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SUMARIO

Aminoetiltiouréia (AET) e mercaptoetilamina ou cisteamina (MEA),
compostos que contém grupamentos -SH e -NH,, soltveis em agua ,
foram testados na sua capacidade de incremefitar a sobrevida de ca
mundongos irradiados com 9 Gy de 60Co (4,55 Gy/min). Apesar de
o AET apresentar o grupamento tiol blogueado pela uréia, sua efe
tividade depende do pH fisioldgico para formar o composto com
tiol livre, a mercaptoetilguanidina. Os animais foram injetados
intraperitonealmente can AET (300 mg/kg) ou MEA (125 mg/kg) em so-
lucaode NaCl  0,85% 30minutos antes da irradiacao, e as curvas de
peso e sobrevida registradas durante 30 dias. Contagens de célu-
las peritoneais foram realizadas, 2 horas, 3 e 6 dias apds irra-
diacao. Ambos compostos mostram acao radioprotetora confirmando
dados da literatura. Dentre os possiveis mecanismos de acao dos
aminotidis como radioprotetores & sugerido: a acao de "scav -
enger" de radicais livres formados pela radidlise da agua; pro-
tegao através da remocao de O.,; alteracao nos tidis proteicos ce
lulares; aumento do reparo do dano da radiacao ou alteracOes na
atividade de enzimas envolvidas na reducao do dano oxidativo,
tais como GSH - peroxidase ou transferase.

ABSTRACT

Aminoethylurea (AET) and mercaptoethylamine or cysteamine (MEA)
compounds containing -SH and -NH. groups wegg tested in their ca
pacity of increasing the survival of 9 Gy Co irradiated mice
(4.55 Gy/min). In spite of AET has the thiol radical covered by
an urea molecule its efectivity depends on the physiological pH
in order to liberate a free thiol, forming the mercaptoethylgua-
nidine. The animals were injected intraperitoneally with 300 mg /
kg AET or 125 mg/kg MEA dissolved in 0.85% Nacl, 30 minutes be -
fore irradiation being the survival and weight curves registered
during 30 days. Peritoneal cell counts were made 2 hours, 3 and
6 days after irradiation. Both compounds showed a radioprotecti-
ve action confirming data from the literature. Among possible
mechanisms about the action of aminothiols as radioprotectors, it
is suggested: free radicals scavengers of radical formed by water
radiolysis; protection through O, remotion; alterations in cellular
proteic thiols; increase of the radiation damage or alterations
in the activity of the enzymes involved in the reduction of oxi-
dative damage like GSH-peroxidase or transferase.
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INTRODUCAO

Numerosos estudos sobre a capacidade radioprotetora de
compostos quimicos vem sendo feitas desde a descoberta da pro-
tecao de mamiferos com cisteina em 1949 por. Patt. et al. O grupo re
conhecido como radioprotetores & constituido por compostos sul
fidrilicos, sendo entre eles, a cisteina o mais simples, que F
um aminoacido natural. A cisteina & capaz de proteger pequenos
roedores dos efeitos da exposicao a radiacao de corpo intei-
ro quando a droga € injetada ou ingerida antes da irradiacao
(Hall, 1978).

Muitos compostos similares teém sido testados e mostra -
ram ser efetivos radioprotetores; aminoetiltiouréia (AET) e
mercaptoetilamina (MEA) estdo incluidos nessa classe de agen -
tes. Certos aminotidis em particular, tém sido testados e de-
monstraram sua - .€ficiéncia tendo estrutura comum o grupamento
SH livre (ou grupo SH potencial) e uma funcao basica, tal como
uma amina ou guanidina, separadas por dois ou tres . atomos de
carbono (Hall, 1978). Os mecanismos de protecgdao propostos para
a acao destes compostos &€ a de aprisionamento de radicais 1li-
vres ("free radical Scavengers"), a hipotese de disulfetos mis
tos, a inducao de hlpOXla ou a teoria de choque bioquimico. En
tretanto, nenhum deles & satisfatorio para explicar totalmente
a radioprotecao obtida em animais e em células (Hikita et al.,
1975). Esses e outros amingtiois tém sido usados em pesquisas
como agentes radioprotetores, anticarcinogénicos (Hall et al,
1978) e para proteger contra a citotoxicidade do misonidazole
(Jocelyn, 1972). A toxicidade do MEA tem sido atribuida a pro-
ducao de perodoxidos via reacao espontanea com o oxigénio, cata-
lizada por ions metalicos (Takagi et al, 1974). Os metabdolitos
do oxigenio desempenham um importante papel durante a irradia-
¢ao gama. Essas mesmas espécies ativas de oxigénio (EAO) estao’
envolvidas na geracao de tumores (Schwalb, 1988), no envelheci
mento e nos processos inflamatorios. Nestes, os leucocitos fa-
gocitarios presentes na corrente sangulinea, ao entrarem em con
tato com microorganismos invasores (bactérias, por exemplo) ’
sd3o induzidos a produzir a nivel de suas: membranas, espécies
toxicas de oxigeénio que contribuem para o processo de destrui-
cao dos invasores (Meneghini, 1985). Por essa razao os pro-
prios fagocitos s3ao potenciais carcinogénicos, ja que eles ge-
ram oxidantes reativos estaveis e instaveis.

A funcao radioprotetora dos aminotidis estd limitada
por seu potencial redox. (Ghose,1982) .0s fagocitos mononucleares
sao relativamente radiorresistentes quando sua capacidade fun-
cional é medida imediatamente apos a irradiacao. Entretanto,al
guns autores descrevem mudancas na funcao e no crescimento de
macrofagos dependendo do tempo apds irradiacao (Gallin et al,
1984).

O objetivo do presente trabalho &€ investigar a radiopro
tecdo conferida a camundongos irradiados na dose proxima da
DL50/30 na presenca de AET e MEA separadamente e analisar as
mudancas nos niveis de populac¢Oes celulares peritoneais, fago-
citos mononucleares e polimorfonucleares, sob a acao da radia-
cdo e como resposta de tais células aos efeitos destas drogas.
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MATERIAIS E METODOS

~ Material bioldgico

Utilizaram~se camundongos albinos do biotéerio do IPEN,
machos com idade aproximada de 9 semanas em dieta usual de labo
ratdrio e agua filtrada ad libitum.

-~ Irradiacoes

As irradiacOes foram feitas em uma fonte gama de 60Co, Gamma
cell 220. A taxa de dose média foi de 4,55 Gy/min, variando en-
tre 4,4 a 4,7 Gy/min . Irradiaram-se 3 animais por vez, com
uma dose de 9,0 Gy.

- Curvas de Sobrevida e Peso

Os animais foram alojados em gaiolas metalicas para ca-
mundongos, em grupos de 5 a 10 animais por gaiola; foram pesa-
dos individualmente, identificados por grupos e protocolados de
acordo com cada tratamento. Em cada experimento para curvas de
sobrevida e peso, o0s grupos foram constituidos a partir de ni-
‘nhadas 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 animails irradiados e tratados.

O acompanhamento da experiéncia foi efetuado durante 30
dias apds irradiacao, com registro diario do numero de sobrevi-
ventes e pesagem 3 vezes por semana.

~ Obtencao de Celulas Peritoneais

Paralelamente as experiéncias realizadas sobre o efeito
dos tratamentos na sobrevida dos animais apds irradiacao, foi
realizado um estudo da variacao dos diferentes tipos celulares
encontrados na cavidade peritoneal. Foram analisados:

- macrofagos tipicos;

- fagbcitos mononucleares (macrdofagos jovens, linfdocitos

e monocitos);

- polimorfonucleares;

- mastodcitos.

Para cada ponto foi computado o resultado da contagem de
células provenientes de 5 animais e foram colhidas amostras de
exudato peritoneal nos tempos:

-~ t = 0: no dia da irradiacdao (2 horas apos)
-t = 3: tres dias apds a irradiacao;
-t = 6: seis dias apbs a irradiacao.

A colhelta do exudato peritoneal foi realizada posterior-
mente a injecao intra perltoneal de 3 ml de solucao flSlOlOgl—

ca heparinizada em animais anestesiados, sacrificados e exangui

nados. Apos leve massagem no abdomem durante alguns minutos, foi
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colhido 0,9 ml do exudato em tubos de plastico contendo 0,1 ml
do fixador e corante cristal violeta (0,5% de cristal violeta
dissolvido em acido acético glacial a 30%). As amostras colhi-
das foram guardadas em geladeiras até o momento da contagem e
identificacao das células.

- Quantificacao e Qualificacao das Células

A contagem das células totais foi realizada em camera
de Neubauer. O total das células encontradas foi multiplicado
pelo fator de camera x 104, o que determina. a quantidade de cé
lulas por 1 ml. -

A analise diferencial foi realizada colocando-se aliquo
tas do material sobre laminas recobrindo-as com laminulas. Fo-
ram contadas 200 células, utilizando-se o método de varredura
em zigue-zague, e registradas as correspondentes  porcentuais
de cada populacao celular. O valor absoluto de cada tipo celu-
lar foi obtido mediante a relacao com o numero de células to -
tais multiplicados pela porcentagem encontrada de cada tipo e
dividido por cem, obtendo-se desta forma o total de células pe
ritoneais de cada tipo.

- Tratamentos

Os aminotidis utilizados foram os seguintes:

a) Aminotiltiouréia - AET - (SIGMA), na dose -de 300 mg
kg ou 10,5 mg/0,2 ml injetada ip. A concentracgao escolhida
foi limitada pela citotoxicidade da substancia. Foli preparada
em solucao flSlOlOglca e injetada 30 minutos antes da 1rrad1a-
gao. :

b) Mercaptoetilamina - MEA - (SIGMA),na:dQse de 125 mg /
kg ou 3,75 mg/0,2 ml ip. A substancia também é conhecida por
sua citotoxicidade. Foi preparada em solucao fisioldogica e in
injetada 20 minutos antes da irradiacgao.

RESULTADO E DISCUSSAO

Os resultados obtidos em relacao a curva de sobrevida
mostram que, para os animais machos tratados com AET O aumen-
to da sobrevida & significativo pelo nimero de animais sobrevi
ventes & irradiacao com 9 Gy de 60co. Na figura 1A podemos OE
servar uma sobrevida de 95% aos 30 dias nos animais tratados
frente a 45% nos animais somente irradiados.

Os resultados em relacao a sobrevida apd0s a irradiacao
dos animais machos tratados com MEA mostram que ha uma prote -
cao efetiva, 100% de sobreviventes enquanto que os sO irradia-
dos, a sobrevida foi de 55% como nos mostra a figura 1B.

As variagOes observadas no comportamento da taxa de so-
brevida nos camundongos utilizados mostram uma semelhanca com
os.  resultados descritosno trabalho de Giambarresi e Jacobs,
1987, que mostra que a capacidade radioprotetora estaria proxi
ma da dose tOxica (LDgg). Nesse trabalho, as doses letais para
50% dos animais para MEA e AET foram respectivamente de 200 e
480 mg/kg, sendo as doses radioprotetoras destas de 150 e 400
mg/kg respectivamente. Em nosso trabalho foram utilizadas 125
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e 300 mg/kg respectivamente para MEA e AET, ja que doses maio-
res foram letais para os camundongos utilizados. Os resultados
obtidos mostram que a sensibilidade frente as drogas em nossos
animais é similar a descrita no trabalho desses autores sendo
necessario levar em consideracado possiveis diferencas de espé-
cie, condigdes nutricionais e de estimulo imunoldogico. Ainda
o mesmo autor cita que um grande nuamero de compostos véem sendo
testados e examinados por serem aptos a funcionar como os ra-
dioprotetores, sendo que o programa militar norte americano, ja
testou e desenvolveu 4.000 compostos na década de 70. Destes,a
maior parte eram aminotidis, corroborando ser a mais eficiente
classe de radioprotetores.

Nosso trabalho permite concluir que a sobrevida de ca -
mundongos albinos do IPEN, irradiados com dose de 9,0 Gy 60co
pode ser aumentada pela injecao prévia de AET e MEA em doses
subtoxicas destes compostos. Em relacao aos resultados obtidos
com os diferentes tipos celulares do exudato peritoneal pude -
mos observar, conforme nos mostra a figura 2A que em relacao
aos macrofagos, ha um aumento destas células, quando da irra-
diacao do animal, porém os macrofagos dos animais irradiados e
submetidos previamente ao tratamento tanto com MEA, como com
AET, esse aumento nao & tao pronunciado no 62 dia apods.

Isto sugere que estas substadncias nao seriam imunoesti-
muladoras, pois até o 32 dia nao ha manifestacao de resposta
diferencial. ,

Ghose, 1987, relata em seu trabalho que 5 a 15 dias
apds a irradiacdao €& notada uma diferenca marcante na celulari-
dade da medula entre controles irradiados e grupos tratados
com AET, indicando uma repopulacao acelerada nos animais prote
gidos. Observando os outros tipos celulares, nota-se um compor
tamento semelhante para os mononucleares como mostra a figura
2B.

Para os Polimorfonucleares e mastdocitos entretanto, no

espaco de tempo em que foram observadas as células, nao se no-

tam variacdes como consequéncia dos tratamentos mas sO o efei-
to da radiacao. Assim, a contagem de células peritoneais em
animais de laboratdorio como o camundongo, apresenta relagao
com a dose de radiacado aplicada e a resposta bioldgica do orga
nismo como um todo. As mudancas nos niveis das diversas popula
coes celulares examinadas, produzidas pela interacao da radia-
cao ionizante nos tecidos, caracterizam a diversidade de ra-
diossensibilidade entre elas.

Segundo o trabalho de Villarrubia et al, 1988, ha corre
lagao entre o numero de células mononucleares periféricas e a
recuperacao da medula Ossea apOs radioquimioterapia provavel-
mente relacionado a capacidade das ,células mononucleares de
produzir fatores estimuladores enddgenos. No caso dos macrofa-
gos, as mudancas ocorridas dizem respelto ao numero e O aspec-
to morfologlco que traduz as alteracgoes produzidas pelas conse
quéncias bioquimicas da irradiacao. Neste caso, a irradiacao
estaria produzindo uma atlvacao de macrofagos semelhantes a
que acontece como consequenc1a de estlmulos imunologicos. Por
outro lado, a estimulacao imunoldgica prévia modificaria a ra-

diossensibilidade das células. Isso vai ao encontro das evidén

®
)
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cias que mostrama semelhanca de espécies oxidadas de oxigénio
envolvidas em processos tais como inflamacéo e interacao da
radiacao ionizante nos tecidos vivos e a proprla respiracao
aerobica.

Tokita e Raju (1984), citam em seu trabalho sobre . a
resposta de células peritoneais em relacao a radiacao que
ocorre uma rapida perda de 1linfdcitos peritoneais e. um aumen-
to no volume dos macrofagos. Estes dados também sao confirma-
dos em nosso trabalho. .

Swartz e Saluk (1981), citam que, embora 0Os precurso -
res dos macrofagos sejam radiossensiveis, os macrofagos se-
riam radiorresistentes e sua atividade fagocitica nao seria
afetada pela radiacao. Dessa maneira, a irradiacao de corpo
inteiro, resultaria em um aumento da atividade dos macrofagos
pela ativacdo destes diretamente ou mediado pelo estimulo da
fagocitose de produtos formados como consequenc1a do dano da
radiagao nos tecidos. '

Para concluir, as alterac¢oes nas populacoes celulares
peritoneais por si prdoprias nao sao especificas do efeito da
radiacao. Contudo, as alteracdes nos macrofagos e mononucle -
res mostram indicios de acompanhar os efeitos radioprotetores
verificados nas curvas de sobrevida. Sao necessarios maiores
dados entretanto, para poder determinar os diversos aspectos
da patologia da radiacao e o papel desempenhado pelos radio -
protetores no sistema.

g
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FIG. 1 - Percentual de sobrevida de camundongos irradiados
com 9 Gy de *°Co, em funcgdo do tempo apoOs irradia
cao. A: controles normais- (—o—), irradiados
(—e—), tratados com AET ( A—A ) e tratados +
irradiados (&—4A); B: Controles normais (—-o—),

irradiados b—.—ﬂ, tratados com MEA (O—01) e tra-
tados + irradiados (m—m).
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FIG. 2 -
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Percentual de células peritoneais em funcao
do tempo apds irradiacado com 9 Gy de ®°Co.

Controles normais( —O— ) ,irradiados( —@— )
tratados com AET( —-A— ), tratados com MEA
( -O0— ), tratados com AET+irradiados( —A— )
e tratados com MEA+irradiados ( —#— ), A:

Macrofagos; B: Mononucleares; C: Polimorfo-
nucleares; D: Mastocitos.
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