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RESUMO 
Com o intuito de estudar os efeitos da radiação 

	 60 proteínas, utilizou-se uma solu 	 ç 	gama de  Co  nas  
da nas doses de 0 a 25.000G 	ção aquosa de cristalino bovino irradia 

foram avaliadas pelas mudançasEdaaviscosidadernau presençaaouenãoode 
que 
mo dificadores da resposta â 

radiação: glutationa (GSH), aminoetilisotiou 
réia (AET),mercaptoetilalanina (MEA) e dimetil sulfóxido (DMSO).Os resnl 
tados da viscosimetria a diferentes temperaturas revelaram ser a forma 
cão de agregados,o processo predominante induzido pela radiação. 

*.NTRODUÇA0  

Os efeitos biológicos das radiaçbes têm 
sido objeto de inúmeros estudos. Isto porque 
a radiaçao ao incidir em um determinado 
sistema ou órgao atinge simultaneamente 
muitos outros que apresentam maior ou menor 
sensibilidade. Podem ,  entoo, surgir diversos 
tipos de lesbes irreversíveis na maioria das 
vezes. Na radioterapia de tumores de cabeça 
e de pescoço, uma das lestes indesejáveis é 
o aparecimento da 	catarata, já 	que é 
praticamente 	inevitável a 	irradiaçao da 
cavidade ocular. 

Na 	catarata, 	o 	cristalino 	que 
normalmente é transparente torna-se opaco. A 
perda de transparéncia do cristalino se deve 
a modificaçbes oxidativas de suas proteínas. 
cue mostram um aumento gradual oos níveis de 
agregadoo, pigmentaçao e uma diminuiçao de 
grupos tióis. 

A radiaçao ionizante provoca alteraçbes 
na 	estrutura 	das 	proteínas, 	que 	sao 
detectáveis 	pelas modificaçbes 	em 	suas 
propriedades químicas e físico-químicas. 
Essas alteraçbes são também observadas na 
velhice. embora em menor proporçao (Spector, 
1984). Em geral é aceito que a opacidade das 
lentes seja o último passo de um complexo 
processo, no qual a oxidação é o fator 
iniciador predominante. 

Dos trabalhos realizados para elucidar 
as modificaçbes produzidas pela radiaçao nas 
Proteínas do cristalino sabe-se que elas são 
acompanhadas pela diminuiçao das proteínas 
solúveis de baixo peso molecular, pelo 
aumento das oroteinas insolúveis e pela 

formaçao de agregados de proteínas de alto 
peso molecular (Spector et al, 1974; Roy & 
Soector, 1976; Coghlan & Augusteyn, 1979). 

Em cristalinos humanos, os agregados 
aumentam com a idade 	estao presentes em 
altas 	concentraçbes 	na 	catarata 	

senil 

JedzlnLak et al.. 1973). A formaçao de 
agregados depende, também, da oxidação dos eru pOS SH das proteínas (Giblin et al. 1980) 

do aumento intracelular  da concentração de 

=dlcio (High Tower et al. 1983). 

Há 	fortes 	indicaçbes 	de 	que 	es 
mecanismos de formação de catarata induzida 
pela radiaçao incluam a formação de radicais 
livres e consequentemente dano oxidativo, 
tanto quanto modificaçbes na permeabilidade 
das células do cristalino (Lipman et a1. 
1988). 

A 	oxidaçao 	do 	cristalino 	induz 
"crosslinking" e mudanças conformacionais 
nas suas proteínas (Borkman et  al, 1981; 
Ziegler & Goosey, 1981). Cs resultados 
encontrados por Ziegler & Goosey indicam que 
as espécies ativas de oxiggnio (O r , 0= , H = 0 =  
e OH), que soo geradas nas reaçbes de óxido-
reduçao, podem causar algumas mcdificaçbes 
nas 	lentes, observadas na velhice e na 
formaçao da catarata (Dillon, 	1984). Além 
disso. alguns estudos espectrescóoiccs 
(Andley & Chylack, 1986), mostram que as 
proteínas do cristalino sofrem modificaçbes 
em sua conformação, pela ação dessas 
espécies. envolvendo resíduos sulfidrilicas 

e de triptofano. 

Nosso trabalho tem por objetivo avaliar 
as modificaçbes induzidas pela radiação nas 
proteínas de cristalino bovino utilizando a 
técnica de viscosimetria. Essas análises 
foram realizadas em diferentes temperaturas 
na presença ou nao de substâncias 
radiomodificadoras. 

MATERIAIS E méTODOS  

Preparação 	da Soluco 	protéica.  Cs 

cristalinos foram removidos cirurgicamente 

de olhos bovinos frescos obtidos em 

abatedouro. Após serem descapsulados foram 
homogeneizados em água bidestilada á 0°C 

(2g cristalino/5ml água), em um 
homogeneizador Potter-Elvehejem em banho de 

gelo. A solução foi centrifugada a 
13.000rpm/30 minutos. Ao sobrenadante foi 
acrescentado N-etilmaleimide (Sigma) numa 
concentração final de 10mM. A solução foi 
dializada em tampão fosfata de potássio 0,1M 

pH 7.4. Este material foi liofilizado e 

estocado em dessecador 
a - 18°C. 



Aliquotas da 

soluco foram submetidas a irradiacao de 

(Gammacell ""0, Atomic Energy of 

Canada. Ltda), nas doses de 0, 5.000, 

10.000, 15.000, 20.000 e 25.0000y, numa taxa 

de dose media de 851Gy/hora, em tubos de 

vidro. 

As substancias testadas neste sistema 

foram: 	 glutationa 	 (GHS). 

aminoetillsotiourela 	 (AET). 

mercaptoetilalanina (MEA) e dimetil 

sulfaxido (OMS0). Essas substancias foram 

acrescentadas aproximadamente 10 minutos 
antes da irradiagao, numa concentragao final 
de 10mM. 

vi_scosimetria.  Para medir a viscosidade 
utilizou-se um viscosimetro Brookfield de 

• leitura digital, mod. DV-II, spindle B04- 

18/13R a 12rpm, com adaptador para pequenas 
amostras, com banha termostatizado de -30°C 
a 130•C Neslab RTE-110 (Neslab Instruments 
Ltda Newington, USA). 

RESULTADOS E DISCUSSMO  

Neste trabalho procurou-se analisar OS 
efeitos da radiagao gama de 4*Co nas 
proteinas do cristalino bovino e estabelecer 
a capacidade modificadora da GSH, do AET, do 
MEA e do DMS0 em relagao a resposta A 
radiacao atraves de viscosimetria 

Na 	denaturagao 	de 	proteinas 	pela 
radiacao, os radicals livres produzidos na 
radialise da Agua causam mudanças na forma 
da 	molécula 	de 	proteina 	facilitando, 
consequentemente, o processo de agregagao 
Cando origem a estrututras de diferentes 
Pesos moleculares (Garrison, 1978). Esses 
agregados sao produzidos por "crosslinking" 
covalente, 	mas sua 	natureza quimica 
desconhecIda. 

Com 	aumento da dose de radiagao. nao 
sa a fraçao de proteinas denaturadas 
aumenta, mas tambem o tamanho dos agregados 
formados torna-se malor. até atingir um 
ponto em que a oroteina torna-se insoluvel e 
preciplta. 

A formagao de "crosslinkin" afeta o 
peso molecular da proteina aumentando-o. 

Isso pode ser observado pelo aumento da 
viscosidade com o aumento da dose de 
radiacaa. 

A 	viscosidade 	0 	dependente 	da 
temperatura. 	C efeito 	observado cam 	o 
aumento 	da 	temperatura 	 ser 	Ulna Pode 
diminuigao 	da 	viscosidade, 	nenhuma 
modificagao. um  aumento da viscosidade au a 
acorrincia de um platO (Bradbury, 1970). 

A viscosimetria tem sido utilizada em 
experimentos que envolvem a quebra de 
moleculas grandes em unidades menores, ou 
naqueles envolvendo reagbes acompanhadas por 
agregacao. Em alguns estudos, a determinagao 
da viscosidade tem servido no controle da 
degradaqao de substanclas biologicamente 
ativas. 	A 	degradagao 	resultante 	de 
tratamentos drasticas resulta numa 
diminuiço acentuada da viscosidade. Ouando 
proteinas nativas sao denaturadas par varioS 
tipos de tratamentos. um  aumento na 
viscosidade é observado (Kabat. 1967). 

Pelos resultados apresentados na figura 

1 	observa-se 	aue 	nas 	diferentes 

temoeraturas. a viscosidade da AnnStr. 
controle aumenta COm o aumento da dose do 
radiagao. 

CONTNOLI 
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Figura I - Viscosidade (CPS) das amostras 

controle de cristalino bovino 

irradiadas em diferentes 
temperaturas. 

As 	substanclas 	testadas 	em 	nosso 
sistema sao consideradas "scavenoers" de 
radicals hidroxila (OH-). Esse radical reage 
com a malaria dos compostos orga-nicos e e a 
maior espécie inativante em sistemas aquosos 
(Czapski, 1984). Os -scavengers" utilizados 
tEm a capacidade de remover os radicals 
hidroxila produzidos na radialise da Aqua 
antes que eles reajam com moléculas 
biologicamente importantes. Neste processo 
hA reducao da concentragAo de radicals 
livres 	na solugao (Giambarresi 	Jacob. 
1987). 

A glutationa (GSH) é o mais Importante 
tiol endageno. estando bem distribuida nas 
células, presentes nas concentragbes de 0.5 
a 10 micromol/g do Peso umida de vArlos 
tecidos animals. Nos criStalinos 

numa concentragao presente 	 de 7 
micromol/g de peso Umido da lente. Suaaem:i! 

fungao e 	manter importante 	 d 
cristalino. Na formagao da catarIntca°1-orre 
uma acentuada diminuicao de sua concentracaa 
levando A opacificagao da lente, devido ac 
fato dela ser um Potente inibidor das 
reagOes foto-oxidativas (Meister, 1981). 

Em nosso sistema pode-se observar qua 
na amostra de cristalino bovino com GSH 
(figura 2) acorre uma aparente protec3p da 
formagao de agregados pelos observada 
valores da viscosidade em funcao da dose de 
radiagao. 
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Figura 2 - Viscosidade (CPS) das amostras 
de cristalino bovino irradiadas 
na presença de glutationa em 
diferentes temperaturas. 

0 	aminoetilisotioureia 	(AET) 	e 	a 
mercaptoetilalanina (MEA) soo aminotióis com 
analogia quimica com a cisteina, que foi a 
primeira 	substáncia 	com 	capacidade 
radioprotetora encontrada (Giambarresi d 

Jacobs, 1987). 0 AET difere da cisteina por 
possuir um grupo uréia encobrindo a funç3o 
5H. Sua eficiência como radioorotetor vai 
depender da liberação do grupo 5H em pH 

fisiológico formando o Composto 
mercaptoetilguanidina, que possui o grupo SH 
livre (Shapira et al, 1957). 

Na figura 3 observa-se Que na solução 
de proteina com AET a formação de agregados 

foi aparentemente protegida. isto é, houve 
inibição na formação de agregados de maior 
peso molecular. 
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Figura 3 - Viscosidade (CPS) das 
amostras 

de cristalino bovino irradiadas 
na presença 

 de aminoetilisitiou-

rdia em diferentes 
 temperaturas.  

A 	MEA é a forma descarboxilada da cisteina 	e é 	Considerada um 	dos mais aotentes 	
radioprotetores. eficiênci a  
e 
	Pela  sua 

muito 	 simplicidade estrutural foi 
estudada e faz muitos anos A protótipo Para 	testes 	de outros 	agentes  radioprotetores 	(Bacq & Alexander, 1961; Giambarresi & Jacob,  1987). 

A 	viscosidade 	das 	amostras 	de 
cristalino bovino com MEA (figura 4) 
demonstra que essa substância aparentemente 
protegeu a  soluço de proteina da formação de agregados. 
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7igura 4 - Viscosidade (CP2) das amostras 
de cristalino bovino irradiadas 
na presença de aercaptoetil-
alanina em diferentes temperatu-
ras. 

0 dimetil sulfOxido (DMSO) foi a unica 
substância testada em nosso sistema que no 

pertence ao grupo dos aminotióis. Sua 

capacidade radioprotetora foi descoberta por 

acaso. ao  ser usado como 
solvente de 

substâncias a serem irradiadas. Sua 

capacidade de radioproteçao se deve a sua 
habilidade de inativar radicais livres. 

particularmente 	o 	OH..  (Ashwood-Smith. 

1961). 

Na 	figura 5 observa -se Cue o DM50 

protegeu a solução de proteina da formação 

de agregados. 
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London. 197C. 
(15] 	RABAT. 	E.A., 
Immunochemistry 	(publisher 
Thomas). pp. 704, 1987. 
[18] CZAPSKI, G., 	Reaction 
Pnzymol 	1111:209-215, 1984. 
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Os 	valores encontradcs 	através 
viscosimetria 	das soluc5es 	cr,s„ i,11 

Figura S - Viscosidade (CPS) das amostras 
de cristalino bovino irradiadas 
na presenca de dimetil sulf6xido 
em diferentes temperaturas. 

Sabe-se bue a viscosidade de proteinas 
varia :cm a temberat:Jra. Em noSSas amostras, 
-as di4erentes temperaturas observamos um 
decresci= na viscosidade em fung2o da 
teerseratra (taoela 17. 

Tabela 1 - Diferenga na visOosidade das 
amostras de cristaIino bovino. nas 
oll'erentes temoeraturas, entre 0 e 25.000Gy. 

7empe - 

ratra 
:ontrale GHS AET mEA DM90 

2.5 0,95 0.36 0.41 0,36 0.56 
2.2: 0.41 0,30 0.20 0.65 

10 0,96 0,21 0,35 0,21 0.51 
15 0.66 0,25 0.35 0,15 0,45 

20 0.50 0,15 0,15 0,10 0,35 

Segundo dados da literatura (Walker P. 
aorkaan. 1290) o principal alvo da radiacIo 

proteínas do cristalino sae, oz residuos 
:e 	tri.ptofano e seus foto-produtos. que 
lava: 	a modificacOes na solubilidade da 
proteina e inibicio da atividade biol6gica.  

indicam 	a 	predominância 
radiopolimerização 	dentre 	 la 

c's 	Process°. 
possíveis induzidos pela radja04, 
manifestada pelo aumento da dose. 0 siste-
utilizado mostrou-se também eficiente pa /18 
manifestagab e avaliagio da ra 3 

capacjdad. 
radioprotetora de compostos ja ensaiados e' 
outros sistemas biol6gicos. a 
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