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EFEITO DA RADIACAO GAMA NAS PROTEINAS DE CRISTALINO BOVINO "IN VITRO"

Dulcila Maria lLessa Bernardes & Nelida lucia del Mastro

RESUMO

A radiossensibilidade das lentes oculares manifestada pela formagao de
cataratas, tem sido de considerdvel interesse para pesquisadores o estudo
dos efeitos biologicos das radiagdes. A formagdo da catarata se da por dife
rentes causas, e também pelo processo normal de envelhecimento. Neste traba
1ho o objetivo € desenvolver um sistema "in vitro", analogo a formacao da
catarata. £ usada uma solugao aquosa de cristalino bovino. Os cristalinos a
poOs remogao cirurgica sao homogeneizados mecanicamente e por ultrasom. Esta
suspensao € centrifugada e o scbrenadante € dializado e irradiado com dife-
rentes doses de 99Co. A leitura do grau de opacificagao é feita por espec -
trofotometria.

EFFECT OF GAMMA IRRADIATION ON IN VITRO BOVINE LENS PROTEINS

ABSTRACT

The radiosensitivity of tne ocular lens manifested by cataract forma -
tion has been of considerable interest in the study on the biological ef -
fects of radiations. Cataract can ben produced by different causes and also
for the nommal process of ageing. The aim of this work was to develop an in
vitro system similar to in vivo cataract formation. It was used an aqueous
solution of bovine lenses. 'lhe lenses after surgical removal mechanical and
ultrasonic disrupted. 'lhe suspension was centrifuged and the supermatant was
dialyzed and irradiated with different doses of ®UCo radiation. The opacifi
cation extent was measured in an spectropnotameter.,

INTRODUCAD

Os efeitos biologicos das radiacOes tem sido objetido de muitos estu -
dos, pois ao mesmo tempo em que 830 uteis na preservagao de vida, podem cau
sar danos que muitas vezes s30 irreversiveis. Isto se ageve ao fato de que a

radiagao inciadindo em um determinado sistema, atinge simultaneamente diver-
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SOS outros que apresentam una Jaior ou menor sensivilidace, podendo surgir
diversos tipos de lesoes. Uma dessas lesoes e a catarata.

A formagao da catarata se da por diversos fatores, como por exemplo,por
agentes fisicos tais como luz UV, luz solar, raios-X e gama; agentes quimi -
cos com galactose, naftaleno e glucoccriicoides; e por efeitos bioquimicos
como deticiencias enzimaticas, algumas das quais sdo hereditarias (1). £ tam
bem consequencia inexordvel do processo de envelhecimento, tanto € assim,que
5U% das pessoas com idade acima de 75 anos sao portadoras deste mal.

Alguns trapalhos tem sido feitos para elucidar as modificagbes nas pro -
teinasuo cristalino, produzidas pelas radiagoes. As mocificacoes sao acompa-
nhadas pela diminuigao das oroteinas soluveis com baixo peso molecular, um
aurento das proteinas insoluveis € a formagao de agregados de proteinas cam
alto peso molecular (4,16-20).

A formag3o de agregados de proteinas depende da oxidagao dos grupos -SH
dos cristalinos (7,8) ou do aumento da concentragao intracelular de calcio
(10).

Estes estudos analizam a eficacia relativa bioldgica ca radiagao de di-
ferentes LEI' (11,21), o efeito de uma unica dose e fracionamento de doses de
radiagao (12). Tambem foi estudada a protegdo do cristalino in vivo por subs
tancias quimicas (3), e o efeito das espécies e do fator idade no desenvolvi
mento da catarata (2,13-14,21). Alguns experimentos sugerem certa diferenga
na radiossensibilidade entre cristalinos de animais jovens e adultos (6).

tste trabalho tem por objetivo estabelecer a curva dose-resposta do e -
feito da radiagao gama de 90Co, medindo a turbidancia de solucoes aquosas de
proteinas de cristalino bovino. Esta metodologia sera utilizada posteriormen
te para o desenvolvimento da padronizagao in vitro da capacidade radioprote-
tora ou radiossensibilizadora de substancias presentes durante a irmadiagaoc.

MATERIAIS E METODOS

- Obtencao dos cristalinos:

Os cristalinos foram removidos cirurgicamente de olhos bovinos frescos,
obtidos em abatedouro. Apds a remogac, foram armazenados a -209C, até a nora
de sua utilizagao.

- Preparacao da solucao proteica de cristalino:

0s cristalinos foram descapsulados e cortacos em pequenos pedacos. Duas
gramas desses cristalincs (cada um pesando aproximadamente 1 gr) foram homo-
geneizados em 5 ml de agua a 09C, em um homogeneizador Fotter - Elvehjem, du
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rante nc minimo 30 minutos em banho de gelo. A homogeneizacao foi feita, a-
te que se obtivesse uma solucao bem homogenea.

Esta solugao foi centrifugada a 20.000 g durante 30 minutos, em centri
fuga refrigerada. Foi adicionado ao sobrenadante N- e thylmaleimide a uma
concentragao de 10 mM. Esta concentraga foi o minimo requerido para "masca
rar’ os grupos - SH, segundo o metodo de Ellman e Lysko (5).

Foi realizada a dialise desta solugao em tampao fosfato de potassio
0.1 M, pti 7.4, durante 18 horas.

- Irradiaca. das Amostras

Aliquotas do dializado foram colocadas em tubos, aproximadamente 2 ml/
tubo. A fonte utilizada na irradiagao foi uma gama Cell 220, com taxa de
dose media de 1.14 x 103 Gy/h, em doses respectivas de 0, 1000, 2000,3000 ,
4000, 5000 e 6000 Gy, sendo cada amostra irradiada em duplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

A turbidancia das solugbes irradiadas foi medida a 600 nm (17). A figu
ra 1 mostra que a turbidancia das solugoes irradiadas aumentou com o aumen-
to da dose de radiagao, enquanto que a amostra controle continuou clara,nao
se alterando. Contudo este aumento nao € muito pronuciado ateé a dose ensaia
da.

Paralelamente a isto, foi feito um estudo em que os cristalinos intac-
tos foram irradiados nas doses acima citadas. Notou-se que, a medida em que
as doses de irradiagao foram aumentando, as lentes ficavam mais opacas e
sua viscosidade aparente aumentava. Entretanto, apos o fracionamento, nao
houve diferengas nas leituras espectrofotométricas.

Durante a formagao da catarata, as proteinas do cristalino humano, em
geral, mostram um aumento gradual dos niveis de agregacio, pigmentagao e
fluorescencia, e diminuigdo dos grupos - SH. Acredita-se que o aumento da 2
pacidade cas lentes oculares, seja produzido por um processo oxidativo, a -
traves da polimerizacao e/ou formagao de ligacoes covalentes inter e intra
cadeias das moléculas de proteina . Lste fenomeno tem sido mostrado tambem
como causado ou acelerado por reagoes fotoquilmicas em muitos experimentos '
"in vitro".

Trabalhos na literatura (3,16} mostram os resultados obtidos em expe -
riencias de irrsdiagao "in vivo" em animais e em clinicas em pacientes sub~
metidos a radioterapia de pescogo e cranio. Chamamos a atengdo a enorme di-
ferenca de dose de radiagdo requerida para produzir efetivos visiveis quan-
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do da irradiagao "in vivo" e "in vitro". Com doses de 200 - 1150 rud(13) em
pacientes em radioterapia, houve desenwolvimento da catarata, apos a ir -
radiacao. No nosso caso, as doses utilizadas, 20.000 vezes superiores, mos-
tram-se muito baixas para apresentar uma curva dose-resposta pronunciada ,
devendo futuramerite continuar o desenvolvimento desta metodologia, em fai -
xas mais altas de doses, onde as mudangas estruturais das moléculas protei-
cas possam ser melhor evidenciadas, mediante espectrofotometria.

Nosso trubalho descreve uma metodologia que pode ser de grande utilida
de para analisar os efeitos biologicos das radiagdes, ao nivel das lentes o
culares e para a implementagao de tecnicas in vitro para o estudo da radios
sensibilidade de substancias endogenas e produtos naturais. A
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Figura 1 - Mudancas na turbidancia de solugao homogeneizada de cristalino
sob irradiacac gama.
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