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1. INTRODUÇÃO

As manifestações dos efeitos biológicos da

radiação, assim como as possibilidades de recuperação das le_

soes radioinduzidas, processam-se através dos mecanismos neta

bôlicos do organismo. A sindrome de irradiação aguda em mantf

feros ê causada por danos nos vários sistemas — nervoso,'.di-

gestivo, hematopoiitico, vascular e endôcrino — produzindo

quebra das defesas do organismo e comprometimento do sistema

imunológico (TALIAFERRO & TALIAFERRO, 1951; BACQ & ALEXANDER,

1961; CASARETT, 1968).

Nos últimos anos a radiossensibilidade dos

diversos componentes da resposta imune tem sido objeto de

numerosos estudos (ANDERSON & WILLIAMS, 1977; AGAROSSI & col.,

1981; KIROSHITA, 1981). Dependendo particularmente da dose

de radiação e do tempo entre a exposição e a introdução do

antígeno, a radiação ionizante pode suprimir (CHEN & SCHOOLEY,

1970; SLAVIN e col., 1981; PETERSON e col., 1982; MAGUIRE &

JAFFEE, 1982) ou pode aumentar as respostas imunes primária

e secundária (DIXON & McCONAHEY, 1963; TALIAFERRO & TALIAFER-

RO, 1970). Esse último aspecto não tem sido estudado na

mesma extensão dos efeitos imunossupressores, mas existem da-

dos suficientes para gerar diversas hipóteses. Dixon e colabo

radores sugerem que a proliferação das células imunocompe -

tentes após a irradiação, em adição â estimulação antigênica,

seria mais pronunciada do que no caso de qualquer desses
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mulos separadamente (DIXON & McCONAHEY, 1963; SCHMIDTKE &

DIXON, 1973; HOFFSTEN & DIXON, 1974). Outros autores consi_

deram o aumento radioinduzido da resposta imune, uma conse-

qüência da injúria das células envolvidas na regulação de£

sa resposta (ANDERSON & WARNER, 1976) ou seja, uma manifes-

tação da perturbação da homeostase e das relações temporais

nas ocorrências de reguladores específicos.

Radicais livres intermediários fOH, 0',

0_-) estão implicados em danos produzidos pela radiação nos

sistemas biológicos. Ao nível celular, a radiação icnizan

te afeta fundamentalmente as moléculas de DNA e em menor

grau, o RNA e as proteínas (enzimas). A radiação pode alte

rar a permeabilidade de membranas, não só a membrana plasma-

tica mas ainda as das mitocondrias, do retlculo endoplasmã-

tico e lisossontos.

Em relação ã sobrevida ao nível de doses

letais, interessa o distúrbio do estado de equilíbrio dinâmi_

co dos sistemas de renovação célula:., j? que a recuperação

do organismo está intimamente ligada ã capacidade de regene-

ração dos elementos funcionais.

Os diversos tipos celulares apresentam

grandes diferenças em radiossensibilidade. Linfócitos são

extremamente radiossenslveis. Macrõfagos e nionócitos circu_

lantes, que lhes dão origem (VAN FURTH, 1980), são conside-

rados radiorresistentes (KORNFELD & GREENMAM, 1966). Os gra-

nulócitos, em sua função sem implicar divisão celular, tam-

bém são radiorresistentes (VALERIUS e col., 1981). Os macro

fagos não só agem como células capazes de fagocitar bacté-
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rias, restos celulares e substâncias estranhas de qualquer

natureza, mas também assumem importância critica para a ati-

vação dos linfôcitos imunitãrios, como células chaves na me-

diação de efetuadores imunológicos (MACKANESS, 1964, 1969;

APTE e col., 1980).

Os denominados maciõfagos ativados consti_

tuem uma classe de células que apresentam atividade funcio -

nal aumentada (KARNOVSKY & LAZDINS, 1978; COHN, 1978; VAN

FURTH, 1980). Certos autores consideram o processo de ativa

ção do macrõfago como ser*~ — * '"Iferenciaçao celular irre-

versível e não uma modulação transiente da função celular

(SCHULTZ e col., 1978; EDELSON, 1981). Ativação especifica

ocorre em fenômenos com base imunolõgica, mas os macrófagos

podem ser estimulados por meios não específicos, como os que

são elxcitos, isto é, atraídos para um determinado local

(NATHAN e col., 1979).

Os lisossomos são organelas citoplasmã-

ticas, restritas por membranas lipoprotêicas que contêm en-

zimas hidrollticas, que são as principais responsáveis pela

digestão intracelular de material endõgeno ou exógeno. Os

lisossomos foram reconhecidos como sendo diferentes das mi-

tocôndrias em 1955 (DE DUVE & WATTIAÜX, 1966) apesar de a no-

ção do conceito de lisossomos se remonta a METCHNIKOFF(1901).

Todas as células de mamíferos estudadas contém lisossomos

com exceção dos eritrócitos. O papel dessas organelas nos

tecidos tem sido revisado em minúcia (DINGLE & FELL, 1969;

DINGLE, 1973). Os lisossomos estão envolvidos em muitos

processos que variam desde a digestão intracelular durante
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a alimentação nos animais inferiores, até as funções mais es

pecializadas das células de mamíferos. Além do papel na

fisiologia normal, os lisossomos são importantes em muitas

condições patológicas; doenças de armazenamento, choque cir-

culatório, gota, asbestose e silicose, artrite, fotossensi_

bilização, inflamação, teratogénese e injúria tissular (WEL-

MAN e col., 1978; KEECH, 1979). Uma propriedade distintiva

dos lisossomos é sua capacidade endocitõtica de ampla varie

dade de compostos do ambiente extracelular, que podem ser

atacados pelas enzimas hidrollticas ou simplesmente armazena

dos. Como as enzimas lisossomais são capazes de quebrar a

maioria das grandes moléculas dos eucariontes em pequenos

fragmentos, acontecerá lise celular se estas enzimas forem

liberadas na célula (DEAN, 1977), se bem que, nem todas as

enzimas hidrollticas estejam presentes em todos os tipos ce-

lulares. Uma característica importante dessas enzimas é

que a maioria delas funciona melhor em pH ácido.

Os efeitos de drogas ou agentes tóxicos

sobre membranas lisossomais têm sido estudados mediante

técnicas in vivo e in vitro, mas torna-se difícil distinguir

in vivo, entre liberação real de enzimas e fragilidade das

membranas. Muitas drogas vem sendo examinadas para determi^

nar seus efeitos sobre os lisossomor, sendo que compostos

antiinflamatõrios são freqüentemente estabilizadores dessas

organelas (MALBICA, 1971). Níveis elevados de enzimas li-

sossomais estão associados a neoplasias (BELOWSKI e col.,

1972; STARLING e col., 1981). Lisossomos são conhecidos por

sua habilidade em concentrar compostos carcinogênicos (ALLI-



S0N & MALUCCI , 1964. A quantificação das atividades de en-

zimas lisossomais é difícil considerando diversos aspectos:

grande influência dos métodos de preparação, em geral cen-

trifugação diferencial de homogeneizados de tecidos; possibi-

lidade de labilização durante o procedimento de isolamento;

a enorme diferença de tamanho e forma dos lisossomos dependen

te de seu estado funcional. Assim muitos pesquisadores tem

optado por métodos quantitativos citoqulmicos (AIKMAN ft WILLS,

1974). A atividade da fração lisossomai final preparada de

homogeneizado de tecido representa, na realidade, a utivida

de média de todos os lisossomos de todos os tipos celulares

que constituem o tecido. Além disso, os métodos bioquímicos

apresentam a desvantagem de exigir maior massa de tecido, em

geral alguns miligramas (CHAYEN, 1978), sendo a reação bic

química realizada em solução ou dispersão aquosa.

Em 1969, BACQ e ALEXANDER propuseram que

uma possível lesão primária/ apôs irradiação, seria o dano

ãs membranas plasmãticas, lisossomais, mitocondriais ou nu-

cleares. Aumento na permeabilidade poderia resultar numa li-

beração de enzimas, assim como enzimas ativas em sítios anor-

mais dentro da célula, poderiam atacar moléculas das quais

normalmente se encontram separadas, causando a morte celu-

lar. Em particular, esses autores consideravam a membrana

lisossomai um alvo possível da radiação devido ãs proprieda-

des hidrollticas das enzimas lisossomais. Diversos trabalhos

têm mostrado aumento da atividade dessas enzimas provocado p£

Ia radiarão (WILLS & WILKISON, 1966; AIKMAN & WILLS, 1974;

REYNOLDS & WILLS, 1974; GROSS & BALIS, 1978; POTE & ALTEKAR,

1980; TROCHA « CATRAVAS, 1980; CLARKE ft WILLS, 1980).
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Lisossomos isolados de baço de ratos pa-

recem ser mais sensíveis a danos por radiação do que os pro

venientes do fígado e rim (WATKINS, 1970). Entretanto al-

guns autores (HARIKUMAR e col., 1978 e MAZANOWSKA, 1979),mes

mo trabalhando com fígado, verificaram que algumat enzimas

lisossomais eram liberadas em diferentes quantidades apôs

irradiação. WATKINS (1970), por sua vez, observou que em

presença de nitrogênio durante a irradiação, os lisossomos

eram protegidos contra danos eventuais. Experiências com li

sossomos in vitro, mostraram que algumas hidrolases ácidas

são progressivamente inibidas durante o período de incuba-

ção põs-irradiação (DESAI e col., 1964; WATKINS, 1970), sen

do conhecida a inibição de algumas delas por constituintes

normais dos tecidos e fluidos corporais (ABDUL-FADL, 1957).

Existe correlação entre concentração de

radicais livres produzidos por perõxidos lipldicos e libera

ção de enzimas lisossomais. Esses perõxidos podem ser pro-

duzidos por radiação ionizante ou por simples adição de água

oxigenada ~s suspensões lisossomais. A formação de perõxi-

dos nas membranas lipoprotêicas é acompanhada por extenso

distúrbio das estruturas organizadas da membrana e este pro

cesso resulta geralmente, numa perda de funções especializa

das.

A resposta ã radiação _Ln_ vivo, ê difícil

de interpretar dada a complexidade de fatores. Não i pro-

vável a produção de extensa oxidação lipldica devido aos mui,

tos antioxidantes presentes nos tecidos, mas mesmo pequenas

quantidades de perõxidos são capazes de causar danos nas
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membranas. Ê possível, num período longo, que exista a

estimulação do aparelho de Golgi para produzir e/ou liberar

novos lisossomos contendo hidrolases ativas portadoras de

membranas labels (KUBASOVA e col., 1976). Ê provável que a

produção de perõxidos nos lipidios das membranas, possa a-

tivar algumas hidrolases latentes, por exemplo, catepsinas

e lipases. Tal ativação de catepsinas poderia resultar na

digestão da própria membrana, e/ou ativação e liberação de

outras enzimas lisossomais (WATKINS, 1970), o que pode

ria estar relacionado com o efeito radioprotetor de inibido

res de proteases (PALLADINO e col., 1982).

As hidrolases ácidas estão praticamente

restritas aos lisossomos que se encontram de maneira geral

em todos os tipos de células (DEAN, 1977). Contudo, a ativi.

dade de hidrolases ácidas i, por exemplo, desprezível nos

linfócitos e plaquetas quando comparada com a atividade nos

monócitos, apresentando os granulócitos valores intermediá-

rios entre ambos os extremos (SCHNYDER & BAGGIOLINI, 1978 e

RADZUN e col., 1980).

As células fagocíticas constituem o prin

cipal sistema para o estudo de enzimas lisossomais. Agentes

biológicos ou sintéticos, capazes de modificar a resposta i-

mune tissular, produzem ativação de macrõfagos. As ações

bactericidas de macrõfagos ativados são exercidas de manei^

ra não específica: a administração de um agente capaz de

ativar macrõfagos, por exemplo BCG, que é o Bacillus Calmet

te-Guérin, cepa atenuada de Mycobacterium bovis, aumenta a

resistência contra a infecção com organismos heterõlogos ,

por exemplo, Llsteria monocytogenes e Salmonella typhlmurl-
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um (DUBOS ft SCHAEDLER, 1957 e BLANDEN e col., 1969).

Agentes capazes de ativar macrõfagos

vem sendo experimentados como agentes antitumorais, tal ê o

caso de BCG (OLD e col., 1959; MOORE e col., 1975), Cory

nebacterium parvum (HALPERN e col., 1966; 1973), BordeteiIa

pertussis (LIKHITE, 1974), entre outros (ADLAM ft SCOTT,

1973; MIIAS e col., 1975; GASSEL e col., 1981). As primei-

ras observações sobre imunoterapia do câncer foram feitas

por William Coley, cirurgião de New York, nascido em 1862

(OLD, 1977). Ele observou casos avançados de câncer, que a-

pre sentavam regressão após infecçâo bac ter lana aguda e con-

seguiu resultados positivos injetando em pacientes misturas

de bactérias mortas. A partir do trabalho pioneiro de OLD,

CLARKE e BENACERRAF (1959), sobre o efeito benéfico de BCG

contra tumores transplantãveis de camundongos, muitas são

as referências sobre o valor de imunopotenciadores no trata_

mento de diferentes neoplasias (POOLE, 1973; MOAHAN & KAPLAN,

1976; AOKI e col., 1976; BARBER & DORSETT, 1981; DAVIES,

1982). Assim, o estado funcionai dos elementos fagoclticos

do sistema retlculo-endotelial estaria relacionado com a pro

teção contra infecçõess bacterianas e tumores.

Agentes imunopotenciadores aparecem na

literatura como efetivos em aumentar a resistência às ra-

diações ionizantes (SMITH e col., 1957; BLONDAL,1959; BAL-

NER e col., 1961; HALPERN & ANDRÉ, 1977; ORTALDO & McCOY,

1980; MAYR e col., 1980; GASSEL e col., 1981; PETERS e

cols., 1981).

Pareceu-nos útil que uma reavaliação das

experiências se apresentasse como proposição de trabalho pa-



ra constituir o objetivo desta tese. Assim, ê nosso objeti-

vo estabelecer:

i) se BCG, cepa Moureau - Rio de Janeiro; Corynebacte-

rium parvum Mêrieux; Bacillus pertussis (Instituto

Butantã); Lipopolissacarldeo de Escherichia coli;

Proteose-peptona, são capazes de reduzir a letali-

dade em camundongos irradiados de corpo inteiro com

radiação gama de Co;

ii) as mudanças na atividade de enzimas lisossomais(fo£

fatase ácida, N-acetil glucosaminidase) por efeito

da radiação, medidas em extratos totais de baço e

fígado;

<ii) a influência de agentes imunomoduladores e/ou cap§_

zes de ativar macrõfagos como BCG, lipopolissacarl-

deo de E. coli, proteose-peptona, nas mudanças de

atividade enzimática lisossomai provocadas pela ra-

diação Ionizante.
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2 . MATERIAIS E MÉTODOS

2.1 Animais

Foram utilizados camundongos BALB/c e era

certas ocasiões C57BL/10, alojados em caixas metálicas, em

grupos de 5 a 10 animais por caixa, sob dieta usual de labora

tôrio (Moinho São Cristóvão) e água ad_ libitum. Salvo

especificação, os animais eram machos BALB/c de aproximadamen

te 8 semanas de idade, pesando 20-24 g.

2.2 Bacilo Calmette-Guérin (BCG)

Utilizou-se a cepa brasileira, estirpe Mo-

reau - Rio de Janeiro, obtida da Fundação Ataulpho de Paiva,

Instituto Viscondessa de Morais, Rio de Janeiro, liofilizada

em ampolas de 5 mg. Os camundongos foram injetados s.c. com

a suspensão dos organismos, imediatamente apôs reconstitui-

ção, 3 a 4 semanas antes da irradiação, geralmente com 1 mg

BCG/0,5 ml.

2.3 Corynebacterium parvum

Empregou-se a cepa IM1583, organismos ina-

tivados pelo calor e formol na forma de preparação imunoes-

timulante proveniente do Instituto Mérieux, Lyon, França, em

ampolas de 4 mg de pó seco em 2 ml de suspensão aguosa. Os
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enimais foram injetador l.p. antes da irradiação, oom 0,25 ml

da suspensão.

2.4 Bordetella pertussis

A suspensão proveniente do Instituto Bu-

tantã continha aproximadamente 7 x 10 organismos/ml, em so-

lução salina, contendo 1:5000 de merthiolate. As diluições

necessárias foram feitas em salina esterilizada e o tratamen-

to pelo calor foi feito na diluição correspondente, em banho

a 65°C durante uma hora. Os camundongos foram injetados i.p.

9 —
com 7 x 10 organismos/0,1 ml, 6-7 dias antes da irradiação.

2.5 Proteose-peptana

Proteose-peptona (Difco Laboratories, De-

troit, Michigan)foi preparada a 10% em solução salina estéril

e colocada em banho em ebulição durante uma hora antes de ser

injetada i.p. 0,75 ml/camundongo, 3 dias antes da irradiação.

2.6 Lipopolissacarldeo de E. coli (LPS)

Foi utilizado o serotipo n9 055:B5, da Si£

ma Chemical Company, St Louis, USA, dissolvido em salina este

ril. Os animais foram injetados i.p. 1 dia antes da irradia-

ção, com uma solução de 100 yg/ml, 20 ug/camundongo no caso

de animais fêmeas ou 50 yg/camundongo para os machos.
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2.7 Irradiações x

2.7.1 Irradiação dos animais
#

As irradiações foram realizadas no inte-

rior duma fonte de raios gama de Co, Gamma Cell 220 Irra

diation Unit, da Atomic Energy Comission of Canada Ltd, de

9235 Ci (1 Ci de radioatividade representa 3,7 x IO10 desin-

tegrações por segundo, equivalente a 3,4 x 10 Bq) em 8 de

março de 1974. A dose foi recalculada todos os meses, le-

vando em consideração um decaimento de 0,989% por mês. Em

novembro de 1982, a taxa de dose com a blindagem ilizada

foi de 0,18 Gy/s, onde Gy (gray) eqüivale a uma energia

absorvida de 1 Joule por kg. Os animais foram irradiados

dentro da câmara de simetria radial, uniformemente, em gru-

pos de 3 ou 4 animais por vez, dentro de recipiente cilín-

drico de papelão de 9 cm de diâmetro e 18 cm de altura.

2.7.2 Irradiação de BCG

BCG foi irradiado na forma de pó liofili-
4

zado contido em ampolas de 5 mg com uma dose de 3 x 10 Gy

durante aproximadamente 10 horas na fonte de Co descrita

acima, porém sem blindagem.

2.8 Esquema experimental

As drogas utilizadas na. preparação das so

luções foram todas de grau de pureza analítico. Os animais

utilizados em cada experiência eram consangulneos e nasci-

dos quase no mesmo dia para garantir homogeneidade entre
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os animais em experimentação e os de referência. Na pri -

meira fase deste estudo, os animais foram injetados com os

diferentes agentes e posteriormente irradiados, sendo acom-

panhados no mínimo durante 60 dias a fim de estabelecer a so

brevida, determinando curvas de peso corporal, peso de ba-

ço e peso de fígado nos casos apropriados.

Para os ensaios enzimãticos, em interva-

los estabelecidos, geralmente no 39 dia apôs irradiação, os

animais foram sacrificados por sangria sob anestesia com

éter anestêsico e o sangue coletado.

Em cada experiência, utilizaram-se grupos

constituídos de no mínimo 4 animais testemunhas e até 12 ca-

roundongos tratados. As determinações de cada grupo foram

realizadas em duplicado. Os resultados apresentados foram a

média de pelo menos 2 experiências independentes, calculan-

do-se os correspondentes valores do desvio padrão(s).

2.9 Preparação dos homogeneizados de tecidos e ensaios

enzimãticos

Os baços e os fígados foram removidos ra-

pidamente, lavados em sacarose 0,25 M, secos levemente em pa_

pel de filtro e pesados. Durante toda a preparação, a tem-

peratura foi mantida entre 0 e 4°C. Para a obtenção da pre-

paração enzimãtica em meio aquoso, seguiu-se o método de

WALKER e col. (1961). Os órgãos pertencentes a um mesmo

grupo de animais foram homogeneizados conjuntamente: os ba-

ços num homogeneizador do tipo Potter-Envehjem com bastão
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de Teflon (Arthur H. Thomas Co, Phila. Pa) durante 1 minuto;

os fígados num triturador de aço inoxidável (Universal Labo-

ratory Aid Type 309 Mechanika Precyzyjna, licence of Unipan),

durante 30 segundos, pH 4,4 em solução tampão 0,05 M citra

to de sõdio-âcido cltricô, numa concentração final de 10%

peso/volume.

As amostras foram tratadas, durante 15

segundos, com ultra-som (Sonifier Cell Oisruptor, Model W185,

Heat Systems, Ultrasonics, Inc., New York, fabricado pela

Branson Sonic Power Co., Connecticut) 20 KHz, 100 Watts, em

banho de gelo. As misturas foram centrifugadas em centrifu-

ga refrigerada (Sorva 11 Super speed RC2-B) a 1500 g e os so-

brenadantes mantidos a 4 C até serem utilizados.

O sangue colhido de cada grupo foi deixa-

do ã temperatura ambiente para permitir retração do coágulo

por algumas horas, separado o soro por meio de pipeta Pas-

teur e centrifugado a 1500 rpm num centrifugador Excelsa

3 da Fanem Ltda, São Paulo. Os sobrenandantes foram manti_

dos na geladeira até sua utilização.

2.9.1 Determinação de fosfatase ácida

Para a determinação da fosfatase ácida se

guiu-se a metodologia baseada no método de King & Amstrong

descrito no Chemical Methods in Clinical Medicine (HARRISON,

1949).

As amostras enzimáticas (0,1 ml), junto

com 1,0 ml de tampão citrato de sõdio-ácido cltrico, 0,05 M,
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pH 4,4, foram incubadas à temperatura de 37°C, com 1,0 ml do

substrato fenil fosfato dissôdico (Merck AG, Darmstadt) 8,6

mM. Apôs 1 hora de incubação, foi adicionado em cada tubo,

0,9 ml de reagente de fenol (Reagente de fenol segundo Folin-

-Ciocalteu, Merck AG, Darmstadt) diluído 1:3, que contém

os ácidos fosfotúngstico e fosfomollbdico. As proteínas pre

cipitadas foram removidas por centrifugação a 1500 rpm(Cen

trifugador Excelsa 3, Fanem Ltda). Alíquotas do sobrenadan

te (2,0 ml) foram alcalinizadas mediante a adição de 2,5 ml

de solução de Na-CCK a 40% para deter a reação, apresen-

tando-se o fenol liberado na sua forma aniônica. Apôs 15 mi

nutos de aquecimento e posterior retorno â temperatura ambi-

ente, a absorvância das soluções foi lida a 520 nm num colo-

rimetro Spectronic 20 Bausch & Lomb (Arthur H. Thomas Co,

Phila. Pa) mediante comparação com a curva padrão obtida

a partir de 0; 0,1; 0,2; 0,4 ml de uma solução estoque de

100 mg de fenol (Mallinckrodt Chemical Works, St. Louis) em

100 ml HC1 0,1 N, diluída 1:10. Os brancos correspondentes

foram submetidos ao mesmo tratamento, porém sem incubação.

Uma unidade de enzima correspondeu â hi-

drõlise de 1 ymol de substrato ã temperatura de 37°C duran

te 1 hora, referida a uma massa de tecido de 1 mg ou a 1 mg

de proteína.

2.9.2 Determinação de N-acetil-P-D-glucosaminidase

Utilizou-se a metodologia descrita por

WALKER e col. (1961).

Um volume de 0,1 ml da preparação enzimáti-



16.

ca foi incubado a 37 C coin 0,9 ml de solução 1,8 mM do

substrato p-nitrofenil N-acetil-$-D-glucosaininIdeo (Sigma

Chemical Co, St. Louis) em tampão citrato 0,05 M, pH 4,4 du

rante 1 hora. A reação foi detida mediante a adição de solu

ção 0,25 M de Na2CO3. A absorvância foi lida a 400 nm num

colorlmetro Spectronic 20 Bausch ft Lorab (Arthur H. Thomas

Co, Phila. Pa.) e comparada com a curva padrão construída

com 0, 20, 40 e 60 yl de solução 3,6 mM de p-nitrofenol, es-

pectrofotometricamente puro, cedido pelo Dr. Nilo Kiyan, De_

partamento de Química Orgânica, do Instituto de Química, " da

Universidade de São Paulo. Foram deduzidos os corresponden-

tes brancos, provenientes da incubação da preparação enzimã-

tica em tampão, assim como aquele proveniente da incubação

da solução de substrato.

Uma unidade de enzima correspondeu â hi-

io substrato a 37°C durante 1 hora,

da a uma massa de 1 mg de tecido ou 1 mg de proteína.

drõlise de 1 ymol do substrato a 37°C durante 1 hora, refer̂ L

2.10 Determinação de proteínas

Utilizou-se o método de LOWRY e col.,

(1951), modificado por MILLER (1959). Nessa metodologia em-

prega-se um volume comparativamente menor de reagente de co-

bre alcalino mais concentrado e um volume maior de reagen-

te de fenol mais diluído, o que garante uma melhor mistura

inicial, além de exigir menor tempo operacional.

Alíquotas de 0,5 ml de reagente de cobre

alcalino composto de 10 partes de Na_CO3 a 10% em NaOH
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0,5 N e uma parte de CuSO. 0,5% em tartarato de potássio a

1%, foram adicionadas a alíquotas de 0,5 ml da solução de

proteína. Apôs 10 minutos, foi adicionado rapidamente l,5ml

de reagente de fenol segundo Folin-Ciocalteu (Merck AGfDarm£

tadt) diluído 1:11, por tubo. As mituras foram aquecidas

durante 10-20 minutos num banho de água a 50°C. Apôs retor-

no ã temperatura ambiente, a absorvãncia das amostras foi lî

da a 750 nm num espectrofotometro PMQ II 91518 (Carl Zeiss,

Oberkochcm, Rep. Fed. de Alemanha). A curva padrão foi cons

truída a partir duma solução 1 mg/ml de albumina bovina,

fração V (Sigma Chemical Co, St. Louis, USA) na faixa de

0,04 a 0,20 mg de proteína.

2.11 Análise estatística

2.11.1 Curvas de sobrevica

Considerando F. (t) a função da distribui-

ção do tempo de sobrevida ã irradiação dos camundongos tejs

temunhas e Fjít) a dos camundongos em experimentação, pre-

tendeu-se verificar se:

F l ( t ) * F 2 ( t ) p a r a 0 < t « 60 (dias)

sendo 60 dias nosso período de observação. Mão tendo idéia

sobre a função de risco e sendo os dados pouco numerosos,

utilizou-se procedimento não-páramétrico. Seguindo recomen-

dação do Prof. Dr. José F. Carvalho, do Instituto de Ciên-

cias Matemáticas de São Carlos da Universidade de São Paulo,

calculou-se para cada caso o nível de significância estatls_
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tica (P) mediante o emprego do programa P1L para análise de

sobrevidas do BMDP Biomedical Computer Program P-Series 1979

(BENEDETTI ft YUEN, 1979) processado num computador IBM/370.

Esse programa tinha a vantagem de incluir a informação do

tempo de sobrevida de cada animal para a estimativa das pro-

babilidades de sobrevivência, aplicando estatística de Wil-

ccxon e Breslow para verificar a igualdade das distribui-

ções de sobrevida dos animais tratados e não-*-ratados.

2.11.2 Ensaios enzimáticos

Os resultados das determinações de ativi-

dade enzimãtica foram analisados mediante a hipótese da i-

guaIdade de duas médias (ATALLA, 1978). Supondo duas mé-

dias: x, obtida por n, determinações e x2 obtida por n?

determinações e sendo

xl < X2 numericamente

para comparar as duas médias, calculou-se a média geral x

fazendo:

nlxl + n2x2

nl

Calcularam-se os valores correspondentes da distribuição

normal:

Uj = 2 (/n.x. + 1 - / n.ic )

n2 x
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A diferença u2 ~ u, é considerada aproximadamente como sendo

a diferença de duas variáveis que se comporta segundo a

distribuição normal. Considerou-se que as duas médias dife

riram entre si num nível de confiança de 0,05 ou 0,01 se

u~ - u. foi maior que:

1,96/2" = 2,77 (nível 0,05)

2,58 /2 = 3,64 (nível 0,01)
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3. RESULTADOS

A figura 1 mostra a sobrevida de camundon

gos irradiados uniformemente de corpo inteiro com diferen

tes doses de radiação gama de Co, taxa de dose 0,18 Gy/s.

As doses usadas delimitam a região de letalidade que abran-

ge desde dose subletal, 6 Gy, até a dose que provoca 100%

de mortalidade, acima de 9 Gy.

Os animais utilizados em nossas experiên-

cias eram todos adultos e as taxas de sobrevida não varia -

ram significativamente, com diferenças de idade entre 6 e

16 semanas. Contudo, a perda de peso corporal provocada pe

Ia ação da radiação I maior em animais mais jovens, coinci-

dente com a observação de outros autores (ABRAMS, 1951).

Na figura 2 está representada a curva de peso de camundon-

gos após irradiação com 8,5 Gy. Em animais de 6 semanas, a

perda de peso corresponde a 26%, sendo 17% o valor corres-

pondente para animais de 12 semanas. Um mínimo do peso co£

poral é atingido só após 2 semanas da irradiação com doses

letais, enquanto que o menor valor de peso do baço jã apare

ce após os primeiros dias da irradiação, mantendo-se quase

inalterado o peso do fígado. A figura 3 mostra a variação

de peso do baço e do fígado, logo nos primeiros dias apôs

a irradiação com doses subletais. Nessas condições, não

houve perda significativa de peso corporal nem variação no
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FIGURA 1. Representação gráfica da sobrevida, após 30 dias,

de camundongos irradiados com as doses de 6,0; 6,5; 7,5; 8,5;

9,5 Gy de Co, sendo o número de animais sobreviventes/ani-

mais totais 9/9; 7/8; 5/10; 2/10; 0/10, respectivamente. Ta-

xa de dose: 0,18 Gy/s.
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FIGURA 2. Gráfico dos pesos médios de camundongos de 6 e 12

semanas de idade, sobreviventes ã irradiação com 8,5 Gy de

Co, em função do tempo após irradiação.
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FIGURA 3. Representações gráficas dos pesos percentuais nor_

malizados de baço e fígado de camundongos apôs irradiação

com doses de 3 e 6 Gy Co. Médias de 10 animais.

(o) fígado;

(x) baço.
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peso do fígado, mas o baço já no 39 dia apresenta a metade

do peso inicial com tendência à recuperação só após 10 di-

as. Para doses letais a perda de peso do baço é ainda mais

acentuada, podendo cair mais de 80% do peso inicial, ao 39

dia após irradiação, como mostram mais adiante as figuras

15, 16 e 17.

Em todos os casos, a diminuição do peso

corporal dos camundongos, foi antecedida por uma queda na

ingestão de alimentos, jã a partir do 19 dia após irradia-

ção.

Os valores de pesos percentuais de baço e

fígado após administração de agentes imunomoduladores es-

tão apresentados na figura 4. Corynebacterium parvum e

BCG, conhecidos imunoestimuladores, provocam aumento subs -

tancial do peso do baço entre a 1— - e 2— semanas após inj£

ção, tendo sido registrados os valores de 360% e 220%, res-

pectivamente, após a 1— semana, apresentando também pequeno

aumento do peso do fígado no caso de C. parvum. BCG por

sua vez, produz ainda aumento no peso do baço por volta da

4— semana. Já proteose-peptona, agente capaz de aumentar a

proporção de macrõfagos peritoneais, não provoca modifica-

ções nos pesos de baço e fígado.

De maneira geral, os agentes experimenta -

dos capazes de produzir esplenomegalia em camundongos, não

são também capazes de suprimir a perda de peso decorrente

da ação da radiação nesse órgão, mas a recuperação parece

ser mais acentuada. A curva de peso dos animais injetados

por exemplo com BCG e posteriormente irradiados (Fig.5), a-
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Gy 60Co;

(x) não tratados.
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presenta valores superiores apôs o mínimo do que dos corres

pendentes animais não tratados. Aos animais injetados só

com BCG, pareceria corresponder valores de pesos corporais

aumentados em relação aos não tratados, salvo nos primeiros

dias apôs a administração# em que essa tendência está inver-

tida.

A injeção de solução isotônica de NaCl, nos

camundongos, excipiente liquido utilizado, não produziu gual_

quer modificação na sobrevida ã radiação, assim os animais

testemunhas não foram injetados.

As curvas de sobrevida apôs irradiação de

camundongos tratados com os diferentes agentes, assim como

as dos não tratados pertencentes aos respectivos lotes, são

apresentadas a partir da figura 6. Nas próprias figuras en

contra-se o valor de P, nível de significância, ao qual po-

demos considerar que as curvas correspondentes aos animais

tratados são estatisticamente diferentes das dos animais não

tratados. A figura 6 representa o resultado de experiên

cias nas quais se estabelece a influência da injeção previa,

3 dias antes, de 50 e 75 mg de proteose-peptona/camundongo.

Os valores de sobrevivência a 60 dias apôs irradiação são

de 70 e 69% para essas doses injetadas, sendo 20 e 13% os

correspondentes valores dos grupos não tratados. Neste tipo

de experiência o exemplo mais significativo ê o representado

na figura 6B (P:0,01). A figura 7A, por sua vez, mostra ex-

periência semelhante ã anterior porém realizada com camun -

dongos C57BL/10. Neste caso, o efeito de proteose-peptona so

bre a sobrevida de camundongos irradiados é oposto: a sobre-
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FIGURA 6. Representações gráficas da sobrevida versus tem-

po, de camundongos irradiados com 8,5 Gy Co não tratados (-)

ou tratados com proteose-peptona ( ).

A) 50 mg/O,5 ml

B) 75 mg/O,75 ml
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FIGURA 7. Representação gráfica da sobrevida versus tempo, de

camundongos irradiados com 8,5 Gy Co, tratados ( ) e não

tratados (—).

A) camundongos C57BL/10 tratamento: proteose-peptona
75 mg/0,75 ml;

B) camundongos BALB/c, tratamento: 125 pg BCG previa
mente irradiado com 3xlO4 Gy em 0,25 ml.
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vida dos animais tratados é inferior ã dos camundongos não

tratados, sendo os valores respectivos 0 e 13%. Já a figura

7B representa a primeira de uma série de experiências nas

quais se exemplifica o efeito de diferentes doses de BCG na

sobrevida â irradiação. Neste caso, a sobrevida ã irradia-

ção foi aumentada de 10 para 40% nos animais BALB/c tratados

com 125 Mg de BCG que fora previamente irradiado, porém

esse efeito não chega a ser ensivelmente significativo se-

gundo o teste estatístico de ordenação utilizado (P: 0,15).

A figura 8 mostra a representação gráfica

de experiências envolvendo o efeito de diferentes doses de

BCG viável. Na figura 8A estão representadas as curvas de

sobrevida de camundongos BALB/c irradiados, tratados e não

tratados com 200 ug de BCG, cuja ação se traduz num aumen-

to da sobrevida de 30 para 70%. Na figura 8B ê apresentada

uma outra experiência que mostra o efeito de 125 ug de

BCG viável. Assim como no caso anterior, ambas as doses de

BCG apresentam ação modificadora da curva de sobrevida ã

irradiação, sendo neste último caso 0 a 30% os percentuais

respectivos.

Nas figuras 9A e 9B estão exemplificadas ex

periências semelhantes ãs anteriores, porém utilizando ca-

mundongos C57BL/10. Neste caso, a ação do BCG ê exercida tam

bem nesta cepa, coisa que não acontecia no caso da ação de

proteose-peptona. Na figura 9 são apresentados percentuais

de sobrevida de 30 e 20% para os animais previamente injeta-

dos com 1 mg de BCG, machos e fêmeas respectivamente, sendo,

para ambos os casos, 0% a sobrevida dos animais não trata-

dos. Ê interessante verificar que apesar de o aumento da
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FIGURA 8. Representação gráfica da sobrevida de camundongos

irradiados com 8,5 Gy °Co não tratados (—) e tratados com

BCG ( ).

A) 200 pg/0,1 ml.

B) 125 pg/0,1 ml.
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sobrevida ser discreto, ele é altamente significativo se-

gundo o teste estatístico usado, tanto para o caso de ani-

mais machos quanto para fêmeas. Os resultados deste conjun

to de experiências, contudo, não mostram relação entre ação

e doses de BCG, pelo menos dentro da faixa de 125 a 1000 Mg

de BCG/camundongo.

Na figura 10 estão descritas experiências

realizadas para verificar a ação de Bordetella pertussis na

sobrevida ã irradiação. Nas experiências descritas na figu-

ra 10A, a injeção desse microorganismo, tratado ou não pelo

calor, não ê capaz de aumentar a sobrevida, sendo os valo-

res obtidos de 0 a 13% respectivamente para os animais tra-

tados, contra 40% para os não tratados, o que denota eviden

te sensibilização ã radiação. Já na figura 10B são apre-

sentados os resultados de experiência semelhante, mas na

qual o número de organismos injetados é 100 vezes menor. Nes_

te caso, não existe qualquer modificação na sobrevida, sendo

os valores obtidos de 22 e 30% para os animais tratados e

não tratados, respectivamente.

A figura 11 exemplifica a ação de LPS na

sobrevida à irradiação. Esse agente imunomodúlador, é ca-

paz de induzir notória radioproteção quando injetado na vés-

pera da irradiação mas não ê efetivo quando injetado 5 dias

antes (observação pessoal não mostrada nos Resultados). Nes-

ta experiência, os valores percentuais da sobrevida ã irra-

diação aumentam de 25 para 69% e de 20 para 75% para animais

machos e fêmeas, respectivamente, quando injetados com LPS.
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FIGURA 10. Representação gráfica da sobrevida de camundongos
60 -irradiados cora 8,5 Gy Co nao tratados (—)/ tratados com

Bordetella pertussis ( ) e tratados com Bordetella pertus-
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FIGURA 11. Representação gráfica da sobrevida de camundongos
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A) animais machos (50 yg/0,25 ml);

B) animais fêmeas (20 yg/0,20 ml).
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A figura 12 mostra os resultados do efeito

de Corynebacterium parvum na sobrevida ã irradiação. Os re-

sultados mostram aumento da sobrevida de 25 para 55% e de 0

para 33% guando os camundongos foram injetados 1 semana ou 10

dias antes da irradiação, respectivamente. Em ambos os casos

hã significativa radioproteção induzida pela administração de

500 ug de C. parvum Merieux.

As experiências realizadas para determinar

atividades enzimãticas lisossomais antes e apôs irradiação fo

ram realizadas dosando-se a N-acetil-beta-D-glucosaminidase e,

a fosfatase ácida.

Foram feitas determinações de fosfatase ã-

coda e de N-acetilrbeta-D-glucosaminidase nos soros dos dife-

rentes grupos de animais. Não foi possível, contudo, esta-

belecer qualquer relação sistemática e significativa entre

atividade enzimãtica e doses de radiação ou tempo após irr<a

diação, sendo os valores obtidos nas dosagens dos diversos gxu

pos ao redor de 10 e 20 mü/ml soro para fosfatase ácida e N-

acetil-beta-D-glucosaminidase, respectivamente.

Na figura 13,esquematizam-se determinações

de atividade enzimãtica para essas duas enzimas no baço e fí-

gado de animais não irradiados e a diferentes intervalos a-

põs irradiação com doses subletais (6 Gy). Ê possível perce -

ber um aumento significativo de ambas enzimas esplênicas já

no 39 dia (P: 0,01), mantendo-se valores aumentados com peque

nas oscilações não.significativas, inclusive no 109 dia. En-

tretanto, nesse mesmo período, os níveis de atividade de N-

acetil-beta-D-glucosaminidase e fosfatase ácida hepática não
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FIGURA 12. Representação grafica da sobrevida de camundon-
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B) injetados s.c. 10 dias antes da irradiação.



Baço

10

~ 5
E

«D
U

'(U

B Fígado
N
C

• 10
•X3

m

>

-* 5

3 5 7
d i a s após i r r a d i a ç ã o

ÍI

3 .5 7_
dias após irradiação

10

10

| "| N-aceti1-beta-D-glucosaminidase

fosfatase ácida

FIGURA 13. Representação gráfica da atividade enzimãtica

no baço e fígado apôs irradiação gama 6 Gy Co.

(Médias ± s ) .



39.

sofrem mudanças significativas, apesar de apresentar valores

aparentemente mais altos no 39 dia quando comparado ao não

irradiado (tempo 0), assim como uma queda aparente no 59 dia.

Nestas experiências, a atividade de N-acetil-beta-D-glucosa-

minidase esplinica eleva-se de aproximadamente 57 mU/mg de

tecido para ao redor de 120 mU/mg no 39 dia apôs irradiação,

enquanto que para a enzima hepãtica esses valores permanecem

com poucas alterações ao redor de 80 mU/mg, com ou sem ir-

radiação. Fosfatase ácida esplênica tem também sua ativida-

de quase duplicada por efeito da radiação: partindo de valo-

res de 42 mU/mg, atinge o nível de 88 mU/mg ao 39 dia. A

enzima hepãtica, entretanto, permanece com valores quase i-

nalterados ao redor do nível inicial de 40 raU/mg, nos diver

sos intervalos após irradiação.

Foram determinadas as atividades enzimáti_

cas em diferentes doses de radiação. Na figura 14, encon-

tram-se os resultados das determinações das duas enzimas es-

plênicas e hepãticas de animais irradiados previamente com

~ 600/ 6, 8,5 e 11 Gy de radiação gama de Co. Aparentemente,

as doses que abrangem a região de letalidade não apresentam

diferenças substanciais no teor das enzimas esplênicas: a ati

vidade de N-acetil-beta-D-glucosaminidase e fosfatase ãci-

da se eleva de valores iniciais de 74 e 47 mU/mg para valo

res de 132 e 90 mU/mg, respectivamente, por efeito de 6 Gy

de radiação gama, não se modificando, substancialmente, com

o aumento de dose. 0 aumento na atividade de ambas enzimas

esplênicas, por efeito da radiação, i significativo (P:

0,01), salvo para o caso de dose supraletal onde o aumento

é menos evidente. Para as mesmas doses de radiação, não é
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evidente qualquer modificação na atividade das enzimas hepá

ticas. É possível verificar, comparando os resultados apre

sentados nas figuras 13 e 14, que os valores das atividades

enzimãticas estão levemente aumentados neste ultimo grupo

de experiências, onde os animais utilizados tinham 16 sema-

nas de idade, enquanto que nas demais experiências, os

camundongos tinham aproximadamente 8 semanas de idade.

A figura 15A representa a atividade de

fosfatase ácida esplênica de camundongos irradiados com 8,5

Gy de Co e não irradiados, em função do tempo de incuba

ção com o substrato. O aumento na atividade enzimãtica ê

significativo (P: 0,05), duplicando praticamente aos 10,20,

30 e 60 minutos de incubação nos extratos dos baços de ani-

mais irradiados, em relação aos valores dos animais teste-

munhas. Os valores dos pesos médios absolutos dos baços

assim como dos pesos percentuais respectivos aparecem na

mesma figura (Pig. 15B), sendo evidente a enorme diminui-

ção desses valores como conseqüência da irradiação.

A figura 16 mostra, de forma esquematiza_

da, os resultados do conjunto de experiências realizadas pa_

ra estabelecer a influência do tratamento prévio com BCG no

aumento da atividade enzimãtica provocado pela radiação. A

figura 16A apresenta os resultados das determinações de ati-

vidade de fosfatase ácida esplênica expressa com mmoles Jo

substrato liberados/mg de tecido nos diferentes intervalos

de incubação, dos 4 grupos em experimentação: animais não

tratados previamente; animais injetados 3 semanas antes com

1 mg de BCG; animais irradiados com 8,5 Gy 72 horas antes;

animais tratados com BCG e posteriormente irradiados. Na
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figura 16B são apresentados os dados correspondentes, expre£

sos como mntoles de substratos hidrolizados/mg de proteína.Em

ambas representações gráficas ê possível perceber, para ca_

da período de incubação, valores de atividade enzimãtica au

mentados nos grupos de animais tratados com BCG. Os grupos

de animais irradiados, submetidos ou não a tratamento com

BCG, apresentam valores maiores ainda, porém sem diferenças

significativas entre eles. Isto ê mais evidente ainda guan-

do os dados são expressos por mg de proteína onde os dois

grupos coincidem numa mesma curva. Na figura 16C são apre -

sentados os valores dos pesos dos baços dos grupos correspon

dentes. Os pesos dos baços guardam relação inversa com os

dados enzimãticos; atividade enzimãtica aumentada correspon

de ao peso do órgão diminuído, assim como fora mostrado an-

teriormente na figura 15. Os pesos dos baços correspondentes

aos animais tratados somente com BCG mostram grandes diferen

ças entre eles, indicado por um valor elevado para o desvio

padrão dessa média, o que poderia significar diferenças in-

dividuais na imunoestimulação.

A influência do tratamento prévio com LPS

no aumento da atividade enzimática como conseqüência da

irradiação está representada na figura 17. A mesma figura

mostra a influência do tratamento dos extratos dos órgãos com

ultra-som na atividade enzimãtica, assim como os valores dos

pesos dos baços de 4 grupos de animais: o grupo testemunha;

os animais tratados com SO yg de LPS 4 dias antes; o grupo

irradiado com 8,5 Gy 3 dias antes; o grupo de animais que

fora injetado e irradiado 4 e 3 dias antes, respectivamente.

A figura 17A mostra o aumento significativo (P: 0,01) da
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atividade de N-acetil-beta-D-glucosaminidase como conseqüên-

cia da irradiação, sendo neste caso também insignificante a

variação devida à administração prévia do lipopolissacarideo.

Na figura 17B encontram-se os resultados das dosagens de fos_

fatase ácida nesses mesmos grupos. O aumento significativo

da atividade enzimática só é percebido como conseqüência da

irradiação, mas não por efeito do imunomodulador. Junto

aos valores das atividades enzimãticas encontram-se indica-

dos os valores correspondentes dos pesos médios dos baços. Ê

evidente o grande aumento no peso do baço como conseqüência

da administração de LPS 4 dias antes, e sua sensível diminui

ção por efeito da radiação, independentemente dada injeção

prévia desse agente. As figuras 17A e 17B mostram os valo-

res das determinações enzimãticas dos extratos de baço que

foram submetidos simplesmente ã homogeneização e os que,além

da homogeneização sofreram um posterior tratamento pelo ul-

tra-som, que foi o tratamento usual. Em todos os casos de

grupos não submetidos a ultra-som, houve um decréscimo não

significativo das atividades estimadas.

Na figura 18 encontram-se os resultados

das determinações de N-acetil-beta-D-glucosaminidase em baço

e fígado de grupos de animais tratados ou não com proteose -

-peptona (75 mg), as 0, 4, 24, 48 e 72 horas após irradiação

com 8,5 Gy de Co. Quatro horas após irradiação, não há

qualquer mudança nas atividades enzimãticas. Vinte e quatro

horas após, aparentemente, existe um aumento não significati^

vo. As atividades enzimãticas aumentadas são significativas

48 horas (P: 0,05) e 72 horas(P: 0,01) apôs a irradiação. De



47.

acordo com nossos resultados» o tratamento prévio com

proteose-peptona não produz alteração nos níveis de N-ace

til-beta-D-glucosaminidase no figado, seja nos animais

não irradiados (tempo O no gráfico), seja nos animais ir-

radiados.
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4. DISCUSSÃO

Pelo conhecimento de como a radiação e-

xerce seus efeitos nos organismos, i possível aprender como

utilizá-la mais efetivamente no tratamento de doenças» prin

cipalmente câncer/ e como prover proteção efetiva contra

seus efeitos nocivos.

Apesar de se acreditar que a morte de um

animal se dá como conseqüência de várias mudanças bioquími-

cas complexas, existe um padrão coerente na relação entre

tempo de sobrevida e dose de radiação. Com base nos traba-

lhos de QUASTLER (1945, 1956), atualmente pode-se conside-

rar que a morte de camundongos entre 2 e 4 semanas após a

irradiação, seria provocada pela chamada slndrome hematopoê-

tica: as células proliferativas dos tecidos formadores de

sangue teriam perdido sua habilidade de dar origem a células

funcionais das quais depende a vida. A morte de camundon

gos entre 4 e 5 dias apôs irradiação seria resultado, entr£

tanto, da chamada slndrome intestinal, que seria a conse-

qüência da destruição da capacidade proliferativa das cêlu

Ias precursoras, as quais dão origem ao revestimento de cé-

lulas epiteliais do intestino. Segundo ROY e col. (1982),

trabalhando em camundongos com taxas de dose entre 0,25 e

0,50 Gy/min de radiação X, as duas sintomatologias distin-

tas estariam caracterizadas por doses de 6 e 12 Gy, respecti
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vãmente. Em nosso caso, utilizamos para estudo, fundamen -

talmente, irradiações gama com doses de 8,5 Gy de Co, com

taxas de doses iguais ou maiores que 10,8 Gy/min, sobrevin

do a morte entre o 49 e o 289 dia. Ê possível concluir que

existem as duas slndromes envolvidas na letalidade radioindu

zida.

Apesar de não ser possível generaliza-

ções a respeito dos pormenores das respostas das células ã

radiação, mesmo no campo restrito dos mamíferos, é necessã

rio admitir a evidência de que aumentar a sobrevida nesta fai

xa de dose, deverá implicar aumentar a repopulação de célu-

las precursoras criticas (CRONKITE, 1959).

Adjuvantes derivados de componentes bac

terianos sao usados freqüentemente, para amplificar as res-

postas imunológicas e entre os mais comumente utilizados

se encontram endotoxinas (lipopolissacarldeos) de bactérias

Gram-negativas e micobactérias mortas, no adjuvante comple-

to de Freund. Os mecanismos mediante os quais estes imunor-

reguladores exercem sua influência são variados. LPS e pro

dutos de micobactérias alteram fundamentalmente as funções

dos macrõfagos (POPLACK e col., 1976; DOE & HENSON, 1978;DOE

e col., 1978; K.IYONO e col., 1980; WAHL e col., 1980). Essa

capacidade de ativação dos macrõfagos é ainda retida nos sub

componentes ativos destas moléculas: lipldio A e muramil-di-

peptldio, respectivamente.

Mesmo não estando totalmente esclarecido

seu modo de ação, BCG exerce efeito antitumoral de duas ma-

neiras conhecidas: devido ao efeito potenciador que as mico

r i r- LI o 11" c A



bactérias têm sobre a resposta imune em geral; e também a-

travês da produção de hiperplasia reticulo endotelial e hi-

peratividade dos componentes celulares (MACKANESS, 1964). Es-

sa circunstância se desenvolve não só provocada por BCG, mas

também toda vez que organismos com capacidade de resposta

imune mediada por células são expostos a antigenos específi-

cos (MACKANESS e col., 1973).

Um determinado antlgeno não conduz, neces_

sariamente, â mesma resposta em diversos sistemas tumorais do

camundongo, no que refere ã resistência imunolõgica (FUJIWARA

e col., 1978). Do mesmo modo, imunomoduladores podem produ-

zir aumento, diminuição ou não produzir efeito algum na sobre

vida à radiação, como mostram nossos resultados (Figs. 6-12).

Injeções prévias de C. parvum, BCG, LPS e proteose-peptona

aumentam a sobrevida de camundongos letalmente irradiados com

60 -radiação gama de Co. A ação de BCG se manifesta nas duas

raças de camundongos ensaiadas, entretanto a proteose-pepto-

na, não afeta a sobrevida quando se utiliza animais C57B1/10.

Segundo UNANUE & ASKONAS (1968), da cavidade peritoneal de

camundongos normais A/J e CBA/J podem ser extraidas

3-5 x 10 células, 50% das quais seriam macrõfagos. Exudatos

provenientes de camundongos injetados 3 dias antes com proteo

se-peptona contêm 10 células das quais 80-90% seriam macrÔ-

fagos típicos. Por sua vez, KORNFELD & GREEMMAN (1966) esta-

beleceram que a irradiação X de corpo inteiro em camundon-

gos, produz uma queda muito mais acentuada na contagem de

linfócitos de sangue periférico que a da cavidade perito-

neal. A contagem de macrõfagos permanece inalterada ou de-

cresce gradualmente com doses de 12 Gy, até uns 50% do valor



controle. WALKER & LOWRIE (1981) estabelecerain que a ação ci_

totôxlca dos macrõfagos in vitro utiliza peroxido de hidrogê_

nio, sendo que a catalase protege microrganismos da destrui^

ção intracelular. A ativação produzida por proteose peptona

nos macrõfagos peritoneais poderia ser responsável pela pro-

teção contra os danos decorrentes da slndrome gastrointesti -

nal.

BASIC e col. (1978) trataram camundon-

gos C3Hf/Bu e CBA com injeções i.p. de C. parvum viável dos

laboratórios Wellcome/ obtendo um aumento da sensibilidade

frente â radiação X. Eles acreditam ser esse resultado conse

quência do aumento de sensibilidade ã endotoxina liberada a

partir do intestino por efeito da slndrome de radiação. As

experiências que realizamos, com C_. parvum Mêrrieux, util.i

zando organismos mortos, mostram aumento da sobrevida ã ra-

diação ionizante, resultados semelhantes aos de HALPERN &

ANDRÉ (1977) mas bem menos espetaculares: eles conseguem au-

mentar a sobrevida aos raios X de 10 para 100% no caso de do-

se de 750 rad (7,5 Gy) ou 950 rad (9,5 Gy).

BCG e C. parvum são agentes capazes de au

mentar a atividade das células destruidoras naturais (natural

killer cells), mecanismo mediado por células que não exigem

pre-sensibilização, e que agiria através da indução de inte£

feron por macrõfagos (DJEü e col., 1979). Assim, aqueles a-

gentes, da mesma maneira que quantidades apropriadas de en~

dotoxinas bacterlanas, slo capazes de aumentar a resistência

do hospedeiro de maneira não especifica contra infecções bac-

terianas ou virais (ROVíLEY, 1955; DUBOS & SCHAEDLER, 1957;

WAGNER e col., 1959).
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Ê fato conhecido (ADLAM & SCOTT, 1973) a

proliferação de macrõfagos no baço e fígado de animais tra_

tados por C. parvum. O tempo de sobrevivência de camundon -

gos irradiados letalmente pode ser significativamente esten-

dido mediante a administração do próprio interferon ou de

indutores de interferon (ORTALDO & McCOY, 1980; LVOVSKY e

col., 1981). Certos autores relacionam fagocitose aumentada

de macrõfagos com produção de interferon i£ vivo (HAMBURG e

col., 1980). Assim, a radioproteção produzida por agentes

imunomoduladores pode ser conseqüência da recuperação acele-

tada do tecido hematopoiético ou a eficiência aumentada da

resposta contra o desafio de antlgenos bacterianos introduzi^

dos no organismo em decorrência da queda de barreiras natu-

rais provocada pela radiação.

HIERNAUX e col. (1982) consideram que a

dose imunológica ótima de lipopolissacarídeo bacteriano (20

ug para fêmeas BALB/c) produz respostas primária e secundá-

ria de cinética oscilatória/ fato provavelmente relacionado

com os mecanismos reguladores de iniciação, amplificação e

supressão da resposta imune. Isto poderia explicar a verifiL

cação do efeito radioprotetor da endotoxina quando injetada

24 horas antes e a falta desse efeito se a injeção ocorre 4

dias antes da irradiação. De acordo com nossa experiência,

camundongos fêmeas são mais sensíveis â toxicidade por LPS:

dose de 50 yg em machos eqüivale aproximadamente a 20 yg em

fêmeas, com capacidade radioprotetora equivalente, apresen-

tada na Figura 11.

Bordetella pertussis apresenta proprieda

des imunoestimuladoras, semelhantes ao BCG (Mycobacterlum bo-



54.

vis) e C. parvum, e, inclusive, vem sendo empregada igual-

mente como agente antitumoral (LIKHITE, 1974). Por sua vez,

PETERS e col. (1981) observaram aumento de resistência ã ra-

diação X com a idade de ratos concomitantemente com infecções

mistas de Bordetella bronchiseptica e outros germes. Em

nossos ensaios, contudo, não se verificou aumento da sobre-

vida, mas certa sensibilização frente ã radiação (Fig. 10).

O decréscimo do tamanho e a redução do

peso do baço que ocorrem horas apôs a exposição ã radiação

gama são principalmente decorrentes da morte das células lin-

fõides altamente radiossenslveis. Segundo alguns autores a

fagocitose pelos macrófagos e células reticulares das células

danificadas, alcança atividade máxima 3 horas apôs a exposi -

ção a 10 Gy de Co. O processo de fagocitose se completa

um dia apôs a exposição. Nesse tempo, o baço perdeu 70-80 %

de seu peso, com a liberação de enzimas dos lisossomos des_

truidos. Entretanto, a maior liberação de enzimas ocorre

alguns dias apôs a irradiação, guando essas atividades fago

citicas estariam suspensas, e o baço começaria sua regenera-

ção (HAMBURG e col., 1980; SWARTZ & SALUK, 1981).

Alguns autores mostram que dias após irra_

diação aparecem níveis altos de endotoxinas e bactérias no

baço e fígado (WALKER, e col., 1975). Essa invasão de toxi-

nas poderia ser responsável pela perturbação da célula, cau-

sando liberação de enzimas lisossomais.

Existe uma correlação entre a liberação

de perõxido de hidrogênio e a citotoxicidade extracelular de

macrófagos ativados (NATHAN & ROOT, 1977,-NATHAN e col.,l?79).



Dessa maneira, o aumento de atividade de enzimas lisossomais

apôs irradiação poderia ser visto como resposta ao estimulo

do peroxido de hidrogênio produzido pela interação da radia-

ção com o material biológico ou, indiretamente, pelo estimu

Io da fagocitose dos restos celulares destruídos pela radia-

ção. Nossa experiência mostra que o fato das células fagocí-

ticas estarem previamente estimuladas, não torna o aumento

de atividade lisossomal produzido pela radiação diferente do

caso sem estimulo, apesar dos animais previamente injetados

com imunoestimulantes apresentarem sensibilidade diminuida- â

radiação.

As enzimas lisossomais medidas em homoge-

neizados de órgãos estão sujeitas a modificações da atividade

catalltica relativamente ao seu estado original. A própria

molécula enzimática se modifica no processo e por diluição po

dem aparecer dissociações, que por sua vez podem ser compensa

das por uma reativação posterior. A concentração das enzimas

celulares é mantida através da degradação normal das células

e por sua substituição fisiológica. Como todas proteínas dos

organismos vivos, as enzimas lisossomais estão sujeitas a

transformações permanentes e continuamente estão sendo sinte-

tizadas, ativadas, inativadas e e finalmente degradadas. Se-

gundo Schmidt & Schmidt (ADOLPH & LORENZ, 1980), no

caso de lesões celulares irreversíveis, dá-se geralmente um

aumento do metabolismo primário com aumento da síntese enzi-

mãtica e maior fluxo através da membrana, com concomitante

salda de enzimas. Já as lesões irreversíveis, com bloqueio

progressivo de funções, existe redução do metabolismo com

limitação da síntese enzimática, diminuição das funções de



superfície e saida progressiva de enzimas. Quando há uma

lesão irreversível da membrana celular, a célula morre rapi-

damente. Assim, o aumento da atividade enzimãtica é res-

ponsabilidade das células intactas ou lesadas mas sobrevivei!

tes. A desvinculação do aumento da atividade de enzimas

lisossomais e a síntese de proteínas, pode ser evidenciada

por diversas experiências. Monócitos de sangue periférico ,

por exemplo, são capazes de secretar níveis significantes de

enzimas lisossomais quando colocados iii vitro em contato

com estímulos solúveis imobilizados ou partículas fagocitá-

veis (KEELING & HENSON, 1982), sem depender de síntese pro-

téica.

Apesar de ter sido demonstrada a ativa-

ção de enzimas lisossomais por ação de agentes capazes de

produzir ativação de macrõfagos, nossos experimentos não de-

monstram aumento na atividade enzimática lisossomal pela a-

ção desses agentes, além do provocado pela própria radiação.

As alterações na estrutura e componentes

das membranas estão envolvidas nas injúrias somáticas radio-

induzidas (BAISCH, 1978; BAISCH & BLUHM, 1978), afetando fun

çoes dos receptores, reconhecimento de células ou moléculas

estranhas, auto-imunização ou alterações dos processos bio£

sintéticos relacionados com precursores extracelulares

(KOTELES, 1979; SARKAR e col., 1982).

Estudos realizados por Hofer e colabora-

res mostram que os lisossomos não podem ser considerados al̂

vo primário para a morte induzida por radiação, apesar de

que exposições ã radiação aparecem associadas com mudanças



pronunciadas na morfologia e distribuição de lisossomos,assim

como com mudanças no estado de ativação das enzimas lisosso-

mais (HOFER e col., 1975).

Os mecanismos que induzem os efeitos ra-

dioprotetores de imunomoduladores não são conhecidos, mas não

parecem devidos exclusivamente a ações químicas, isto é, in-

dução de agentes que estabilizariam os produtos da interação

da radiação com o material biológico (água e moléculas orgâ-

nicas) . De maneira análoga a ação de imunomoduladores como

agentes antitumorais, parecem ser as ações reguladoras des-

ses agentes sobre elementos do sistema imune os responsáveis

pelo efeito radioprotetor, contribuindo para a superação da

imunodepressão produzida pela radiação.
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5. CONCLUSÕES

1. A sobrevida ã irradiação na faixa de doses letais de ca

mundongos, pode ser aumentada pela injeção prévia de

certos agentes capazes de induzir ativação de macrôfa-

gos, o que sugere o envolvimento de imunomodulação no

processo.

2. 0 aumento de atividade enzimãtica lisossomal após irra

diação ê possível ser detectado em homogeneizados de

baço, mas não nos de fígado. Esse aumento correlacio -

na-se inversamente com os dados pertinentes ao peso

do baço, caracterizando uma hiperfunção das células re-

manescentes. O peso do fígado permanece constante após

irradiação assim como os valores da atividade de enzi-

mas lisossomais, medidos em extratos totais do órgão.

3. O aumento na sobrevida produzido por BCG e LPS não se

traduz/ contudo, em modificações dos níveis da ativida

de de enzimas lisossomais além dos produzidos pela ação

da radiação. A esplenomegalia produzida por esses agen

tes sugere o envolvimento de estimulo hematopoético

na ação sobre a recuperação dos danos radioinduzidos.



4. Proteose peptona, mistura de peptldeos capaz de produ-

zir aumento de macrôfagos peritoneais como conseqüên-

cia de inflamação inespecifica, é capaz de aumentar a

sobrevida de camundongos irradiados porém não modifica

os níveis de enzimas lisossomais, sem induzir aparenta

mente estimulação esplênica.
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6. R E S U M O

ij. I ,'••"•

. i , Foi feita uma avaliação da capacidade ra

dioprotetora de BCG, C. parvum, LPS é proteose-peptona. A

sobrevida ã irradiação de corpo inteiro na faixa de doses

letais de camundongos, pode ser aumentada por uma injeção pré

via desses agentes capazes de induzir ativação de macrófa -

gos. O aumento de atividade enzlmãtica lisossomal após irra

diação é possível ser detectado em homogeneizados de baço

mas não nos de fígado. Esse aumento correlaciona-se inver-

samente com os dados pertinentes ao peso do baço, caracteri-

zando uma hiperfunção das células remanescentes. O peso do

fígado permanece constante após irradiação assim como os va-

lores da atividade de enzimas lisossomais medidos em extra-

tos totais do órgão. O aumento na sobrevida produzido por

BCG e LPS não se traduz, contudo, em modificações dos ní-

veis da atividade das enzimas lisossomais além dos produzi -

dos pela ação da radiação. A esplenomegalia provocada por

BCG e LPS sugere o envolvimento de estimulação hematopoética

na ação sobre a recuperação dos danos radioinduzidos. Pro-

teose-peptona, mistura de peptídeos capaz de produzir aumeri

to de macrófagos como conseqüência de inflamação inespecífi_

ca, pode aumentar a sobrevida de camundongos irradiados po-

rem não modifica os níveis das enzimas lisossomais, sem indu

zir aparentemente estimulação esplência.



S U M M A R Y

The radioprotective action of BCG, C. par-

vvaa, LPS and proteose-peptone was evaluated. A single in-

jection of these macrophage activiting agents prior to

Co whole-body irradiation increased the survival rate of

mice in the lethal dose range. The rise in lysosomal enzy-

me activity could be observed in spleen homogenates but not

in liver homogenates. The increased activity correlated

inversely with the spleen weight, showing a hiperfunction

in the remaining cells. Liver weight remained constant

after irradiation, as did the values for lysosomal enzyme

activity measured in total organ extracts. The increased

levels of survival attained by use of BCG and LPS did not,

however, show any variations in lysosomal enzyme activity

other than those produced by irradiation itself. The sple-

nomegalia produced by BCG and LPS suggested the involvement

of hematopoletic stimulation in the recovery processes of

radioinduced damage. Proteose-peptone, a mixture of pep-

tides capable of raising peritoneal macrophage levels as

the result of unspecific inflammation, was effective in

increasing the number of survivors among the irradiated mi-

ce without apparent splenic stimulation.
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