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SUMARIO

Compostos sulfidrilicos com uma forte funcao basica separada do
grupo SH por nao mais do que 3 atomos de carbono, como o amino-
ethylisothiouréeia (AET) e mercaptoethylalanina (MEA),sdo excep-
cionalmente efetivos em competir com radicais livres produzidos
pela radiolise da agua. De maneira similar, o dimethyl sulfoxi-
do (DMSO) & tambem efetivo na remocao de radicais hidroxila. No
presente trabalho foram utilizadas ~solugdes aquosas de crista-
linos removidos cirurgicamente de olhos bovinos. Os cristalinos
foram homogeneizados, a suspensao centrifugada e o sobrenadante
dialisado. Uma série de solucgbes preparadas a partir do sobrena
dante foram irradiadas com 69Co em diferentes doses de 5,000 a
25,000 Gy, na presenca de 10 mM de AET, MEA e DMSO. O grau de
opacificacgao foi lido espectrofotometricamente a 600 nm. Os re-
sultados mostraram uma diminuicao do aumento da opacificagéopmg
duzida pela radiagao na presenca desses "scavengers" de radi-
cais livres, mostrando uma acao radioprotetora deles a nivel mo
- lecular, que pode ser medida por esse método que imita a forma-
¢ao de catarata nas lentes dos olhos.

ABSTRACT

Sulfydrilic compounds with a strong basic function separated
from the SH group by no more: than three C atoms, as amino-
ethylisothiourea (AET) and mercaptoethylalanine (MEA) are exce
tionally effective in competing with free radicals produced by
water radiolysis. In a similar way, dimethylsulfoxide (DMSO) is
also effective in the removal of hydroxil radicals.
In the present work, aqueous solutions of crystallins removed
cirurgically from bovine eyes were used. Crystallins were homo-
genized, the suspension centrifuged and the supernatant dialy -
zed. From the dialyzed supernatant a serie of solutions was pre
pared that was ®%°Co irradiated with different doses from 5,000
to 25,000 Gy in the presence of 10 mM AET, MEA and DMSO. The de
gree of opacification was read spectrophotometrically at 600 nm.
The results pointed out a decrease of the increment of opacity
produced by the radiation in the presence of thosé free radical
scavengers, showing a radioprotective action of them at the mo-
lecular level, that can be measured by this method that mimics
the catarat formation in eye lens.
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INTRODUCAO

Um dos efeitos colaterais da radioterapia de tumores de
cabeca e pescoco, € a formacdo da catarata, pela inevitavel ir
radlagao da cavidade. ocular. A catarata consiste na opacifica -
¢ao do cristalino, que e constituido de fibras de proteinas.
Sua formacgao esta relacionada a agentes fisicos como luz so -
lar, luz ultravioleta, raios-X e gama; a agentes quimicos como
galactose, naftaleno e glucocort1c01des- e a efeitos bloqu1m1—
cos como deficiéncias enzimaticas, algumas das quais sdo here-
ditarias (Augusteyn, 1981). E também consequéncia inexoravel
do processo de envelhecimento, tanto & assim que 50% das pes -
soas. com idade acima de 75 anos, sao portadoras de catarata.Na
fase de formagao da catarata, as proteinas do «cristalino se
desnaturam imediatamente abaixo da capsula que recobre o cris-
talino; mais tarde, essas proteinas se coagulam para formar a-
reas opacas no lugar das fibras normais; em estagyx;mals avan-
cados, o calcio & frequentemente depositado nas proteinas coa-
guladas, aumentando ainda mais a opacidade (Guyton, 1976).

Muitos trabalhos tém sido feitos para elucidar as modi-
flcagoes nas proteinas do cristalino, produzidas pela radia -
cao. Essas modificacdes sdo acompanhadas .pela diminuicdo das
protelnas soluveis com baixo peso molecular, pelo aumento das
proteinas insoluveis e pela formagao de agregados de proteinas
com baixo peso molecular (Coghan e Augusteyn, 1977 ; Roy e
Spector, 1976).

Em cristalinos humanos, os agregados de proteinas aumen
tam com a idade e estao presentes em altas concentragoes na ca
tarata senil (Jedzniak, Kinoshita, Yates, Hoker e Benedeck |,
1975). A formacao de agregados depende, também, da .oxidacdo
dos grupos -SH das protelnas do cristalino e do aumento intra
celular da concentragao de calcio (High Tower, Giblin e Reddy,
1983).

Em radiobiologia, os estudos de maior interesse sao
agueles que visam encontrar substancias radioprotetoras. Essas
substanc1as devem estar presentes no momento da 1rrad1agao,pa
ra reduzir os efeitos da radiacdo nas moléculas (Straube e
Patt, 1963). Os radioprotetores mais estudados sdao os ami -
notidis. Como grupo, eles sido a classe mais efetiva de radio -
protetores, muitos deles analogos quimicos da. cisteina e da
mercaptoethylalanina (MEA) (Giambarresi e Jacobs, 1987).

O objetivo do presente trabalho, &€ mostrar a utilizacdo
de um sistema "in vitro", desenvolvido anteriormente por Ber -
nardes e Del Mastro (1987). Este consiste na irradiacao gama
de ®°Co de solugdes aquosas preparadas a partir de cristalinos
bovinos, como método de avaliagdo da capacidade radioprotetora
de diversos agentes, baseado no trabalho de Ohmori e Nose
(1985) no qual e utilizada a 1rrad1agao ultravioleta como agen
te cataratogé€nico.

As substancias escolhidas para este estudo sdo agentes
capazes do aprisionamento de radicais hidroxila ("OH® scav -
engers") que eé considerado uma das espécies produzidas pela ra
diolise da agua, mais nocivas aos sistemas bioldgicos (Buettner,
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1985; Czapsiki, 1984; Youngman, 1984).

MATERIAIS E METODOS

Obtencao dos Cristalinos

Os. cristalinos foram removidos cirurgicamente de olhos
bovinos frescos, obtidos em abatedouro. Apos a remocao, foram
armazenados a -209 C, até a hora de sua utilizacdo.

Preparacao da Solucdo Protéica

ApOos descongelar, os cristalinos foram descapsulados e
cortados em pequenos pedacos, para facilitar a homogeneizacdao.

Duas gramas desses cristalinos i foram homogeneizados em
5 mf de agua bidestilada a 0?9 C, em homogeneizador Potter -
Elvehejem, durante no minimo 30 minutos, em banho de gelo.

A solucao.foi centrifugada a 20.000 x g durante 30 minu
tos, em centrifuga refrigerada.

Foi acrescentado ao sobrenadante N—etllmalelmlde (Fluka,
AG) numa concentracdo de 10 mM. A solucgdo foi dialisada em tam-
pao fosfato de potassio 0,1 M (pH 7,4), durante 18 horas.

Essa ‘solugao dlallzada f01 utilizada em diferentes ex
perimentos:

19 - foi irradiada logo apdos a dialise;

2?9 - antes da irradiacao, foram acrescentadas as seguin-

tes substancias numa concentracdo de 10 mM:

. .2-aminoétilisotiouréia AET (Sigma)
. mercaptoetilalanina MEA (Sigma)
. dimetil sulfdxido . DMSO (Merck)

Irradiacao das Amostras

Aliquotas do dialisado foram colocadas em tubos, aproxi
madamente 3 mf/tubo, para irradiar. A fonte utilizada na irra -
diacao foi uma Gamma Cell 220, em doses respectivas de 0,5.000,
10.000, 15.000, 20.000 e 25.000 Gy.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A leitura espectrofotométrica. das solucgdes. protelcas pre
paradas a partir dos cristalinos bovinos, foi realizada a 600 nm
2 a 3 horas apods a irradiacdo.

Antes da irradiacao, foi acrescentado a solucgdo N-etilma
leimide numa  concentracad de 10 mM. Essa concentracdo foi a exi
gida para bloquear os grupamentos SH das proteinas do cristali-
no, segundo Ellman e Lysko (1967), ja que esta substdncia pos -
sui a capacidade de formar ligag¢des covalentes com a proteina,
atraves da ligacdo com os grupos SH (Harris, 1988).

Na figura 1, tem-se uma curva tipica da variacdo da opa-
cidade das amostras em funcdo da dose de. radiacao gama. Obser -
vamos que as amostras irradiadas tornam-se mais opacas a medida
que a dose de irradiacao aumenta. Isso se deve ao fato de que a
radiacao ao interagir direta ou 1nd1retamente com as protelnas

®0
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do cristalino, torna-as mais susceptiveis a formacio de liga-
¢oes cruzadas ("cross-linking") inter e intra cadeias e a ou -
tras mudancgas observadas também durante a formacao da catarata
(Andley, 1987).

As substancias . radiomodificadoras utilizadas AET, MEA e
DMSO sao consideradas radioprotetores verdadeiros. Na Fig.2, ve
mos que em nosso sistema, o efeito da radiacgao gama. foi amenlza
do, quando essas substancias estavam presentes durante a irra -
diagao.

O AET e o MEA séo'aminotiéis, substancias com analogia
quimica com a cisteina. Como grupo, os aminotidis sio a classe
mais efetiva de radioprotetores (Giambarresi e Jacobs, 1987). O
amlnoetlllsotlourela (AET) difere da cisteina pois possui um
grupo uréia encobrindo a funcao SH. Sua eficiéncia depende de
sua capacidade de rearranjo em pH fisioldogico para formar o com
posto mercaptoetilguanidina (MEG), com o grupo SH livre (Shapi-
ra, Doherty e Burnett, 1957). Esse processo & chamado transgua-
nilacgao.

A mercaptoetilalanina (MEA) & a forma descarboxilada da
cisteina. E considerado um dos mais potentes radioprotetores.
Pela sua ef1c1enc1a e 51mp11c1dade estrutural, o MEA foi muito
estudado e por muitos anos serviu como protdtipo no teste de ou
tros agentes radioprotetores (Bacq et all, 1951).

A acgao radioprotetora do dimetil sulféxido (DMSO) foi
descoberta por acaso, por Ashwood-Smith (1961). Essa substincia
ao ser usada como solvente de drogas a serem 1n]etadas em camun
dongos que seriam irradiados, apresentou uma acao radioproteto-
ra. O DMSO possui propriedades anti-inflamatodorias.

E fato conhecido que na radidlise da agua, s3o produzidos
os radicais livres OH', H", HO;, O3 , sendo OH* o mais reativo
(Klayman e Copeland, 1982; Chapman e Reuvers, 1977).

As substanc1as testadas em nosso sistema, AET,MEA e DMSO,
sao consideradas scavengers" de radical hidroxila. O principal
mecanismo de protegao supOe-se que seja a competicdo entre as
moléculas protéicas alvo e os "scavengers", pelos radicais 1li -
vres produzidos na solu¢ao (Giambarresi e Jacobs, 1987).

O radical hidroxila interagindo com as proteinas afeta a
estrutura primaria destas. Ele & adicionado ao nicleo aromatico
da tirosina, fenilalanina e triptofano, a velocidades controla-
das pela difusdo (K = 4,6x10° - 2x10°M-ls-1). A abstracio de a-
tomos de hidrogénio das ligacdes S-H & também muito rapida
(K~ 1,5x10t° M‘ls‘l) Consequentemente, & sugerldo que os radi -
cais OH® seriam eficientes inativadores de proteinas cujos resi
duos essenciais fossem aminoacidos aromaticos ou grupos tidis.
Entretanto, a adigao a niticleos aromaticos ou a abstracao de hi-
drogenlo dos grupos S-H conpetem com a abstracao de H das liga
¢oes C-H, que tem uma velocidade de reacdo K~ 5x10® M~! s—.. Com
base na abundancia relativa de aminoacidos aromaticos, grupos
S-H e ligagoes C-H nas proteinas, pode ser concluido que os ra
dicais OH® reagiriam predominantemente com as llgacoes C- H, ou
seja, considerando a alta reatividade do OH': a molécula protéi
ca como um todo seria afetada pela radiacéo.
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No presente trabalho, € mostrada essa interacao, mesmo
sem elucidar qual processo seria o responsavel pelo aumento da
opacidade e, cabe supor, aumento do peso molecular das protei-
nas. O método descrito mostra-se contudo uma boa ferramenta
para a determinacao de competéncia radiomodificadora.
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FIG. 1 - Curva tipica da variagao da opacidade de solugoes de

proteinas de cristalino bovino em func3o da dose de
irradiacao de °°cCo.
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FIG.2 - Efeito radiomodificador de compostos "scavengers"
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