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RESUMO

O uso de drogas radiomodificadoras que alteram o efeito da radiagBo, protegendo ou
sensibilizando células ou organismos, apresenta grande interesse nos casos de radiote-
rapia de tumores.

A glutationa (GSH) pode ser considerada o principal radioprotetor enddgeno. O
dietilmaleato (DEM) é uma substfncia que blogueia 0 GSH intracelular. O objetivo deste
trabalho visa estabelecer a competéncia radiomodificadora do DEM em dois vefculos,
éleo de amendoim e solugfio de etanol, a0 reduzir o nivel de GSH intracelular, por meio
da andlise das curvas de sobrevida de camundongos irradiados e a nivel de percentagens
relativas de proteinas séricas. Grupos de amimais foram previamente injetados
intraperitonealmente com 0,3ml de solugio de DEM (418 ¢ 150 uM) nos dois veiculos
e irradiados com dose aguda de 9 Gy (*Co ), uma hora apés a injegio. A sobrevida dos
camundongos foi acompanhada durante 30 dias e os perfis eletroforéticos das proteinas
séricas 1,3 e 7 dias respectivamente aps a irradiagiio.

A andlise dos resultados mostra que a aglio do DEM na radiossensibilidade de
camundongos depende do veiculo utilizado, j& que os proprios veiculos apresentam agiio
radiomodificadora.

UNITERMOS: Glutationa, Irradia¢fio de Camundongos, Dietilmaleato, Proteinas séricas.
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ABSTRACT

The use of radiomodifying that alter the radiation effect, protecting or sensitizing
cells and organisms, presents great interest in tumor radiotherapy, Glutathione (GSH)
can be described as the major endogen radioprotector. The diethylmaleate (DEM) is a
drug able to block intracellular GSH. This work aims at the establishment of the
radiomodifyng competence of DEM administered in two different vehicles, peanut oil
and aqueous ethanolic solution by the analysis of mouse survival curves as well as the
relative percentagens of serum proteins, Groups of animals were previously injected
intraperitoneally with 0.3 ml of 418 ¢ 150 uM DEM respectively in each one of the
vehicles one hour before irradiated with an *Co acute dose of 9 Gv. The survival of mice
was followed during 30 days and electrophoretic profiles of serum proteins 1,3 and 7 days
after irradiation. The results showed that the action of DEM on muose radiosensivity
depends on the vehicles used, considering that both media showed a radiomodifier action.

KEYWORDS - Glutathione, Irradiation of mouse, Diethylmaleate, Serum proteins

INTRODUGAO

Tem sido demonstrado que ti6is celulares, tais como a glutationa (GSH), protegem
as células dos danos oxidativos por reagirem com peroxidos e hidroperdxidos, (BIAGLOW
e cols.1984), bem como formando conjugados com agentes toxicos, muito dos quais
agentes quimiterapéuticos, através de uma via metabdlica mediada por peroxidase
(FOUREMA, 1989, STEVENS e cols, 1985).

A glutationa é um tripeptideo de estrutura: L-y-glutamil L-cisteinil-glicina sendo
provavelmente o tiol nfio protéico (NPSH) mais abundante de baixo peso molecular,
presente nos sistemas biolégicos. E também de grande interesse na indistria de
medicamentos (MEISTER e ANDERSON, 1983). Ela é considerada por muitos como
sendo o principal radioprotetor endbégeno, pela sua capacidade em desintoxicar o
organismo das espécies ativas geradas pela radiaglo (KUMAGAI, 1986).

Este tripeptideo participa numa série de processos radioquimicos e bioquimicos que
s#io de grande importincia na determinagio da resposta das células & radiaglo. A
disponibilidade de cepas de células humanas deficientes em GSH abriu novas aborda-
gens ao estudo do papel que 0 GSH desempenha nesses processos. Assim, foi tambem
possive] estabelecer que o GSH é uma substincia chave também no mecanismo de
radiossensibilizagfio por misonidazole (REVESZ e EDGREEN , 1982).

Existem evidéncias de que o L-2-oxothiazolidina-4 -carboxilato € capaz de aumentar
os niveis intracelulares do GSH. Por outro lado, considera-se o dietilmaleato como capaz
de inibir a sua sintese. O tratamento de células de mamiferos com butionina sulfoximida
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(BSO) ou dietilmaleato (DEM) resulta em uma diminuic&o no GSH intracelular e nos
niveis de ligagbes SH nfio protéicas (VANDERSSCHARS, 1986). Desta maneira, 0
dietilmaleato (DEM) é um reagente de ligagio tiol com especificidade para a glutationa
por causa da sua abundéncia relativa e sua capacidade de reaglo.

A capacidade radioprotetora de uma substincia pode ser evidenciada de vérias
maneiras, dependendo do tipo de experimento realizado. Com mamiferos em experimen-
tagfio, ela é evidenciada quando uma quantidade maior de animais sobrevive a uma dose
letal de radiagfio ou quando eles tém maior toleréncia 4 radiaglio do que & usual.

Segundo SURINIVASAN e cols, 1985, é possivel avaliar o efeito da radiaglio e a aglio
de possiveis radiomodificadores mediante a andlise das mudangas nos niveis de fracbes
das proteinas séricas: proteinas totais, albumina, globulinas alfas, beta e gama. As
proteinas séricas colaboram para a manuteng#o do meio interno do organismo, permitem
solubilizar substéncias insoliveis em dgua e transportd-la como complexos solveis até
os locais apropriados aonde serfio descarregados, através de uma série de reagdes.
Carregam também nutrientes essenciais para as células como o transporte de écidos
graxos, pela albumina, e transportam produtos de um 6rgho para outro. Assim, a
concentraglio dessas substincias no plasma é geralmente proporcional 4 sua demanda.
Algumas das proteinas séricas como as gamaglobulinas tém enorme importincia
biolégica como anticorpos.

O presente trabalho tem por objetivo o estudo do efeito da diminuicfo do GSH,
mediante o seu blogueio com DEM, na sobrevida de camundongos irradiados e sua
influéncia nos niveis de proteinas séricas. Visa dessa maneira, estabelecer a competéncia
radioprotetora ou radiossensibilizadora dos agentes injetados nos diferentes grupos de
animais,

MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizados camundongos suigos, albinos heterozigotos do biotério do IPEN,
machos e fémeas com idades variando de 8 a 10 semanas e peso corporal inicial oscilando
entre 25 a 30 gramas.

Para o estudo de sobrevida, foram separados grupos constituidos de 20 animais cada:
testemunhas sem irradiar, animais s6 irradiados, animais tratados e animais tratados e
irradiados. A sobrevida foi acompanhada por um periodo de 30 dias ap6s a irradiagéo.

Para ensaios de andlise de proteinas séricas, foram montados grupos de 15 animais
cada, para cada tipo de tratamento, sendo utilizados 5 animais/dia/tratamento, nos 1°, 3°
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¢ 7°dias apds a irradiaglio. O sangue foi extraido do plexo ocular com ajuda de uma pipeta
Pasteur. Ap6s a formaglio do codgulo a 37°C os soros foram obtidos no sobrenadante da
centrifugacfio por 10 minutos, numa centrifuga Internacional a 220 rpm.

irradiagéio

Os animais foram irradiados com dose tinica de 9 Gy, numa fonte de ®*Co Gammacell
220, em grupos de 3 animais dentro de uma caixa cilindrica de papelfio. A taxa de dose
utilizada foi de 5 Gy/min em média.

Tratamentos

A administragio do DEM (SIGMA) que ¢ o éster dietilico do acido 2-butenodidico
foi feita por via intraperitoneal (jp) numa concentrag#io de 418 e 150 uM aproximadamen-
te 1 h antes da irradiaglio. O DEM ¢ insoltvel em solugdes aquosas e soltivel em élcool
e éter.

A substéncia foi administrada utilizando 2 veiculos: a) 6leo de amendoim comercial
POLYFARMA,; b) solugfio alcodlica diluida a 0,027% (KOCH e cols., 1984).

Anélise das proteinas séricas

Foi feita andlise das proteinas séricas por eletroforese em collegel, seguindo a
metodologia clinica usual (MOURA e cols., 1982). Foram utilizadas fitas de acetato de
uﬂnhudeldx!un-Polygd-(MAB}mmdeciduanmemm,miﬁmdo
lulu;hh:npbdnMERK(pHS,ﬁ:HUV,SmA}.Akimfoifeitnnmnduitﬂnutmda
Zénite a 560 nm. A determinagfio de proteina total foi realizada utilizando 0 método de
biureto com leitura espectrofotométrica a 545 nm.

Resultados e Discusséo

Segundo MITCHEL e cols., 1983, as concentragdes de GSH intracelular foram
diminuidas a menos de 5% dos valores controles quando utilizados 0 DEM 0,5 mM em
Mdemmlfmmmlm{nﬁéluhsdcwﬁﬁudeHun:tu'chinb-CH{})oqm
Mﬁumrﬁmﬁﬁmmwlummmmummmde
hipéxi

Amhwhdeﬂ,#lﬂdecDEMuudammMéarwummdndapm
BUMP e cols, 1982, e, é ligeiramente inferior Aquela sugerida por Mitchels e cols, 1983.
Meumnﬁm,épmﬂﬂmpwamﬂmindeumblnqueiutmwﬁu,mmﬁm]du
%Hﬁwwdmamm.mmmﬁiﬂmm mudanga na
resposta do organismo frente a agio desse agente bloqueador do GSH.
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Na Fig. 1 so apresentados os resultados da influéncia do DEM diluido em dleo de
amendoim na sobrevida de camundongos machos. Os resultados mostram uma diminui-
¢Ao do namero de animais sobrevivenies & radiaglo nos grupos de camundongos
previamente injetados com DEM a 4,18 x 10*M, sendo 5% a sobrevida a 30 dias nos
animais tratados, frente a 25% nos animais somente irradiados. E possivel observar que
o préprio veiculo, 6leo de amendoim, apresenta aglo radiomodificadora mas néo téo

profunda quanto DEM + 6leo combinados.
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FIG. 1 - Influéncia do DEM + 6leo de amendoim na sobrevida de animais (camundongos
machos) controles e submetidos a irradiago de 9 Gy de *Co em fungéo do tempo.

No caso e utihizar o DEM (150 uM) diluido em élcool absoluto e logo por diluigdes
sucessivas, com solugdes NaCl (0,85% até a concentragio final (0,027% em dalcool, o
efeito é contrério quando se utilizam tantos animais machos quanto fémeas(Fig. 2A eFig.
2B).
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FIG. 2 - Influéncia do DEM + Solugio alcodlica na sobrevida de animais submetidos &

irradiacéio de 9 Gy de *Co vs tempo.
A) Camundongos fémeas e B) Camundongos machos
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Os resultados em relaglio & sobrevida dos animais tratados com dietilmaleato diluido
em solugéo alcodlica, nos mostra que ha uma proteglo do DEM para camundongos
fémeas, em relagfo aos tratados com 4lcool e somente irradiados, sendo a sobrevida de
60% em 30 dias, frente aos tratados com dlcool de 15% e 45% dos somente irradiados
(Fig. 2A). Quando utilizamos camundongos machos, os dados obtidos mostram aumento
de sobreviventes & irradiagio nos grupos de camundongos previamente injetados com
DEM em relagfo aos tratados com élcool e irradiados, sendo a sobrevida de 45% do grupo
com &lcool e 15% de sobreviventes irradiados num periodo de 30 dias (Fig. 2B).

Um resultado que desperta interesse é a resposta diversa do proprio veiculo, soluglio
alcodlica, nos animais machos ou f8meas. Fendmenos deste tipo estfio bem documenta-
dos na extensa literatura sobre efeitos biolégicos das radiagbes que menciona a
diversidade da radiossensibilidade dos organismos dependendo da espécie, sexo,
condi¢Bes metabodlicas entre muitos outros fatores (BACQ & ALEXANDER, 1961).

Em relagfio a andlise das proteinas séricas, os dados analisados para proteina total,
confirmam aqueles da literatura (MELBY e cols, 1976), isto é, variam entre 4,0 a 6,0g/
ml, para todos os animais em estudo, tratados e irradiados (Tabela 1 e tabela 2). Para os
controles de camundongos machos somente irradiados, nfio tiveram alterag8es significa-
tivas nas proteinas totais e albumina em relagfio ao controle, havendo uma pequena
diminuigdo na fragio de gamaglobulina. O mesmo ocorreu com os animais tratados com
oleo de amendoim e DEM diluido em élcool e tratados e irradiados. J& para os animais
tratados com dlcool e os tratados e irradiados, observa-se um incremento na fragio de

gamaglobulina.

25



E. Bamnardes & N.L. Del Mastro

Tabela 1 - Valores de Proteina Total e Fragdes de Proteinas Séricas (albumina e

gamaglobulina) de camundongos fémeas de 8-10 semanas apds diversos
tratamentos.
Tratamento Tempoepés  PT(g%) ALB(g%)  Gama(g’)
Irradiachio
Controle 4,008 57,8438 6,3412
DEM+Oleo th 3,940,1 54,446,7 6,042,6
3°dia 3,7+0,3 56,3+8.6 7,643,3
7°dia 42403 61,245,4 6,31,7
Oleo 1h 3,640,3 53,6443 6,728
3°dia 3,940,6 56,642,08 8,342,0
7°dia 4,0+0,16 51,15,7 11,0487
Oleo+IRR 1h - sso -N.D.
3°dia 3,6+0,3 59,042 4 5442 4
7°dia 3,50,3 54,744,7 58424
DEM+Oleo+IRR 1h 3,740,1 52,8453 6,241,9
3°dia 3,840,4 55,046,3 3,642.3
7°dia 3,540.4 47,338 8,1240.9
86 Irradiado 1h 3,640,2 57,6+7,5 7,345.2
3° dia 3,320,3 49,7+7,7 7,042.9
7° dia 3.7+ - 575+ - 6,34 -
DEM + ALC 1h 5.0+ 58,24 11,6
3° dia 5.8+ 68,64 N.D.
7 dia 5,640,59 59 44 N.D.
DEM+ALC+IRR 1h 5.2+ 53,3 11,1+
3° dia 5.4+0,3 56,3+13,6 6,843,9
7° dia 4,3+1,7 52,5+7,7 7,648,0
ALCOOL lh 5,120,01 57,25%4,5 7,0+0.4
3° dia 5,440,4 60,15+5,7 N.D.
7 dia 5,1740,17 56,2+3,3 72432
ALC + IRR 1h 5,5+0,28 58,5+11,0 8,842 4
3° dia 5,3+0,07 56,15+3,7 11,9417
7° dia 52+ - 49 44 - 8,14 -
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Tabela 2 - Valores de Proteina Total e FragSes de Proteinas Séricas (albumina e
gamaglobulina), de camundongos machos 8-10 semanas apbs diversos

tratamentos.
Tratamento Tempoapés  PT(g%) ALB(g%)  Gama(g)
Irradiagio
Controle . 3,311 58,043 8,2+0,14
DEM+Oleo 1h 3,845 3 52,6%5,3 8,6%5,16
3°dia 3,9+0,23 54 64,9 7,5%1,2
7°dia 3,840,6 51,364,6 5,513
Oleo 1h 4,0+027 55,5443 59437
3°dia 4,040,3 53,843,3 6,2%1.,6
7°dia 3,6540,35 47,7458 7,744,2
Oleo+IRR 1h 324043 56,344,3 5,043,0
3° dia 3,6+0,88 52,5464 5.32+16
7° dia 3,640,25 520,6+3,6 7,16%1,0
DEM+Oleo+RR 1h 3,940,05 55,844,0 5,14%0,9
3°dia 3,3£1,15 53,6487 5,1£1,2
7°dia 3,3£1,15 54,0+6,0 5,3%1,3
S6 Irradiado 1h 3,58+0,36 54 23440 6,360,9
3° dia 3,9240,14 59,48+7,0 3,14%1,6
7° dia 3,26<1 21 55,5+1,96 5,10&1,3
DEM + ALC 1h 6,3+ 56,4+ 9.2+
3° dia 4,8+10 55,1+2,8 13,749,0
7° dia 5,540 .4 43,9+0,14 12,8+1,7
DEM+ALC+HRR 1h 6,2+2.5 58,9+3,2 74+1 4
3° dia 5,28+0,4 52,9+11,0 9,4+4.9
7° dia 5,040,14 35,90422 54%12
ALCOOL 1h 5,43+0,67 50,2494 97436
3° dia 5,35%1,9 55,8+13,0 N.D.
7° dia 5,340,4 44,0+6,8 12,125
ALC + IRR 1h 4,89+0,26 44 844 6 8,1542,3
3° dia 52419 48,046,7 9,244 .0
7° dia 43,2437 51,0644 79422
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Nesta fracfio protéica estfio incluidas as imunoglobulinas (anticorpos) do organismo,
conseqlientemente apresentam grande variag8o de niveis como conseqoéncia de proces-
sos patologicos. Seus valores se encontram aumentados em processos associados a
doengas infecciosas e hepatopatias.

Nmmmﬂtadnsmushmnimisdegnmnglohdhm,dhnﬁnﬂdmmm;ﬁ-
mumMmdiumﬁﬁmduu(DE}dmmeﬁlmdem} Isto
gmmmmmmmmkmdewa
organismos apds a irradiacho. Porém, quando os animais sfio pré-tratados com DEM
mbhndnmﬂmoLmtﬂnmteanefdtum,mpeh
aumento nas defesas imunolégicas do corpo para a irradiagfio.

Nmexp&inmmamnlizaduammmdmwf&mmmgmpomhmdin-
:m,nﬂnaeobnavmmlﬂmqassiguiﬁcaﬁmmmhﬂoanmmmh
alteragBes aparentes foram em relag#o a0s grupos pré-tratados com DEM combinado com
ﬂmnlemhmﬁadm,mdemmupemmmmuﬂumﬁwﬁudemqhhﬂm
Isto comprovaria os dados da literatura (SEYMOUR e cols, 1986), que o dlcool apresenta
um pequeno efeito radioprotetor em camundongos (PATERSON & MATHEUS, 1951),
mbm&hsﬂ{DIMER&STAPIEMN,IQSSmeethmdcplm
(RILEY, 1956) e protozoérios (KIMBAL & GAUTIER, 1951). Contudo, no caso de
mmﬁungmf&nma,mhmuﬂomnmﬁchmnmnﬁeisdcmqhhlhupﬂn
aglio do dlcool, ndo houve radioprotegio mas, pelo contrdrio, houve uma

O papel desempenhado pelo estado de oxidagio de sulfidrilas protéicas na sensibi-
ﬁthdc&mtumdinqio,j&mmotdmdemﬁﬁsepmnmm(mnm
I%S}Deﬁﬁ&miummmumdeGSHmmmdum&mﬁ
de ciesteina induz uma maior radiossensibilidade. Contudo, permanece a indagaclio se
0 aumento de sensibilidade frente a irradiag8io decorre da indugfio de um dano maior ou
da falta de reparo.

Nmmﬂmdmnmmsmdomlusimﬂnmnmpmﬁndadudim
nibi]idadedeGSHnlradimHiﬁ:h:iademuﬂmgm, e evidencia a necessidade de
mmmmmmmmamﬁmm@mmmm.
obtengo de dados definitivos.

28



Influéncia do Dietiimaleato em Camundongos Irradiados

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Biaglow, J.E., Vames, M.E., Clark_, E.P., EPP, E.R. and Mitchell, J.B. (1984) - Factors
WﬂmD@m&mAﬂgﬂmmmmmfu
Radiotherapy Journal Radiation Onconlogy Biol. Phys. 10, 1221-1227.

Chadwik, K.H., and Bridges, B.A., (1989). CEC/AECI workshop on Methods of
Determining Diferencial Radiosensitive in Humans Int. Journal Radiat. Biol... 53 (3)
483-489.

Fourema, G.L. and Ling, T.E.E., (1989)- Peroxidase-Mediated Formation of Gluthatione
Biochemistry and Biophysics. 269 (1): 55-68.

Koch, C.J., Sobbe, C.C. and Bump, E.A, (1985). The effect on the km for Radio
Sensitization at 0°C of thiol Depletion by Diethylmaleate Pretreatment: Quantitative
Diferences Fond using the Radiation Sensitizing Agent Misonidazole of oxygen,
Radiation Research, 98, 141-153.

Kumagay, H. (1986). Gluthatione and Glutamylpeptideos. Progress Industrial
Microbiology. 24, 259-268.

Melby Jr., E.C. and Altimor, N.H., 1976 - Handbook of Laboratory. Animal Science, VIII.

Mitcell, J.B. Russo, A., Biaglow, J.E. and Mcpherson, S. (1983). Cellular Glutathione
Depletion by Diethylmaleate or Buthionine Sulfoximine: No effect of Gluthatione
Depletion on the oxygen Enhancement Ratio. Radiation Research. 96, - 422-428.

Moura, RAA., Purchio, A, Rossi, AL R., Strufaldi, B., Nogueira D.M., Ifoxter, G.,
Coutinho e J.O. Almeida T.V. (1982) Técnicas de Laboratorio - SP/RJ. Livraria
Atheneu

Revesz, L. (1985) - The Role of Endogenous Thiois in Intrinsic Radioprotection. Jowrnal
Radiat. Biol. 47 (4): 361-368.

Seymour, C.B. and Monthersio, c. - (1987) - The effect of ethanol on the Radiation
Response of CHO-K.. The British Journal of Radiology. 6-, 5T7-581.

Surinivasan, M.N. Basu, S.K. and Chose, A. (1985). Effect of Chemical Radioprotectors
on Serium Proteins of Rats Exposed to Gamma Radistion. Indian Journal of
Experimental Biology. 23, 490-492.

Vandersschars, O. Vos, Roosver Heig, W.S., and Lohman, P.H.M. (1986). The influence
of oxygen on Induction of Radiation Damage in DNA in Mammalian, Cell After

29



E. Bemnardes e N.L. Del Mastro

Sensitization by Intracellular Gluthatione Depletion. GSH and Oxygen Concentration.
In: Journal Radiation Biol. 50 (3): 453-465.



