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resposta partir da dose de 2000 cGy. Para visualizar
as possiveis mudangas morfolégicas ocorridas nas
CMLL recorreu-se a microscopia eletrénica de
transmi¢do, onde houve um aumento notério de
lisosomas com doses a partir de 2000cGy
Fabris(1992) e A.H.Whyli (1993).

Conclusdo- A radiagdo ionizante produz alteragdes
morfologicas e funcionais nas CMLL.

Auxilio recebido para este projeto foi do CNPQ.

29.004

EFEITOS PRODUZIDOS PELA INTERAGAO DA
RADIACAO GAMA SOBRE CULTURA DE
CﬁLULAS DA CAMADA LONGITUDINAL DE
MUSCULO LISO DO ILEO DE COBAIA. Franga,
JP." Ferreira, A.T": Giordani, Al Percario, §.%
Pinhal, M.A.5.%; Segreto, H.R.C.S.*, Segreto, RA.
'Depto. de Biofisica, UNIFESP - EPM, C.P. 20338,
?Sta. Casa de Misericordia de SP, *Depto. de
Bioquimica da UNIFESP, “Depto de Radioterapia da
UNIFESP.

Objetivos: Avaliar o efeito direto e indireto da
radiagdo gama através: da resposta fisiologica para
o0s niveis de s6do e calcio para agonistas como Alll
e Ach; das alteragbes na matriz lipidica pela
formagao de canais de gramicidina; da quantidade
de MDA (malondialdeido) produzido pela
peroxidagao de fosfolipidico de membrana; da Curva
de crescimento e sobrevivéncia das culturas de
células exposta a radiagdo ionizante.

Métodos e Resultados: cultura de células
musculares lisas da camada longitudinal de ileo de
cobaia foram irradiadas com uma taxa de dose de
1.24 cgy/min de uma fonte de cobalto-60, com doses
variando de 250 a 5000 cgy e comparadas com
células controle (ndo irradiadas). Os radicais livres
foram indiretamente determinados através da
técnica de fotometria, pela dosagem de MDA cuja
concentragdo relacionada com o nimero de células
indicou uma razio constante superior a 100% para
dose de radiagho gama maxima. O ndmero de
células mortas ou invidveis, para uma determinada
dose de radiagao, foi determinado utilizando o
corante *Triplan Blue” e por fotometria utilizando o
Brometo de etideo, onde os resultados
demonstraram um numero crescente de células
inviaveis para doses proporcionalmente maiores. Foi
assim possivel avaliar a curva de crescimento e
mortalidade das células irradiadas que diferenciou
das células controle. Os niveis de clcio e sédio fo-
ram medidos através da técnica de fluorimetria
utilizando-se como indicadores fluorescentes o fura-
2 e o SBFI, respectivamente. Agonistas como
Acetilcolina e Angiotensina |l apresentaram uma
diminuigao de 37% em suas respostas para células
irradiadas, dependendo das doses de exposicéo a
radiagio. Alteragbes na bicamada lipidica foram
determinadas verificando-se dois fatos importantes:
as alteragbes na membrana celular foram
proporcionais & dose de radiagio, onde a dose de
efeito biolégico maximo (1250cgy) determinado foi
amesma encontrada na curva de sobrevivéncia das
células & radiagdo ionizante, e observou-se
principalmente o efeito de inverso de dose para
doses proporcionalmente maiores.

Apoio financeiro CNPq.

29.005

EFEITO DA RADIAGAO IONIZANTE EM
LINFOCITOS SANGUINEOS PERIFERICOS, da
Silva, M.A.**; Lemes, M.** & dos Santos, O.R.
Supervisio de Radiobiologia IPEN-CNEN/SP.
Objetivos: O presente projeto tém por finalidade a
elaboragio de curvas dose-resposta para 5Coe
13705 dada a necessidade da existéncia de um
sistema que forne¢a uma avaliagéo de dose e para
que se possa estimar o dano produzido pela
radiagio em individuos acidentalmente expostos.
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uma maior utilizagdo de vérios tipos de radiagéo
nas mais diversas finalidades (medicina,
agricultura, industria e geragdo de energia). Para
estimar a dose de radiagdo em individuos expostos
foi estabelecida a Dosimetria Bioldgica
Citogenética, que utiliza os linfécitos sanglineos
periféricos por serem indicadores extremamente
sensiveis e por indicarem danos estruturais in vi-
tro e in vivo. A dosimetria biolégica &
particularmente vélida em situagbes quando a dose
absorvida & desconhecida e a dosimetria fisica tem
dificuldade de mensura-la ou quando a
susceptibilidade biolégica individual pode variar. A
sensibilidade da técnica permite fazer uma
estimativa inequivoca de dose, da ordem de 5 cGy
de radiagdo de baixa LET. A estimativa de dose &
feita comparando-se a freqléncia de aberragdes
cromossdmicas especificas (dicéntricos e anéis
céntricos) de individuos envolvidos em acidentes
com radiagdo com a freqiéncia observada in vitro
. As aberragdes instaveis (dicéntricos e anéis
céntricos) sdo usadas como medida quantitativa
do dano por radiaglo e é essencial que as células
estejam na primeira mitose apés a indugdo, uma
vez que as aberragbes sdo perdidas em cada
divis#o celular, para evitar uma avaliagdo incorreta
da dose. (IAEA, In: Biological Dosimetry
Chromossomal Aberration Analysis for Dose As-
sessment. Tec.Reports 260, Vienna, 1986).
Métodos e Resultados: Foram utilizados linfécitos
de individuos sadios coletados por pungéo venosa,
irradiados in vitro com doses intercaladas entre 20
e 600 cGy de®Co e de '*'Cs (5¢Gy/min.), em um
sistema apropriado para que as amostras
recebessem dose de radiagdo homogénea. Apés
a irradiacao, os linfocitos foram cultivados & 37°C
por 48 horas, pela técnica de citogenética
convencional, fixados e colorados pelo Giemsa e
analisados por meio da microscopia optica. As
aberragbes cromossdmicas, principalmente
dicéntricos e anéis céntricos, possuem uma aita
freqiéncia em relagao aos outros tipos de danos
genéticos e baixa incidéncia nos controles nao
irradiados. Foi verificado um aumento da freqliéncia
das aberragbes cromossdmicas para os dois tipos
de is6topos radioativos nas dose acima de 20 cGy.
Conclusido: Com o aumento da dose, a radiagao
jonizante provoca um aumento progressivo no
numero de aberragbes cromossdmicas , bem como
um aumento variavel, dose-dependente do nimero
de a berragdes cromossdmicas por célula.

Apolo Financeiro: CAPES

29.006
OTIMIZAGAC DA ATENUAGAO DE VENENO
CROTALICO COM RADIAGAO GAMA®CO. Clissa,
P.B.**; Nagao, L.T*, Nascimento, N., Rogero J.R.
Coordenadoria de Bioengenharia IPEN/CNEN-SP.
Objetivos: Estudos realizados por Murata,Y et al.
{Toxicon 28:617, 1990) mostram que uma dose de
2.000Gy de radiagio gama reduz a atividade téxica
do veneno de Crotalus durissus terrificus, sem alterar
suas propriedades imunogénicas. Trabalhos
posteriores realizados por Nascimento,N (Toxicon
~ 34:123,1996) demonstram que a crotoxina, princi-
' pal toxina do veneno crotalico, apbs receber a
mesma dose de radiagio, também apresentou sua
toxicidade atenuada, fato este atribuido a formagao
de agregados. O objetivo deste trabalho &
estabelecer uma dose de radiagao para o veneno
crotalico, capaz de produzir maior quantidade de
agregados atéxicos, porém imunogénicos.
Resultados: Amostras do veneno crotalico em
solugao (2mg/mi em NaCl 0,15M), foram irradiadas
nas doses de 2, 3, 5 e 10kGy em uma fonte de®Co.
As altera¢des moleculares causadas no veneno fo-
ram analisadas por cromatografia de excluséo mo-
lecular, mostrando que a formacgé&o de agregados é
proporcional ao aumento da dose de radiacao. Foi
verificada também a atenuacdo da toxicidade do
veneno irradiado sendo que a dose de 2kGy reduziu
oxicidade em cerca de 3 vezes, a dose de 3kGy
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cerca de 10 vezes, e a de 5 ou 10kGy reduziram a
toxicidade em pelo menos 20 vezes. Coelhos foram
imunizados com in6culos de 2.000ug de veneno
irradiado, e com 300ug do veneno nao irradiado,
em um esquema classico de imunizagdo. A titulagio
dos anticorpos séricos mostrou que 0 soro
antiveneno irradiado com 2.000Gy foi o que
apresentou maior titulo de anticorpos que
reconhecem o veneno crotlico.

Conclusio: Sugere-se que o veneno crotalico
irradiado com 2KGy possa ser utilizado na obtengio
de grandes quantidades de imundgenos, e que estes
imunégenos seriam uma solugdo alternativa para
reduzir a atual letalidade de 10% dos animais
soroprodutores.

Apoio Financeiro: CNPq

29.007

CAPTAGAO DIFERENCIAL DE CROTOXINA
IRRADIADA POR MACROFAGOS PERITONEAIS
DE CAMUNDONGOS CBA/J E SUA INIBICAO
POR PROBUCOL. 'Cardi, B.A."; "Nascimento, N.;
2andrade Jr., H.F. 'IPEN/CNEN-SP,
% ab. Protozool /IMTSP/FMUSP.

Objetivos: Demonstramos que macréfagos
peritoneais de camundongos endocitam mais
intensamente crotoxina irradiada por *°Co(Cardi &
Andrade Jr, XXXI Cong.Soc.bras.Med.Trop &
.351ABS5:176,1995), que é melhor imundgeno que |
a proteina nativa(Nascimento et al, Toxicon,
34(1):123,1996). A radiacéo ionizante promove
formacgao de radicais livres, resultando em reagdes =
oxidativas nas proteinas do meio. Os macréfagos &
possuem receptores para endocitose onde, dois

receptores “scavenger” (ScvR), reconhecem ¥

epitopos oxidados em vérias moléculas. O Probucol
& uma droga hipolipidémica usada no tratamento
de hipercolesteremias, bloqueando os ScvR,
envolvidos na aterogénese. Aqui, visamos elucidar
a aglo destes receplores no processo de
endacitose preferencial da crotoxina irradiada.
Métodos e Resultados: Macrdfagos peritoneais,
numa concentragdo de 4x10° células/pogo em
placa de 96 pogos para cultura, foram ensaiados
com ﬁpglggoo de crotoxina, nativa ou irradiada com
2000Gy "'Co, na presenga de concentragbes
progressivas de até 200ug/ml de Probucol. Apés
130 minutos, as células foram fixadas e
deslipidificadas, ¢/ bloqueic da atividade
peroxidasica endégena. A crotoxina endocitada foi
quantificada pela incubagio com IgG de coelho
anti-crotoxina nativa, seguida de IgG de cabra anti-
IgG de coelho conjugada & peroxidase, com
detecgao da enzima pelo sistema OPD/H,0, com
leitura em 492 nm, em leitor de microplacas.

Os resultados mostrados na figura, sugerem que o
Probucol reduziu parte significativa da captagio da
crotoxina irradiada pelos macréfagos, ndo
interferindo com a captagéo da crotoxina nativa.

20
1.59
3
i
g 1.09
a
0.54
0.0 v o T T
o 5 10 15 20 -3
Probucal {1g'mi)
s Crolouina pall &

—r— Crolanina praduds

Conclusdo: Os ScvR devem estar envolvidos na
captagao de parte da crotoxina irradiada, tornando-
a mais facilmente reconhecivel por parte de células
apresentadoras de antigeno, possibilitando uma
resposta imune mais rapida e duradoura, o que pode
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