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SUMÁRIO 

O uso de drogas radiomodificadoras que alteram o efeito da ra -. 
diação, protegendo ou sensibilizando células ou organismos,apre 
senta grande interesse nos casos de radioterapia de tumores. A 
glutationa (GSH) pode ser considerada o principal radioprotetor 
endógeno. O dietilmaleato (DEM) é uma substância que bloqueia o 
GSH intracelular. O objetivo deste trabalho visa estabelecer a 
competência radiomodificadora do DEM em dois veículos, óleo de a 
mendoim e solução de etanol, ao reduzir o nível de GSH intrace-
lular, por meio da análise das curvas de sobrevida de camundon-
gos irradiados e a nível de percentagens relativas de proteínas 
séricas. Grupos de animais foram previamente injetados intrape-
ritonealmente com 0,3 ml de solução de DEM (418 e 150 pM) nos 
dois veículos e irradiados com dose aguda de 9 Gy ("Co),  uma 
hora após a injeção. A sobrevida dos camundongos foi acompanha-
da durante 30 dias e os perfis eletroforéticos das proteínas sé 
ricas 1,3 e 7 dias respectivamente após a irradiação. A análise 
dos resultados mostra que a ação do DEM na radiossensibilidade 
de camundongos depende do veiculo utilizado, já que os próprios 
veículos apresentam ação radiomodificadora. 
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The use of radiomodifying drugs that alter the radiation effect, 
protecting or sensitizing cells and organisms, presents ;.great 
interest in tumor radiotherapy. Glutathione (GSH) can be descri 
bed as the major endogen radioprotector. The diethylmaleate(LI~M) 
is a drug able to block intracellular GSH. This work aims at 
the establishment of the radiomodifying competence of DEM admi-
nistered in two different vehicles, peanut oil and aqueous etha 
nolic solution by the analysis of mouse survival curves as well 
as the relative percentages of serum proteins. Groups of animals 
were previously injected intraperitoneally with 0.3 ml of 418 e 
150 pM DEM respectively in each one of the vehicles one hour 
before irradiated with an "Co0  acute dose of 9 Gy. The survival 
of mice was followed during 30 days and electrophoretic profi-
les of serum proteins 1,3 and 7 days after irradiation. The re-
sults showed that the action of DEM on mouse radiosensitivity 
depends on the vehicles used, considering that both media show-
ed a radiomodifier action. 
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INTRODUÇÃO 

Tem sido demonstrado que tióis celulares, tais como a 
glutationa (GSH), protegem as células dos danos oxidativos por 
reagirem com peróxidos e hidroperóxidos, (BIAGLOW e cols.1984), 
bem como formando conjugados com agentes tóxicos, muitos dos 
quais agentes quimioterapéuticos, através de uma via metabóli-
ca mediada por peroxidase (FOUREMA, 1989, STEVENS e cols,1985). 

A glutationa é um tripeptideo de estrutura: L-y-gluta - 
mil  L-cisteinil-glicina sendo provavelmente o tiol não protei-
co (NPSH) mais abundante de baixo peso molecular, presente nos 
sistemas biológicos. 2 também de grande interesse na indústria 
de medicamentos (MEISTER e ANDERSON, 1983). Ela é considerada 
por muitos como sendo o principal radioprotetor endógeno, pela 
sua capacidade em desintoxicar o organismo das espécies ativas 
geradas pela radiação (KUMAGAI, 1986). 

Este tripeptideo participa numa série de processos ra - 
dioquimicos e bioquímicos que são de grande importância na de-
terminação da resposta das células à radiação. A disponibilida 
de de cepas de células humanas deficientes em GSH abriu novas 
abordagens ao estudo do papel que o GSH desempenha nesses pro-
cessos. Assim, foi possível estabelecer que o GSH é uma subs -
tãncia chave também no mecanismo de radiossensibilização por 
misonidazole (RËVESZ e EDGREEN, 1982). 

Existem evidências de que o L-2-oxothiazolidina-4-carbo 
xilato é capaz de aumentar os níveis intracelulares do GSH.Por 
outro lado, considera-se o dietilmaleato como capaz do blo - 
queio de GSH, assim como a butionina sulfoximida seria capaz 
de inibir a sua síntese. O tratamento de células de mamiferos 
com butionina sulfoximida (BSO) ou dietilmaleato (DEM) resulta 
em uma diminuição no GSH intracelular e nos níveis de ligações 
SH não proteicas (VANDERSSCHARS, 1986). Desta maneira, o die -
tilmáleato (DEM) é um reagente de ligação tiol com especifici-
dade para a glutationa por causa da sua abundância relativa e 
sua capacidade de reação. 

A capacidade radioprotetora de uma substância pode ser 
evidenciada de várias maneiras, dependendo do tipo de experi - 
mento realizado. Com  mamíferos em experimentação, ela é eviden 
ciada quando uma quantidade maior de animais sobrevive a uma 
dose letal de radiação ou quando eles têm maior tolerância à 
radiação do que a usual. 

Segundo SURINIVASAN e cols, 1985, é possível avaliar o 
efeito da radiação e a ação de possíveis radiomodificadores me 
diante a análise das mudanças nos níveis de frações das protei 
nas séricas: proteinas totais, albumina, globulinas alfas, be-
ta e gama. As proteinas séricas colaboram para a manutenção do 1 
meio interno do organismo, permitem solubilizar substâncias in 
solúveis em água e transportá-las como complexos solúveis até 
os locais apropriados aonde serão descarregados, através de 
uma série de reações. Carregam também nutrientes essenciais pa 
ra as células como o transporte de ácidos graxos, pela albumi-
na, e transportam produtos de um órgão para outro. Assim,a con 
centração dessas substâncias no plasma é geralmente proporcio- 
nal à sua demanda. Algumas das proteínas séricas como as gama-
globulinas têm enorme importância biológica como anticorpos. 
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O presente trabalho tem por objetivo o estudo do efeito 
da diminuição do GSH, mediante o seu bloqueio com DEM, na so - 
brevida de camundongos irradiados e sua influência nos níveis 
de proteinas séricas. Visa dessa maneira, estabelecer a compe-
tência radioprotetora ou radiossensibilizadora dos agentes in-
jetados nos diferentes grupos de animais. 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Animais - 

Foram utilizados camundongos suiços, albinos heterozigo 
tosdo biotério do IPEN, machos e fêmeas com idades variando de 
8 - a 10 semanas e peso corporal inicial oscilando entre 25 a 30 
gramas. 

Para o estudo de sobrevida, foram separados grupos cons 
tituidos de 20 animais cada: testemunhas sem irradiar, animais 
sõ irradiados, animais tratados e animais tratados e irradiados 
A sobrevida foi acompanhada por um período de 30 dias após a 
irradiação. 

Para ensaios de análise de proteinas séricas, foram mon 
tados grupos de 15 animais cada, para cada tipo de tratamento, 
sendo utilizados 5 animais/dia/tratamento., nos 19, 39 e 79 dias 
após a irradiação. O sangue foi extraido do plexo ocular com 
ajuda de uma pipeta Pasteur. Após a formação do coágulo a 379C 
os soros foram obtidos no sobrenadante da centrifugação por 10 
minutos, numa centrífuga Internacional a 220 rpm. 

Irradiação 

Os animais foram irradiados com dose única'de 9 Gy, nu 
ma fonte de "Co  Gammacell 220, em grupos de 3 animais dentro 
de uma caixa cilíndrica de papelão; A taxa de dose uti.liza-
da foi de 5 Gy/min em média. 

Tratamentos  

A.administração do DEM (SIGMA) que é o ester dietilico 
do.ácido 2-butenodióico foi feita por via intraperitoneal (ip)  
numa concentração de 41.8 é 150 pM aproximadamente 1 h antes da ir 
radiação. O DEM é insolúvel em soluções aquosas e solúvel em 
álcool e éter. 

-A substância foi administrada utilizando 2 veículos: 
a) óleo de amendoim comercial POLYFARMA; b) solução alcõoli - 
ca diluída a 0,027% (KOCH e cols., 1984). 

Análise das proteínas séricas  

Foi feita análise das proteínas séricas por eletrofore-
se em cellogel, seguindo a metodologia clinica usual (MOURA e 
cols., 1982). Foram utilizadas fitas de acetato de celulose de 
14 x 2 cm - Polygel - (INLAB) umedecidas em metanol 40%, utili 
zando solução tampão da MERCK (pH 8,6; 220 V, 5 mA). A leitura 
foi feita num densitõmetro da Zenite a 560 nm. A determinação 
de proteína total foi realizada utilizando o método de biureto 

dli 



124 

com leitura espectrofotométrica a 545 nm. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Segundo MITCHEL e cols., 1983, as concentrações de GSH ce 
lular são diminuidas a menos de 5% dos valores controles quando 
é utilizado DEM a 0,5 mM em células em cultura de hamster chinês. 
A concentração utilizada em nosso trabalho foi aquela recomenda-
da por BUMP e cols, 1982 (0,418 mM) e é ligeiramente inferior à-
quela. Mesmo assim, é possível supor que acontecera um bloqueio' 
temporário e sensível do GSH disponível durante a irradiação. As 
sim sendo, é de se esperar uma mudança na resposta do organismo 
frente a ação desse agente bloqueador do GSH. 

Na Fig. 1 são apresentados os resultados da influência do 
DEM diluido em óleõ de amendoim na sobrevida de camundongos ma - 
chos. Os resultados mostraram uma diminuição do número de ani - 
mais sobreviventes à- irradiação nos grupos de camundongos previa 
mente injetados com DEM a 4,18 x 10-4M, sendo 5% a sobrevida a 
30 dias nos animais tratados, frente a 25% nos animais somente 
irradiados. E possível observar que o próprio veiculo, óleo de a 
mendoim, apresenta ação radiomodificadora mas não tão pronuncia- 
da quanto DEM + óleo combinados. 

No caso de utilizar o DEM (150 uM) diluido em álcool abso 
luto e logo por diluições sucessivas, com solução NaCl 0,85% ate 
a concentração final 0,027% em álcool, o efeito é contrário quan 
do se utilizam tantos animais machos quanto fêmeas (Fig.2A e fig 
2B) 

Os resultados em relação à sobrevida dos animais tratados 
com dietilmaleato diluido em solução alcólica, nos mostra que há 
uma proteção do DEM para camundongos fêmeas, em relação aos tra-
tados com álcool e somente irradiados, sendo a sobrevida de 60% 
em 30 dias, frente aos tratados com álcool de 15% e 45% dos so - 
mente irradiados (Fig. 2A). Quando utilizamos camundongos machos, 
os dados obtidos mostram aumento de sobreviventes à irradiação 
nos grupos de camundongos previamente injetados com DEM em rela-
ção aos tratados com álcool e irradiados, sendo a sobrevida de 
45% do grupo com álcool e- 15% de sobreviventes irradiados num pe 
riodo de 30 dias (Fig. 2B). 

Um resultado que desperta interesse é a resposta diversa 
do próprio veiculo, solução alcóolica, nos animais machos ou fê-
meas. Fenômenos deste tipo estão bem documentados na extensa li-
teratura sobre efeitos biológicos das radiações que menciona a 
diversidade de radiossensibilidade dos organismos dependendo da 
espécie, sexo, condições metabólicas entre muitos outros fatores 
(BACQ & ALEXANDER, 1961). 

Em relação a análise das proteinas séricas, os dados ana-
lisados para proteina total, confirmam aqueles da literatura 
(MELBY e cols, 1976), isto é, variaram entre 4,0 a 6,0g/ml, para 
todos os animais em estudo, tratados e irradiados (Tabela 1 e ta 
bela 2). Para os controles de camundongos machos somente irradia 
dos, não tiveram alterações significativas nas proteinas totais 
e albumina em relação ao controle, havendo uma pequena diminui - 
ção na fração de gamaglobulina. O mesmo ocorreu com os animais 
tratados com Oleo de amendoim e DEM diluido em álcool e tratados 
e irradiados. Já para os animais tratados com álcool e os trata- 
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dos e irradiados, observa-se um incremento na fração de gamaglo  
bulinas.Nesta fração protéica estão incluidas as imunoglobuli - 
nas (anticorpos) dó organismo, consequentemente apresentam gran  
de variação de níveis como consequência de processos patológi  - 
cos. Seus - valores se encontram aumentados em processos associa-
dos a doenças infecciosas e hepatopatias.  

Nossos resultados mostram níveis de gamaglobulinas,dimi-
nuidosnos grupos pré-tratados com drogas radiomodificadoras(DEM  
combinados com óleo de amendoim). Isto é, um fator básico na ra  
diossensibilização, através de indução de imunodepressão do or=  
ganismo após a irradiação. Porém, quando os animais são pré-tra  
tados com DEM combinado com álcool, aparentemente apresentam um  
efeito protetor, expressado pelo aumento nas defesas imunológi-
cas do corpo para a. irradiação.  

• Nos experimentos realizados com camundongos fêmeas no  
grupo somente irradiados, não se observou mudanças significati  
vas em relação ao grupo testemunha. As alterações aparentes fo-  

ram em relação aos grupos pré-tratados com DEM combinado com ál  
cool e estes'irradiados,.onde teve um pequeno aumento nas fra -  
ções de gamaglobulina. Isto comprovaria os dados da literatura  

(SEYMOUR e cols, 1986), que o álcool apresenta um pequeno efei-
to radioprotetor em camundongos (PATERSON & MATHEUS, 1951), em  
bactérias (HOLLANDER & STAPLETON , 1953), em sementes e. bulbos  
de plantas (RILEY, 1956) e protozoários (KIMBAL & GAUTIER,1951).  

Contudo, no caso de camundongos fêmeas, mesmo havendo um acrés-
cimo nos níveis de gamaglobulinas pela ação do álcool, não hou-
ve radioproteção mas, pelo contrário, houve uma radiossensibili  
zação aparente:  

O papel desempenhado pelo estado de oxidação de sulfidri  
las protéicas na sensibilidade frente a radiação, já fôra obje-  
to de análise por outros autores (CHADWIG e.cols, 1988). Defi -  
ciências no metabolismo de GSH como consequência da falta de in  
corporação de cisteina induz uma maior radiossensibilidade. Con  
tudo, permanece a indagação se o aumento de sensibilidade'fren-  

te a irradiação decorre da indução de um dano maior ou da falta  
de reparo.  

Nossos resultados mesmo não sendo conclusivos, ilustram  
a importãncia da disponibilidade de GSH na radiorresistência de  
camundongos, e evidencia a necessidade de ensaios aprimorados  

para determinar os níveis precisos de GSH em tecidos alvos para  
a obtenção de dados definitivos.  

•  
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FIG.1 - Influência Jo DEM + óleo de amendoim na  
sobrevida de animais (camundongos machos)  
controles e submetidos à irradiação  
de 9 Gy de "Co  em função do tempo.  
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DIAS APÓS IRRADIAÇÃO (9 Gy  

FIG.2 - Influência do DEM + Solução alcólica na 
sobrevida de animais submetidos a irra 
diação de 9 Gy de 60 Co vs tempo. 
A) Camundongos fêmeas e B ) Camundongos 

machos. 
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TABELA 1 - Valores de Proteina Total e Frações de Proteínas Së 
e gamaglobulina) 	de camundongos fé 

8-10 Semanas após diversos tratamentos 
ricas 	(albumina 
meas de 

Tratamento Tempb .  após 
Irradiação. 

PT (g%) ALB 	(g%) . Gama (g%) 

Controle 4,0±0,8 57,8±3,8 6,3±1 ,2 

DEM-4 ÕLEO 1 	h 3 .,9±0,0 54,4±6,7 6,0±2,6 
39 dia 3,7±0,3 56,3±8,6 7,6±3,3 
79 dia 4,2+0,3 61,21-5,4 6,3±1 ,7 

Oleo 1 	h 3,60,3 53,6±4,3 6,712,8 
39 dia 3,90,6 56,6±2,.08 8,3±2,0 
79 dia 4,0±0,16 51 ,115,7 11,0±8,7 

óleo IRR 1 	h -N.D 
39 dia 3,610,3 59,0±2,4 5,4±2,4 
79 dia 3,5±0,3 54,7±4,7 5,8±2,4 

DEM+óleo+IRR 1 	h 3,7±0,1 52,8±5,3 6,2±1,9 
39 dia 3,810,4 55,016,3 3,6±2,3 
79 dia 3,5±0,4 47,3±3,8 8,12±0,9 

SO Irradiado 1 	h 3,6+0,2 57,6±7,5 7,3±5,2 
39 dia 3,310,3 49,7±7,7 7,0±2,9 
79 dia 3,7± - 5 7 , 5± _ 6,3± _ 

DEM + ALC 1 	h 5,0± 58,2± 11,6+  
39 dia . 5,8± 68,6± N.D. 
79 dia 5,610,59 59,4± N.D. 

DEM+ALC+IRR 1 	h 5,2+ 53,3± 11,1 
39 dia 5,4 _+0,3 56,3±13,6 6,8±3,9 
79 dia 4,311,7  52,5+ 	7,7 7,6±8,0 

Alcool 1 	h 5,1+0,01 57,25 + 	4,5  7,0+0,4 
39 dia 5,4±0,4 6D,157- 	5,7 N.D. 
79 dia 5,17±0,J7 5 6,2 ± 	3,3 7,2±3,2 

ALC + IRR 1 	h 5,5±0,28 58,5+11,0 8,8+2,4 
39 dia 5,3±0,07 56j5+ 	3,.7 11 ,9±1 ,7 
79 dia 5,2+ 	- 49,47 	- 8,1± 	- 

nnivisçfiHn Ìdl'at1CN11. LE- ENERGIA NUCLEAR/SP - IPEN 



PT ( g%) Alb (g%) 	Gama  (g%) Tratamento 	Tempo após 
Irradiação 

- Controle 

1 h 
39 dia 
79 dia 

DEM + OLEO 

óleo 1 h 
39 dia 
79 dia 

Só Irradiado 1 h 
39 dia 
79 dia 
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TABELA 2  - Valores de Proteinas Total e Frações Proteinas Séri-
cas (albumina e gamaglobulina), 	de camundongos ma 
chos 	8-10 semanas após diversos 	tratamentos. 

3,3±1,1 58,0+4,3 8,2+0,14 

4- 

3,8+5,3 
3,9+0,23 
3,8+0,6 

52,6_.+5,3 
54,6 ±4,9 
51,3: ±4,6 

8,6±5,16 
7,5±1 ,2 
5,5+1,3 

4,0 	±0,27 
4,Q 	±0,3 
3,65±0,35 

55,5  ±4,3 
53,8  ±3,3 
47,7 ± 5 ,8 

5,9+3,7 
6,2+1 ,6 
7,7±4,2 

3,2±0,43 
3,6±0,88 
3,6±0,25 

56,3 ±4 , 3 
52,5 	±6,4 
50,6. ±3,6 

5,0 	±3,0 
5,32±1 ,6 
7,16+1,0 

3,9±0,05 
3,3+1,15 
3,311 ,15 

	

55,8 	+4,0 

	

53,6 	+8,7 

	

54,0 	±6,0 

5,14±0,9 

	

5,1 	+1,2 

	

5,3 	71,3 

3,58±0,36 
3,92±0,14 
3,26±1,21 

54,23±4,0 
59,48+7,0 
55,5 _++1,96 

6,36±0,9 
3,14±1,6 
5,10±1 ,3 

6,3  ± 
4,8 ±10 
5,5 	±0,4 

	

56,4 	+ 

	

55,1 	+2,8 

	

43,9 	+0,14 

	

9,2 	± 

	

13,7 	±9,0 

	

12,8 	+1,7 

	

6,2 	±2,5 
5,28+0,4 

	

5,0 	±0,14 

	

58,9 	+ 	3,2 

	

52,9 	±11,0 
35,90± 2,2 

	

7,4 	+1,4 

	

9,4 	+4,9 

	

5,4 	+1,2 

5,43+0,67 
5,35+1 ,9 
5,3 	±0,4 

	

50,2 t 	9,4 

	

55,8 	±13,0 

	

44,0 	± 	6,8 

9,7 ±3,6 
N.D. 

12,1 	+2,5 

4,89+0,26 

	

5,2 	+1,9 

	

43,2 	±3,7 

	

44,8 	± 	4,6 

	

48,0 	± 	6,7 

	

51,0 	± 	4,4 

8,15+2,3 

	

9,2 	+4,0 

	

7,9 	±2,2 

ti 

Oleo IRR 1 h 
39 dia 
79 dia 

DEM+Oleo+IRR 	1 h 
39 dia 
79 dia 

DEM + ALC 1 h 
39 dia 
79 dia 

DEM+ALC+IRR 	1 h 
39 dia 
79 dia 

ALCCOL 1 h 
39 dia 
79 dia 

ALC + IRR 1 h 
39 dia 
79 dia 
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