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AVALIAGAO DO EFEITO DA RADIACKO DE °CCo NA SOBREVIDA DE
DIFERENTES LINHAGENS DE CAMUNDONGOS.
RADIOMODIFICADORES E RESPOSTA CELULAR

ANNA LGCIA CASANAS HAASIS VILLAVICENCIO

RESUMO

Foi feita uma avaliagao da capacidade de proteosc
-peptona, derivados do imidazole, Azomycin e levamisole, de mo
dificar a resposta a irradiagao com dose inica de 8 ou 9 Gy
de 60Co em camundongos albinos provenientes do biotério do
IPEN e comparadas as respostas com as de outras linhagens e
origens. Ao nivel de alteragoes dos Indices de sobrevida & ir
radiagao, observou-se que proteose-peptona, azomycin, e pro-
teose-peptona + azomycin apresentam um efeito radioprotetcr.
Levamisole por sua vez, mostrou-se radiossensibilizador. As
taxas de sobrevila, contudo, foram diversas para as dif-rcn-
tes linhagens ensaiadas. Foram acompanhadas as modificggocs
nas curvas de peso corporal dos animais para todos os ~xieri
mentos durante 3C dias. As analises qualitativa e quantitati
va 2 horas, 3 e 6 dias apds irradiagao de macréfagos ti| ho_4,
mononucleares (células ccm aparéncia de monécitos ou © 17 3ci
tos), polimorfonucleares e mastdcitos do periténio dcs o .

mais em estudo, mostraram que a radiagao interfere Jde «odn

diferencial na cinética das células peritoneais.



EVALUA] IUN O. boCb RADIATION EFFECT IN THE SURVIVAL OF

JIFFERENT MOUSE STRAINS.

SADTOMODIFIERS AND CELULAR RESPONSE.

AN LUCIA CASANAS HAASIS VILLAVICENCIO

ABSTRACT

The iacdiomodifier capacity of protecse-peptone(PP),
imidazole de--ivatives such as azomycin and levamisole against
an 8 or 9 ¢ single dose oOf 60Co irradiation of mice from IPEN
animal house was evaluated, being the biological responses
compared witr otb:r rmOuse strains. It is concluded that PP,
azomycin ané ¥P ¢ azcaycin behaved as radioprotectors, while
lavamisole ap,carri &s a radiossensitizer. The various strains
showed difference: in their survival indexes. The changes in
body weight crrves of mice from all the experiments were fol
lowed during 30 drys. Qualitative and quantitative analysis
2 hours, 3 aad o day: after irradiation of typical macropha-
ges, mononuclz.~ cc’ls (monocytes and lymphocytes), polimor-
phonuciear ¢ .4 rasree’ s from peritonium of test animals showd
that radiat:..a "ntcrfered in a differential way in the kine-

tics of per.: snc.l cells.
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1. INTRODUGAC:

Os efeitos bioldgicos das radiagdes podem s er
Uteis para a preservagao da vida, como na terapia do cincer,
ou deletérios. A radiagao incidindo sobre um organismo atin-
ge simultaneamente diversos sistemas bioquimicos e cada umpo
de apresentar uma resposti.diferente e uma sensibilidade di-
versa a radiagao, podendo:;urgir diversos tipos de lesces. E
importante, por isso, conhecer as agOes exercidas pelas radia

goes incidindo sobre as cé€lulas, tecidos e organismos.

.0s seres vivos estdo sendo constantemente bombar
deados por varios tipos de radiagao: luz visivel, luz infra-
vermelha, radiagao ultravioleta, ondas de radio, radiaqao io
nizante e radiagao por particulas, podendo todos eles apresen-

tar manifestagdes de transferéncia de energia.

As radiagOes ionizantes exercem sua atividade nos
tecidos no plano quimico, por meio da ionizagao das molécu-
las das células. A ionizagao implica numa alteragao da car-
ga‘molecular, que sk realiza pela remogao de um elétron da
nuvem de elétrons gque circunda o niicleo do atomo. As parti-
culas o6 e R , pndem produzir lesao cutanea nos casos de

aplicagdo externa, porém, quando derivam de radioisStopos apli
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cados internamente podem irradiar diversos 6rgaos, depen-
dendo da distribuicao particular do isdtopo. Com respeito a
radiagao eletromagnética, os raios gama e os X s3o muito se-
melhantes, diferindo em sua origem. Os raios gama possuem

grande penetrabilidade causando lesces nos tecidos profundos.

Todos os organismos vivos sao constituidos por cé
lulas que sao compostas por: membrana externa, citoplasma e
niicleo. Os componentes quimicos das células sao de natureza
diversa: carboidratos, lipides, proteinas, &cidos nucléicos,
aminoacidos, mucopolissacarideos, eletrdlitos, aguis etc...,
sendo a agua o principal constituinte com aproximadamente 70%
da massa celular. Quando a cSlula & bombardeada ou irradiada por radiacOes
ionizantes, varios fenomenos ocorrem e varios dos componentes
quimicos podem ser atingidos com a consegliente ionizagao,
0 que os tornam quimicamente muito reativos e podem ocorrer porxr
exemplo, a formagao de ligagdes quimicas, rupturas molecula-
res em proteinas e acidos nucléicos e assim por diante. Sen-
do a agua o componente quimico mais abundante ele constituio
alvo mais provavel da radiagao e os radicais livres formados
reager com os demais constituintes provocando alteraq:6esi se-

’

- 1
cundarias indiretas

Cronologicamente, os eventos resultantes da troca
de energia entre a radiagao e a matéria se processa naseguin

te ordem:
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- Fase fisica: na qual a radiagao ao atingir oc
constituintes moleculares provoca sua excitagao e ionizagao,

o~ 14

- @ cuja duragao aproximada € de 1 de segundo. Nao ha tra-

tamento e a protecao € a blindagem;

- Pase fisico-quimica: onde, em conseqtencia da io
nizagao, se formam radicais livres, quebra de ligagdes S-H;
N-H e C-H, transferéncia de energia etc, cuja duragao & de
10714 a 10712 ge segundo. Como tratamento poderia ser feita

alguma protegao pela injegao de aditivos antes dairradiagao;

- Pase quimica: em que os radicais livres forma-
@mWnamgtmw&MsmﬁMts celulares, promovendo
a quebra das ligagdes C-C, C-N, formando radicais secundirios, produtos
estaveis passam a aparecer e dando origem a produtos toxicos. Co
mega o dano ao DNA e RNA, enzimas sao ativadas e inativadas,
deplegao de SH, peroxidagao em lipideos, dano ger al a bio-

12 1077 segundos. A toxicida-

moléculas. A duragdo & de 10~
de dos produtos comega e como medida de protegao e tratamento
temos a protegao parcial dos "scavengers” e antioxidantes,
catalase e glutationa peroxidase protegendo contra o .H202

formado. Temos radicais SH protegendo e sistemas de enzimas

atuando;

- Fase biolégica: onde se manifestam os efeitos
bioguimicos, fisioldgicos, metabSlicos, morfoldgicos eoutros, ha
um estado onde os efeitos quimicos e bioldgicos coincidem, no
tempo de 10-3 a 10 segundos onde os perdxidos organicos, ra-

dicais secundarios, Hy0q s hidroperéxidos continuam a agir po
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rém muitas reagoes bioquimicas sao interrompidas e comega o
reparo do DNA. A protegao e o tratamento pds-irradiagao deve
ria comegar. De 10 segundos a 10 horas, a maioria das rea<;6es
sao completadas, porém as reagdes secundarias continuam, on-
de a mitose das células irradiadas € diminuida, reagdes bio
quimicas blogueadas, rompimento de membrana etc. Podem s.er
aplicados tratamentos convencionais para radioa~identados ou

2
pacientes de radioterapia°.

As radiagOes podem alterar ou destruir as células
vivas, trazendo como conseqliéncia ao sistema ao qual perten-
cem, efeitos deletérios og:néém. Das interagoes entre as radia
¢oes jonizantes e os orgaﬁismos vivos sobressaem dois tipos
de efeitos: os efeitos genéticos e os efeitos somdticos.A ra
diossensibilidade nao & homogenea para as diferentes células,
tecidos, 6rgaos ou organismos em face da mesma dose de radia-
¢ao. Assim, nos vertebrados, por exemplo, ha células que sao
especialmente radiossensiveis e células que sao mais radiores
sistentes. Entre os fatoies que influenciam a radiossensibi-
lidade celular, se incluem a atividade mitStica, a fase da mi

tose, o grau de diferenciagao celular e o metabolismo'’.

Os efeitos nas células nao saoc de modo algum ex-
clusivos da radiagao e se assemelham ds alteragdes produzi-

das por uma variedade de outros agentes fisicos e quimicos.

O oxigénio, elemento imprescindivel & manutengao
de nossa vida n3o se transfcrma em 3gua diretamcnte. Durante

as reagbes de que participa, formam-se algumas espécies in-
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termediarias denominadas espécies ativadas de oxigénio (EAO),
que reagem com as moléculas organicas, alterando-lhes as pro
priedades. Em decorréncia de sua configuragao eletrdnica, a
molécula de oxigenio tem forte tendéncia a receber umelétron
de cada vez, formando, durante as reagoes, espécies interme-
diarias que sao fortes oxidantes. Duas delas - o anion radi-
cal superoxido e o radical hidroxila - apresentam um elétron
desemparelhado no orbital externo. Constituem, pois, espécies
radicais fortemente reativas. H& indicios de que as EAO for
madas no metabolismo celular produzem lesCes no ADN e em ou-
tras estruturas das proprias células, fenomeno causador de doen
¢as e provavelmente relacfznado com O processo Ge envelheci-

32,233
mento 7 .

As reagoes dos radicais livres ocorrem em cadeia
e o inicio delas pode ser produzido por trés tipos de pro
cessos: homdlise de pontes, fotOlise de alta energia ou ra-
didlise e reagao de redugao de elétron”. Diretas ouindiretas
essas alteragOes determinarao os efeitos bioldgicos. Num sen
tido mais amplo, gualquer transferéncia de energia de qual-
quer natureza para os organismos vivos pode determinar um

efeito bioldgico.

As reagdes de radicais livres sao importantes nos
sistemas bioldgicos e criticas no espectro dos processos bio
18gicos. A agao catalitica de muitas enzimas e transporte da
cadeia de elétrons envolve a transferencia de um elétron do

radical livre intermedi&ri&”.
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A célula tem varias formas de se defender das ERAO,
fundamentalmente através da agao das enzimas. Além das enzi-
mas, ha os antioxidantes nao enzimaticos, como a glutationa
e as vitaminas C e E, que reagem diretamente com as EAO, des
truindo~as. E preciso destacar que O organismo sabe aprovei
tar o potencial destruidor dessas espécies para proteger-se

o . . . 32,33
contra bactérias e outros microorganismos invasores .

A reatividade quimica dos radicais livres é ge-
ralmente alta e é influenciada pela temperatura, pela concen
tragao de moléculas ao seu redor e ainda pela natureza dosol

39
vente .

Com relagao 3 sobrevida dos seres vivos, interessa
o distlirbio do estado de equilibrio dinamico dos sistemas de
renovagao celular, ja que a recuperagao do organismo esta in
timamente ligada 3 capacidade de regeneragao dos elementos

funcionais.

As substancias com potencial radioprotetor ou ra
diossensibilizador podem agir ao nivel quimico bem como aoni

vel da expressao fisioldogica do efeito bioldgico da radidqéo.

Certo niimero de compostos organicos que contém en
xofre, particularmente O0s Qque possuem um grupo sulfidri
la (~-SH), protegem as células contra o dano por radiaqios.
Alguns deles sao constituintes normais das células e protei
nas que contem sulfidrilas, por exemplo, os encontrados nos

cromossomos dos organismos. Estas substancias naturalmente
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protetoras sao,sem sombra de divida, efetivas em proteger as
c€lulas contra efeitos nocivos das radiagoes, mas & possivel
obter protegao adicional mediante a aplicagao de outros tra-

tamentos.

De acordo com varias hipoteses os compostos sul-
fidrilicos bloqueiam o processo pela reagao com os radicais
livres em competigao pelo 02. Os maiores radioprotetores sao
Oos mercaptanos organicos, em particular os aminotiois cis-
teamina e cisteina, os quais contém um atomo de hidrogénio 1a
bil; menos eficientes sao certamente outros aminodcidos e al
coois. O modelo mais popular para explicar a radioprotegao
por compostos SH postula que o radical macromolecular livre
formado no alvo celular, por agao direta ou indireta, & res-
taurado pela transferéncia do atomo de hidrogenio do grupo SH

11
do protetor .

H
|

®
ANV 4+ RsH MV 4+ RS"

Reacoes de reparo deste tipo tem sido observadas
por técnicas de radiSlise. Na auséncia de agentes protetores
de radical livre AN € um precursor do dano molecular, ex-
presso apds em nivel celular. Na presenga do oxigénio, o ra-
dical pode ser convertido no radical peroxido.

?2

[ ]
MW + 0 MV

2

A competigado entreo hidrogénio endSgeno tal comoo

RSH eo oxigénio pcdem ser um determinante daextensao do dano' .
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A proteose-peptona € um digerido de proteinas con
tendo proteoses, polipeptideos e aminoacidos ricos em grupa
mentos -SH. Quando injetado na cavidade peritoneal, ela
produz uma reagao inflamatdria inespecifica, proprie
dade esta que € aproveitada em estudos farmacoldgicos e imu-

noldgicos.

Quando hd uma inflamagao, aparecem sinais quimi-
cos que orientam as células fagocitarias do sangue a se diri
girem para o sitio atingido. Ha inicio de fagocitose, ao mes
mo tempo em que se cria um estimulo para a produgao de EAO nas

membranas da célula fagocitaria, que produz o anion superdxi

2
mam-se outras EAO, o anion radical superdxido (SOE.) , © perd

do (O;) por meio de uma enzima oxidase. A partir de 0 for-
xido de hidrogénio (H,0,) e o radical hidroxila (OH") que é
um oxidante poderosissimo, capaz de reagir com qualquer molé
cula organica de forma quase instantanea. Estas espécies in-
termediarias matam as bactérias invasoras que acabam sendo fa

gocitadas 2

Ha varios processos degenerativos provocados ou
influenciados por EAO, por exemplo: artrite, caFarata, enfise~
ma, doenca de Parkinson, diabete aloxanica, lesao isquémica,
porfiria aguda intermitente, transformagao maligna eenvelhe-
cimento. Em outras afecgbes, os EAO sao formados por vias
diferentes. Em todos os casos patolSgicos, porém, a agao da
catalase, da superdxido dismutase e de outras defesas exis-

tentes nas células nao & suficiente vara resistir a uma pro-
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dugao elevada das EAO e as células acabaa mortas e o tecido so
- 33 -

fre lesoes . Assim, as EAO produzidas pela radiagac ionizan-

te sao também produzidas durante a respiragao aerdvica e du-

rante o desenvolvimento do processo inflamatodrio.

Por causa da ubiqiiidade do oxigénio molecular nos
organismos aerdbicos e sua habilidade de aceitar eletrons os
radicais livres derivados do oxigénio sao freglientes mediado
res de muitos processos normais, patoldégicos ou reagoes toxi

A . a9
cas de radicais livres .

As EAO sao usadas assim como agente terapéutico,
por exemplo, nas camaras hfperbéricas, na radioterapia, como agentes
quimioterdpicos, nos mecanismos de agao de antibidticos bleo
micina e adriamicina e também usadas no combate d malaria e

doengas de C hagas".

Nas reagoes inflamatdrias, os tipos fundamentais
de glébulos brancos que tomam parte sao: polimorfonucleares,
linfScitos, mastScitos, monScitos e macrofagos. Cada uma des
tas células desempenha um papel distinto e entra na resposta
inflamatSria de acordo cam uma relagdo seqllencial definida'’. Ospo
limorfonucleares (POLI) sao classificados em trés tipos, de
acordo com as granulagOes encontradas no citoplasma: neutro-
filos, eosindfilos e basGfilos. Os linfbécitos tem uma mobili
dade que & mais ou menos casual, de modo que raramente se acu
mulam em zona inflamatSria durante os estadios precoces da res
posta. Aparecem, no processo inflamatdrio mais tardiamentee,

por isso, sdo caracteristicos da inflamagdo crénica. A fun-



cao mais importante do linfdcito, em zona inflamatdrii, rar .

ce ser a de liberar anticorpos.

Os linfdocitos tém a caracteristica de ser er*i s

, P 1
mamente rediossensiveis .

O mastdcito, mui to raro no sangue circelans 2,
representa a fonte de reserva principal de histamina e hepa—
rina” . Estes dois mediadores guimicos saoc liberados guando
os mastocitos e os basGfilos sao lesados, e participam do con
trole da inflamagao. Os fag6citos mononucleares, denominag:ao
dada por alguns autores para macrofagos e mondcitos, tem mor
fologia e fungdo semelhanfes. Pensa-se queeles derivamdefontes
diferentes e, em condigbes normais, sao encontrados em locais
diversos. Ambos vivem muito mais tempo que os polimorfonuclea
res, provavelmente semanas ou meses. S3ao encontrados em gran
de nimero no local da reagao inflamatSria e como estas célu-
las podem permanecer ativadas em pH abaixo de 6,812 , persis-
tem apbs a destruigao dos polimorfonucleares pela acidose cres
cente do meio. Nos estadios tardios da inflamagao podem fago
citar os polimorfonucleares mortos, ja que uma das fungoes im
portantes destas células &€ a digestao celular ou dedetritos,
realizada por meio de suas enzimas hidroliticas. Os fagoci~
tos mononucleares sao importantes nao somente na defesa di~
reta contra os microorganismos patogénicos por meio da fago
citose, mas também em uma variedade de processos imunolégi~
cos incluindo a estimulagdo de linfScitos, a regulagao dasres

postas des tee e a resisténcia a células tumorais® . Os mond-
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citos do sangque possuem 2 capacidade de migrar para focos de

inflamagao em resposta a fatoies quimiotdticos e transformam

0, % 2 - . -
' +" . 0s macr6fagos, que variam muitoem

-se em macrofagos
tamanho e forma, s3ao as primeiras formas de defesa do orga-
nismo, uma vez que nos >cidos os mondcitos evoluem para lo-
cais anatomicos, incluin.:. a cavidade peritoneal. Além disso,
os macrofagos de certos tecidos, por exemplo, os cavidade pe
ritoneal e do pulmao, proliferam quando estimulados apropria
damente. Em condigoes fisioldgicas, o mecanismo principal da
renovagao airda nao esta totalmente esclarecido, se & decor-
rente da proliferagao dos macrSfagos existentes ou pela mi-
gragao dos mondcitos do séixguey . Sabe-se, ha décadas que os
macréfagos de ani.nais infectados com certos microorganismos di
ferem mor fo 1o gi ca e metabolicamente dos macrofagos nor-
mais. Os fagGcitos mononucleares podem ficar ativados pelaex

posicaoc as linfocinas provenientes de linfdcitos T sensibili

zadores ou pela agao de endotoxinas bacterianas’ .

As células de mamiferos sao ativadas e afetadas
pela agao da irradiacgdo in vivo ou in vitro e o processo de
ativacao de macrdfagos pode ser acionado em conseql'xé‘ncia
da irradiagao do organismo, provavelmente de maneira indire-
ta, talvez pelo estimulo da fagocitose de produtos de degra-
dacao formados em consequéncia da interagao da radiagaonos
tecidos. MacrS6fagos e mondécitos circulantes sao considera-
dos radioressistentes’ . E aceito por muitos que os macrofagos sao
relativamente radioressistentes guando sua capacidade funcio-

nal & medida imediatamente aps a irradiagao. Entretanto, es
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tudos tém revelado que doses de 0,5 a 8,0 Gy podem produzir
mudangas tempo-deperdéncia na fungdo e crescimento dos macrd
fagos. Ha estudos yue mostram que mondcitos cultivados, apds
quatro dias de irradiagao, sao reduzidos significativamente com

doses de 5,0 ou mais Gy2° .

Os granuldcitos, em sua fungao sem implicar divi

-— - -~ . x 5‘
sao celular, também sao radioressistentes .

Alguns compostos, por exemplo, endotoxina bacteria-
na, sao capazes de ativar os macrSfagos diretamente. Outros
agentes como células mortas de Corynebacterium parvum demons
tram ativar os macréfagos '_:tanto diretamente, atuando sobre o
proprio macrdfago, quanto indiretamente, induzindo 1linféci-
tos T a liberar o fa tor de ativagdo de macr5fago’ . Os ma
crofagos ativados sao maiores do que os normais e a migragao
émuito aumentada. Os macr6fagos ativados apresentam umme
tabolismo alterado quando comparados com os normais e demons
tram uma maior utilizagao de glicose através daderivagao he-
xose-monofosfato e uma maior atividade da enzima demembrana,
adenil-ciclase, e da enzima citoplasmatica, desidrogenase 13
tica® . 0s macréfagos ativados também tém um maior niimero de
lisossomos contendo enzimas hidroliticas; além disso, os ma-
créfagos ativados possuem uma atividade antimicrobiana aumen
tada, uma maior capacidade de regular as respostas dos 1linfd
citos e uma maior atividade inespecifica de inibigao de tumo
res ou tumoricidas. Métodos variados de ativagdoc de macrdfa-

gos produziram populagbes de macrSfagos que matam patdgenos
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microbianos mas nao células tl;morais; o inverso também ja foi
demonstrado. Portanto, se os macrofagos sao definidos comoes
tando acivados através de um critério, nao se pode concluir
que estes macrSfagos adequar-se-ao a todasas outras proprieda
des e fungoes que foram ativados por outros meios. A pinoci-
tose e a fagocitose estao entre as principais atividades dos

- 57
macrofagos .

Os macrofagos parecem ter um papel importante na
resolugao dos focos inflamatSrios e na inflamagao crdnicu. Sa
be-se que os macréfagos tém uma fungao de limpeza. Além dis-
so, podem liberar uma vari;edade de enzimas hidroliticas que
contribuem para os processos inflamatdrios. Varios estimulos
levam os macrofagos a liberar no espago extracelular enzi-
mas degradativas, por exemplo, as hidrolases acidas, cclagenases
e o ativador do plasminogénio. Estes produtos macrofagicos de
sempenham um papel importante no desenvolvimento de necrose

nos sitios inflamatdrios e portanto na patogénese de certas

,12

57
doengas .

Algumas formas de cancer sao susceptiveis daradia
¢ao e sao radiocuraveis, em muitos casos a irra-
diagao é empregada interrompendo a formagao dalesac maligna.
Quando nao dispomos de um agente quimioterapico eficaz con-
tra certo tipo de cancer, freglientemente a radiacao represen
ta o Gnico instrumento para combater o tumor. Devemos lembrar,
no entanto, que na irradiagao do tumor os tecidos normais co-
mo a pele e as estruturas ao redor deste, podem também ficar

expostas e serem lesadas.
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A propria radioterapia esta baseada na produgaode
EAO pela decomposigao das moléculas de idgua e a consequente

destruigdo das células tumorais .

Assim, surge a necessidade do estudo e desenvolvi
mento de substancias radiomodificadoras capazes de proteger
os tecidos sadios e outras de radiossensibilizar o tecido tu
moral, potencializando ou diminuindo os efeitos de uma dada
dose de radiaq?—.io“. A substancia ideal seria que a exer-

cesse ambas as agoes simultaneamente.

Os efeitos bioldgicos produzidos por radiagoes io
nizantes sao consideraveln'f’énte menores na auséncia de 0, que
em sua presenga. Este fato foi descoberto nos anos de 1920,
e sua possivel aplicagao foi notada nos anos 30. Entretanto,
a natureza universal do "efeito de 02", é de completa signi-
ficancia para o tratamento de tumores humanos, e solugbes pa
ra o problema nao emergiram até os anos 50, quando numerosos
estudos clinicos se iniciaram ommo oxigénio hiperbarico emais
recentemente com radiossensibilizadores de células em hipo-~
xia:: no sentido do controle das taxas de O2 de controle lo-

09
cal .

Muitas substancias sao conhecidas como capazes de
modificar o efeito da radiagao nos organismos. Na pratica, nao
é sempre possivel decidir se um tratamento que modifica ara-
diossensibilidade de um tecido o faz mudando as reagdes qui-
micas que conduzem av dano macromolecular ouse modificaa res

posta fisioldgica da célula em presenga de tal dano. Deri-
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vados do imidazol, como oOs nitroimidazois constituem um gru-
po de compostos que sensibilizam células tumorais (c€lulas hi
poxicas) normalmente resistentes 3 radiagao e sao assim mui-

.

to Gteis em radioterapia3 ’ . De modo geral, compostos que
apresentam eletroafinidade, como € o caso dos nitroimidazdis,
nitrofuranos, nitrobenzenos e quinonas podem estimular dife-
rencialmente a sensibilidade de células hipdxicas & radia-
gao **. Na maioria dos casos, porém, o maximo grau de sensi
bilizagao atingido nao excede ao efeito sensibilizador do oxi
génio. A eficiéncia da sensibilidade produzida por estes com
postos tem sido diretamente relacionada com seu potencial de
redugcao de um elétron e al:gumas hipoteses atribuem o efeito

3

sensibilizador a um mecanismo de agao direta . Estes ‘compos
tos aumentariam a probabilidade de aprisionamento de elétrons
aumentando o niumero de radicais livres nos sitios de ioniza-
cdc’""". 0s mecanismos moleculares para aradiossensibilizagdo
por compostos com eletroafinidade tem sido postulados nado sé
em termos de processos quimicos da radiagiao, mas também em
fungao da toxicidade nas células e especialmente da deplegao

- 171
dos protetores bioldgicos, por exemplo, os tiois .,

Alguns tipos de tumores oferecem resisténciaa tra
tatamentos radioterdpicos e quimioteradpicos. Se a remogao ci
rirgica n3o pode eliminar estas células, o tumor volta acres
cer e ocorrer”. As células confinadas no interior dos tumo-
res, sao hipdxicas ou andxicas. Em 1960, descreveram-se mui-
tos compostos por terem a capacidade desemsibilizar microorga-

nismos hipdxicos. A sensibilizagdo por compostos do grupo Ni
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tro & relacionada com a eletroafinidade do composto. Estes
compostos tém sido usado para aumentar a formacgao de radicais

livres.

No caso dos nitroimidazdis, dependendo da posi-
¢ao do grupo nitro (NOZ) a droga pode se tornar mais oumenos
eficiente como radiossensibilizador de células hipGxicas. Am
bos O, e Nitroimidazdis difundindo nos capilares, sao metabo
lizados pela massa da célula tumoral. O O, & metabolizado ra
pidamente e percorre uma distancia de 150 - 2004 nocapilar.
Por outrolado, drogas como o nitroimidazol sao vagarosamente me-
tabolizadas, o que € uma de suas propriedades essenciais para
sensibilizagdo de células hipdxicas. Consequentemente el as
sao capazes de se difundir em maiores distancias que o 0, e

- vz - ~ 23
reagir com a célula hipOxica, em apreciavel concentragao .

Isto tem sido confirmado experimentalmente porbid
psias de especimens de areas necrdticas de tumores de pacien
tes onde foi verificado que a concentragao do nitroimidazol
€ 70% - 80% da do plasma sangllineo. Os nitroimidazdis, de
certo modo, sensibilizam parcialmente todas as células hipo-
xicas, e desta maneira sac muito mais efetivos que a alta pres-
sao de 0,, 0 qual sensibiliza completamente algumas das célu

las hipdxicas periféricas do tumor .

Certos imidazois, em geral, sdo de interesse na te
rapia do cancer por sensibilizarem células hipdxicas & radia
¢3o e por scr ademais selctivamente tdéxicos para células hi-

pSxicas. A habilidade da radiossensibilizagao dos nitroimida
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20is por exemplo, € exercida pela presenga dos grupos
nitro, entretanto a toxicidade hipOxica & relatada como sen
do provocada pela redugao enzimidtica deste grupo por intermé
didrios que reagem com nucledfilos celulares. Alteragdes bio
gquimicas causadas pela incubagao de células com nitroimida-
20is sob condigoes hipdxicas "in vitro", inclui formagao de
DNA, deplegao intracelular do -SH nao protéico e queda dos

niveis de -SH protéico ™ .

Um esquema metabdlico para a redugao do grupo ni
tro inclui a formag3c de um radical &nion nitro (R-NO,.) pe-
la aceitagao de um elétron. Esta reagao € suprimida pelo oxi
génio molecular. S abe- se que o dano indireto em DN2 em
termos de quebras de pontes e danos na base de timina pelara
diagdo ionizante é dependente deuma grande extensao dos radi
cais hidroxilas formados pela radidlise da agua e em aumento
na presenga do oxigénio. Postula-se que um 2-nitroimizadole
que mimetiza o efeito do oxigénio, pode agir ao afetar o ni-
vel das bases de DNA como exemplificado pela formagao do pro

duto tipo 5,6 - diidroxidihidrotimina® .
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OBJETIVOS

Estabelecer a capacidade de proteose-peptosa, cisteina e de
rivados de imidazol, de modificar a resposta aradiagao de

60Co em camundongos.

Comparagao das respostas entre animais albinos, C57BL/6 e
C57BL/10.

O estudo sera realizado em tres niveis:

a) Anilise das alteragaes dos Indices de sobrevida a irra

diagao;

b) Modificagao nas curvas de peso corporal dos animais sub

metidos a experimentos e;

c) Andlise qualitativa e guantitativa das células perito

neais dos animais examinados.
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2. MATERIAIS £ METODOS

2.1. MATERIAL BIOLOGICO

Utilizaram-se camundongos albinos, C57BL/6 e
C57BL/10, machos e fémeas com idades variando de 8 a 12 sema-
nas, provenientes dos biotérios do IPEN, da Escola Paulistade
Medicina (EPM) e do Instituto ge Ciéncias Biomedicas(ICB) da USP, manti
dos no biotério do IPEN em dieta usual de laboratdrio e agua

fresca ad libitum.

2.2. IRRADIACOES

As irradiagoes foram fe it.as em uma fonte gama

de 60Co, Gamma Cell 220, (Atomic Energy of Canada, ltd.). A

13Bq)

fcnte tinhauma atividade aproximada de2.300 Ci (8,5 x 10
em setembro de 1984. As dimensdes da camara de irradiagado sao
15,49 cm de diametro por 20,47 cm de altura. A fonte, propria
mente dita,estd localizada no centro de umablindagem de chum
bo e consiste em 26 varetas, cada um possuindo 7 pastilhas de
60Co, num total de 182 pastilhas. A dose foi de 8,0 Gy para
os primeiros experimentos e de 9,0 Gy para os realizados 12
meses apds. Irradiaranm-se 3animais por vez, dentro de uma ca-

mara de papelaoc de 9 cm de diametro e 19 cm de altura, com

uma taxa de dose média de 375,56 Gy/h.
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A dose foi recalculada todos os meses, levando-
-se em consideraqéolnndecaimento de 0,989% por mes (T 1/260Co:

5,263 anos).

2.3. CURVAS DE SOBREVIDA E PESO

Para a realizagao dos experimentos com diferen-
tes drogas, os animais foram alojados emgaiolas metdlicas pa
ra camundongos, em grupos de 5 a 10 animais por gaiola. Os ani
mais foram pesados individualmente, identificados por grupos

e protocolados de acordo com cada droga.

Em cada experfhento para curvas de sobrevida, os
grupos foram constituidos a partir de ninhadas simultaneas,

da seguinte forma:
A) Lote de 5 animais testemunhas;

B) Lote de 10 animais tratados com a substancia

a ser ensaiada;
C) Lote de 20 animais irradiados;
D) Lote de 20 animais irradiados e tratados.
0 acompanhamento da experiéncia foi efetuado du-

rante 30 dias apds irradiagao, com registro diario do nfiimero

de sobreviventes e pesagem 3 vezes por semana.
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2.4. OBTENGAO DE CELULAS PERITONEAIS

Paralelamente as experiencias realizadas sobre o
efeito dos tratamentos na sobrevida dos animais apds irradia
gao, foi realizado um estudo da variagao dos diferentes ti-

pos celulares encontrados na cavidade peritoneal.
Foram observados os seguintes tipos de células:

. Fagocitos mononucleares (macrofagos + mononu~

cleares);

. Macrofagos tipicos;

. Mononucleares (células com morfologia semelhan
te 3 dos monbcitos ou linfdcitos);

. Polimorfonucleares (eosindofilos, neutréfilos,

baséfilos);

. Mastdcitos.

Para cada ponto foi computado o resultado da con

tagem‘de células provenientes de 5 animais.

Para cada um dos grupos formados, convencional-
mente estabelecidos como A, B, C e D, descritos no item 2.3.

foram colhidas amostras de exsudato peritoneal nos tempos:

t 3: No dia da injegao, quando necessario, trés

dias antes da irradiagao;

T 0: No dia da irradiagdo e injegao de droga, quan

do foi o caso;
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t 3: Trés dias apbs a irradiagao;
t 6: Seis dias apds a irradiagao.

A colheita do exsudato peritoneal foi realizada
posteriormente a injegao ip de 3 ml de solugao salina hepari
nizadaem animais anestesiados, sacrificados e exangfiinados.
ApSs leve massagem do abdomen durante alguns minutos, foi co
lhido 0,9 ml de exsudato em tubos de plastico contendo 0,1lml
do fixador e corante cristal violeta (0,5% de cristal viole-
ta dissolvido em acido acético glacial a 30%). As amostras co
lhidas foram guardadas em geladeira até o momento d&a conta-

gem e identificagdo das células.

2.5. ANALISE DAS CELULAS DO EXSUDATO PERITONEAL

A analise diferencial foi realizada colocando-se
aliquotas do material sobre laminas recobertas por laminulas
e foram contadas 200 células no microscopio (2eiss, ocular
12,5X e objetiva de 40X), utilizando-se o método de varredu-
ra em zig-zag, e registradas as correspondentes porcentagens
de cada tipo celular. O valor absoluto de cada tipo celular
foi obtido mediante a relagao com o niimero de células totais
multiplicadas pela percentagem encontrada de cada tipo e di-
vidido por cem, obtendo-se desta forma o total de células pe

ritoneais de cada tipo.

A contagem das cé€lulas totais foi realizada em

cimara de Neubauer. O total das células encontradas foi mul-
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tiplicado pelo fator da camara (104), 0 que determina a quan

tidade de células por ml.

2.6. TRATAMENTOS
Os tratamentos utilizados foram os seguintes:

2.6.1. Proteose - Peptoma (PP)

A Proteose Peptona & um hidrolisado de proteinas
gque contém proteoses, peptonas e aminodcidos, recomendado pa
ra a cultura de patdgenos e particularmente para a produgao
de toxinas bacterianas (Control 671123, Difco Laboratories,

Detroit Michigan, USA, Guardado a 15 - 30°C).

Este composto injetado na cavidade peritoneal
produz um exsudato inflamatorio com efeito maximo no 3?9 dia
apds a injegao (28). Assim, nesta experiéncia, observou-se a

sequeéncia:

1¢) Injegao ip de PP 0,75 mg/0,75 ml por camun-
dongo dos animais correspondentes aos grupos
B e D. A PP foi dissolvida em solugao salina
(NaCl 0,85%) e esterilizada por fervura du-

rante 30 minutos;

29) Irradiagao dos grupos C e D ap6s 3 dias da
injegao;

39) Registro do peso corporal individual dos ani
mais sobreviventes em intervalos dedois atreés

dias;
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49) Registro do numero de sobreviventes durante

30 dias.

2.6.2. Derivados do imidazole

a) Azomycin, quimicamente & o 2-nitro-lH-imidazo

b)

le (LD50 iv em camundongos 80 mg/kg segundo In
dex Merck). E st a substancia quando injeta-
da no organismo € absorvida em questao de ho-
ras, motivo pelo qual se observou o protocolo

seguinte:

19) Injegé&fip de Azomycin (Lote 122 F-0220,
Sigma) 0,8 mg/0,5 ml por camundongo n os
animais correspondentes aocs grupos B e D.
0 azomycin foi preparado em solugao alca-
lina fervente e depois ajustado o pH para

7, 2.

29) Irradiagao dos grupos C e D, 2 horas apdsa
injegao. As demais etapas s3o semelhantes

is descritas para o tratamento anterior.

Levamisole, conhecido como Tetramisole, & qui
micamente o (-)-2,3,5,6-tetraidro - 6 - fenil~
imidazo[z,l-b] tiazole (solubilidade em agua
21 g/100ml a 20°C).

Esta substancia ctambém & absorvida rapidamen-
te pelo organismo, por isso, observou-se a se

qliéncia:
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Injegao ip de levamisole contendo 0,1mg/0,1
ml por camundongo nos animais correspon-
dentes aos grupos B e D. O Levamisole foi
preparado a partir de comprimidos de Asca-
ridil, dissolvidos em salina, removido o
insolivel por centrifugagao, sendo a solu
Gao resultante posteriormente esteriliza-

da em autoclave.

Irradiagao dos grupos C e D uma hora apds

a injegao. As demais fases seguiramos pro

cedimer&tos descritos anteriormente.

Tratamento conjunto PP-Azomycin (AZO)

Como em Radioterapia € de interesse combinar os
efeitos de substancias radioprotetoras de agao sistémica era
diossensibilizadora de agao localizada, este experimento foi
planejado para se conhecer o efeito da agao combinada de dois
radiomodificadores que aparentemente agiriam por vias diver-

sas. A seqliéncia de operagoes acha-se descrita a seguir:

19) Injegao ip de PP nos diferentes grupos B e D

como ja descrito no item 2.3.;

29) Tres dias apds a injegao ip de PP, injetou-

-se AZO duas horas antes da irradiagao

nos correspondentes grupos B e D;
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3?) Irradiagao dos grupos C e D. As demais eta-

pas seguem o procedimento ja descrito.

2.6.4. Cisteina

E um aminodcido, conhecido quimicamente como L-

-cisteina, C,H,NO,S ou acido 2-amino-3-mercaptopropanéico(CIS).

Esta substancia, quando injetada no organismo,é ra
pidamente absorvida, motivo pelo qual se observou a sequén-

cia:

19) Injegao ig:de cisteina contendo 15 mg/0,5 ml
por camundongos nos animais correspondentes
aos grupos B e D. A CIS foi preparada em so-
lugao salina, NaCl 0,85% em tampao fostato

0,5M pH 7,2.

2Q) Irradiagao dos grupos C e D, 30 minutos apls
a injegao. As demais fases seguem o procedi

mento ja descrito.

2.7. ANALISE ESTATISTICA

Foi feita uma primeira analise para comparar ti-

pos de Linhagens, Células e Tratamentos.

Usando a técnica estatistica Regressao Maltipla,
aplicada a problemas de Analise de Variancia para um experi-

mento fatorial 4 x 4 replicado, segundo o modelo:
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Yeg =N+ T+ By o+ owy
onde:
4 ¢ = Efeito de tratamento
B; = Efeito de linhagem ou tipo de células
Wei= Interacgao

As conclusoes estatisticas foram feitas de acor-

do com as seguintes hipbteses:
A) Todos "Bi sao iguais;
B) Todos e sao igquais;

Com a suposigao adicional de que a distribuigao
dos erros do modelo & normal com média (verificado grafica-
mente - grafico de vidur) zero e varidncia G4, o teste P foi
feito através da analise de variancia comparando o resultado
dos quadrados médios (Qm) dividido pelo quadrado medio resi-

dual,em um nivel de significancia de 5% ( a = 5%).

Dado que o teste acima foi rejeitado, isto €, exis
te diferenca significativa entre tipo de linhagem, tipo de cé
lulas e tipo de tratamento, por meio doteste de DUNCAN, detec
tou-se em média quais dos efeitos eram significativamente di-

ferentes ao n ivel de significancia a = 5%,

Realizou~-se uma segunda analise para a sobrevida
e peso médio durante os 30 dias, utilizando-se a técnica es-

tatistica "Andlise de Variancia", para comparacgao de 4 tipos
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de tratamento (NO, IR, INJ, INJ/IR), sobre a hipltese (u1
W2 =u3

=MH4), isto &, as médias dos pesos e da taxa deso
brevida dos tratamentos sao iguais.

Dado que o teste de hipdOtese acima foirejeitado,
utilizou-se o teste de DUNCAN para detectar emmédia qual dos

efeitos sao significativamente diferentes, ao nivel de sig
nificancia @ = 5%.

A analise estatistica dos dados foi realizada pe

42
lo procedimento GLM do sistema SAS

» no Departamento dePro
cessamento de Dados do IPEN.

2.8. REPRESENTACOES GRAFICAS

Usou-se 0 microcomputador modelo 1-7000 PC XT II

da Itautec Informatica S/A., com "software"” Caltec/PC., acopla

do & impressora Emilia PC, equipamento este cedido pelo CNPq.
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3. RESULTADOS

3.1. Influéncia de Proteose-Peptona (PP) e irradiacao sobre
as taxas de sobrevida, curvas de peso e células do pe-

ritonio de camundongos de diferentes linhagens.

3.1.1. Linhagens resistentes a radiagao. Camundongos albi-

nos do IPEN e EPM.

3.1.1.1. Taxas de sobrevida

Para os machos das linhagens albinas, tanto oriun
das do IPEN, como da EPM, os resultados obtidos na taxa deso
brevida mostram um aumento significativo no niimero de animais
sobreviventes a irradiagao com 9 Gy 60Co. Nos grupos de ca-
mundongos do IPEN previamente injetados com PP, a sobrevida
foi de 72% aos 30 dias nos animais tratados frente a 40% nos
animais somente irradiados (Pig. 1 A). Resultado semelhante foi

obtido com animais oriundos da EPM, onde os Indices de sobre

vida foram 67% e 39% respectivamente (Fig. 1 B).

Estatisticamente, mostrou~se que os controles nor

mais e os controles injetados comportam-se igualmente nataxa de
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sobrevida, diferindo dos irradiados, que por sua vez diferem

dos injetados e irradiados.

3.1.1.2. Peso médio corporal

Analisando-re as curvas de peso, vemos que apds air
radiagao os animais irradiados injetados, ou nao, comegam a
perder peso e esse declinio se da aproximadamente atéo 149
dia a partir do qual hd uma visivel recuperagao. Por volta do
309 dia praticamente se recupera o peso inicial ou em alguns

casos até chega a supera-lo (Figs. 2 A e 2 B).

A diminuigao de peso dos animais sempre precede
em varios dias ao inicio de sua mortalidade, e . apesar de

todos os animais perderem peso, muitos deles sobreviverao.

Verificou-se, estatisticamente, para o peso medio
dos animais gque as duas linhagens albinas demonstraram ter o
mesmo comportamento para os animais irradiados injetados ou

nao.

3.1.1.3. Células do Peritodnio
Macrofagos

- Efeito da PP - 3 dias apds a injegao ip, de PP,
houve um aumento destas células de 39% para 64%, entretanto,
6 e 9 dias apés & injegao, o nmero total de células decaiu

e permaneceu guase constante ao redor de 51% (Fig. 3 A).
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INIR

Pesos médios dos camundongos em fungao do tempo

apos irradiagao com 9 Gy de

0co controles nor-

mais(NO), irradiados(IR), tratados com PP(INJ)e
tratados + irradiados(INIR). A - Animais do IPEN

e B ~ Animais da EPM.
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- Efeito da Radiagao - observou-se que para as cé
lulas somente irradiadas, 3 e 6 dias ap0s a dose de 9 Gy, hou

ve um aumento de 35% para 73%e 79%,respectivamente (Fig. 3 A).

- Efeito da PP + irradiagao ~ apds 3 dias de in-
jegao ip, ha um aumento, como ja observado nas células esti-
muladas com PP. Trés dias apdsa irradiagao, aproximadamente du
plicou-se a populagao peritonial, embora no 69 dia apds irra
diagao e 9 dias apdsa injegao, o nimero total destas células
decaiu para valores aproximados ao numero de células de ani-

mais somente injetados (Pig. 3 A).

Mononucleares (MONO)

- Efeito da PP - no 39 dia apds a injegao, obser
vou-se uma diminuicao de 49% para 29% no niGmero total destas
células, aumentando no 6% dia apSsa injegao para 40% e estabi

lizando-se nesses valores (Pig. 3 B).

- Efeito da Radiagao - observou-se uma queda de
56% para 17% no 39 dia e 10% no 69 diaapds a irradiagao (Fig.
3 m). |

- Efeito da PP + irradiagao - o decréscimo das cé
lulas & visivel no 39 e no 69 dia de injegao, tendo sua gue-
da mixima no 3¢ dia apdsa irradiagao, tendendo posteriormente

a recuperar o valor inicial (Fig. 3 B).
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Polimorfonucleares (PMN)

- Efeito da PP - embora sejabaixoo nimero de cé€lu-
las deste tipo, ha uma queda no nimero total delas, que ficamais
evidenciada no 69 dia da injegéo, tendendo a uma recuperaqﬁo

posterior (Fig. 3 C).

- Efeito da Radiagao - observou-se umcomportamen
to semelhante aodas celulas provenientes de animais injetados

(Fig. 3 C).

- Efeito da PP + irradiagao - também neste gru-
po, observou-se uma diminq.}_qéo no 69 dia da injegao eno 39da
irradiagao, com uma leve tendéncia de aumento posterior (Fig.

3C).

Mastocitos (MAST)

- Efeito da PP ~ nao houve mudangas significati-
vas nesta populagao celular; observou-se uma queda aparente
no n? total destas células 3 dias apds a injegao; ha um leve
aumento no 69 dia e nova queda aparente no 99 dia da injegao

(Pig. 3 D).

- Efeito da irradiagao - & semelhante o comporta
mento ao das células provenientes de animais injetados (Fig.

3 D).

- Bfeito conjunto PP + irradiagao - observou-se,

um comportamento cemelhante ao anterior, diferindo apenas no
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99 dia apdsa injegao (e 69 da irradiag3o) onde hid um aumento

aparente destas células (Fig. 3 D).
3.1.2. Linhagens sensiveis a radiagao: C57BL/6 e C57BL/10

3.1.2.1. Taxas de sobrevida

Os camundongos machos da linhagem C57BL/6, demons
traram ser mais sensiveis a irradiacao pois tanto os tratadcs
como os nao tratados que foram submetidos a irradiagao com a
dose anterior, nao sobreviveram 16 dias apésairradiaq:éo (Fig.
4 a).

-~
-

3.1.2.2. Peso médio corporal

A analise da curva de peso des te experimento
mostra perda de peso constante a partir do 39 dia, nao haven

do recuperagao posterior (Fig. 4 B).

Embora o experimento termine antes dos 30 dias
propostos, os dados analisados estatisticamente demonstraram
que tanto para ¢ peso médio comoa taxa de sobrevida os irrAadig
dos tratados ou nao com PP apresentam a mesma radiossensibi

lidade diferindo apenas dos controles nao irradiados.

3.1.2.3. Células do Peritdnio

Macrofagos

- Efeito da PP - para as 2 linhagens, no 3?9 dia
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FIGURA 4. Representagoes graficas da sobrevida e variagao

de peso de camundongos da linhagem C57BL/6. Con
troles normais(NO), irradiados(IR), tratados com
PP(INJ) e tratados + irradiados(INIR). A - Por-
centagem de sobrevida em fungao do tempo, apos
irradiagao com 9 Gy de 60co. e B - Pesos médios
em fungao dn tempo apos irradiagao.

37.



38.

da injecao nota-sa um aumento destas cé€lulas, de 37% para 47%
nos CS57BL/6 e de 27% para 44% para C57BL/10, com um dJecrés-

cimo nos dias suoseqlientes, (Figs. 5 A e 6 A).

- Efeito da Radiagao - para a linhagem C57BL/6
ha uma resposta maior destas células, aumentando de 28% para
68% no 3¢ dia e 80% no 69 dia. Para os C57BL/10, hd um aumen

to de 28% para 45% no 39 dia e 54% no 69 dia (Figs.5 Ae 63).

- Efeito da PP + Radiagao --ambas as linhagens de-
monstraram um aumento significativo, porém nao aditivo guan-
do submetidas @ agao conjunta, apresentando os C57BL/6 no 39
dia da injegao um aumento :de 37% para 47% e 3 dias apbs irra
diagao (e 6 da injegao) subindo para 74% e mantendo-se nes
se patamar 74%. Para os C57BL/10, no 39 dia apds injegao,
houve um aumento de 28% para 50% e aos de 6 dias da injegao
(e 3 da irradiagao) esse valor subiu para 57%, com leve de-

cliilo posterior 63% (Pigs. S A e 6 A).

Mononucleares (MONO)

- Efeito da PP - para ambas as linhagens ha uma que
da no 39 dia apbs a injegao, de 50% para 41% nos C57BL/6 ede
65% para 38% nos C57BL/10. No 69 diaapCsa injecao ha uma recu-
peragdo nos valores percentuais destas células, mantendo-se

esta tendéncia para ambas as linhagens (Figs. 5 Be 6 B).

- Bfeito da Radiagao - no 39diaapdsa irradiagao,

h3 uma queda brusca destas células para anbas as linhagens de
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50t para 27% nos C57BL/6 e de 65% para 38% nos C57BL/10. No
69 dia da irradiagao, ainda permanece esse declinio para am-

bas as iinhagens (Figs. S B e 6 B).

- Efeito da PP + Radiagao - para ambas as linhagens,
ha um decréscimo gradativo destas células até o 39 dia apds a
irradiagao permanecendo quase constante posteriormente (Figs.

SBe6B).

Polimorfonucleares (PMN)

- Efeito da PP - para ambas as linhagens ha um pico
de PMN bem acentuado no 39% dia da injegao, sendo mais expres
sivo na linragem C57BL/10. Wo 69 dia da injegao os valores

tendem a no:malizar-se para ambas aslinhagens (Figs. 5 Ce6 C)

- Efeito da Radiagao - observou-se uma diferenga
entre as linhagens deste tipo celular em relagao d radiagao.
Para os C57BL/6, 3 dias apds h& um decréscimo nos PMN; perma
necendo constante até o 69 dia. Ja para os C57BL/10, aos 3
dias apds jirradiagao ha um aumento aparente, tendendo apés

aos valores iniciais.

- Efeito PP + Radiagao - para ambas as linhagens, no
3¢ dia apds injegao ha um aumento das células especialmente
na C57BL/6, porém nao tao acentuado como no caso do controle

de PP (Pigs. 5C e 6 C).
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NO

1R

is da linhagem C57BL/10. Controles normais(NO),

irradiados(IR), tratados com PP(INJ),
+ irradiados(INIR). A - Macrofagos; B ~ Mononu-

tratados

cleares; € - Polimorfonucleares; D - Mastocitos.
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Mastocitos

- Efeito da PP - nao ocorreram variagbes signi

ficativas para awbasas linhagens (Fig. 5 D).

- Bfeito da Radiagao - para ambas aslinhagens ob-
servou-se um nitido aumento no percentual destas células a

partir do 39 diaapds a irradiagao (Figs. 5 D e 6 D).

- Efeito PP + Radiagao - no 39 dia apds irradia-
¢ao (e 6 da injecao), observou-se um aumento destas células
para ambasas linhagens, nao taoc marcante quanto ao efeito da ra

diagao isoladamente (Figs. 5 De 6 D).

3.2. Influéncia de derivados de imidazole e irradiagao so-
bre as taxzs de sobrevida, curvas de peso e células do

peritonio de camundongos de diferentes linhagens.

3.2.1. Linhagens resistentes a radiacgao. Camundongos albinos
do IPEN submetidos a tratamento com Azomycin (AZO)

3.2.1.1. Taxa de sobrevida

Os resultados em relagao a sobrevida apds a irra-
diaqéo dos animais machos, albinos, do IPEN, tratados comAZO,
mostra que hi uma protecao de 25% em relagao aos s6 ir-
radiados (65% e 40% respectivamente, Fig. 7 A). Para um se-

gundo grupo de animais albinos também machos e do IPEN, veri
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ficou-se uma pequena protegao de 10% entre a sobrevida dos

tratados e os dos sO irradiados (Fig. 7 B)

Para ambososexperimentos de sobrevida, os resulta
dos da analise estatistica demonstraram ser significativamen

te diferentes, os grupos dos irradiados tratados ou nao.

3.2.1.2. Peso médio corporal

Apesar de ser observada na curva dos pesos médios
uma queda maior nos controles injetados e irradiados do que
nos sO irradiados, esta queda nao influi nasobrevida dos ani-
mais. AmbososganSapreseiiaram uma queda do peso por volta
do 39 dia de irradiagao, porém por volta do 149 dia houve uma
recuperagao do peso, semelhante ao que aconteceu aos animais

tratados com PP (Fig. 8 A e B).

A analise estatistica mostra uma diferengasig
nificativa entre os irradiados injetados ou nao (Fig. 8 A),
porém nao deixam de ser significativamente diferentes dos con
troles injetados ou nao. Para o grupo seguinte, (Fig. 8 B),
nao ha diferenga significativa entre os grupos irradiados tra
tados ou nao, embora haja diferenga dos controles respecti-

tivos.

3.2.1.3. Células do Peritdnio

Macrofagos (M@)

- Efeito de AZ0 - observou-~se para este experi-
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mento que nos animais tratados os M@ aumentam de 54% para 62%
no 39 dia de injegao e decaem, tendendo & normalidade no 6%

dia (Pig. 9 a).

- Efeito da Radiagao - os animais deste grupo
apresentaram no 39 dia da irradiagao um nimero maior de ma-
crGfagos (75%) em relagao ao inicio do experimento ( 54%),

continuando, no 69 dia no mesmo nivel (Fig. 9 A).

- Efeito AZO + Radiagao - no 3?9 dia do experimen
to observou-se um aumento de 54% para 83% destas células no
peritdnio e no 69 dia, decaiu levemente (Pig. 9 A). Houve nes

te caso um estimulo maior que o produzido s3 pela irradia-

gao.

Mononucleares (MONO)

- Efeito do AZO -observaramse poucas modificagoes

nos niveis destas células apls a injegao (Fig. 9 B).

- Efeito da Radiacao - os Mono no 39 dia da irra
diagao decaem de 32% para ll% mantendo-se nesses valores no

69 dia (Fig. 9 B).

- Efeito A20 + Radiagao - novamente observou-se
uma queda, de 29% para 10% dos Mono para este grupo de ani-
mais (Fig. 9 B). C efeito conjunto mostrou-se semelhante ao

efeito da radiagao isoladamente.
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Polimorfonucleares (PMN)

- Efeito do AZO - 3 dias apdés a injegao, a conta
gem relativa dos PMN dos animais tratados cai. de 15% para2%

e no 6v dia tende a normalizar-se (Fig. 9 C).

- Efeito da Radiagao - observou-se uma queda apa
rente de 11% para 9% no 39 dia, porém no 69 dia ja tendia a

uma normalizagao (Fig. 9 C).

- Efeito AZO + Radiagao - novamente observa-seuma
queda no 39 dia, de 14% para 5% porém nao tao acentuada como
no grupo controle injetado.e no 6Q dia hd uma tendéncia anor

malizar-se (Fig. 9 C).

Mastocitos

- Efeito do AZ0 - observou-se no 39 dia do expe-
rimento, um leve aumento destas células e no 69 dia uma ten-

déncia & normalizagao (Fig. 9 D).

- Efeito da Radiagao - no 39 dia apds a irradiagao
foi quando se observou um aumento destas células de 2,5%'pa—

ra 5,4%, tendendo no 69 dia d normalizagao (Fig. 9 D)..

- Efeito do AZO + Radiagao - Nao se observa dife

rengas nestas células, no 39 dia ou posteriormente (Pig. 9 D).
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3.2.2. Linhagem sensivel 3 radiagao. Camundongos CS7HL/6 sub

metidos a tratamento com Azomycin (AZO).

3.2.2.1. Taxa de sobrevida

Também os machos C57BL/6, para a mesma dose de 9
Gy que receberam os animais resistentes, demonstraram ser
mais sensiveis aos efeitos da radiagao, ndo sobrevivendo apos

o 169 dia da irradiacgao (Fig. 10 A).

3.2.2.2. Peso médio corporal

Observou-se pa:ra esta linhagem, um decréscimo do
peso dos animais irradiadns tratados ou nao, até o169 dia do

experimento (Pig. 10 B).

3.2.3. Linhagens resistentes a radiagao. Camundongos albi-
nos do IPEN submetidos a tratamento com Levamisole

(Lev)

3.2.3.1. Taxa de sobrevida

Neste experimento utilizamos camundongos fémeas
albinas, provenientes do biotério do IPEN. Os resultados obti
dos em relagao A sobrevida dos animais .albinos trat ados
mostram que hi uma sensibilizagao destes frente & irradiagdo,
evidenciada pelo percentual de sobrevida de 30% e 50% respec
tivamente, em relagao aos sd irradiados correspondentes gue fo

ram de 50% e 80% nestes casos (Fig. 11 A e B).
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3.2.3.2. Peso médio corporal

Analisando as curvas de peso, notamos grande va-
riagao no decorrer do experimento, porém, por volta do 169
dia inicia-se uma recuperagao gradativa do peso dos animais

(Fig. 12 A e B).

Os resultados estatisticos tanto paraa taxa de so
brevida como para opeso médio, mostram que ha diferenga signifi
cativa entre os grupos irradiados tratados ou nao dos contro

les tratados ou nao.
3.2.3.3. cCelulas do Peritdnio -

Macrofagos

- Efeito do Lev - para os animais tratados obser
vou-se no 39 dia um ligeiro aumento de 49% para 56% e que no 69

dia tendeu a se manter (Fig. 13 A).

- Efeito da Radiacao - observou-se um aumento de
55% para 66% no 39 dia e no 69 dia se mantinha com 69% em re

lagao ao dia inicial dc experimento (Fig. 13 A).

- Efeito Lev + Radiagao -observou-se neste grupo
resultadc semelhante aos irradiados. No 3¢ dia houve um aumen
to de M@ de 54% para 69% gue semanteve no 69 dia (67%) (Fig.
13 a).
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Mononucleares (MONO)

- Efeito do Lev - Nao houve mudangas significati
vas na contagem. No 39 dia da injegao, observou-se uma leve

queda destas células que permaneceram qu as e estaveis (Fig.

13 B).

- Efeito da Radiagao - observou-se uma queda d&e
36% para 20% no 39 dia. No 69 dia da irradiagao esta queda

acentuou-se (Fig. 13 B).

- Efeito do Lev + Radiacao - ¢ semelhante ao re-
sultado observado com os efeitos da radiagao sobre estas cé-

lulas (Fig. 13 B).

Polimorfonucleares (POLI)

-~ Efeito do Lev - observou-se um leve aumento no
39 dia apdsa injegao e uma diminuigdo destas c€lulas no 6?dia

apdsa injegao de Lev (Fig. 13 C).

- Efeito da Radiagao - observou-se um aumentosig
nificativo destas células do 29 ao 69 dia apds a irradiagao

(Pig. 13 C).

- Efeito do Lev + Radiagao - observou-se uma se-
melhanga no grdfico de comportamento destas c€lulas com o dasso

mente irradiadas (Fig. 13 C).
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Mastocitos

- Efeito do Lev - nao ocorreram variagOes mar-

cantes destas celulas (Pig. 13 D).

- Efeito da Radiagao - Houve um aumento destas cé

lulas em fungao do tempo apdsa irradiagao (Fig. 13 D).

- Efeito do Lev + Radiagao - o resultado observa
do foi semelhante ao do grupo submetido somente a radiagao

(Fig. 13 D).

3.2.4. Linhagem sensivel & radiagao. Camundongos C57BL/6 sub

metidos a tratamento com Levamisole (Lev).

3.2.4.1. Taxa de sobrevida

As femeas C57BL/6, da mesma maneiraque os machos
em experimentos anteriores, demonstraram ser mais sensiveis
3 radiagdao de 8 Gy onde nao ha sobreviventes apds 18e 2l dias
para os tratados e nao tratados, respectivamente (Pig. 14 A e

B).

Estatisticamente, para o grupo de fémeas C57BL/6,
nao ha diferenga significativa entre os controles tratados ou

nao e nao hd diferenga entre os irradiados tratados ou nao.
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3.3.. Influéncia do tratamento conjunto PP + A20 e irradia-
gao sobre as taxas de sobrevida, curvas de peso e cé-
lulas do peritonio de camundongos de diferentes linha

gens.

3.3.1. Linhagem resistente a radiagao. Camundongos albinos

submetidos a tratamentos com PP + AZO.

3.3.1.1. Taxa de sobrevida

Os resultados obtidos,utilizando-se camundongos
fémeas e machos albinos, do IPEN e EPM, em nossas condigoes,
mos trar uma protegao significativa pela combinagao de PP
e AZO. Os animais tratados e sob o efeito da radiagao mani-
festaram um percentual de sobrevida de 72% contra 40% nos so
mente irradiados (Fig. 15 A). Ocorreu também um incremento
na sobrevida para os experimentos com animais da EPM (Fig.
15 B) e novamente comanimais do IPEN um percentual menor (17%),

porém significativo (Fig. 15 C).

Estatisticamente, quanto @ sobrevida,os irradiados
tratados ou nao, sao em média diferentes entre si e significa

ticamente diferentes dos controles tratados ou nao.

3.3.1.2. Peso médio corporal

Observando-se a curva de peso apds a irradiagao, hd
um decréscimc inicial nos tratados como nos sd irradiados, po

rém, com recuperacao posterior, tornando-se -mbasas curvas seme-
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lhantes para os trés experimentos considerados (Figs. 16 A,

Be ().

Estatisticamente, para o peso médio, nao ha dife-
renga significativa entre os irradiados tratades ou nao, em-

bora haja diferenga significativa entre estes e os controles

tratados ou nao.

3.3.1.3. Ceélulas do peritonio

Macrofagos (M@)

- Efeito da a¢30 conjunta PP + AZO - 3 dias apés
o tratamento com PP, estas células aumentaram de 41% para57%,
o AZ0 foi aplicado neste dia e no 69 dia apds o AZO (e 9 com

PP) observou-se um aumento que atingiu 65% (Fig. 17 A).

- Efeito da Radiagao - no 39 diaapds a irradiagao
os M@ aumentam, neste caso atingiram de 41% para 80% e no 69

dia da irradiacao decairam para 74% (Fig. 17 A).

- Efeito PP + AZO + Radiagao - observou-se que a
agao conjunta dos efeitos nestas células resultou num aumen-
to gradativo dos M@ até o 69 apds irradiagao de 41% para 79%

(Pig. 17 A).

Mononucleares (MONO)

- Efeito do PP + AZO - observou-se um decrescimo
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das células, chegando no 62 dia com a metade aproximadamen-

te (23%) @o numero inicial, 49% (Fig. 17 B).

- Efeito da Radiagao - okbservou-se no 39 diaapds a
irradiagao uma queda de 47% para 12% e no 69 dia uma leve ten

déncia a recuperagao (Fig. 17 B).

- Efeito PP + AZ0 + Radiagao - observou-se um de

créscimo quase linear destas células até o 69 dia apds a

irradiagao (Fig. 17 B).

Polimorfonucleares (PMN)

- Efeito da PP + AZO - no 39 dia da injegdo dePP
e 4 horas apds AZO, observou-se que ha uma queda nestas célu
las e em seguida, 3 e 6 dias apds a irradiagao, um aumento que

atingiu alls (Fig. 17 C).

- Efeito da Radiagao - nao se observaram variagoes

marcantes neste grupo celular (Pig. 17 C).

- Efeito da PP + AZO + Radiagao - no 39 diadain
jecan de PP e 4 horas apds o AZO e 3 horas da irradiaqéd, ob
servou-se um aumento das cé€lulas que inicialmente eram de 7%
para 13%. Aos 3 e 6 dias ap0sa irradiagao, estas células de-

caem, atingindo 5% do total (Pig. 17 C).

Mastocitos

- Efeito da PP + AZO - nao se observaram mudangas

destas células até o fim do experimento (Pig. 17 D).
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- Efeito da Radiagao - € semelhante ao dos inje-

tados durante os 6 dias do experimento (Fig. 17 D).

- Efeito da PP + AZO + Radiagao - observou-se um
aparente incremento no 39 dia apdsa irradiagao, tendendo avol

tar ao valor inicial no 69 dia aposa irradiagao (Fig. 17 D).

3.4. Influéncia de cisteina (CIS) e irradiagao sobre as ta-
xas de sobrevida, curvas de peso e cé€lulas doperitdnio

de camundongos.
3.4.1. Linhagem resistente & radiagao

3.4.1.1. Taxa de sobrevida

Foi experimentada na linhagem albina do IPEN, tanto ma
chos como fémeas, mediante injegao ip 30 minutos antes da ir
radiagao e o resultado obtido da irradiagao com 6 Gy de 60Co,
percentualmente mo st ra que n3o & significativa a diferen

¢a entre a sobrevida dos animais somente irradiados (35% con

tra 40%) e a dos camundongos machos (Fig. 18 A).

Nos camundongos fémeas, encontraram-se as taxas de
sobrevida de 55% para os irradiados e de 60% para os injeta-
dos e irradiados, nao sendo significativa essa diferenga(Pig.

18 B).

3.4.1.2. Pesoc mé&dic corporal

Analisando as curvas dos pesos médios observou-
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-se gue sao iguais aos encontrados em experimentos anterio-
res, ha uma diferenga significativa na variagao do peso cor
poral somente entre os irradiados (tratadus ou nao), em rela
gao aos controles (Figs. 19 A e B), tanto para os machos co-

mo para as fémeas.
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4§, DIScussAD

Procurou-se em nosso trabalho, estabelecer a capa
cidade modificadora de PP, AZ0, LEV, PP + AZO e CIS com rela
gao a resposta 3 radiagao. Assim, foram analisados as taxas
de sobrevida, as curvas de peso corporal e as células do pe-
ritdnio, de animais irradiados em relagao aos correspondentes

testemunhas.

A contagem de células peritoneais em animais de la
boratério como o camundongo, apresenta relagao com a dose de
radiagao aplicada e a resposta bioldgica do organismo como um
todo. As mudangas nos niveis das diversas populagoes celula-
res examinadas, produzidas pela interagao da radiagao ioni-
zante nos tecidos, caracterizam a diversidade de radiossensi
bilidade entre elas. No caso dos macr6fagos, as mudangas ocor
ridas dizem respeito ao numero e o aspecto morfoldgico q ue
traduz as alteragdes produzidas pelas consequéncias bioquimi
cas da irradiagao. Neste caso, a irradiagao estaria produzin
do uma ativagdo de macrSfagos semelhante a que acontece como
consequencia de estimulos imunoldgicos. Por outro lado, a es
timulagao imunolSgicaprévia modificariaa radiossensibilidade
das células. Isso vai ao encontro das evidencias yue mostram

a semelhanca de espécies oxidadas de oxigénio envolvidas em
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processos tais como inflamagao, interag¢ao da radiagao ioni-

zante nos tecidos vivos e a propria respiragao aerdbica.

Foram observadas variagoes do comportamento na ta
xa de sobrevida de linhagens de camundongos, quando submeti-
dos a tratamento prévio com PP. Os resultados obtidos mostram
um aumento no nimero de animais sobreviventes & irradiagao
nos grupos previamente tratados com PP. De algum modo os me-
canismos bioquimicos guando da produgao do exsudato inflama-
torio devem estar envolvidos na resposta do organismo aradia
¢ao; o efeito imunoestimulador indiferenciado poderia ser res
ponsavel pelo aumento na sgbrevida observado. Utilizamos PP
como agente inflamatdrio, que desencadeou a ativagao dos ma-
crofagos, conforme Schmidtke e col. (1972)“, que injeta PP 3

dias antes da coleta para estimular os macrofagos.

Dos resultados das contagens de células peritone
ais para os animais do grupo tratado com PP, observou-se que
em relagcao aos controles, os macrofagos aumentam significati
vamente no 39 dia apds o tratamento, enguanto que Os mono mos
tram uma queda indicando possivelmente que os mondcitos evo-
luiram para macr6fagos, observagcao esta para os irradiados
tratados ou nao, o que sugere que o efeito da radiagao sobre
as células peritoneais se sobrepoe ao efeito de qualquer es-
timulo nos dias imediatos a& radiagdo. Isto também foi observa

do nas curvas de peso.
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E conhecido que diversos estimulos induzem a ati
vagao de macrofagos, tais como as infecgoes bacterianas, in-
festagOes por pcotozodrios, infecgOes virais e inoculagdes in
traperitoneais Doe & Hensen, 1978); além disso Tannock(l9&g“
nos relata em seu trabalho que a microflora normal que habi-
ta diferentes espécies de animais nao & identica, sendo que
alguns microorganismos exibem especificidade por certas espé
cies particulares. E sabido que certos membros da microflora
normal sao capazes de ativar macrdfagos de modo nao especifi
co ao menos em camundongos. Em nossos resultados oemprego de
diversas linhagens de animais também constituiram uma forma
de abordar os resultados dé efeito da radiagao, os quais nos
mostraram nitidas diferencas de comportamento quanto & radio

ressisténcia.

No "Guide for the care and use of laboratory ani
mals” ® numa pesquisa sobre animais de diferentes linhagens
viu-se que diversas espécies respondem diferentemente quando
submetidos aum mesmo estimulo pois algumas espécies podem ter in
fecgoes latentes ou subclinicas que modificariam a resposta

global.

Apesar de se acreditar que a morte de um animal
se da como consegliéncia de varias mudangas bioquimicas com-
plexas, existe um padrao coerente na relagao entre otempo de
sobrevida e dose de radiagao. Com base nos trabalhos de Quas
tler (1945, 1956)3"35, atualmente pode-se considerar que a
morte de camundongos entre 2 e 4 semanas apds a irradiagao,

seria provocada pela chamada sindrome hematopoiética; as cé-
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lulas proliferativas dos tecidos formadores de sangue teriam
perdido sua habilidade de dar origem a células funcionais das
quais dependem a vida. A morte de camundongos entre 4 e 5
dias apbs a irradiagao seria resultado, entretanto, da chama
da sindrome intestinal, que seria a consequéncia da destrui-
¢ao da capacidade proliferativa de células precursoras, as
guais dao origem ao revestimento de células epiteliais do in

testino.

No sistema utilizado, guando comparamos as dife-
rentes linhagens de camundongos, mostrou-se gue estamos su-
jeitos a varios tipos de respostas pois os animais estao su
jeitos a uma série de estimulos, os quais tentamos manter den

tro dos mesmos padroes.

24
Hasan e col (1988) , nos mostra um estudo sobreo

efeito radioprotetor da dieta protéica em camundongos.

Frente 3 agao da radiagao os camundongos das li-
nhagens albinas tratados com PP mostraram uma diminui¢ao na mé
dia de peso corporal embora recuperando-se no decorrer do ex
perimento e na taxa de sobrevida demonstraram ser mais radio
ressistentes. Comparados aos camundongos albinos, nos C57BL/6 e
/10, pudemos observar que mesmo que injetados com PP, os ani
mais desta linhagem se mostraram mais sensiveis 3 mesma dose
de radiagao que para a linhagem resistente em nosso experi-
mento. Este resultado confirma os trabalhos del Mastro Garcia
Agudo (1983)" , onde nos mostra uma sensibilizagac maior da

linhagem C57BL/10 fronte 3 radiagao de 60Co, quando compara-
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da a camundongos BALB/c. Também Urbaschek (1977)53, nos mos-
tra que para a linhagem de carmundongos C3H/HeJ foi observado
maior indice de sensibilizicgao a radiagao X quan
do tratados com endotoxina em reiagao com a linhagem C3HeB/HaJ,
O que nos sugere que entre linhagens proximas também pode ha

ver diferenca de comportamento.

Existe uma diferen¢a nas diversas curvas de so-
brevida nas diferentes experiéncias. Assim, cada resultado sd
pode ser avaliado em relagao a seu préprio controle interno,
isto &€, animais testemunhas submetidos a idénticas condig¢lCes
provenientes da mesma ninhada ou de ninhadas simultaneas, cres
cidas em idénticas condigSes sazonais, provaveis contamina-

¢Oes saprSfitas, alimentagao, temperatura, regime de luz etc.

Pelo conhecimento de como a radiagac exerce seus
efeitos nos organismos, & possivel aprender como wutilizi-la
mais efetivamente no tratamento de doengas e como prever pro
tegao efetiva contra seus efeitos nocivos. Na area de combi-
nagoes de modalidades para tratamento de cancer, é de interesse
a investigacao de combinagOes da radiagao com novas drogas ou

combinagao de drogas e até mesmo com extratos vegetais.

Muitos agentes quimioterdpicos estao sendo estu
dados em combinagac com radioterapia e muitos esforgos vem
sendo dispendidos em atengdo a este campo de pesquisa inclu-
sive a combinacao de radiossensibilizadores com radioproteto
res, na administragao de drogas que resultem numa ampla sen-
sibilizagao do tumor e uma ampla protegao dos tecidos ao re-

dor deste, quando usados em conjunto com radioterapia.
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Chen (1970)6, nos relata que durante a década de
60 muito interesse foi concentrado nos efeitos inibitdorios da
radiagao e drogas sobre o processo imunoldgico, particular-
mente em atengao as células do sistema imune e suas respostas
a injegoes com antigenos e na €poca, a atengdo era mais diri
gida aos macréfagos por causa de seu envolvimento com o pro-
cesso de produgao de anticorpos e imunidade celular entaonao
muito claros. Seus resultados quanto a proliferagao de macrd
fagos precursores e efeitc da radiagao mostrou que os precur
sores de fagdcitos mononucleares do exsudato peritoneal infla

mado, eram radiossensiveis.

Tokita (1984)", cita recentemente emseu trabalho
sobre resposta de células peritoneais 3 radiagao que ocorre
uma rapida perda de linfbcitos peritoneais e um aumento novo
lume dos macrdfagos. Os linfdcitos sao considerados por va-
rios critérios sensiveis a radiagao ionizante,LowentalUﬁSS)E
demonstra em seu trabalho, gue com diferentes doses de radia

c3o, acima de 0,2 Gy, os linfdcitos morrem rapidamente.

Swartz (1981)‘7 cita em seu trabalho que emboraos
precursores dos macrofagos sejam radiossensiveis, os macrbfa
gos sao radioressistentes e sua atividade fagncitica nao &
afetada pela radiagao. Cita também este autor que alguns tra
balhos demonstraram que para a irradiagao de corpo inteiro,

resulta um aumento na atividade dos macréfagos.
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As informagoes fornecidas por Clark (1980)m, in-
dicam que imunizagao e radiagao causam estimulagdo da ativi-
dade enzimatica lisossomal nos macr6fagos. Ainda na década
de 80, um dos assuntos tratados por MaclLennan (l980)uiem seu
trabalho, nos mostra que macrofagos alveolares isolados £fo-
ram expostos "in vitro" a varias doses de radiagao X. Estas
células foram as mais resistentes em relagao a outras célu-

las eucaridticas.

Scher e col. (1982)“, estudou a regulagao da po-
pulagao de macrdfagos apds radiagdo e determinou gque a indu-
¢ao imunolSgica de exsudatos ricos em macrdfagos era um pro

cesso radiossensivel.

Sablonniére e col. (1983)“, em seu trabalho com
macrofagos alveolares de ratos irradiados com 7,5 Gy, nos
mostra que a fagocitose & uma fungao importante no sistema
reticulo-endotelial, no caso, os macrofagos, por causa da im
portancia destes na radioressisténcia. A diminuigao do nime-
ro de células mononucleares apds irradiagao deriva da modifi
cagao destes provavelmente a macrdfagos, como foi obser&ado
também em nossos resultados. Esse autor demonstrou que a ca-
pacidade fagocitica dos macrdfagos aumenta apds a irradiagao
com 8,5 Gy. Em nossos experimentos ao que tudo indica, pela
morfologia que apresentavam estas c€lulas estariam com sua

capacidade fagocitaria aumentada.
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. 50
Toklta (1984) ', nos mostra um aumento da popula-
¢ao de macrSfagos com a dose de 8 Gy, assemelhando-se assim

aos nossos resultados.

Segundo Gallin e col. (1984)* , trabalhando com
exsudato peritonial de camundongos com doses de 7 a 20 Gy de
60Co, a radiagao produziu diminuigao na porcentagem das c€lu
las fagocitarias e reduziu a capacidade fagocitaria dos ma-
crofagos 6 a 10 dias apSs a irradiagao. Entretanto estudosem
diversos laboratdorios tem postrado que doses entre 0,5 a 8,0
Gy podem produzir trocas de tempo-dependéncia no crescimento
e fungéo dos macrdfagos, como estabeleceu o mesmo autorzo.Em
nosso caso, com doses utilizadas de 8,0 e 9,0 Gy de 60Co,com
taxas de doses da ordem de 375 Gy/h em média, observou-se que
para todos os casos onde os animais foram irradiados injeta-

dos previamente ou nao, houve um aumento destas células emni

mero e tamanho.

Analisando os resultados com relagao aos mononu-
cleares (mondcitos e 1linfdcitos), houve um decréscimo destas
células em todas as amostras colhidas de animais irradiados
tratados ou nao, coincidindo com dados da literatura que nos
mostra que com doses de 5,0 ou mais Gy, os mononucleares, (mo
nécitos e linfdcitos) apds 4 dias de irradiagao sao reduzi-

= , L . 20
dos significativamente .
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Sbarra (1971)“, em seu trabalho sobre fagocito-
se, relata que PMN apbs 100 R de radiagao X mostrou uma que-

-da na atividade fagocitica, bactericida e metabdlica.

Em nossos experimentos foi usado essencialmente,
o método da contagem de c&lulas peritoniais procurando-se es
clarecer o comportamento do mecanismo de sobrevida quanto a
agao da radiagao. Assim, apds a irradiagdo a resposta celu-
lar indicou que para todos os casos os M@ aumentam, os mono
diminuem, os poli diminuem e os mastOcitos aumentam, indican
do assim que a radiagao interfere na cinética das células pe

ritoniais como nos mostra o Quadro I.

Em relagao a radiacgao
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Certos radioséensihilizaéores de células hipoxi-
cas apresentam a capacidade de aumentar o efeito da radiagao
também em certos tecidos uiormais. Tal € o caso do misonidazo
le, que &€ capaz de sensibilizar pele e testiculos de camun-
dongos (Brown, 1975° ; Susuki e col. 1977 ; Yuhas e col.
1977)59, e mucosa oral em huranos {(Arcangeli e col. 1980f‘ ’
apesar de nao apresentar efeito significante sobre a respos-
ta 3 radiagao da medula espinhal (Travis e col. 1982)°" . Em
nossos experimentos resultado diverso foi obtido com 2-nitro
imidazol, o Azomycin, que mostrou ser um radioprotetor mode-
rado. O misonidazole, agindc sobre células de medula Ossea
normal, mostrou ser tambéﬁ:um radioprotetor moderado (Uma De

52
vi et al, 1987).

Os resultados obtidos em relagao a contagem de cé
lulas nos mostra que o azomycin, por ser rapidamente absorvi
do pelo organismo, guando conjugado com radiagac acompanhou
o fenomeno observado nas curvas de peso onde o efeito da ra-

diagao confundiu-se ao da influéncia da administragao da dro

ga.

Os resultados em relagao a sobrevida dos animais
tratados com AZD, nos mostra que hd uma protegao frente aos
irradiados. Apesar de ser observada na curva do peso uma que
da maior nos injetados do que nos irradiados, esta queda nao
influi na sobrevida dos animais. Este resvltado obtido ao ni

vel de irradiagdoc de corpo inteiro & muito interessante, ve-
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mos por este resultado que apesar de sua toxicidade, guando
injetado sistematicamente, ele nao apresenta efeito radios-
sensibilizador do corpo inteirc mas pelo cont.ario, até re-

sulta numa leve radioprotecgao.

Mesmo nao estando esclarecido seu mo-
do de acao, azomycin exerceu efeito radioprotetor semelhante
a PP, que € um agente conhecidamente inflamatdrio e como de-
monstrou-se em nossos experimentos tanto na taxa de sobrevi-
da como na contagem celular. Ainda nestadécada iiorknan(1980)’:
fez uma revisao de trabalhos com comparagao farmacocinética
de alguns nitroimidazois e_foi demonstrado que existe dife-~
renga entre essas drogas quanto a sua eficiéncia. Diz também
que a sensibilizagao do tumor & dependente da concentragao
deste, na hora da radioterapia. Em nossos experimentos, 0 azo
mycin, um derivado de nitroimidazol, aplicado numa linhagem
previamente testada observou-se uma resposta semelhante d apre
sentada pelos animais que foram estimulados com PP, tanto na
taxa de sobrevida como na diferenciagao celular. Talvez pos-
samos dizer que AZO agiu através de um efeito imuno estimula
dor, ou por meio de agao direta ou indireta sobre sistemas ra

dioprotetores endcfgenos.

Em contra partida o levamisole, conhecidamente sen
sibilizador de organismos que vivem em meio hipdxico, e tam-
bém um der ivad o de imidazol, agiu como sensibilizador pa
ra os nossos experimentos. Com base a observagao dos resulta
dos pudemos verificar que o efeito da radiagao & incrementado

guando conjugado com levamisole.
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Os resultados obtidos em relagao a sobrevida dos
animais trztados com levamisole nos mostra que ha uma sensi-
bilidade {lestes frente @ irradiagao, evidenciada pelo percen
tual de sobrevida em relagac aos sO irradiados. No que se re
fere as curvas de peso, ha uma maior queda do pesc corporal
dos animezis tratados e irradiados do que nos somente irradia
dos, nns sugerindo que realmente o composto tenha a agao de

vm radiossensibilizador.

Radiomodificadores quimicos sensibili-
zadores e protetores sao testados em radioterapia clinica de
maneirs incipiente. A competitiva interacao das duas £formas
de drogas podem apresentai' resultados satisfatérios. Rojas
(1983)": ncs mostra em seu trabalho um destes exemplos onde
combina um protetor, WR-2721, com um sensibilizador da £ami-
lia dos nitroimidazois. Da observacao de nossos resultados do
tratamento conjunto PP + AZ0 também podemos dizer que ha in-

dicios de radioprotegao neste nosso sistema.

Em seu trabalho, Basu e col. (1987)°i nos mostra
como a combinagao de duas substancias induzem uma radioprote
¢3o nas células zanguineas periféricas com doses ded4 al0 Gy.
Em nosso caso, testamos azomycin conjugado com PP eobtivemos
resultados satisfatdrios com agac radioprotetora na taxa de
sobrevida. Para as diferentes células do peritOnio, pode-se
obgservar o comportuamento conforme o Quadro I, e comparar ot
restltadcs obtidos com o dos animais radioprotegidos com ca-
da substadncia em separado e concluir que a agao conjunta in-

duz a uma radioprotegao, também no nosso experimento.
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08
Estodos foram feitos, tais como o deBegg (1983),

na modificagao da radiossensibjlidade de tecidos cenjugando
Juma droga sensibilizadora de tecidos em hipoxia com WR-2721,

conhecido radioprotetor.

Cs resultados obtidos utilizande camundongos, em
nossas condigoes, nos mostram gue pela combinagaoc de PP e
AZO, ocorre uma protegac dos animais sob o efeito da radia-
g¢ao manifestada por um percentual de sobrevida contra umamor
talidade nos scmente irradiados. Observandc a curva de peso,
hd um decréscimo inicial como ros irradiados, pcsteriormente
ocorre uma recuperaqéc dos tratados, assim comc nos iri.adia-

dos e tratados tornam-se semelhantes.

Quanto aos resultados dz contagem celular
quando conjugamos os dois tratamentos co¢u seja PP e AZO,
tanto para os injetados testemunhas comc para sinjetados =
irradiados, houve uma resposta dos macréfagos aoestimulo ini
cial como consequente aumentc destas e uma diminuigac dos mo
nonucieares, reafirmando a hipOtese de que os mondcitos quan
dc estimulados e em determinadas circunstancias, evoluem pa-
ra macréfagos. Analisando-se o aumento dos pnlimorfonuclea-
res ha umaindicagao de que n3oseja um resultado cumulativo,
uma vez que em ambas substAacias jatestadas em separado, ha uma
diminuigdo destas células. Para os animais irradiados trata-

dos ou nao verifica-se uma variagdo mais acentuada dos fagd-
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citos, mononucleares e macrofagos, enquanto que os polimorfo
nucleares e mastocitos permaneceram com seus niveis pratica-

mente inalterados.

36
Em 1950, Patt e col. (1949) , apresentam um tra
balho que diz sobre os efeitos radioprotetores dacisteina pa

ra ratos irradiados com doses letais de raio X.

Tanaka e col. (1980)‘5, diz que a protegao gquimi
ca tem uma historia de mais de 20 anos e que muitos proteto-
res quimicos, tais como a cisteina, cisteamina e AET, tem si
do descritos que protegem os animais de doses letais de ra-

-
-

diagao.

Giambarresi e col. (1987)22, nos conta que des-
de que a capacidade de aumento de sobrevida sobre irradiagao
letal de ratos, um grande nuamero de compostos vem sendo tes-
tados e examinados por serem aptos a funcionar como radiopro
tetores; durante a década de 70, o programa militar norte ame
ricano, testou e desenvolveu sozinho 4.000 ‘compostos. A maior
parte dos compostos eram aminotidis, como um grupo, eles eram
a mais eficiente classe de radioprotetores. A cisteina, pro-
tStipo aminotiol, & um composto sulfidrilico, ‘contendo o ami-
no acido cisteina e a dose maxima tolerada foi 1200 mg/kg pa
ra camundongos. A protegao € proporcional 3 forma de adminis
tragao da cistelna, iv & mais efetiva que quando injetada ip
e € menos efetiva quando administrada oralmente. Em nossosre
sultadocs -observou-se que para a injegao ip de cisteina 30 m1

nutos antes de irradiar, nao ocorreu efeito protetor nos ca-



84.

mundongos tanto para o grupo de machos como para as féemeas
testadas. Provavelmente o tempo transcorrido entre a injegao
e a irradiagao foi muito longo em relagao ao metabolismo do

aminoacido.

Ve
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5. CONCLUSOES

A sobrevida de camundongos irradiados com dose de 9,0 Gy

de 60Co pode ser aumentada pela injegao prévia de PP.

Existe diferengas de comportamento entre as varias linha
gens de camundongos quando submetidas & mesma cdose de ra

diagao e estimulos.

Quando conjugamos PP + AZ0, ou quando ensaiamos sO AZO,
o resultado obtido foi de protegao contra o efeito da ra

diagao.

O levamisole induz radiossensibilidade em camundongos pro

venientes do biotério do IPEN.

N3o ha correlagao estrita entre a resposta celular de ma

crOfagos peritoneais e o3 dados de sobrevida.

PP e AZO sao capazes de produzir aumento demacrofagos pe

ritoneais como consequéncia de inflamagao inespecifica.

Os macrofagos peritoneais apresentam radioressistencia en
quanto euge os mononucleares demonstraram maior radios-

sensibilidade.
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