso
molecular e o expoente a @ dependente da forma e solvataciéo da

macromolecula.

A viscosidade € dependente da temperatura. 0 efeito
observado com o aumento da temperatura pode ser uma diminuigéo da
viscosidade, nenhuma modificacio, um aumento da viscosidade

ou a ocorréncia de um platd (Bradbury, 1970).

/A viscosimetria tem sido utilizada em experimentos que
envolvem quebra de moléeculas grandes em unidades menores, o4
riaqueles envolvendo reagtes acompanhadacs por agregacacs. Em alguns
estudos, a determinacédo da viscosidade tem servido no controle da
degradacdn de substancias biologicamente ativas. A depradagéo
resultante de tratamentos drasticos, resulta numa diminuigac
Acentuada da viscosidade. Quando proteinac nativas €30
denaturadas por varios tipos de tratamentos, um aumento na

viscosidade & observado (Kabat, 1967).

2.6~ fcde dos Badioprotstores
V' 4

fitbsténcias radioprotetoras sd3o0 agentes quimicos que
reduzem ou previnem 0% efeitos das radiacoes, quando presentes no

sistema durante a irradiacio.

Az teorias de protegdo & radiacao podem ser consideradas

i8



tanto a nivel molecular como a nivel fisiolégico-bioquimico,ou
seja, mecanismos de protegiao envolvendo processos quimicos de
inicio rapido e aqueles em que a proteciao € resultado de mudangas
na bioquimica oun fisiolopia da célula. Do ponto de vista da
quimica da radiagido, os compostos protetores parecem agir por

participacan direta em reagoes de radicais livres.

s mecanisros de protegao quimica contra o dano da
radiacao ionizante, levam em consideragdo 3 hipoteses: sequestro
de radicais ( "radical scavenging” )}, reagcoes de transferéncia de
hidrcgénio e formagciao de dissulfetos mistos (Giambarresi &
Jacobs, 1987).

Radical Scavenging

kesa teoria em radioprotegao, envolve fundamentalmente o
efeito 1ndireto da radiagéo, ou seja, & interagdo da radiagéo
jionirzante com sistemas biologicos aquosos. Esta teoria se refere
A carpacidade dos radioprotetores de removerem os produtos
altampnte reativos da radidlise da agua, antes que eles reajam
com moléculas biolopicamente importantes (Bacq & Goutier, 1947;

Fabrikant, 1972).

tsee processo € uma reacdn de competigdo entre oe
radioprotetores e a5 espécies ativas de oxigénio, pelas moleéeculas
biologicas. 0 radioprotetor reduz & concentragao de radicais
Yivres na solugdo, protependo os alvos biolégicos (Klayman &

Copeland, 198¢).
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Nos seres vivos, quando moléculas de apua sido irradiadas,
uma grande variedade de radicais sado produzidos, entre eles
incluem-se o radical hidroxila (CH ), o elétron bhidratado (& ag),
o radical superoxido (0% ) e o radical hidrogénio (M' ). Desses, o
OH e o # ag sio produzidos em concentracoes mais altas, e o OH’
e considerado o mais danoso (Chapman & Reuvers, 1977; Czapski,
1584) .

Doacao de hidrogénio

Consiste num processo de reparoc rapido, pelo qual um
atomo de hidrogénio ¢ perdido da molécula biologicamente
importante (Copeland, 1987). Isso se da pela absorgio direta da

energia da radiagdo:
R-—H -™M-» R+ W
ou via reacdo indireta com radicais livres:

OH + K == H ———- » R+ H2D

ou por doacan de um atomn de hidrogénio por um erotetor

sulfidrilico (P -- H).

ke + F -~ H === K --H + F°

Fformacan de dissulfetos mistos

Eoste teorie o6 ep aplica a radioprotetores contendo
enxofre (3 envolve a formacaon reversivel de lioagoes

dissul fidriceas entre o arupns ti1oi1s da proteine & do

jgil
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radioprotetor (Eldjarn & Pihl, 19546). Essas ligacties preservam a
intearidade da proteina, alterando sua radiossensibil idade

intrinseca, segundo as equacbHes:
proteina —— S8H + RSSR -—--9% proteina —— SSR + RSH
proteina -——- § -~ § -~ proteina + 2RSH ~---% Pproteina —— 4S8R

A grande maioria dos agentes radioprotetores s30
aminotinis. S3p os mais efetivos radiopratetores conhecidos.
Dentre os aminotidis, os mais representativos sédo a cisteina, a
mercaptostilalanina e o0 arinoetilisotioureia (Biambarresi &

Jacobs, 1987).

Embora a protecéo conferide por essas drogas seis
significativa, o maior obstaculo para sua utilizagd&o em humanos,
¢ a sua estreita faixa terapéutica. Elas protegen somente er
doses que sdo toxicas poarea o organismo. Entretanto, essa:z
descobertas contribuiram significativamente para o
desenvolvimento de novas substancias, POis Promoveram ©
entendimento das caracteristicas estruturais que s30 necessérias
para a protecéo pelos aminotiois (Brown, 1967; Brown et al.,
1982). Foi determinado que para uma consideravel protegio, a
substincia deva ter um grupo SH livre separado de um 9rupo amina
fortemente basico, por nédo mais do que 3 atomos de carbono (Brosh
& Hopwood, 1979). Atualmente, estio sendo desenvolvidas novas
siibstancias com essas caracteristicas, dentre as quais cabe citar

nes derivados do acido fosforotitico (Yuhas, 1970; Yuhas et al.,



1980) .

Os radicais livres, aléem de =erem formados na radiblise
da agua, sdo tambheéem produtos de diversos processos fisiologicos,
tais como respiragcdo e inflamacdo (Meneghini, 1987). Por isso, o
organisan possul  mecanismos antioxidantes enzimaticos e nédo

enzimaticos de defesa, para neutralizar esses radicais.

Nos sistemas enzimaticos incluem-sg as peroxidases, &

catalase e o superoxido dismutase.

A oglutationa peroxidase, por exemplo, converte HED2Z a
agiua via oxidacao da glutationa (Lawrence & Burk, 1978) e, da
mesma maneira  que outras peroxidases, pode tambem ametabolizar

hidroperoxidos lipidicos a gorduras ndao reativas.

A catalase, outra enzima que remove H2O?2, catalisa a
reducao de HZOZ2 & agua. Assim, a ¢glutationa peroxidase e &
catalase, em conjunto , diminuem a concentragan de H202 que, se
nao degradada, pode produzir radicais mais potentes (Biambarresi

& Jacobs, 1687).

Lssac enzimas, agesn ern conjunto com a superoxido
dismitaze, @ exse € 0 meio primario pelo qual o Anion superoxido
@ eliminado dos sistemas biolcgicos. A superoxido digmutase
ratalisa a conversao de 0% a HZOR e oxigeénin (Ptkan, 1978; Brawn

& Fridovich, 1980).

Entre os comrostos nao enzimaticos, incluem—-se:

n
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a plutationa (L - pama - glutamil - L - cistenil -~
plicina), que e o principal radioprotetor endégeno pela sua
capacidade de desintoxicar o organismo das espeécies reativas
geradas pela radiacao (Meister & Tate, 1976; Meister, 1581).

a5 vitaminas A (beta — caroteno), € (acido ascorbico) e
E (tocoferol),que s3o scavengers de radicais livres (Davidson et

al., 1980; Seifter et al., 1982; Srinivasa et el., 1983).



3- BAIEBIALIS E BEIDDOGE

3.4- Preparacio da solucio protéica

s cristalinoe forams removidos cirurgpicasente de olhos
bovinos frescos, obtidos en abatedouro. Apos serem
descapsulados, foram homogeneizados em agua bidestilada 4 Op C (2
gr cristalino / 5 wm1 agual), em um hosocgeneizador Potter-
Elvehejem, em banho de gelo. A solugdo foi centrifugada a 13.000
rpm/ 30 minutos, em uma centrifusa refrigerada SORVALL sod. RCB-B
A 4ag C. A0 sobrenadante foi acrescentado N-etilmaleimide (Sigma)
numa roncentragao final de 10 mM. A solucdo foi dializada en
taspao +ostato de potassio 0,1 M pH 7,4, Este material toi

Jiolilizado e estocado em dessecador a -i8g C.

3.2- Irradiaciéo das amostras

Aliquotas da solugdo foram submetidas & irradiacéo de
QOUU (Bammacell 2720, Atomic Enersy of Canada, Ltda), nas doses de
O, 35.000, 10.000, 15.000, 20.000 e 25.000 Gy, numa taxa de dose
mi:dia de 831 By / hova, em tubos de vidro. A cémara de irradiagdo
da pammacel) 220 tem dimensdes de 1Y5,4%cm de diametro por 20,47cm
de altura. A fonte de 60:0 propriamente dita, esta localizada no
centrn da blindagem de chumbo, consistindo de 26 lapis com 7

pastilhas de cobalto. Isto faz com que a amostra seja irradiada

homogeneamente .



3.3~ Medida da Turbidincia

A medida da turbidancia foi realizada em um
espectrofotoaetro Carl Zeiss mod. PMO 11, num comprimento de

onda de 600 nm, ens todas as amostras, diluidas 1/100.

3.4- Teste das substincias radiomodificadoras

ApbHE a padronizagcdo do método, foram testadas as
seguintes substdncias:
glutationa(pama—-glutamil-cistenil-plicina) - GSH(Sigma)
2-aminpetilisotiocureia - AET (Sigma)
mercaptoetilalanina -~ MEA (Sigma)

dimeti) sulfoxido - DMSO (Merk)

I.stas substancias foram acrescentadas, aproximadamente 10

minutos antes da irradiagéao, numa concentragéao final de 10 mM.

3.5~ Determinaciéo de grupos SH livres

lara determinar grupamentos SH livres que podem se formar
durante a3 irradia¢cao pela quebra de pontes 55, empregou-se o
método de Ellman (§95%9), onde se usa a cisteina como padrédo de

dosagenm.

3.6~ Espectro de absorcido na regido U.V.

oi determinado o espectro de absorgao entre 240 e 350



n», com 0 intuito de observar as possiveis alteracties estruturais
da proteina, apos a irradiacdo. As leituras foram realizadas ea

um espectrofotometro Carry, mod. 11B, nas amostras diluidas 1/10.

3.7- Determinagio do conteudo proteico

O conteudo protéico das amostras, foi determinado segundo
0 metodo descrito por Lowry e modificado por Miller (1959),

utilizando como padr&o de dosagem soroalbumina bovina.

3.8- Fluorimsetria

Todas as medidas de fluorescéncia relativa, foram obtidas
um espectrofotéometvro de fluorescéncia Ferkin Elmer, mod. MPF-2R,
equipado com lémpada de xendnio de 150W,do Instituto de Quimica
da USF. A excitagdo foi +ixada em 260 na, & fez—-se 0 espectro

de emissiao de 290 a 450 nm.

3.9~ Viscosimetria

tara medir & viscosidade, utilizou-se um viscosimetro
Brecokfield de leitura digital, mod. DV-II, spindle SC4-18/iCR
a 12 rmp, com adartador para pequenas amostras, com banho
termostatizado de ~30gp C a 130g € Neslab RTE-110 (Neslab
Instruments l.tda Newington, USA), calibrado contra fluido padric
de silicone de S5 centippise (densidade 0,920) e 10 centipoise
(dencidade 0,940} a 253 C da Brooktield, segundo normas da 1.8,

National Bureau of Standards.
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3.10- Aainograma

A anadlise de aminoacidos foi realizada no Centro
Interdepartamental de Quimica de Proteinas dea Faculdade de
Medicina de Ribeirioﬁfreto - USF, pela equipe do Dr. Greene apoOs

taE

as seguintes hidrolises:

com LiOH 4N para o triptofano, por 24 horas a 110p C.
con HC1 &N por 22 horas, & mesma temperatura para os

demais aminoacidos.
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4- BESULIADOS

4.1- Madida da Turbidincia

lls resultados ohtidos na medida da turbidancia da fragdo
soluvel das proteinas do cristalino bovino a 600nm, sio
demonstrados na figura {.

60
As amostras de cristalino bovino irradiadas com Co

Aapresentam um aumento da turbiddncia com o progressivo aumento da
dose de radiagédo, numa relaciAo ararentemente linear em relagio ao

rontroale ndo irrediado.

Nas amostras em que se acrescentou as substéncias
radiomodificadoras, nota-se uma aparente protecao dessas
substancias, em relagao ao controle irradiado. A glutationa
apresentou um indice de prote¢do de &5%; a mercaptostilalanina de
HOX; o dimetil sulfoxrido de 59%; e o aminoetilisotioureia de 39%,

erm relagadan aos valovres do dose de €%.000 Cy.

eB



Absorbancia [ 600nm )

Figura - Medida de turbidancia & 600nm
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&4 .- Brupos SH livres

lmediatamente apts a irradiagcédo, +oi realizada 8
determinagdo de grupos SH livres de todas as amostras pelo setodo

de Ellman (195%9), utilizando cisteina como padriéo (tabela 1).

D= resultados apresentados has tabelas 2 e 3, indicam que
nas anostras nao irradiadas ha auséncia desses 9grupos, sugerindo
Que, os grupns SH +{oram eficientemente bloqueados pelo
N-etilmaleimide. Com o aumento da dose de radiagao, essas pontes
s40 quebradas, e ha liberagao desses '9rupos, que ausentam com a
dose de radiagao. As amostras irradiadas na presenca de DMSO,

apresentaram um comportamento semelhante.

Nas amostras irradiadas com GSH, AET € MEA, os controles
nao irradiados possuem alta concentragéao de grupos SH que
sofrem diminuicdo com o aumento da dose de radiagdo. Assim, of
valoresz para a dose de 25.000 Gy, ficaram reduzidos 4,8, 3,4 e

2.3 vezes para o MEA, GSH e AET, respectivamente.



Yabela 1- Curva padriao para a deterainacio de grupos SH livres.

concentragio de absorviéncia
cisteina (xio—a M a 442nm
B 5,00 4,98 +/- 0,008
e,50 e, +/- 0,008
1,67 1,37 +/- 0,006
1,25 1,03 +/- 0,006
1,00 . 0,90 +/- 0,001
0,83 0,55 +/- 0,004

Tabela 2- Valores de absorvancia & 412ns para as amostras de

rristalino bovino, segundo o smétodo de Ellamn.

Dose (Controle DMSO cSM AET MEA
(Gy)
0 ——— —— 2,05+/-0,07 1,90+/-0,01 2,05+/-0,07

Y] (r,32+/-0,01 0,344+/-0,04 1,86+/-0,04 §5,79+/-0,02 §,88+/-0,01

10 0,49+/-0,04 0,534/--0,04 1,32+/--0,014 1,69+/-0,04 1,65+/-0,01

it 0,95+/-0,04 0,74+/-0,04 1,24+/-0,04 1,48+/-0,01 1,31+/-0,01

20 1,17+/-0,03 0,94+/-0,014 0,95+/-0,07 1,23+/-0,014 0,70+/-0,014

&9 4,90+/~0,04 1,05+/-0,07 0,60+/-0,01 0,89+/-0,01 0,44+/-0,014
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Tabela 3 Concentragdo final de SH livres, nas amostras de

cristalino bovino (Y=ax+b,onde a = 1,08 e b = -0,29%9)

Dose Controle DMSO GSH AET MEA
(Gy)
o —— —— 2,26+/-0,3 B,1i+4/-0,2 2,26+/--0,3

] 0,59+/~0,2 0,61+/-0,2 2,08+/-0,2 2,00+/-0,3 2,09+/-0,2
10 0,76+/-0,3 0,79+/-0,2 4i,56+/-0,2 41,91+/-0,2 1,88+/--0,2
v i,204/-0,2 0,99+/-0,3 1,48+/-0,4 ,75+/-0,2 1,54+/-0,2
20 1,41+/-0,3 4,16+/-0,2 1,20+/-0,3 1,47+/-0,2 0,96+/-0,2

'S i,43+/-0,2 §5,29+/-0,3 0,86+/-0,2 15,14+/-0,2 O,75+/-0,2

e e i ¢ e e s e Mt 5§ P . 0 0s -

4.3- Espectro de absor¢iéo na regido ultravioleta

KNa tabela 4, sdo apresentados os valores de absorgac
maxima (280 npm) e minima (250 nm), das amostras de cristalino
bovino.

Ubserva-s& que nas amosiras controle, ocorre um aumento
da absorg¢an com o aumento da dose de radiagdo. Na presenca das

substidancias radiomodificadoras, esta correlaciao, porem nao e

mantida.
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Tabgla 4- Maximos e minimdos nO espectro de absor¢do na

regiio

ultravioleta, das amostras de cristalino bovino.

Radiomodi ficador Dose (Gy) Maxima (280 nm) Minima (250 nm)
controle 0 1,189 0,572
S.000 1,237 0,616
10.000 1,357 0,898
15.000 1,688 0,749
20.000 1,822 0,207
25.000 2,000 1,100
pMEo 0 1,647 0,741
5.000 1,707 0,805
30.000 1,447 0,694
15.000 1,808 0,883
20 . 000 5,904 0,950
£5.000 1,763 0,944
G5H 0 1,720 0,852
%.000 1,075 0,537
10.000 1,400 0,70%
15.000 1,49¢ 0,787
20.000 1,778 0,943
5. 000 1,742 0,926

3e
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AET 0 1,665 0,778

5.000 1,738 0,890
10.000 i,872 3,040
15.000 1,992 1,187
20.000 2,062 i,e84
23.000 2,917 1,764
MEA ¢) 1,686 0.794
S.000 1,407 0,672
10.€00 1,744 0,842
15.000 1,779 0,886
20.000 1,898 0,989

&5, 000 1,978 1,310

- e — -~ - —

4 .4- Contetido proteéico

A curva padrédo de soroalbumina bovina para a dosagem de

proteinas, & apresentada na tabela $.

Nos resultados apresentados na tabela 6, nota-se que com

a irradiacao ocorre uma diminuicdo da concentragcido de pProteinas.
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Tabela 5- Curva padrédo de soroalbumina bovina para a dosangem de

proteinas.

concentragio de leitura a

padrao (ue/200ml) &50nm
£00 0,806 +/—- 0,01
100 0,430 +/- 0,02
S0 0,223 +/~ 0,01
ie,s 0,052 +/~- 0,02

Tabela 6 - Conteudo protéicn das amostras de cristalino bovino

irradiadas (Y= ax + b, onde a= (0,004 e b= 0,0i72).

Dose (Gy) Leitura & &6%0nm [protl (ug/ml)
0 0,370 +/- 0,03 441 +/- 3,2

5. 000 0,827 +/~ 0,03 22 +/- 3,2

10.000 0,173 +/~ 0,02 i%8 +/- 0,7

15.000 0,142 +/- 0,03 i%6 +/- 3,2

20 .000 0,135 +/- 0,02 148 +/~ 0.7

&% 000 0,119 +/- 0,02 128 +/- 0,7
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4.5~ Fluorisetria

Os resultados encontrados para a medida de intensidade de

fluorescéncia das proteinas do cristalino bovino irradiadas, Ssiéo

apresentados na tabela 7.

Na amostra controle e has amostras com DMSO,

houve um acentuado decrescimo da

dose de radiagédo.

As amostras irradiadas com GSH,
um decrescimo da fluorescencia com aumento da dose de

mas nao tao

Tabela 7-

Dose (Gy)

0
2. 000
10.000
15.000

20. 000

fluorescéncia

nota-se que

com o aumento da

AET e MEA mostram tambem

radiagao,

acentuado quanto nas amostras controle ou com DMSO.

Excitacao:

e6H0nm;

Controle

g2+/-4.,4
S50+/-1,4
33+/-1,4
21+/-2,1

16+/-0,7

Medida fluorimetrica das amostra de cristalino bovino.
Leitura: 340nm.
DMSO GSH AET mEA
94+/-0,7 92+/~1,4 Q3+/-6,8 85+/-0,%
Y4+/-0,7 73+/~-2,8 74+/-0,9 76%+/-3,%
a8+/-0,9 64+/-0,7 60+/-8.8 64+/-3,0
ge+/-0,3 524/-3,%5 So+/~2,7 S4+/-2,7
17+/-0,4 47473, 6 38+/-0,9 43+/-1,5
1e+/-0,3 3&4+/~0,9 33+/-e,7 344/~-4,1

&5 . 000

o s oo 4 - Y oo 0 nna

it+/-0,7

e
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4.6~ Viscosisstria

Nos resultados apresentados na tabela 8, observa-se que
nas diferentes tamperaéuras, a viscosidade da solucdo de proteina
aumentcu com © aumento da dose de radiagdn. Entretanto, com o
aumento da temperatura (2,5gC - 20gC), a viscosidade diminuiu
(Tabela 9). Nas amostras com as substincias radiomodificadoras,

sap observados resultados semelhantes, mas o aumento € menor.

Tabela 8- Valores da visrcosidade em centipoise (CPS), a

diferentes temperaturas, das amostras de cristalino

bovino irradiadas

Radiomod . Dose e, S 10 15 20
contrenle 0 2,76 2,45 2,40 2,20 2,00
5. 000 2,86 2,70 e,5% 2,35 2,05
10.000 3,00 2,76 2,58 2,37 2,15
15.000 3,86 3,11 2,91 2,65 e,30
’ 20.000 3,36 3,16 3,04 2,70 2,35
25.000 3,714 3,66 3,36 e,86 2,50
|y 1318 0 2,50 e,61 2,45 e,20 1,95
5.000 2,61 2,70 2,61 2,25 2,05
10.000 2,76 2,61 2,70 2,35 2,25
15,000 2,96 P,94 2,76 2,50 2,89
0. 000 e, e,79 2,74 2,56 e,30
25 . 000 3,06 3,86 2,96 2,65 2,30

€4t s 5 . v 5 A At 05 <5 o 5 2 i e bl Bal Akl M 4 10 £ @ S Ve B Gl Y S e S0 PV Do e (. dorhe D b RS N Pt PR PPape S0 v PRSA PURS B SO §. 01 P Pe 00 4 Peven 01 G S 3.0 S i PR A $e o i 8 o

(continua)
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GHH 0 2,50 2,45 2,40 2,15 2,00
5.000 2,61 2,350 2,50 e.eo 2,035
10.000 2,64 2,50 2,50 2,20 2,05
15.000 e,76 2,70 2,61 2,30 2.40
&0 . 000 2,76 2,70 2,61 2,30 2,10
£5.000 2,86 2,86 2,61 2,40 2,15
RET 0 2,45 2,56 2,35 2,05 1,95
%.000 2,65 2,65 2,64 2,85 2,00
10.G00 2,81 2,76 2,64 2,30 2,00
i%.000 2,81 2,76 2,65 2,30 2,05
20.000 2,81 2,76 2,635 2,35 2,05
&5 . 000 2,856 2,86 e,70 2,40 2,10
MZA o0 e,350 2,61 e,40 2,15 1,95
5.000 2,956 2,61 2,45 2,20 2,00
10.000 2,70 2,70 2,56 2,285 e,0¢
15.000 2,86 2,70 2,56 2,25 2,03
e0.000 2,85 2,81 e,36 e,e5 2,05
25.000 2,86 2,81 2,61 2,30 2,05
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Tabela 9- Diferengca na viscosidade das amostras de cristalino

bovino, nas diferentes temperaturas, entre 0 e 25.000

Gy.
Temperatura Controle DMSOD GSH AET MEA
2.5 0,9% 0,56 0,36 0,41 0,346
) 5,24 0,65 0,41 0,30 0,20
10 0,96 0,51 0,21 0,35 0,21
i5 0,66 0,45 0,25 0,35 0,15
20 Q, 50 0,35 0,15 0,15 0,10

e e e e e e e e - e v st ———

4.7- Aminograma

Na tabela 10, s30 mostrados os resultados da analise de
arinoacidos das amostras de cristalino bovino irradiadas. Os
resultados em nicromoles de aminoacidos/ micrograma de amostra
mostyam que & maioria dos aminDacidos ndo +0i afetada
significativamente pela irradiagin. Entretanto, os aminoacidos
mais afetados Fforam o triptofano, a metionina, a tirosina, a
histidinae e a cisteina, quando comparados os dados das amostras
irradiadas com £5.000 Gy com os controles (Tabela 11). Os valores
calculadons descse decréscimo sao 90%, 67%, 43%, 33% e 24%, para o
triptofano, a metionina, a tirosina, a histidina e a cisteina,

respectivamente.



Tabela 11- Asinoprame das amostras de cristalino bovino

irradiadas.

Aminoacido controle 5.000 10.000 15.000 20. 000 25.000

e A " = o - - b > - - t—

lisina 0,25 0,25 0,23 0,21 0,20 0,20
histidina 0,24 0,20 0,18 0,17 0,15 0,14
arginina 0,47 0,45 0,44 0,42 0,40 0,40
triptofano 0,20 0,16 0,10 0,07 0,04 0,02
ar .aspartico 0,438 0,47 0,47 0,45 0,343 0,41
treonina 0,17 0,17 0,15 0,14 0,13 0,13
serina 0,4 0,42 0,4 0,3% 0,38 0,37
ac.glut. 0,6Y 0,67 0,65 0,64 0,62 0,60
prolina 0,23 ©,33 0,34 0,30 0,29 0,29
glicina 0,42 0,41 0,41 0,39 0,39 0,37
alanina 0,25 0,24 0,c4 0,22 0,20 0,20
1/8cistina ND ND 0,01 0,03 0,06 0,07
valina 0,30 0,28 0,28 0,27 0,22 0,25
metionina 0,15 0,13 0,12 0,10 0,09 0,05
isoleucina 0,23 0,23 0,ee 0,24 0,20 0,20
leucina 0,37 0,35 0,34 0,32 0,31 0,31
tirosina 0,21 0,19 0,47 0,16 0,14 0,11
fenilalanina 0,36 0,35 0,35 0,33 0,31 0,31
ac,cisteico 0,17 0,16 0,45 0,15 0,13 0,13

P B mn s b b s e e e e by St e S S DL £ o L D 5 PO W 000 L bbb o b 6o M LA Al 3, B0 D000 PO P B B e SRRty £ 5 e B (U G0 S o St B SO S e B P st B 4. £ B S £ 2 PO P W
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Tabela 11— Decréscimp nas concentractes dos aminoacidos das

soluces de cristalino bovino.

Aminnacido Decreéescimo (%)
lisina 20
histidina 33
arginina 15
triptofano 20
ac .aspartico 15
treonina 23
serina ie
ac.glut. 13
prolina i
glicina ie
alanina 20
i1/2 cistina ND
valina 16
metionina 67
isoleucina 13
leucina 16
tirosina 8¢,
fenilalanina 14
ac. cisteico 24

P 4 o st e P b S S 14 ke e 0 B o 95,09 D i 7 ¥ S SREs Povaa e e WD FRERY RS PP YUY P S A G 10 $4ole B M b e B P e
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Neste trabalho, procurou-se analisar os efeitos da radiagidéo

60
gama de Co nas proteinas do cristalino bovino e estabelecer a
capacidade wmodificadora da GSH, do AET, do MEA e do DMSU en

relacao a resposta a radiacao.

' resultados obtidos na turbidimetria demonstram que a
medida que a radiacao ionizante atravessa a solugio de proteina,
ha wuma deposicidno de energia dependente da dose absorvida,
manifestado pelo aumento da absorvéancia. Considera-se que &
radiacano induz modificagcoes quimicas nas estruturas primaria e
secundaria, bem como quebra de ligagdes peptidicas e dissulfetno
e formagan de "crosslinking” inter e intra-molecular. Assim, o
efeito da radiagdo assemelha--se & denaturagdo pelo calor ou por

agentes que quebrem pontes de hidrogénio (Alexaner & Lett, 19467).

No estudo realizado por Ohmori e Nose (1987),foram analisadas
s modificagbes na turbidez e viscosidade das proteinas de
cristalino bovino in vitro apbs irradiagédo U.V.. Segundo esses
autores, o5 dados sobre modificagdo na turbidez em e»perimentos
in vitro £330 necessarios visto que a formagdo da catarata €
acompanhada por um aumento da opacidade das proteinas da lente.
As mndificacids na turbidimetria das proteinas pode ser atribuida

ao "crosslinking".

Em nosso trabalho, ao seremn acrescentadas as substéncias
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radiomodificadoras, nota-ce também uma diminuigén da turbidez

significando que o efeito da radiacao foi amenizado.

Essas substincias testadas em nosso sistema sao consideradas
*"scavengers" de radical hidroxila (DH°). Esse radical reage com a

maioria dos compostos Organicos e € a maior especie inativante em

sistemas aquosos (Czapski, 1984). Esses *scavengers"” tém a
rapacidade de reaover os radicais hidroxila produzidos ns&
radiolise da agua antes aque eles reajam com moleculas

biologicamente importantes. Neste processo ha reducao da
concentragao de radicais livres na solugcio (Biambarresi & Jacob,

1987) .

# 9glutationa (GSH) e o mais importante tiol ndo proteico
endogeno, estando bem distribuida nas celulas, presentes nas
concentragoes de 0,5 a 10 ,mdl/g do peso umido de varios tecidos
animais. Nos cristalinos, esta presente numa concentracdo de 7 -
1% ,m0)/g do peso umido da lente. Sua mais importante funcdo é
manter incoloy o cristalino. Na formagdo do catarate ocorre uma
acentuada diminuicao de sua concentragan, levando & opacificagio
da lente, devido an fato dela ser um potente inibidor das reagoes

foto~oxidativas.

0 arminoetilisotioureia (AET) € a mercaptoetilalanina (MEA)
san aminotiois, com analogia quimica com a cisteina, que foi a
primeira substancia com capacidade radioprotetora encontrade
(Biambarresi & Jacobs, 1987). O AET, difere da cisteina por

possutir  um  grupo ureia encobrindo & fungde $H. Sua eficiéncie



como radioprotetor vai depender da libheracdo do grupo SH em pH
fisioldgico, formando © composto mercaptoetilguanidina, qQue

possui o grupo SH livre (Shapira et al., 1952).

A MEA @ a forma descarboxilada da cisteina e e considerada um
dos mais potentes radioprotetores. Pela sua eficiéncia e
simplicidade estrutural, foi muito estudada e a muitos anos e
prototipo para testes de outros agentes radioprotetores (Bascq,

1957; Giambarresi & Jacob, 1vY87).

0 dimetil sulfoxido (DMSO), +0i & unica substéncia testada es
nosso sistema, que ndo pertence ao grupo dos aminotiois. Sus
rapacidade radioprotetora foi descoberta por acaso, ao ser usado
como solvente de substancias a serem injetadas em camundongos que
serjiam irradiados (Ashwood - Smith, 1961). Sua capacidade de
radioprotecin e deve a sua hahilidade de inativar radicais

Jivires, particularmente 0OH° (Bridges, 1962).

Os resultados encontrados em nosso sistema, nos permite supor
gue na agdo direte e indireta da radiagdo na presengca das
substancias ensaiadas, houve uma competigdo capaz de reduzir os
radicais livres na solugdo, princiralmente o radical hidroxila,
dando origem a moléculas estaveis, como sugerem Alexander & Lett,

(1967) .

e resultados obtidos em nosso sistema, na dosagem de earupos

SH, pelo meétodo de Ellman (195%7), demonstram que ns residuns de



cisteina poderian estar comprosetidos em pontes de dissulfeto, ou
qQue esses residuos foram bloqueados pelo N-etilmaleimide, no
controle nao irradiado. Essa substincia foi acrescentada antes da
jrradiagao para bloquear os tiois endosenos das proteinas do
cristalino. Com a irradiacdo essas pontes foram quebradas e houve
}iberagao dos orupos SH, que aumentam com & dose de radiagcido. Nas

anostras corm DMSOD, ocorreu o sesmo fato.

Nas amnstras com GSH, AEYT e MEA, os controles nao irradiados
apresentaram uma alta concentragian de grupos SH, provenientes da
substancia acrescentada, visto gque os tiois endogenos foram
bloqueados pelo N-etilmaleimide. Com o aumento da dose de
radiacao,esses arupos foram oxidados € sua concentracdo diminuiu.
Murante a formagdo da catarata, as proteinas do cristalino
mostran uma diminuigdo eradual do contreudo de grupos SH. 1sso se
deve principalmente a glutationa, que na formagao da cetarate e

oxidada.

Merola & Kinoshita (1957) tambér observaram que os grupos SH
das proteinas do cristalino sdo normalmente estaveis; entretanto
esses grupeos tornam-se muito susceptiveis & oxidagdo apos A
denaturacan da proteina. Fenémeno semelhante pode ocorrer apos a
irradiagdo da lente, onde 05 grupos SH tornam-se expostos e

oxidados.

Faevra avaliar as modificacdes onidativas ocorridas enr

proieinas de cristalino bovino, Biezen et al (1988) determinaram
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uma perda substancial dos grupos SH das proteinas em solugio,
quando incubadas em alta concentracdao de HEOZ juntamente com a

sua denaturacao.

As soluces de cristalino bovino irradiadas foram sujeitas a
dosager. de proteinas. Veriticou-se uma perda de 29% do material
proteico, quando se considera a maior dose utilizada. Sabendo que
na +ormagdo da catarata ocorre O aparecimento de agregados
proteicos (Spector et al, 1974), e sugerido que e65a
perda seja resultante da precipitacdo de algumas proteinas

em virtude da agregacao (Walker & Borkman, 1988).

Nas amostras irradiadas com BSH, AET e MEA, a determinag¢édo do
conteludo proteico foi prejudicada. Isso se deve ao fato de que
esse metodo sofre interferéncia do nitrogénio dessas substancias
que apresentam o grupo amina (Miller, 19%%9) e tambeéem pela
presenca de grupos SH livres ou de outros agentes oxidantes
(Kabat, 1967). A determinagao do conteudo proteico nas amostras

irradiadas com DMS0, também foi prejudicada de maneira semelhante.

A absorgdao especitica ne regido ultravioleta para varias
moléculas, principalmente proteinas, € consequéncia do conteudo
dos aminoacidos arpmaticos, principalmente triptofano e tirosina,
proporcionando importantes intormagdes sobre & constituigdo e

estrutura da proteina (Kabat, 1967).

Em proteinas irradiadas em so0lucdo & agregacao causa

modificagHes rno espectro de ahsorgédo ma regiao U.V. por causa do



maior numero de moleéeculas difusas a luz. Essa aparente
modificagcao no espectro de absor¢gao de proteinas irradiadas e
erroneamente atribuida a modificagties quimicas nos prupos

crombforos das proteinas (Alexander & Lett, §1967).

Walker & Borkman (i1588) em experimentos de crosslinking
induzido pela luz ultravioleta de solugdes aquosas de garma
cristalino bovino, mostraram que no espectro de absorgcdao na
regido ultravioleta ocorre um aumento da densidade optica na
regian entre 250 a 350nm, pelo aumento da turbidez da solugio.
Nio ha evidéncias claras do aparecimento de novos cromoforos apos

a irradiagao U. V..

Nossos resultadns mostram um aumento na absorgéo na regiso
U.v., com aumento da dose de radiagio. Isso também corresponde a
um aumento da turhidez das amostras. Nas solughes irradiadas com
GSH, AET, MEA e DMSD essa correlacan nio foi observada,
provavelmente por introduzir perturbagtes no sistema

(Donovan, 196%9).

A 4{luorescencia de proteinas se origina dos aminoacidos
arométicos que absorvem no ultravioleta proximo (Chen et al,
19469 . Nas amostras de cristalino bovino, observou-se uma
diminuig¢do na fluorescencia das proteinas com o aumento da dose

de radiagdo.

i oridagédo direta dos residuos de triptofano a&altera &

estruture da proteina suficientemente, causando insolubilizagédo e

4¢



modifiractes na estrutura terciaria. Esse dano oxidativo ¢
considerado um importante fator nas modificactes da lente durante

a formagao da catarata (Spector, 1984).

tiegundo dados da literatura (Torriglia & Zigman, 1988; Walker
& Borkman, 1983), o principal alvo da radiaciao nas proteinas do
cristalino sdo os residuos de triptofano e seus foto-—-produtos,
que Jevam a modificacdes na solubilidade da proteina e inibigdo
da atividade biologica. A radiagao pode afetar o peso molecular
das, proteinas ~sundamentalmente de duas maneiras: aumenta-lo
atraves da formacdo de "“crosslinkina” ou reduzi~lo pele
degradagdo da cadeia. Nos nossos experimentos, este aumento nédo
{0i muito acentuado mas indice uma predominancia do processo de
agregaciao na solucio de proteinas do cristalino. Mas amostras conm
GSH, AET, MEA e DMED, ocorreu uma aparente protegin da formagin
de agregados observadas pelos valores da viscosidade em fungao da

dose de radiagao.

Obmori & Nose(i9BL), ao exeminarem se o '"crosslinking” das
proteinae do cristalino bovino irradiadas com luz ultravioletes
era prevenido pela glutationa (GSMH) realizaram a medida d&
viscosidade especifica das solugdes. Pelos resultados, eles
observaram que a glutariona protegeu a solucao de Pproteinas.

Nossos resultados confirmam esses dados.

Sabe~se tamhém que & viscosidade de proteinas varia com o

aumento da temperatura. Em nossas amostras, nas diferentes
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temperaturas, observamos um decrescimo na viscosidade em {fungao

da temperatura.

Nas proteinas do cristalino, os aminoacidos mais sensiveis a
oxidagcdp sdé&n & cisteina, o triptotano, a tirosina, a metionina e
A histidina, dependendo de sua localizagdao na moleéecula de

proteina (Andley & Clark, 1988).

tm nosso sistema, o0 decrescimo maior foi no triptotano,
metionina, tirosina, bhistidina e cisteina. Esses resultados
sugerem que o0 residuo de triptofano e o0 mais afetado pela
radiagcan, corroborandon os dados da absorgan no U.V. e aqueles

obtidos por fluorimetria.
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6- CONCLUGDES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que:

- E possivel a montagem de um sistema para o estudo da
{ormagcan da catarata “in vitro” induzida pela radiagioc
innizante, a partir de solugtes aquosas de proteinas

extraidas do cristalino bovino.

- s dadoe de absorgdo no U.V., analise de aminoacidos,
4luorimetria e determinacéo de grupos 8SH livres,
demonstram o envolvimento fundamental do triptofano,
metionina, tirosina, histidina e cisteina na

manifestagdo do efeito da radiacdo no sistema.

- O3 valores encontradcs na viscosimetria con{irmam
agueles obtidos na turbidimetria daes solucdes de
cristalino, indicando ser a formagao de agregados o

processn predominante induzido pela radiagao.

- E possivel utilizar este sistema experimental para
ectabelecer a capacidade raciomodificadora de
substincias tais rcomo BSH, LET, MEA e DMSDO, quando

presentes durante a irradiagsdo.
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