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RESUMO
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EFEITO DO SUCO DE UVA (VITIS LABRUSCA, BORDO) SOBRE
INDICADORES FISIOPATOLOGICOS E BIOQUIMICOS DA
SINDROME AGUDA DA RADIACAO EM RATOS WISTAR

AUTOR: Edson Ramos de Andrade
ORIENTADOR: Ivana Beatrice Manica da Cruz
CO-ORIENTADOR: Joao Batista Teixeira da Rocha
LOCAL E DATA DA DEFESA: Santa Maria, marco de 2010

A exposicdo a radiacdo ionizante possui efeitos téxicos indesejdveis e por este motivo
investigacdes sobre alimentos ou farmacos com agdo radiomodificadora positiva (protetora) é
de grande interesse para a Saude e Defesa Piblica Nacional. Neste sentido, esta tese tem
como perspectiva testar o suco de uva organicamente produzido (Vitis labrusca) como um
radiomodificador positivo dos efeitos bioldgicos que caracterizam a Sindrome Aguda da
Radiacdo (SAR). Para tanto foram utilizados 16 ratos Wistar machos divididos em quatro
grupos, onde dois grupos foram irradiados de corpo inteiro de forma aguda com raios-X
utilizando um irradiador de 200 kV especialmente concebido para amostras bioldgicas
instalado na Universidad de Leon, Espanha. Os ratos receberam diariamente 10 ml de suco de
uva ou placebo (solucdo isocaldrica de glicose e frutose) para serem ingeridos ad libitum uma
semana antes e duas depois da irradiacio com 6 Gy de dose absorvida, quando foram
eutanasiados. Foram avaliados e comparados parametros morfologicos, fisiolégicos,
biomoleculares e bioquimicos indicativos da SAR (anorexia, peso corporal e dos principais
orgdos, parametros hematolégicos, e indicadores do metabolismo oxidativo) no sistema
gastrointestinal (figado). Os resultados corroboram a hipdtese de que a ingestdo ad libitum

cronica do suco de uva exerce efeito radiomodificador positivo contra a SAR.

Palavras-chave: Radiacdo ionizante, ratos, radiomodificadores, metabolismo oxidativo,

Sindrome Aguda da Radiacdo



ABSTRACT
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EFFECT OF GRAPE JUICE (Vitis labrusca, bordo) OVER
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Exposure to radiation has toxic effects and for this reason research on food or drugs
with positive radiomodifying action (protective) is of outmost interest to Public Health and
Consumer Protection. Thus, the aim of this study was testing the prospect grape juice (Vitis
labrusca) as a positive radiomodifier of biological effects that characterize the Acute
Radiation Syndrome (ARS). Sixteen male Wistar rats divided into four groups were used,
where two groups are acutelly whole body X-irradiated and two were sham X-irradiated with
a 200 kV X-rays machine specially designed for biological samples at the University of
Leon, Spain. The rats received 10 ml of grape juice or placebo (isocaloric solution of glucose
and fructose) to be consumed ad libitum one week before and two weeks after 6 Gy X-
irradiation, when they were euthanasiated. Physiopathological, biomolecular and biochemical
indications of ARS (anorexia, body weight and major organs, hematological parameters, and
indicators of oxidative metabolism) were evaluated and compared with respect to the
gastrointestinal system (liver). Results were in agreement with our hypotesis about a potential

positive radiomodifier effect of grape juice intake against ARS.

Key-words: Radiation, rats, radiomodificadores, oxidative metabolism, Acute Radiation

Syndrome
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APRESENTACAO

Este trabalho de tese possui uma caracteristica intrinseca que € a multidisciplinaridade.
Assim, torna-se obrigatéria uma exploracdo abrangente, ao mesmo tempo em que
relativamente aprofundada, de alguns tépicos mais afetos as aplicagdes tratadas diretamente
na tese. Desta forma, o item Introdugdo apresenta uma revisdo Bibliogrifica que procura
atender aos diversos aspectos tedricos associados ao trabalho de tese.

Os resultados que fazem parte desta tese estdo apresentados sob a forma de artigos, os
quais se encontram no item Artigos Cientificos. As secoes Materiais e Metodos,
Resultados, Discussio dos Resultados e¢ Referéncias Bibliograficas, encontram-se nos
proprios artigos e representam a integra deste estudo.

Os itens, Discussao e Conclusoes dispostas no final da tese, apresentam interpretacdes
e comentdrios gerais sobre os artigos cientificos contidos neste trabalho, limitacdes
metodoldgicas e perspectivas de estudos futuros relacionados.

As Referéncias Bibliograficas listadas no final sdo as citadas somente nos itens
Introducio, Discussao e Conclusoes da tese, uma vez que cada um dos artigos elenca sua

lista particular de referéncias bibliogréaficas.



1 INTRODUCAO

Conceitualmente, radia¢do ionizante € a radia¢do eletromagnética ou particula de alta
energia que, ao interagir com o meio absorvedor, tem a propriedade de transferir, integral ou
parcialmente, energia para os atomos e moléculas deste meio, resultando no fendémeno
conhecido como ionizacdo (Kaplan, 1978).

A unidade de medida de dose de radiacio é o gray (1 joule/quilograma). E uma
unidade do Sistema Internacional de Unidades (SIU) que quantifica a dose de radiagdo
absorvida. Esta unidade é moderna e substitui a unidade antiga radiation absorbed dose (rad),
embora na pritica médica ainda se encontre referéncias que utilizam esta unidade antiga. A
relacdo entre as unidades gray e rad € simples e dada de tal forma que 1 gray = 100 rad.

Diferentes tipos de radiacdo podem gerar efeitos bioldgicos diversos. Para ajustar essa
diferenca, foi criado o conceito fator de qualidade (Q) (CNEN, 2005). A grandeza que
considera o fator de qualidade da radiacdo também foi modernizada. A unidade antiga,
radiation equivalente man (rem) para dose absorvida equivalente deve ser substituida pelo
sievert (Sv), quando se trata de medidas considerando exposicao a diferentes tipos de radiacio
(Tauhata, 2003). O fator de qualidade (Q) para a radiacdo gama e raios-X € igual a 1 (por
definicdo). Por exemplo, para radiacdo alfa o valor de Q é 20, indicando que comparada as
radiacdes X e gama as particulas alfa podem gerar 20 vezes mais dano que as radiacdes X e
gama para o mesmo tecido bioldgico.

Dentre as consequéncias da interacdo da radiacdo ionizante com sistemas biolégicos
estdo danos diretos e indiretos, que dependendem de fatores como energia e tipo da radiagio
incidente (Tauhata, 2003). Raios gama e X, por exemplo, sdo radiagdes que interagem de
modo indireto com as células, provocando a quebra de moléculas de dgua o que leva a uma
contaminagdo no ambiente intracelular pela produg¢do de metabdlitos reativos capazes de
causar dano (Tauhata, 2003). Particulas pesadas como as particulas alfa e néutrons, por
exemplo, interagem diretamente. Um exemplo de alvo preferencial para o modo direto de
interagdo inclui efeitos da radiacdo nas bases nitrogenadas que compdem a estrutura do DNA.
Esta interacdo provoca danos que tém como resultado mutagdes ou até mesmo o
desencadeamento de processos cito-degenerativos que levam a morte celular.

Os pressupostos cldssicos preconizados em 1906 por Bergonié e Tribondeau (Haber

and Rothstein, 1969), sobre a influéncia da radiacdo em sistemas bioldgicos, pontuam que as
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células imaturas, indiferenciadas e que apresentam divisdo mitdtica ativa sdo mais
radiosensiveis. Por outro lado, células maduras, diferenciadas e que nio apresentam divisao
mitética ativa (ou menos ativas) sdo mais radioresistentes. Portanto, células mitoticamente
ativas s3o mais propensas a efeitos deletérios quando expostas as radiacdes ionizantes. Desta
forma, células da medula 6ssea, mucosas e camadas germinativas da pele sdo muito mais
radiosensiveis do que células como os neurdnios, que ndo se replicam ou se replicam muito
lentamente (Haber, 1969).

Como foi anteriormente comentado, uma vez que a radiacdo ionizante tem a
capacidade de alterar a molécula de DNA, uma das suas possiveis conseqiiéncias seria a
inducdo de mutagdes nas células germinativas que produziriam a prole dos individuos
afetados. Entretanto, existe grande dificuldade de encontrar evidéncias de que uma dada
alteracdo orgénica é conseqiiéncia exclusiva da exposicdo a radiacdo ionizante (Bolus, 2001).

Outra questdo importante é que os efeitos da radiacdo ionizante dependem, dentre
outros fatores, da dose total e da taxa de dose a que o organismo foi exposto (Muller, 1927).

Adicionalmente, € importante comentar que nem todos os efeitos associados a uma
exposicdo a radiagdo ionizante sdo imediatamente observaveis. Geralmente ocorre um periodo
latente, antes da detecc¢do de qualquer resposta. Este periodo de laténcia podera se prolongar
por décadas, quando ocorre exposicdo a baixas doses de radiacdo, ou por um periodo de
tempo muito curto, de alguns minutos ou horas, se ocorrer exposicio em altas doses e/ou altas
taxas de dose (Hall, 2006).

Ap6s a consideracio destes pressupostos € importante a revisdo dos principais efeitos

metabdlicos desencadeados pela radiag@o ionizante nos sistemas bioldgicos.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Uma das principais conseqiiéncias da acdo da radiacdo ionizante sobre células e
organismos como um todo diz respeito ao aumento dos desbalangos oxidativos e danos
relacionados. Neste contexto, a seguir sdo comentados importantes aspectos da geragcdo de

espécies ativas de oxigénio, estresse oxidativo e sistemas de defesa antioxidante organica.

2.1 Espécies reativas de oxigénio

Aproximadamente 85 a 90% do oxigénio (O;) consumido pelos animais ¢
metabolizado nas mitocdndrias, fonte principal de produg¢do de moléculas de alta energia
(adenosina trifosfato, ATP) (Junqueira, 2005). A produc¢do de energia consiste na oxidacao de
nutrientes (glicose) que desencadeia a transferéncia de seus elétrons, os quais sdo recebidos
por transportadores tais como nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD"), flavina adenina
mononucleotideo (FMN) e flavina adenina dinucleotideo (FAD).

A producio de espécies reativas de oxigénio no ambiente mitocondrial de mamiferos é
importante porque fundamenta o dano oxidativo em muitas patologias e contribui para reduzir
a sinalizagio redox da organela para o citosol e o nicleo. O fluxo de O," esta relacionado com
a concentracdo de potenciais doadores de elétrons, os locais de concentragdo de O, e na
constante de segunda ordem para a taxa de reacdes entre eles. Dois modos de operagdo por
mitocondrias isoladas resultam em significativa produgido de O,™: (i) quando a mitocondria
ndo estdo produzindo ATP e, conseqiientemente, tem uma alta Ap (forca protomotriz) e
reduzida oferta de CoQ (coenzima Q) e (ii) quando ha uma alta relagio NADH / NAD" matriz
mitocondrial. Para mitocondrias que estdo ativamente produzindo ATP e, conseqiientemente,
tém menor Ap e relagio NADH / NAD", a gera¢do de O,” é muito menor. A gera¢do de O,
dentro da matriz mitocondrial depende criticamente de Ap, da razio NADH / NAD" e da
razao CoQH2/CoQ e da concentracdo local de O,, que s@o altamente varidveis e de dificil
medida in vivo, sendo relacionado, entretanto a possiveis implica¢des patoldgicas e a

sinalizacdo redox (MURPHY, P., 2009).
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a) Superoxidos

Sdo gerados continuamente por diversos processos celulares por meio de reagdes
envolvendo O,. Possui meia-vida relativamente curta, desaparecendo rapidamente em solucéo

aquosa pela reacdo de dismutagdo apresentada na equagdo 1:

0,” +0,” +2H - H,0,+0, (1)

A dismutagdo pode ocorrer por reagdo enzimdtica ou ndo. Em solugdo aquosa os
super6xidos sdo fortes agentes redutores. Por este motivo, sua habilidade em reduzir Fe’* a

Fe®* pode acelerar a reacdo de Fenton:

H,0,+Cu*/Fe’*—'0H + OH™ + Cu®* | Fe’* 2)

Os fons metdlicos participantes da reacdo de Fenton sdo reciclados via O,

Cu™/Fe™* +0,” — Cu' | Fe’* + 0, 3)

b) Peréxido de hidrogénio

E uma molécula intermedidria formada pela reagdo de dismutagdo de O, catalisada
pela enzima SOD, pela reducdo de dois elétrons na molécula de O, e pela acdo de diversas
enzimas oxidases, localizadas nos peroxissomas. E altamente difusivel tanto no ambiente intra
como no extracelular. Reage lentamente com tidis, sais de ferro, proteinas heme e peroxidases
para iniciar reagdes que geram radicais livres e peroxidagdes lipidicas. Em presenca de metal
de transicdo gera *OH via reacdo de Fenton (Vaconcelos, 2007).

O peréxido de hidrogénio (H,O;) ndo é um radical livre. Entretanto, tem importancia
principalmente pela sua capacidade de atravessar membranas bioldgicas e dar origem a outras
espécies reativas com alto potencial de lesdo no sitio do DNA (potencial genotdxico) como,
por exemplo, o radical hidroxila (*OH). O peréxido de hidrogénio ¢, ainda, uma molécula
sinalizadora intracelular catalizado por pelo menos duas enzimas antioxidantes como a

catalase e glutationa peroxidase transformando-o em dgua (Vaconcelos, 2007).
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¢) Radical hidroxila

Considerado o mais reativo dos radicais livres de oxigénio, o *OH ¢é formado a partir

de H,0, em reagdo catalizada por fons metalicos Fe** e Cu* pela reacio de Fenton.

2.2 Sistema de defesa antioxidante

Uma vez que existe geracdo continua de radicais livres pelo metabolismo celular, os
organismos vivos aerdbios desenvolveram evolutivamente, mecanismos que permitem
controlar a quantidade destas moléculas e a sua acdo. Os mecanismos de defesa incluem a
preven¢do da formagdo dos radicais livres (antioxidantes preventivos) e das substancias
capazes de neutralizar radicais. Estes processos podem ser catalisados por enzimas ou ndo.
Por este motivo hd uma divisdo diddtica em sistema antioxidante enzimdtico e sistema
antioxidante ndo enzimatico. Este dltimo € obtido, em grande parte, via consumo de alimentos
que possuem compostos bioativos com propriedades antioxidativas. A funcdo destes sistemas
antioxidantes é manter os niveis intracelulares de radicais livres em concentracdes baixas ou
dentro do esperado para que uma dada célula realize com efici€ncia as suas funcdes.

Além disso, muitas moléculas podem ser funcionalmente utilizadas no metabolismo
corporal incluindo papel relevante no sistema imunoldgico do organismo (Emerit and
Michelson, 1982).

Entretanto, quando ocorre um desequilibrio na producdo de radicais livres em relacdo
aos sistemas antioxidantes ocorre um processo conhecido como estresse oxidativo. O estresse
oxidativo pode induzir uma resposta antioxidante da célula, ou dano (Machlin e Bendich,
1987). Esta resposta adaptativa caracteriza-se pelo aumento das defesas antioxidantes. Porém,
quando os niveis de producdo ndo compensada de radicais livres se elevam, ocorrem danos
celulares e teciduais importantes.

No caso, o dano celular pode ser definida como resultado de um estimulo fisico ou
quimico, que transitéria ou permanentemente altera a homeostase da célula (Halliwell, 1994).
Em geral, as defesas antioxidantes consistem em (Halliwell, 1994): (a) agentes que removem
radicais livres e outras espécies reativas, pelo metabolismo destas moléculas; (b) proteinas
que diminuem a eficicia de moléculas pré-oxidantes como os ions de ferro e cobre; (c)
proteinas que protegem biomoléculas contra danos, inclusive aqueles oxidativos; causados por

outros mecanismos. Estas incluem as chamadas proteinas de choque térmico, e (d) agentes de
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baixo peso molecular com atividade de sequestrar (scavenger), ou seja, de limpeza de
metabdlitos indesejaveis.

2.2.1 Defesa antioxidante enzimaética

Entre os agentes que metabolizam os radicais livres, o sistema enzimdtico antioxidante
¢é de grande relevancia, envolvendo a catdlise do radical superéxido que € a principal espécie

ativa de oxigénio produzida na mitocondria durante a respiracdo celular. A cadeia enzimética

envolvida nesta reagdo antioxidante é caracterizada a seguir (figura 1):

iniciacdio 0,

0, quelantes de radicais livres e
antilipoperoxidantes

=

i / antloxidantes
} £ ) H

Figura 1 - Sistema antioxidante primario

a) Superodxido dismutase (SOD)

A SOD ¢ uma enzima que tem como principal funcdo catalisar o radical superdéxido
(0,") em perdxido de hidrogénio (H,0,). A SOD metaboliza 0 O, a H,O, via trés isoenzimas
produzidas por trés genes nucleares diferentes que utilizam metais como co-fatores. A
isoenzima SOD dependente de manganés (MnSOD ou SOD2) atua na catdlise do O,” em
H,0; dentro da mitocdndria. As outras duas isoenzimas sdo dependentes de cobre ou zinco
(Cu/ZnSOD ou SODI1 e SOD3) e atuam, respectivamente, no citosol e matriz extracelular

(Lehnert, 2008). A rea¢do quimica antioxidante ocorre a partir de duas moléculas de
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super6xido que interagem para formar peréxido de hidrogénio e oxigénio molecular conforme

a reagfo apresentada por
20, +2H" - H,0,+0, 4)

Concentragdes relativamente altas de O, s3o encontradas na mitocondria
possivelmente devido a elétrons da cadeia transportadora. Entretanto, em geral, a MnSOD
apresenta alta eficiéncia na sua metabolizacdo sendo considerada, portanto, uma molécula
essencial para a vida da célula e do organismo como um todo. Existem estudos utilizando
agonistas miméticos sintéticos da SOD mostrando protecio destes compostos na
sobrevivéncia de camundongos submetidos a doses letais de radiacdo X e y (Vajragupta et al.,

2003; Epperly et al., 2008; Jiang et al., 2008; Zhang et al., 2008).
b) Catalase (CAT)

A CAT € uma enzima que catalisa a dismutagdo do H,O; para formar O, e H,O, sendo
muito dificil a enzima ser saturada pelo seu substrato (H»O;). A CAT se encontra nos
peroxissomas, de onde remove o H,0, gerado principalmente pela B-oxidacdo dos écidos
graxos. Também estd presente nos eritrocitos e em menor quantidade no plasma sanguineo e
sua atividade catalitica é o principal processo regulador dos niveis intracelulares de H,O,. A
catalase das células animais é formada por quatro subunidades, onde cada uma possui um
grupo heme em seu sitio ativo. A dismutacdo do peréxido de hidrogénio por acdo da catalase

segue a reacdo (Gaetani et al., 1989):

CAT
2H,0, - 2H,0+ 0O, &)
¢) Glutationa peroxidase (GPx)

Em mamiferos existe pelo menos quatro variacdes da enzima GPx (GPx;_4), todas
contendo seleno cisteina. As enzimas GPx; e GPx4 sdo citosélicas e também conhecidas como
fosfolipidio hidroperéxido GPx, sendo abundantes na maioria dos tecidos. Todas as GPx
catalisam a reducdo de H,O, valendo-se de GSH como substrato. A GPx pode ainda reduzir

perdxidos lipidicos nas membranas celulares produzidos por dlcool, como sugere a reagio:
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GPx
ROOH+2GSH - ROH+ GSSG+ H,0O (6)

A equacgdo 6 mostra duas moléculas de GSH oxidadas a GSSG que ¢é reduzida pela
enzima glutationa redutase (GRd). A Figura 2 apresenta esquematicamente a acdo da
glutationa, onde o perdxido de hidrogénio (H,O,) é eliminado pela oxidagdo de duas
moléculas de GSH formando glutationa dissulfeto (GSSG). Esta subsequentemente pode ser
reduzida pela enzima glutationa redutase (GRd) envolvendo consumo de NADPH
(nicotinamida-adenina dinucleotidio-fosfato). A Figura 2 apresenta esquema do sistema

antioxidante primario.

N

2H,0 NADH + H+ GSSG Grx red
GPx GR
2H,0, NADP-+ 2GSH Grx ox

N

Figura 2 — Esquema de acio da glutationa

2.2.2 Defesa antioxidante nido enzimatica

Como foi anteriormente comentado existem compostos antioxidantes ndo enziméticos
que em sua maioria ndo sdo produzidos pelo organismo, sendo obtidos através da
alimentagdo. A seguir sdo comentadas as caracteristicas de algumas das principais moléculas

antioxidantes ndo-enzimaticas.
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2.2.2.1 A Glutationa (GSH)

A glutationa (GSH) € um tripeptideo de baixo peso molecular contendo tiol (-SH) e é

substrato para a enzima GPx, conforme reacéo:

GPx
HOOH +2GSH — GSSG +2H,0 (7

A glutationa oxidada (GSSG) € reduzida a GSH pela enzima glutationa redutase

(GRd) que utiliza NADPH para catalisar a reacéo:

GRd
GSSG + NADPH + H" — 2GSH + NADP" (8)

A GSH tem virias fun¢des, podendo-se citar seu papel no metabolismo atuando como
cofactor para a familia de enzimas do tipo peroxidase. Estd envolvida no metabolismo do
acido ascorbico, na comunicagdo intercelular, prevenindo a oxidacdo e a ocorréncia de
ligacdes cruzadas dos grupos —SH de proteinas, da cisteina e coenzima A (CoA) (Halliwell e
Gutteridge, 1999). Também parecem atuar no transporte intracelular do cobre, diminuindo a
disponibilidade de fons Cu (II) e consequente geracio de radicais livres. E um agente
radioprotetor e intervém nas vias enzimdticas (GSH-S-transferases) e ndo enzimaticas de
detoxificagdo de compostos xenobidticos (Gibson et al., 1985).

Os niveis de GSH variam de acordo com diversas condi¢des fisioldgicas, incluindo o
envelhecimento e neoplasias, geralmente, relacionadas com aumento da peroxidacao lipidica.
A diminui¢do da GSH pode estar relacionada com o aumento da velocidade de oxidag@o ou
uma diminui¢do da sua sintese e reciclagem. A sintese do GSH € limitada pela disponibilidade
de seu substrato, a cisteina. Quando a concentracdo dos peréxidos aumenta, a atividade das
enzimas GPx e GT (glutationa transferase) aumenta também. Tal aumento resulta em uma
maior necessidade de GSH como substrato tendo como conseqiiéncia uma diminui¢do no

conteuido da GSH total disponivel.
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2.3 Producao de radicais livres induzida por exposicio a radiacio

Estudos sistematicos sobre efeitos da radiac@o ionizante na dgua liquida tiveram inicio
na década de 1940, na Universidade de Chicago como parte do trabalho de construcdo da
primeira bomba atdmica (Halliwell, 1994). No caso, o reator nuclear dedicado a produgéo de
plutdnio produzia néutrons que deveriam ser moderados. Ou seja, a energia destes néutrons
teria que ser diminuida para favorecer interacdes e causar fissdo nuclear. Para causar a
moderagdo dos néutrons os pesquisadores utilizaram um fluxo muito rdpido de &4gua.
Utilizando este processo descobriu-se que a radiagdo agia sobre as moléculas da dgua
provocando ionizagdes. Verificaram entdo, que tal processo poderia ser danoso para sistemas
bioldgicos uma vez que a dgua é o principal componente dos seres vivos.

Hoje é sabido que, qualitativamente, ndo importa se a radiacdo € particulada ou
composta por fétons, o resultado de uma tunica interacdo da radiagdo com a dgua tem como
conseqiiéncia o desencadeamento de uma cascata de eventos que geram moléculas ionizadas
ou excitadas de dgua que acabam por se decompor em hidrogénio e radicais livres. Esta
hipdtese foi sugerida por Risse em 1929 e mais tarde por Weiss em 1944 (Anderson, 1996;
Pompella, 1997). A ideia bésica foi descrita em termos da reagao:

radiagdo

H,0 — H'+OH (9)

Como o balango das reagdes de redugdo e oxidagdo (redox) em sistemas bioldgicos é
determinado pela presenca de pares redox responsaveis pelo fluxo de elétrons, estes sofrem
freqiientes interconversdes entre o estado reduzido e o oxidado. Alguns desses pares sdo
interligados e outros constituem sistemas independentes (Vaconcelos, 2007). Assim,
alteracdes no balango redox de sistemas bioldgicos podem resultar em estresse oxidativo
(Schafer e Buettner, 2001). A intensidade e patogenicidade destas alteracdes vdo depender,
dentre outros fatores, das concentracdes locais de espécies pré e antioxidantes (Gow e
Ischiropoulos, 2001). Por este motivo, um dos efeitos toéxicos mais importantes decorrentes da
exposicdo a radiagdo ionizante € a degradacdo da molécula de dgua (radidlise) e a subseqiiente
geracdo de radicais livres.

Além da produgdo de radicais livres via radidlise, outros processos metabdlicos

respondem a exposicdo a radiacdo e incrementam a producdo de espécies reativas. Ha
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registros de efeitos decorrentes da geracdo de radicais livres de oxigénio minutos apds a
exposicdo de células a radiacdo ionizante (Leach et al., 2001; Lehnert, 2008).

Existem indica¢des de que a mitocondria seja o principal local de producéo de radicais
livres quando ocorre exposicdo a radiacdo ionizante. O aumento da producdo de espécies
reativas € geralmente acompanhado pela diminui¢do dos niveis de GSH, indicativo de
funcionamento do sistema antioxidante natural do organismo no combate aos subprodutos do
estresse oxidativo induzido por radiacdo (Morales et al., 1998). Estudos mais recentes
corroboram a ideia de que as mitocondrias estariam envolvidas nos processos pro-oxidantes
ap6s algumas horas da exposi¢do a radiagdo ionizante (Leach et al., 2002; Mikkelsen and
Wardman, 2003).

Pode-se ainda apontar como uma importante alteracdo metabdlica radioinduzida o
aumento da atividade do ciclo das pentoses (Varnes, 1988; Tuttle et al., 1992), que ¢é
responsavel pela producdo dos equivalentes redutores na forma de NADPH e ribose-5-fosfato
para sintese de RNA e DNA. Sob condicdes de grande estresse oxidativo, a producdo de
NADPH faz com que nio ocorra a etapa de producdo de ribulose-5-fosfato que € precursora
da ribose-5-fosfato. Assim, o aumento de estresse oxidativo induzido por radiacdo atua no
metabolismo da glicose através do ciclo das pentoses pela participagdo do NADPH (Tuttle et
al., 2000). Existem, ainda, evidéncias de estresse oxidativo proveniente da interacdo da
radiacdo com a cadeia transportadora de elétrons e as enzimas oxiredutases (Mikkelsen and

Wardman, 2003).

2.4 Efeitos da radiacao ionizante sobre a célula

As membranas celulares sdo basicamente formadas por uma dupla camada lipidica
com moléculas de proteinas imersas ou ligadas a sua superficie. As membranas celulares sdo
importantes alvos do estresse oxidativo radioinduzido. Lipidios poliinsaturados (PUFAs —
Polyunsatureted Fatty Acids) da membrana plasmética possuem ligacdes duplas em carbonos
adjacentes, que tem forte propensio a reagirem com espécies ativas como o *OH, H" ou O,
formando perdxidos lipidicos (Stark, 1991; Albanese and Dainiak, 2003) As reacdes com
lipidios de membrana na presenca de oxigénio levam a peroxidacido lipidica mesmo em baixas

taxas de dose de radiagdo (Lehnert, 2008).
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Inicialmente a peroxidagdo lipidica € causada pela reacdo dos lipidios da membrana
com qualquer espécie reativa o suficiente para sequestrar o dtomo de hidrogénio do grupo
metileno (- CH, —). Este processo é esquematizado na equagdo 10 tomando como exemplo a

reacdo entre lipidios da membrana plasmatica e o radical hidroxil.

—CH,\—+ OH ——'CH —+H,0 (10)
L A

Sequestro de H por ‘OH formando H,O e -"CH-

A Figura 3 mostra as etapas de produgdo dos perdxidos lipidicos que ocorrem na
presenca do radical "OH. Este radical subtrai um dtomo de hidrogénio de uma molécula de
lipidio insaturado gerando um radical lipidico. Na presenca de oxigénio, o radical
lipoperéxido é formado e subtrai dtomos de hidrogénio de moléculas lipidicas vizinhas
formando a molécula de hidroperéxido lipidico. A producdo desta molécula regenera o radical
lipidico iniciando um ciclo de peroxidagdo. Assim, pode-se dizar que o ‘OH desencadeia um
ciclo que perpetua o processo de degeneracio oxidativa das moléculas lipidicas
poliinsaturadas da membrana plasmaética.

Alteracdes estruturais da membrana plasmatica levam ao colapso funcional da
membrana. A transicdo de fase provocada pela lipoperoxidagdo é na verdade, devida a
formacdo de produtos polares que aumentam a constante dielétrica no niicleo hidrofébico da
dupla camada lipidica (Stark, 1991). Este aumento de polaridade aumenta a rigidez da
membrana plasmadtica, pelo aumento da sua microviscosidade, restringindo a sua mobilidade
(Chatterjee and Agarwal, 1988; Stark, 1991).

Este fenomeno altera a fluidez e outras importantes fungdes da membrana plasmaética (Ianzini,
Guidoni et al. 1984). Dentre as inimeras técnicas eficientes na detectagdo da peroxidagdo
lipidica pode-se citar a que utiliza a reacdo do MDA com o 4cido tiobarbitdrico (TBARS -
Thiobarbituric Acid Reactive Substances). E uma técnica que apresenta muita sensibilidade

em detrimento da especificidade oferecida (Ohkawa et al., 1979).
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Lipidio

CH,—CH,—CH:CH—iCH-;—CH =CH-CH, —-CH =CH —(CH,), -COOH
= |

CH, - CH. —CH*CH’:CH’—CH =CH -CH,-CH =CH —(CH,); - COOH

I Hidroperd xido

Figura 3 — Cascata de eventos da peroxidacio lipidica

Uma consequéncia da lipoperoxidacdo € o aumento da permeabilidade da membrana a
fons e moléculas pequenas, aumentando a propensdo a intoxicag@o (Stanimirovic et al., 1995).
Por outro lado, o aumento da ocorréncia de microviscosidades resulta na formagdo de poros
na membrana plasmdtica que a tornam menos seletiva. Em linfécitos, estes poros sio
detectdveis por microscopia eletronica apds 15 minutos da exposi¢do a radiagdo X a uma dose
de 10 Gy (Chandra and Stefani, 1981).

Muito do que se estuda sobre a interacdo da radiacdo ionizante com células de
mamiferos estd centrado no paradigma do possivel dano radioinduzido ao nicleo celular e
seus componentes. Pouca atencéo e na verdade crescente nos ultimos anos € dada ao que se
passa no ambiente citoplasmatico, cuja perturbacdo em seu estado redox pode permanecer por
periodos que variam de segundos a dias (Lehnert, 2008). Embora muito se conhecga a respeito
das alteracdes moleculares associadas ao estresse oxidativo radioinduzido, as contribui¢des
para respostas bioldgicas no nivel orgénico ainda ndo sdo bem entendidas.

Dano radioinduzido ao DNA: Todas as formas de vida conhecidas no planeta
armazenam suas informagdes de cariter hereditario na molécula de DNA (DeoxyriboNucleic
Acid). A molécula de DNA consiste de duas cadeias longas de polinucleotideos unidas por
pontes de hidrogénio e compostas por quatro tipos de subunidades, adenina (A), citosina (C),

guanina (G) e timina (T). Os nucleotideos sdo covalentemente ligados através de agtcares e
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fosfatos, formando um esqueleto. A Figura 4 mostra esquema da molécula de DNA e sua

caracteristica conformacdo em dupla hélice.

Figura 4 — Esquema da molécula de DNA e sua caracteristica conformaciao em dupla
hélice

O dano no DNA ocorre pelo depésito de energia pela radiacdo ionizante, de forma
quase proporcional a massa molecular de cada molécula, geralmente levando a quebras
simples da dupla hélice (Single Strand-Breaks — SSB), quebras duplas da dupla hélice
(Double Strand-Breaks — DSB), danos nas bases nitrogenadas, nas fitas entre outros (Sapora
et al., 1991; Lehnert, 2008).

A Figura 5 ilustra os principais tipos de danos radioinduzidos ao DNA. No inicio das
pesquisas em Radiobiologia os estudos sobre o dano ao DNA foram conduzidos por duas
abordagens distintas. A primeira utilizou métodos de extracdo do DNA que foram diretamente
irradiados a fim de se determinar os efeitos diretos. A segunda abordagem avaliou o efeito da
irradiacdo na molécula de DNA em seu meio natural, buscando efeitos indiretos no solvente
(Sonntag, 1987). Ambas as abordagens forneceram informagdes importantes que subsidiaram
estudos em Radiobiologia.

Atualmente sabe-se que as consequéncias radioquimicas da ac¢do da radiacdo ionizante
sobre 0 DNA e a dgua circunvizinha s@o interrelacionadas e sugerem um modelo que prevé
dois compartimentos hidratados distintos: (a) um ligado fortemente a molécula de DNA,
muito préximo, e (b) outro mais distante menos ligado. Com uma taxa de 337
danos/cé€lula/Gy irreparaveis em um total de 1000 danos/célula/Gy no sitio ligado Swarts e

colaboradores (1996) sugerem que no maximo cerca de 2/3 do dano provocado pelo radical
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hidroxil na camada ligada é repardvel por moléculas com atividade scavenger (Roots e

Okada, 1972).

GIC?ﬂ Sitio com ausencia
— -5_/— de base
\ Quebra simples

Cross-link proteico

Base com dano e DT\ {5 %
Dano na fita (sem quebra)

Figura 5 - Tipos mais comuns de dano radioinduzido ao DNA

Paralelamente aos estudos radioquimicos, surgiram trabalhos no campo dos modelos
celulares. O primeiro trabalho deste tipo utilizou a bactéria Escherichia coli (E.coli)
(Johansen, 1965) e mostrou que aproximadamente 65% da morte celular causada pela
radiacdo estava relacionada a produgdo e agdo do radical hidroxil. Os autores também
observaram que ndo ocorreu aumento na protecdo dos danos causados pela irradiagdo quando

foram inseridos compostos com atividade scavenger.

2.5 Efeitos clinicos e biolégicos

Células danificadas por intera¢do com altas doses de radiac@o ionizante poderao sofrer
danos tais que podem levar & morte celular, geralmente durante a fase de replicacdo das
células (apoptose). Doses mais baixas, no entanto, podem provocar danos a moléculas de
DNA que podem ndo ser deletérios, mas podem causar efeitos posteriores, incluindo a
transformac@o neoplasica (Park, 1993).

Em termos fisiopatolégicos a exposicdo a radiacdo ionizante oferece dois tipos de

efeitos clinicos sobre o organismo: os efeitos deterministicos e os efeitos estocasticos. O
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efeito deterministico aparece logo apés a exposicdo, possuindo um limiar para o seu
aparecimento e sua severidade proporcional a dose de radiagdo. O conjunto de alteragdes
organicas conhecido como Sindrome Aguda da Radiagdo (SAR) é um exemplo de efeito
deterministico (Browne et al., 1992; Waeckerle et al., 2001). Os efeitos estocdsticos aparecem
muito tempo apds a exposicdo (anos). Neste caso, a severidade dos danos ndo estd relacionada
com a dose de radiacdo, embora a probabilidade de sua ocorréncia esteja positivamente
relacionada a dose (Browne et al.,, 1992). Desta forma, pode-se afirmar que o risco de
carcinogénese radioinduzida estd intrinsecamente relacionado com a dose e possivelmente

com a taxa de dose (Browne et al., 1992).

2.6 Sindrome aguda da radiacao (SAR)

A SAR é caracterizada por um conjunto de alteragdes bioldgicas que ocorrem apds a
exposicdo aguda, e de corpo inteiro, a radiagdo ionizante (Figura 6). Sem assisténcia médica
adequada, a dose letal de radiacdo (DL) que leva a 6bito 50% das pessoas expostas em um
periodo de 60 dias (DLsg) € estimada no intervalo de 3,5 a 4,0 Gy. Estudos mostram que
cuidados clinicos intensivos apropriados podem deslocar a (DLso) para doses no intervalo
de 5 a 6 Gy (Browne et al., 1992).

Os sintomas da SAR podem variar de acordo com a sensibilidade individual a
radiagdo, o tipo e a dose de radiagc@o absorvida. Uma primeira avaliagdo da dose absorvida é
importante na determinacdo da estratégia clinica a ser adotada. Para uma avaliacio
dosimétrica com objetivos clinicos, pode-se observar o tempo decorrido entre a exposicdo e o
inicio dos sintomas ou lancar mdo da contagem de hemocomponentes como indicadores
biodosimétricos. A medida da cinética de deplecio dos linfécitos é um bioindicador

conhecido e ttil (Dons, 1989).



28

@

Efeitos Imediatos da Irradiagéo de Como inteirg

Estagio Prodomal Sindrome Hematopoiética

Sindrome Gastrointestinal Sindrome Neurovascular
5 & 18 minutos  apds = 7 ah Gy, mote se ocorrer, sera . . - .
exposicio com maximo 30 ern fungdo do dano & medula dssea 106y, 3 a 10 dias. e;DDSiGéyol 52-4\faaria 4Ero]nfgfr22
mikUtos apds. esﬁécig

l 4 y h &
$ 8\ /}

Gastrointestinal Neurormuscular > +
~Anorexia “Fadiga faci Dose de radiacio
hauzea
*Fehre
=Diarréia

Figura 6 — Sub-sindromes associadas A SAR

O padrio ouro para a dosimetria € a avaliacdo da ocorréncia de aberragdes
cromossOmicas (andlises citogenéticas), mas este método exige tempo e experiéncia do
laboratério inviabilizando, muitas vezes, uma andlise em tempo real (Dons, 1989). Os
cuidados clinicos na presenca da SAR incluem basicamente: (a) isolamento do individuo, (b)
reposi¢do de liquidos e eletrodlitos, (c) uso de estimulantes de proliferagdo celular de células da
medula dssea e (d) apoio psicoldgico (Koenig et al., 2005). A tabela 1 mostra a relagdo dose
resposta para efeitos da SAR para exposicdo aguda de corpo inteiro em um nivel de dose letal

para humanos.
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Tabela 1 — Relacao dose resposta para efeitos da SAR considerando exposicao aguda de
corpo inteiro em nivel de dose letal para humanos (3 a 5,3 Gy). Adaptada de (NATO
Handbook on the Medical Aspects of NBC Defensive Operations AMedP-6(B), Chapter 6,
General Medical Effects of Nuclear Weapons: Diagnosis, Treatment, and Prognosis, 1
February, 1996)

Sintomas / Sinais Horas Dias Semanas

4|8[12[16]/20[24[2/3[4]5]6]7[2[3]4][5]|6]7

Nausea (70 2 90%)
Vomito (50 a 60%) | 60% I
Anorexia (90 a 100%) 40 a 60% I

Diarréia (<10%) —

N
Fraqueza (60 a 90%) I

Ulceracao (30%) (d)

Sangramento (0 a 50%) (a)
Febre (60 a 100%) (b)
Infeccao (10 a 80%) (c)
|
]

Morte (5250%) IR

Escala de severidade: Fraco a moderado - Moderado-

(a) apresenta queda moderada na contagem de plaquetas

(b) apresenta queda moderada na contagem de granulocitos

(c) apresenta queda moderada a severa na contagem de linfocitos
(d) depilacio

Assim, de modo geral, a SAR pode ser o final de um processo induzido por um
desequilibrio do estado redox, associado a um funcionamento deficiente do sistema de defesa
antioxidante, ou ainda por uma combinac¢do dos mesmos (Leo$ Navratil, 2008). Existem
poucos estudos publicados considerando as relacdes entre dose de radiacdo e o mecanismo de
acdo das radiacdes relacionados com alteragdes posteriores no organismo (Wang et al., 2003).
Esta falta de informagdes parece ser um problema cronico na drea da Radiobiologia uma vez
que tal comentdrio ja foi feito ha 30 anos por Czapski (1980). De qualquer forma existem

protocolos de acdo relacionados com o manejo da SAR (Figura 7).
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Figura 7 — Quadro resumo dos principais eventos decorrentes da SAR

SAR e o estresse oxidativo: em geral, pode-se dizer que na condi¢do de SAR ocorre
um aumento da peroxidagdo lipidica. A SAR estd associada a um aumento na peroxidacio
lipidica avaliada através dos niveis de malondialdeido (MDA) no plasma sanguineo de ratos,
apds exposicdo de corpo inteiro a uma dose de 5,5 Gy (Deger et al., 2003). Também foi
relatado aumento da concentracdo de MDA no figado de ratos apds irradiagdo fracionada
(Marchenko et al., 2002). A dependéncia da concentracio de MDA em trombdcitos de porcos
apos a sua exposicdo a doses de radiacdo gama de 10 a 100 Gy foi adicionalmente descrita por
Wachowicz et al. (1984). Entretanto, também existem estudos descrevendo concentracdes

mais baixas de MDA logo apds a exposicdo de ratos a uma dose de 18 Gy (Jin et al., 2005).
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SAR e o sistema enzimdtico antioxidante primdrio: as informacdes disponiveis na
literatura ndo sdo uniformes em relacdo a atividade de alguns componentes do sistema
primério de defesa antioxidante apds a exposicdo a radiacdo ionizante. Alguns trabalhos
realizados em cobaias descrevem decréscimos na atividade da SOD para importantes 6rgios
como os rins quando ocorre exposicdo de corpo inteiro a uma dose de 15 Gy (Bukan et al.,
2003). Outros relatam decréscimo da atividade da SOD no plasma sangiiineo de ratos apos a
exposicdo de doses fracionadas em 2 x 0,36 Gy (Russanov et al., 1979; Kaya et al., 1999) ou
na exposicdo a doses menores que 0,20 Gy (Yamaoka et al., 1994). Em contrapartida, outros
autores descrevem aumento na atividade da SOD no miocédrdio de ratos apds exposicdo de
corpo inteiro a dose de 18 Gy (Jin et al., 2005), fato também observado no hipotdlamo destes
animais (Kandasamy et al., 1993). Hid também resultados controversos com relagdo a
atividade da enzima GPx frente a radioexposicdo. Bukan et al. (2003) relataram no seu estudo
a ocorréncia de diminuicdo da atividade desta enzima nos rins de cobaias expostas a uma dose
de corpo inteiro, de 8 Gy.

Em contraste, foi observado um aumento aproximado de 25% da atividade da SOD
(Cu/Zn) apés doses de radiagdo X da ordem de 0,20 Gy (Yamaoka et al., 1994). Entretanto,
este fato ndo foi observado na enzima MnSOD ( SOD dependente de manganés) que age em
nivel mitocondrial. Por outro lado, no mesmo experimento, a atividade enzimatica tanto da
SOD (Cu/Zn) quanto da MnSOD no figado fetal de ratos aumentaram significativamente de
15 a 35% (Yamaoka et al., 1994). Foi relatado ainda que a expressdo do mRNA para os dois
tipos de SOD aumentou de 20 a 30% quatro horas apds a exposicdo a dose aguda de corpo
inteiro de 1 Gy de radiacdo X, comparado ao grupo controle (Yamaoka et al., 1994). Por este
motivo, os autores sugeriram que a exposicdo a radiacdo em doses baixas promove um
aumento no nivel de mRNA da SOD.

A concentracdo da GSH estd relacionada com a atividade da enzima GPx e altos
valores absolutos da GSH, em especial nos tecidos e plasma sanguineo, sdo caracterizados
pela sua considerdvel propagacdo pelo organismo (Leo$ Navrétil, 2008). Por isso, a dindmica
das mudangas pos-irradiacdo devem ser investigadas considerando também os niveis de GSH
(Bhattathiri et al., 1994). Efeitos pés-irradiagcdo relatados por Deger et al. (2003) relatam a
diminuicdo da concentragdo da GSH no sangue de coelhos. Kaya et al. (1999) e Kojima et
al.(1998) também descreveram a diminuicao dos niveis de GSH no plasma de ratos. Groen et
al. (1996) nao observaram mudangas na concentracido da GSH nos eritrécitos de ratos. Outros
autores, em experimentos realizados em coelhos com exposi¢do de corpo inteiro com uma

dose de radiacdo de 5,5 Gy observaram ocorréncia da redugdo da atividade da enzima GPx no
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sangue (Deger et al., 2003) e no hipotdlamo (Kandasamy et al., 1993). Semelhantes resultados
para a GPx foram encontrados no plasma sangiiineo de ratos (Kaya et al., 1999).

Com relagdo ao fracionamento da dose absorvida, que pode levar a efeitos diversos
daqueles registrados para exposicdo aguda, Jadhav et al. (1998) estudaram a variagdo da
concentracdo de GSH em tumores de colo de ttero, concluindo que as alteracdes nos niveis de
GSH no sangue poderiam indicar a radioresisténcia do tumor.

Adicionalmente, existem registros feitos por Kalinina et al. (1999), relatando variacdes
nos niveis de GSH e da atividade da enzima GPx nas células do figado, miocardio e
eritrocitos em modelos experimentais. H registro ainda de estudo com humanos relatando
alteracdes na atividade da SOD e GSH em vitimas do acidente nuclear de Chernobyl
(Vartanian et al., 2004).

Do exposto se pode concluir que existem indicacdes de uma resposta diferenciada do
sistema enzimatico antioxidante na SAR dependente do tipo de célula, tipo de 6rgdo, dose de
radiacdo e da espécie animal. Esta variaco € claro que dificulta os estudos relacionados aos
efeitos da radiacao ionizante em sistemas bioldgicos. Entretanto, apesar da variagdo observada
sdo de grande relevancia investigacdes que analisem o efeito de moléculas radiomodificadoras
com acdo antioxidante que podem ser utilizadas como agentes protetores dos seus efeitos

negativos.

2.7 Antioxidantes como radiomodificadores

Em geral, a ocorréncia de estresse oxidativo moderado no organismo é acompanhada
por um aumento da atividade das defesas antioxidantes enzimdticas enddgenas. Entretanto,
quando ocorre uma producdo de radicais livres em alta escala o sistema enzimdtico
antioxidante ndo consegue vencer a demanda. Este processo, conhecido como estresse
oxidativo, implica em aumento na taxa de dano as moléculas e estruturas celulares (Anderson,
1996). O estresse oxidativo tem sido relacionado com a etiologia de vérias doencas como
cardiopatias e problemas pulmonares tendo os danos ao DNA um papel importante na
carcinogénese (Lehnert, 2008).

Deste modo, o consumo de antioxidantes exdgenos € benéfico porque estes compostos
atuam em diferentes niveis na protecdo do organismo: (a) o primeiro mecanismo de defesa

contra os radicais livres é impedir a sua formagdo, principalmente pela inibi¢do das reagdes
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em cadeia envolvendo ferro e cobre; (b) os antioxidantes sdo capazes de interceptar os
radicais livres gerados por fontes exdgenas ou enddgenas, impedindo o ataque aos lipideos,
aminoacidos das proteinas, a dupla ligacdo dos dcidos graxos poliinsaturados e as bases
nitrogenadas do DNA; (¢) reparo das lesdes causadas pelos radicais relacionados incluindo
reversdo de danos ocorridos na molécula de DNA e reconstituicio das membranas celulares
danificadas.

Os compostos antioxidantes exdgenos que t€ém a propriedade de minimizar o estresse
oxidativo causado pela exposi¢do a radiacdo sdo conhecidos como radiomodificadores e
podem ter agdo positiva ou negativa. O estudo dos mesmos € de grande interesse tanto para a

drea da Sadde quanto para a drea de Defesa Nacional.

2.7.1 Radiomodificadores: o que sdo?

Compostos que tém a propriedade de prevenir ou atenuar os efeitos da ionizagdo
induzida pela exposi¢cdo a radiagdo sobre o organismo, sdo denominados radiomodificadores.
Estes podem ser substincias capazes de reduzir o efeito da radiagéo ionizante, especialmente
através da catalisacdo das espécies reativas de oxigénio geradas na interagdo radiacdo-tecido.
Portanto, dentro da gama de moléculas antioxidantes existentes na natureza muitas podem ter
acdo protetora contra o estresse oxidativo radioinduzido (Weiss and Landauer, 2003).

O nome dado as substincias que tém a propriedade de reduzir efeitos quimicos
decorrentes da interacdo da radiacdo ionizante com o tecido biolégico é radioprotetor.
Entretanto, esta denominag@o ndo é apropriada. Um radioprotetor deveria proteger o alvo (o
material biolégico) da interacdo e ndo dos efeitos. Assim, um elemento radioprotetor deveria a
principio, conferir blindagem, o que definitivamente ndo ocorre com as substincias ditas
radioprotetoras. O que de fato acontece na a¢do de uma substancia denominada radioprotetora
€ a reducdo, ou de forma ideal anulagdo, dos efeitos quimicos radioinduzidos sobre o material
bioldgico. Por este motivo, a denominacdo mais apropriada é o termo radiomodificador.
Alguns trabalhos recentes j4 utilizam tal denominacdo (Iarmonenko, 1995; Neklasova et al.,
2006) embora o termo radioprotetor devera persistir ainda por algum tempo. A Figura 8
mostra um esquema geral da evolucdo temporal dos efeitos bioldgicos da radiacdo ionizante

sobre o organismo humano.
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Figura 8 — Evolucao temporal dos efeitos bilégicos da radiacao ionizante

Radiomodificadores devem apresentar algumas caracteristicas importantes (Maisin,
1998): (a) protecdo contra produtos e subprodutos da interagdo da radiac@o ionizante com o
tecido, (b) apresentar um efeito geral de protecdo sobre a maioria dos 6rgdos, (c) apresentar
baixa toxicidade e maior janela temporal de protecdo possivel, (d) a via de administragdo da
droga deve ser simples e de preferéncia oral ou, se for o caso, intramuscular e (e) deve
apresentar compatibilidade com outras drogas a serem administradas durante o tratamento.

Um conceito importante definido na pesquisa em radiomodificadores € o de fator de
redugio de dose (FRD). E definido como a razdo entre a dose de radiacio necessaria para se
produzir um mesmo efeito bioldgico na presenca e na auséncia da droga radiomodificadora e

pode ser representado por

FRD = efeito _na _ presengca _(droga) (12)

efeito _na _ auséncia _(droga)

Estima-se que os radiomodificadores mais eficientes devem apresentar valor para o
Fator de Reducdo de Dose (FRD), entre 2 e 2,7. Dentre as moléculas consideradas
radiomodificadoras, as que possuem grupo sulfidril (-SH), por exemplo a cisteina
(C6H2N,04S,), que foi testada pela primeira vez em 1948 (Patt et al., 1949), foi observada a

capacidade de reduzir efeitos da irradiacdo de corpo inteiro em camundongos. A partir destas
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investigacdes muitos estudos realizados identificaram e/ou desenvolveram mais de 300
compostos. Entre estes o composto sintético denominado Amifostina (WR2721) (Khodarev et
al., 2004) vem se mostrando muito eficiente.

A Amifostina € o Unico composto autorizado hoje para utilizagdo em humanos com
fim radiomodificador e somente para tratamento de neoplasias na regido de cabeca e pescoco
(Cassatt et al., 2002). E uma droga na qual o grupo tioéster é clivado pela enzima fosfatase
alcalina da membrana produzindo um grupo tiol ativo livre, denominado WR1065. Este
produto metabdlico € produzido em altas concentracdes em células sauddveis e em menor
concentracdo nas células tumorais. A Amifostina provoca um efeito protetor seletivo
chegando a um fator de reducdo de dose (FRD) igual a 2,7 (Mazur, 2000).

A presenca de grupos sulfidril ou outros com atividade de varredura (scavenger) pode
também fornecer certo grau de protecdo. Entretanto, devido ao fato de que os radicais livres
tém uma meia-vida extremamente curta o ideal seria que compostos radiomodificadores
fossem administrados antes da irradiacdo com um intervalo temporal suficientemente grande
que possibilitasse a devida protecdo. Um intervalo temporal curto entre a ingestdo de um
radiomodificador e a exposicdo a radiacdo ionizante tem pouca finalidade se o objetivo é
obter uma acdo protetora. Assim, € desejavel que a molécula ou alimento radiomodificador
tenha acdo longa o suficiente para alcancar o momento futuro da producdo de radicais livres.
Também se pode considerar a possibilidade de administragdo cronica, o que implica em
dificuldades de administracio exceto pelo desenvolvimento ou descoberta de alimentos com
propriedades radiomodificadoras.

Ao longo dos anos foram feitos varios estudos e varios mecanismos foram propostos
para descrever a acdo radiomodificadora de classes especiais de moléculas, como atividade
scavenger, de transferéncia de hidrogénio, de inducdo de hipéxia e de estabilizacdo de DNA

(Cassatt et al., 2002).
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2.7.2 Aplicagdes dos radiomodificadores em Defesa

O grande desafio relacionado a exposi¢do humana a radiagéo é que tal exposi¢do pode
ocorrer de forma planejada ou de modo acidental. A possibilidade de se organizar uma
exposicdo a radiacdo ionizante de modo planejado e controlado foi um elemento vital para o
desenvolvimento de tratamentos oncoldgicos. Entretanto, a questdao que permanece em aberto
é se existiriam mecanismos capazes de aumentar a prote¢do em grupos populacionais
suscetiveis a exposicdo radioativa. O desenvolvimento de suplementos alimentares como
radiomodificadores é de relevancia cientifica e tem grande valor para questdes relacionadas a
Defesa Nacional. A Figura 9 mostra de forma resumida um esquema de algumas possiveis
vias de exposicao.

Virios acontecimentos envolvendo exposicdo de massa a radiacdo ionizante foram
notificados em todo o mundo ao longo do século XX e particularmente dois deles merecem
especial atencdo: O acidente de nuclear de Chernobyl e o radiolégico de Goiania.

O acidente nuclear de Chernobyl, na Ucrénia, ocorreu em abril de 1986, dando um
vislumbre do que seria uma catdstrofe nuclear de propor¢des continentais. Houve irradiagio
externa como resultado da deposicdo de material radioativo (principalmente *'Cs) e da
ingestdo de radionuclideos (*'T em leite e vegetais folhosos). A contaminagdo por *'Te '*’Cs
formaram as contribuicdes mais importantes para a dose total a que foi submetida a

populagdo.

Exposipdc & Radiagio
|
v v
Planejada Néo Planejada
.i.

Radiacdo de fundo natural)

stecicira nuclear & radicterapia
-Exploragéo espacial Az dentes radioldgicos efod nucleares
=Operacties de resgate e menutencdo em Acies teroristas

emergdncias radioldgcas e/u nuc eates Agies de combste efou campanta em
., =

ambiente ndo reconhecido adiologicamente

Figura 9 — Exposicao planejada e nido-planejada a radiacao ionizante
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No Brasil, o acidente de Goiania ocorreu em 1987, e envolveu o furto de uma fonte de
¥7Cs de uma unidade de radioterapia em uma clinica fora de servico. Diversas pessoas que
foram expostas ao material radioativo desenvolveram sinais e sintomas clinicos da sindrome
aguda da radiacao (SAR), sindrome cutdnea e/ou contaminacio interna.

Radiomodificadores quimicos podem oferecer importantes subsidios para o
gerenciamento de crise em eventos desta natureza. Entretanto, hd ainda um timido cenério de
pesquisa na sua utilizacdo como agentes contramedidas. Um exemplo recente de uso de
compostos bioativos em cendrios nucleares foi a alimentacdo especial oferecida aos
trabalhadores que responderam a emergéncia em Chernobyl. Os respondedores foram
alimentados com uma dieta especial (biofator antioxidante (AOB) contendo rutina como o
ingrediente principal (Emerit et al., 1995; Emerit et al., 1997). O enriquecimento de alimentos
com beta-caroteno também foi considerado como uma estratégia viavel para a fixacdo da
populacdo no entorno da central nuclear de Chernobyl (Weiss e Landauer, 2003). Em 1998
descobriu-se que a suplementagdo com [-caroteno reduziu os produtos da peroxidacdo
lipidica em criancas expostas a radiacdo do reator nuclear de Chernobyl (Ben-Amotz et al.,
1998).

Adicionalmente, € importante comentar que estudos correlacionando o efeito da dieta
e a incidéncia de cincer de bexiga em sobreviventes do bombardeio nuclear no Japio
sugeriram que o consumo elevado de vegetais de cores verde e/ou amarela, além de frutas
eram fatores de protecdo contra o cancer de bexiga (Nagano et al., 2000). Em 1996, rebeldes
chechenos depositaram um recipiente contendo B7Cs em um parque de Moscou e considera-
se que o incidente é um marco do terror radiolégico mundial. Em 2006 o assassinato de
Alexander Litvinenko, um ex-agente do servico secreto da antiga Unido Soviética, utilizando
o0 *'°Po, um elemento radioativo, mostrou o qudo perigoso pode ser o enfrentamento de um
cendrio de terror radiolégico.

Estudos com a finalidade de mitigar efeitos radiol6gicos em cendrios tanto
relacionados ao terror como a acidentes radioldgicos e nucleares sdo necessarios. No Brasil a
Comissao Nacional de Energia Nuclear (CNEN) e seus 6rgdos subordinados executam
pesquisa aplicada a Radioprotecdo e Radiobiologia, seguida de outras poucas universidades
brasileiras e alguns centros de pesquisa.

Diante do potencial enfrentamento das mais diversas situacdes envolvendo radiacdes
ionizantes, fica evidente a necessidade de se desenvolver radiomodificadores para utilizacio

por equipes de emergéncia normalmente constituidas por profissionais voluntarios, policiais
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militares e membros das Forcas Armadas. Entretanto, é importante observar que ha
fundamental diferenca conceitual quando se compara envolvimento de civis e militares em
operacdes radioldgicas e/ou nucleares. Esta diferenca reside no fato de que o potencial cendrio
radioldgico /nuclear a ser enfrentado pode ser subconjunto do cenario de operagdes militares.
Seria razodvel o uso de radiomodificadores tendo padrio a acdo militar em ambiente
radioldgico. Isto pode ser sustentado pelo argumento de que os militares estdo mais propensos
a estresse anterior e posterior ao evento radioldgico potencializando efeitos negativos da
exposicdo a radiacdo. Ou seja, a a¢do militar segue com insalubridade (Figura 10) simultinea.

Tais relatos sugerem que a utilizagdo de compostos bioativos de origem vegetal podem
fornecer um apoio relevante ao processo decisério envolvendo emergéncias radioldgicas e/ou
nucleares. Entretanto, ndo existe um radiomodificador ideal para uso militar (Giambarresi,
1987). H4 uma lista de possibilidades que chegou a cerca de 4000 compostos. Embora poucos
grupos de pesquisa atuem nesta drea, a lista de possibilidades vem sendo constantemente
atualizada (Coleman et al., 2003).

De forma consensual, um radiomodificador positivo ideal para uso em operagdes de
Defesa deve possuir o maior nimero possivel de caracteristicas dentro das listadas a seguir:
(a) reduzir o efeito da dose de radiacdo que produz a ineficicia para a continuidade da
operacdo ou combate; (b) oferecer uma protecdo duradoura (varios dias); (¢) possuir poucos
(ou nenhum) efeitos colaterais e baixa (ou nenhuma) toxicidade; (d) ser altamente protetor e
eficaz em nivel organico; (e) proteger todas as populagdes em risco; (f) render protecdo contra

efeitos imediatos e tardios devido a diferentes tipos de radiag@o.
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Figura 10 - Vinculacao espaco temporal para o complexo de operacoes militares
e civis em ambiente radiolégico ou nuclear

Além disso, tal radiomodificador deve ser: (a) seguro para ser ingerido em doses
repetidas e ser facilmente administravel (comprimido, inalador, adesivo ou alimento); (b) ser
rapidamente absorvido; (c) ser eficaz, mesmo ap6s doses repetidas; (d) ser quimicamente
estavel a temperatura ambiente e (e) possuir durabilidade. Estas caracteristicas aproximam o
radiomodificador de um alimento funcional. A Figura 11 resume a utilizagio de um
radiomodificador em ambiente operacional.

A exposicao a radiacdo ionizante pode comprometer significativamente as operacoes
militares. Mesmo baixas doses de exposi¢do a radiacdo podem levar a um déficit motor e
cognitivo dos individuos expostos. Virios medicamentos de base fitoterdpica t€m sido
utilizados para a prestagdo de radioprote¢do comportamentais, podendo-se citar a hortela-

pimenta e gengibre que apresentaram resultados promissores (Haksar et al., 2006).
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Figura 11 — Aplicaciao de radiomodificadores em Defesa

Porém, os radiomodificadores atualmente disponiveis no arsenal da maioria dos
exércitos do mundo ndo sdo adequados para aplicacdes em campo e a pesquisa em diferentes
partes do mundo, muitas vezes é conduzida de forma isolada e secreta em fungdo de seu
cardter estratégico. Estas pesquisas visam o desenvolvimento de agentes com a finalidade de
contramedida para radiacdo principalmente para uso militar. Assim, pode-se dizer que a
pesquisa acerca de componentes bioativos como potenciais agentes radiomodificadores é
estratégica.

Embora o mecanismo preciso pelo qual os radiomodificadores atuem ainda esteja
longe de ser elucidado, hd um conjunto de ac¢des, que reunidas, podem gerar um perfil
aproximado deste conjunto de reag¢des responsavel pela radioprotecdo bioldgica (Arora et al.,
2005): (a) aumento de antioxidantes como glutationa, (b) quelacdo de metais, (c) reparo do
DNA; (d) resposta antiinflamatdria; (e) reducdo da formacéo de espécies reativas; (f) reducgio
da peroxidagdo lipidica e oxidacdo protéica; (g) inducdo de hipdxia; (h) proliferacdo celular
aumentada; (i) estabilizacdo do potencial de membrana plasmética e mitocondrial; (j)
modulagdo da expressdo de proteinas associadas a apoptose.

A partir de evidéncias prévias publicadas na literatura parece que, entre os alimentos

naturais, a uva e seus produtos seria um possivel alimento candidato a radiomodificador.

2.8 Antioxidantes naturais: o suco de uva organica como radiomodificador

Compostos existentes naturalmente na dieta humana podem prover antioxidantes

funcionais como os flavondides, minerais e enzimas. A redugcdo do estresse oxidativo
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promovido por estas substincias atribui certo grau de protecido contra efeitos deletérios da
radiacdo ionizante interagindo sobre a célula, que se traduz na reducdo de dano e consequente
reducdo de risco futuro de desenvolvimento de doencgas relacionadas. Antioxidantes
provenientes da dieta normal humana oferecem um primeiro, mas decisivo beneficio, que é
uma boa relacdo custo beneficio. A amifostina, por exemplo, tem alto grau de protecdo a
oferecer, mas tambem oferece alto grau de toxicidade para doses que seriam potencialmente
protetoras contra efeitos nocivos da exposi¢do a radia¢do ionizante. Assim, compostos
alternativos naturais, que promovam reducdo do efeito de dose (alto FRD) além de ter baixa
ou nenhuma toxicidade estdo hoje sendo mais intensamente investigados, embora apresentem
menores fatores de protecdo (Emami et al., 2007).

Como os antioxidantes naturais sdo componentes presentes nos alimentos naturais ou
processados, e que apresentam propriedades e fungdes definidas para a saide humana, cabe
aqui uma breve consideracdo sobre as definicdes de alimento funcional e nutracéutico.
Alimento funcional é aquele que deve se apresentar na forma de consumo final ao usudrio,
produzir beneficios a saide de forma especifica, como a redug@o de riscos de doencas, e
serem consumidos como parte da dieta. De outra forma, os alimentos nutracéuticos sio
alimentos ou parte de alimentos que apresentam beneficios a satde, incluindo prevengdo e/ou
tratamento de doencgas. Incluem-se ai suplementos na forma de capsulas, tabletes etc.
Antioxidantes como a glutationa e selénio, assim como os microorganismos GRAS
(Generally Recognized as Safe) sdo utilizados amplamente (Andlauer, 2002).

Dentre as propriedades desejaveis de um nutracéutico com efeitos de prevengdo ou
atenuacdo da radiotoxicidade encontra-se a sua ac@o nutrigendmica. Esta ocorre através da
interacdo dos compostos alimentares no genoma como um todo ou através da sua interagio
com genes especificos (Kaput et al., 2005).

No Brasil a regulamentacdo dos alimentos funcionais € feita pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria (ANVISA) através das resolugdes 16 a 18 de 30 abril de 1999. Os
alimentos funcionais podem ser classificados quanto a origem: (a) animal e (b) vegetal, e
quanto ao beneficio que proporciona: (a) sistema gastrointestinal, (b) sistema cardiovascular,
(c) metabolismo de substratos, (d) crescimento, desenvolvimento e proliferacao celular, (e)
comportamento fisioldgico e (f) antioxidantes. A tabela 2 mostra resumidamente as diferencas

basicas nos conceitos de alimento funcional e nutracéutico (Andlauer, 2002).
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Tabela 2 — Diferencas basicas entre alimentos funcionais e nutracéuticos.

Alimento Alvo Forma
Funcional Reducdo de risco Alimento comum
Nutracéutico Prevencido e tratamento  Suplemento dietético

Recentes estudos vém mostrando as potencialidades da uva e seus subprodutos como
radiomodificadores (Andrade et al., 2008; Carsten et al., 2008) apresentando atividade
hepatoprotetora tanto para dano radioinduzido (Andrade et al., 2008) como contra danos
motivados por indugdo quimica (Caroline Dani, 2008). Entre os antioxidantes presentes na
uva, 0os compostos mais ativos sdo os grupos fendlicos, como os flavondides, apresentando
alta atividade de depuracao de moléculas citotoxicas (scavenger) (Decker, 1997).

Os flavonodides sdo um grupo de componentes polifenélicos encontrados em grande
quantidade nas frutas e nos vegetais. O termo flavondide é derivado do latim flavus que
significa amarelo recebendo este nome por ter sido encontrado originalmente em alimentos de
colora¢do amarelada. Formados pela combinagdo dos aminodcidos fenilalanina e tirosina com
unidades acetato, apresentam inimeras variedades com seis grupos principais classificados
como: (a) flavanonas, (b) flavonas, (c) flavondis, (d) isoflavondides, (e) antocianinas e (f)
flavans (Cotelle 2001). Os flavondides mais investigados sdo: (a) quercetina, (b) miricetina,
(c) rutina e (d) naringenina (Hartman e Shankel, 1990).

A ingestdo didria média destes compostos por humanos no ocidente é da ordem de
pouco mais de 20 mg/dia (Hertog et al., 1993). O crescente interesse em investigar os
flavondides é impulsionado pelo fato de apresentem efeito farmacoldgico sobre algumas
doencas, como conseqiiéncia de maior atividade scavenger, podendo levar a um estado de
maior efetividade funcional das enzimas antioxidantes (van Acker et al., 1996). A estrutura
dos flavondides confere propriedade antioxidante e capacidade de atuar frente aos radicais
livres, porque possuem multiplas hidroxilas ligadas aos grupos arométicos (Cao et al., 1997).

Outra caracteristica interessante apresentada pelos flavondides é a capacidade de
participar da sinalizacdo molecular intracelular, podendo modular as acdes celulares, bem
como a ac¢do de vias sinalizadoras, agdes nas vias enzimdticas intracelulares e efeito benéfico
no tratamento de doengas cronicas, como as que afetam o sistema nervoso em relacdo a

plasticidade celular nervosa (Williams et al., 2004).
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Pela acdo dos radicais livres sobre a membrana plasmaética, Saija e colaboradores
(1995) questionaram qual seria o antioxidante que teria um efeito protetor sobre a membrana
plasmatica celular. A quercetina, que € o flavon6ide mais abundante no suco de uva, parece
ser eficaz, atuando sobre os radicais livres, principalmente contra o *OH e o O, (Saija et al.,
1995). A quercetina é encontrada na alimentacdo e lhe € atribuida uma excelente resposta
antioxidante (Rice-Evans and Miller, 1996).

A acfo antioxidante da quercetina pode ser explicada por sua participagdo em inibir
enzimas como a ciclooxigenase, lipoxigenase e xantina oxidase que estdo envolvidas na
citotoxicidade oxidativa (Cotelle, 2001). Estudos utilizando quercetina in vivo demonstraram
que seus metabdlitos exibiram atividade antioxidante, com redugdo na peroxidacdo lipidica e
atuando no sistema de detoxificacdo através das defesas antioxidantes enzimdticas e nao-
enzimdticas no figado (Prior, 2003). Outros estudos também demonstraram a agcdo protetora
da quercetina na isquemia/reperfusdo hepatica e renal com os mesmos efeitos antioxidantes
(Polat et al., 2006; Yadav et al., 2009). Apresenta ainda maior efetividade quando comparada
com a vitamina C na inibi¢cdo dos danos oxidativos induzidos pelo H,O, no DNA de linfécitos
humanos (Noroozi et al., 1998). Entretanto, este antioxidante pode reagir com ferro e tornar-
se um pro-oxidante (Liu et al., 2009).

A uva e seus produtos (principalmente o vinho) estdo entre os alimentos mais bem
investigados quanto as suas propriedades funcionais (Yadav et al., 2009). Entretanto, parece
que produtos nédo alcodlicos como suco de uva também apresentam propriedades bioativas
que tem impacto positivo na satide humana. Estudos baseados em evidéncias epidemioldgicas
e experimentais mostraram que os compostos polifendlicos presentes na uva, incluindo o
suco, principalmente o resveratrol e a quercetina (Meng et al., 2004; Schlachterman et al.,
2008), apresentam propriedades antioxidantes (Caroline Dani, 2008), antitumorais (Kaur,
2008; Kaur, 2009), antiinflamatérias (Udenigwe et al., 2008), antimutagénicas (L16piz, 2004),
hepatoprotetoras (Dani, 2008), cardioprotetora (Leifert, 2008) entre outras.

Dani e colaboradores (2008) mostraram, em trabalho recente, que a ingestdo de suco
de uva negra, em especial do suco orgénico, induz uma melhora na capacidade antioxidante
hepética quando comparado ao suco convencional e que esta pode ser uma importante questao
para novas investigagcdes na drea de bioquimica de alimentos funcionais. Em outro
experimento do mesmo grupo (Caroline Dani, 2008) foi demonstrado que a atividade
antioxidante hepatica estd significativamente correlacionada com os teores de polifendis

presentes no suco de uva negra. Estes resultados sugerem que ambos os sucos de uva
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(convencional e orgénico) t&ém propriedades antioxidantes poderosas e com forte correlacdo
com o alto teor de compostos fendlicos presentes.

Entretanto, estudos relacionando compostos e alimentos a base de uva e aspectos de
radioprotecdo até o presente momento, limitam-se ao efeito de polifendis extraidos da
semente deste fruto. Apesar disto os resultados sdo alentadores e sugerem efeitos
radioprotetores ou atenuadores da radiotoxicidade (Mantena and Katiyar, 2006; Enginar et al.,
2007; Cetin et al., 2008; Saada et al., 2009).

Como tais pesquisas estdo direcionadas para o desenvolvimento de compostos
farmacoldgicos, existe a necessidade da ampliacio de estudos para averiguar se as
propriedades nutracéuticas e/ou funcionais do suco de uva poderiam incluir efeitos
radiomodificadores.

Tais estudos seriam relevantes para o desenvolvimento de estratégias que previnam ou
atenuem a radiotoxicidade das radiacOes ionizantes em qualquer estidgio de exposicdo aguda
de corpo inteiro que sdo de grande interesse na drea cientifica, clinica, da Defesa Piblica e
operacdes militares. Dentro desta perspectiva, a hipdtese de que a ingestdo moderada de
produtos nao-alcéolicos da uva, como o seu suco, também possuiriam propriedades
radiomodificadoras precisa ser investigada. Tal hipétese representa o principal objeto de

estudo do trabalho de tese aqui apresentado.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar o efeito do suco de uva (vitis labrusca, bordd) sobre indicadores

fisiopatoldgicos e bioquimicos da sindrome aguda da radiagéo em ratos Wistar

3.2 Objetivos especificos

Em ratos submetidos ou ndo a radiacdo ionizante e tratados ou ndo com suco de uva apds 15

dias da exposicao:

*  Comparar o peso total, principal indicador da SAR, e pardmetros hematoldgicos
* Identificar o 6rgdo com maior resposta bioldgica a exposi¢do a radiagdo, através da
andlise do seu peso
*  Comparar, no 6rgdo com maior resposta bioldgica:
— Alteragdes histoldgicas
— Alteragdes em marcadores bioquimicos do estresse oxidativo
— A modulacio de marcadores de reparo do DNA e apoptose

— Indicag¢do de genotoxicidade
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4- ARTIGOS CIENTIFICOS

A parte experimental desta tese foi conduzida nas dependéncias do Biotério e
Departamento de Biomedicina da Univeridad de Leon (Espanha) subsidiada por bolsa de
doutorado sanduiche (CAPES-DGU).

Os resultados estdo apresentados sob a forma de artigos cientificos, os quais se
encontram aqui organizados. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo dos
Resultados e Referéncias Bibliograficas, encontram-se nos préprios artigos. O artigo 1 estd
disposto na forma que foi publicado na revista cientifica Nutricion Hospitaldria. O artigo 2
esta disposto na forma do manuscrito submetido a revista cientifica International Journal of

Radiation Biology.
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4.1 - EFEITO RADIOMODIFICADOR DA SUPLEMENTACAO COM SUCO DE
UVA ORGANICA SOBRE PARAMETROS HEMATOLOGICOS, PESO DE ORGAOS
E CORPORAL EM RATOS IRRADIADOS COM RAIOS-X

Artigo 1

RADIOMODIFYING EFFECT OF ORGANIC GRAPE JUICE SUPPLEMENTATION
ON HEMATOLOGICAL PARAMETERS AND ORGAN WEIGHT IN WHOLE-
BODY X-IRRADIATION IN RATS

E. Ramos de Andrade, J. Da Costa Escobar Piccoli, I. B. Manica da Cruz, J. B. Teixeira
Rocha, E. Garzo, R. Marina, J. L. Mauriz, P. Gonzalez and J. P. Barrio

Nutr Hosp. 2009;24(3):297-303
ISSN 0212-1611
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Absiract

The aim of this study is testing black grape joice a3 a
radiomedifier againsd whole body X-irradiation using an
amimal midel. Sivieen male Wistar rais were divided into
four growps where bwo were irradiaied by X-rays from a
200 kY machine specially designed to biological samples.
Animats were led ad libitum and drank voluntarily 2-10
mil 3 day of grape juice or placets (isecaloric glucose and
fructose solution) For omne week before and two weeks
afier 6 (y X-irradiation when they were sacrificed.
Risults have shown 3 significant lver weight loss in irrs-
dialed placebo group only while grape juice one has pre-
sented no losses. Hematological analysis showed typical
abmormalities for ioniting radiztion e posare, incleding
early leucopenia and anemii. The intake of grape juice
induced an incresse in gramulocyte percent count.

(Nutr Hosp. 2009;24:297-303)
Key words: X-rayr. Block grape faice. Radismodifier. Bats.
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EFECTO RADIOMODIFICADOR DE LA
SUPLEMENTACION CON MOSTODEUVA
DE CULTIV( ECOLOGICD SOBRE PARAMETROS
HEMATOLOGICOS Y PESO DE ORGANOS
EMN RATAS SOMETIDAS A IRRADIACION
DE CUERPO ENTEROQ CON RAYDS X

El propdsito de esie estudio fue comprobar el efecto
i i el mosn tinto de uva frenie 3 irrsdiacidn
e cuerpao eniero con rayos X mando un modebo animal Die-
cistis raias macho de razas Wistar fueron irradisdas
mediante un aparato de 20 KV disenado especiicaments
ad libitum ¥ bebieron cada dia velunisrismenie enire X y
1@ mi de mesio de ova o placehs (solucion isocaldrica de
ghueosa ¥ frociosa) durante una semana antes y dos sema-
nas después de irradiacion con rayoes X 3 wna dosis de 6
(:y. momento en que fueron serificatas. Los resultados
misiraren una pérdids significativa de peso hepdtico en
laz animales irradiados iratades con placebo, mientras
que los tratados con mosto presentaron valores similares
a los controdes mo irradiados. E1 andlisis hemaioldgico
presemntd ks snomalias Hpicas de 13 exposicion 3 radia-
cidn ionizante, con disminucidn lewcocitaria temprany y
anemiz. La ingestién de mosio de uva indujo un aumento
del porceniaje de granubocitos.
(Nuir Hosp. 2008, 24:297-303)

Palsbras clave: Raypes X. Morie finto de wva. Radiomodifios-
dor. Ratas.
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Introdoction

The use of ionizing radiation for & wide range of pur-
poses has been growing up rapidly since the nuclear holo-
caust. Muclear and mdiclogical technologies have spread
over most of knowledge fields, from Engineering to
Health Sciences, even though ils uses can be controver-
sial and a bottleneck on radiaticm prodection is a problem
to e solved. Exposure to bonizing radiation can be harm-
ful and seanching for mdiomodifiers (dnigs o mutrients)
has full epidemiological relevance. The ideal radiopro-
tective agent {mdiomodifier) must provide: a) significant
protection against madiation effects; b) a general protec-
tive effects to all other organs including non-arget ones
(in case of therapy s ©) acoeptable route of administration
{oral is preferred); d) low toxicity; e) compatibility for
use with other drogs.'* Radiomodifiers are substances
ahle to reduce the effect of the ionizing radiation strike,
but unable to stop it. Their action is neither like a barmrier
nor shielding for ionizing mdiation, but as scavengers for
reactive oxygen species. Clinically relevant radiomodi-
fier substances should have low or none toxicity and
symergic action with other dmegs. Dealing with thess pur-
poses the best option is a functional food or metrecentical.
Unfortunately, there is no compound that manifest all
these properties at a time and among more than 300
radiomodifiers developed,” amifostine (WRZTZ1, Eth-
yol) has proved as meost efficient bt only authosized for
radiotherapy treatment of head and neck cancer.™ Matns-
ral compounds in human diet cooald provide functional
antionidants, such as vitamins, minerals and enzymes
acting as radipmodifiers on reducing oxidation damage
caused by bonizing radiation exposure. Anexample is the
use of vitamin E for recovering post-imadiation procedu-
res showing good resalts*" Radiation exposure might be
hiterogensous in terms of dose, dose rate and quality,
depending on the type of the radiation soarce releasad
and the location of the subject on site. Therefore, met-
hods are needed to protect against and treat & wide range
of early and later developing radiation-induced injuries.
Acuie effiects of the exposure to ionizing radiation mainly
include immune suppression, ematopoietic cell koss,
mucosal damage, and potential injury o other sites such
&= lung, kidney, liver and central nervous system.® Liver
plays a particular role in radiosensitivity and as a conse-
quence of its redundant, parallel functional structure,
liver is able to deal with high radiation dose as long as
only partial irradiation occurs; otherwise, whole organ
irradfiation leads to hepatocyte failure and RTLD (Radis-
tion Induced Liver Disease) such as hepatitis might be
installad.®

Long-term effects include dysfunction, fibrosis and
cancer in & wide range of organs and tissues. Blood counts
can help to manage the decision-making process in clini-
cal decisions. The hematopoietic syndrome is signifi-
cantly impontant to partial-body or whole-body ionizing
radiation exposures excesding 1Gy." Imadiation of bone
marrow stem and progenitor cells at increasing doses
results in exponential cellular death " Mitotically active
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hematopoietic progenitors have a limited capacity to
divide after a whole-body radiation dose greater than 2 or
3 Gy." After exposure, 2 hematologic crisis might lead to:
a) predisposition to infection, b) beeding, and ¢} poor
wound healing, among others. A predictable decline in
Iymphocytes oocours afier imadiation, and in fact, there isa
5(¥% declime in absolute lymphocyie count within the first
24 hours after exposure, followed by a further, more
seveme decline within 48 hours ™ The predictability of the
rate of lymphocytic depletion count, which charactenizes
a potentially lethal exposure, has led to the development
of 2 model wsing lymphocyte depletion kinetics
{Andrew's curve) as a biodosimetric tool. ™" The ate of
dicline of the absolute lymphocyte count over the indtial
12 hours and for a week after exposure is a function of
cumulative dose® and the lymphocyte depletion kinetics
predicis dose assessment for & photon-equivalent dose
range within | and 10 Gy, range in which most of the
radiohiological effects take place. For an optimal scree-
ning and a good suppont for clinical decision-making pro-
cess acomplete blood cell count with leukocyte differen-
tial showld be obtained immediately after exposore, 3
times per day for the next 2 to 3 days, and then twice per
day for the following 3 to & days. However, it is recom-
memded at least 3 complete blood coants with differential
within the initial 4 days after exposure to calculate a slope
for lymphocyte decline for estimating the exposure dose.
The onset of other cytopenias varies depending on both
diose and dose rate and gramilocyte counts may tansiently
increass before decreasing in exposures less than 5 Gy in
humans. ' This behavior, termed anaboriive rise, is atmn-
sient increase in the absolute mumber of cells in any com-
mﬂdamaﬂykpﬂﬂndlmnw:aﬂm
system, and may indicate a survivable ex

The probability of occumence of those effects can be
minimized or alterad by the rediomodifier action. Several
evidences suggest that grape juice and seeds can provide
prodection levels against exposare (o jonizing radiation.”
Radiobinlogical effects of ionizing radiation are 2 brand
mew issue of Science and have been taking noticeable
advances over the last 60 years." However, most of the
effort made has been facing a hard pathway, bordering
other fields such az Biochemisiry, Molecular Biology
and Medicine, which tums Radicbiclogy out a complex
field to be explomed.

The present work is aimed to test black grape juice as
a rediomodifier against whole body X-irmadiation using
rais as an animal model in order to assess the possible
changes in bodily and hematological parameters.

Materials and Methods
Arimals

Sixteen male Wistar rats weighing 200-250 g {Har-
lan, Barcelona, Spain}, housed at the animal house of

University of Ledn {Spain), were included in the study.
The experimental protocol used was approved by the
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University of Ledn Ethical Committee, and adhered to
the European Community Guiding Principles for the
Care and Use of Animals.

Whale Body frradiation

Animals were divided into four groups: (MN) non-
irradiated, grape juice supplemented; (GN) non-irra-
diated, placebo {isocaloric glucose plus froctose ) sup-
plemented; {MR) imadiated, grape juice supplemented,
and (GR) irradiated, placebo {izocalonic glecose/froc-
tose solution) supplemented. In order to immaobilize
the animals, anesthesia was induced by intraperitoneal
administration of pentobarbital 0.6% in saline (10
milfkg body weight), at noon, 15 minutes before irmadia-
tion, ensuring the loss of palpebral and plantar reflex
activity and spontaneous respiration throughouot the
procedure. The animals were placed in decubitus pro-
nus on & plexiglas board, so that four animals would be
imadiated at a time amd exposed to a single dose of 6 Gy
of whole body X -irradiation from an X-ray machine
(200 EV) MAXISHOT 200 (YXLON, Copenhagen,
Denmeark), at a radiation dose rate of 0.40 Gy/min, with
a spurce-skin distance (S50 of 50 cm.

Food and Dyink

Animals were fed according to a standard rat chow
diet, having free access to ad lifitum water and food.
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After one week adaptation to individual cages, they
were allowed to ingest a3 maximum of 10 ml of test
compound [grape juice) or placebo, depending on their
assigned group. Environmenial conditions were con-
irolled {1 2-hour photoperiod and 30 £ 2 *C) throwghout
the experimental period.

Girape juice and placebo composition

Ecologically-prodoced (organic) black grape juice
was obiained from the city of Garibaldi {Rio Grande
do Sul, Brazil), in the main grape-growing region of
the state. Grapes were cultivated in 2007 and the
juice was prepared the same year. The concentration
{mg/L.) of phenolic compounds in the grape juice was
determined as follows: Resveratrol 3.95 £ 0.01,
Quercetin .95 + 0.09, Rotin 3.75 + 0.03, Gallic acid
B1.O7 £ 2,08, Caffeic acid 30.28 + 2.00, Flavonoids
0.24% + 0.2, " Placebo solution was made using an
eguimelar mixture of glucose and fructose to be iso-
caloric with the sugar composition in the grape juice
{95 giL).

Blood samples collection

Blood samples were collected at &, 24, 48 hours and
16 days following X-ray exposure using heparinized
capillaries by puncturing the retro-orbital plexuos after
prior mild anesthesia with isofluoran.

Tabde I
White cell counts obtmined ai 6, 24, 48 howrs, and 16 days after whole-body X-irradiotion of & Gy in male Wistar roir

. Ly Lymphocyies Monocypter Granulocytes

Hse i ix TFIL) fx TEFIL) fx TOFIL) {x TFIL)

MM B.21 £ 0.B2 4.76 £0.54 025 + 008 3.0 2069

6h ME 162 +0.59% L0 + 0.27+# 025 +0U06 2402033

GR 409 + 09T L35 + 030=¢ 025 + 006 254 2062

GM 022+ 1.45 646+ 1.42 024 +0.11 25220106

MM 9.1 £0.96 T.12+0.78 024 £ 0,06 176 =0.38
Mh ME L1+ 00E+% 015 £+ 003+ 010 £ 000 4 073 £ 007 =&
GR 0.7+ 12+ 0L1E £ BLOS5=# 06 £ 000 *# 048 + 0L =#

GN 102+ .78 E24 +1.52 02E 0.0 1.71 £ .55

MM 9.3 £ 141 EOT £ 1.16 011 20003 1162026
4Eh ME 055 £ 004+ DR RN R 004 £ 000 # 040 £ 0L =8
G 081 £032+¥ 030 1 L1 06 £ .04+ AT 20008

GM T.3T 084 5TE 054+ 33 +0.13+ LIT 2041

MM 3.2 +047 23E+0.68 0,03 £0.01 0.E1 £0.31
164 ME 6T £ L0+ 050 £ 00T =& 002 0001 004 £ D3¢
GR 046 £ 012 040 £ 058 002 0,01 015 £ 00758

GM 368 +0.39 2E4+027 009 £ 0L03* 0.75 £ 0.20

MM { grape: juice only ), ME {zrape juice + K-oradibion), GR {placebo + X-iradiation) and GN (placebo oaly).
Means + 5.2 m. of 4 amimals per group. Significant differsnces from non-irmadiaied grosps at pec 0005 {Newman-Ksals et are imdicated 2= *(MN)

and &GN

Cirape juice and x-imadiation in mts

Mutr Hosp. 2008, 24(3):207-303
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Table I
Relative ("%} hematolowical parameters obigined at &. 24. 45 hours. and 16 davs after whole-bodv X-irradisiion
of 6 Gy in male Wistar rats

Time'Group Lymphocyte {7) Monocyie (%) Cramulocyte (F6)
MM 570108 2E5 076 401 £ 103

&h ME 261 + 5.5%¢ 645 + 0.66*F 67.3 + 1l6*#
GR 314+ 20+8 T.15 £ | B8+% 605 + 3.9+#
OGN 684142 205+129 BTt462
MM TEILAT 267 +0.54 190+32

b ME 130 £ 108 597 + D855 GHD + 325
GR 210 £ 52%8 832 +0.80+% 6.7 + 5.3%%
0N BOS+4.0 313 +07B 163+4.14
MM EGEx1 4 1.1E 033 120+ 1.26

aBh ME 19.9 + 1.3=& 758 + | d6+% T25 + L9*#
GR 414+ T3¢ 560 £ 1. 40+% 520+ T.5%#
OGN T3 t48 430126 16436
MM 693157 2E2+022 Moti59

16d ME 56127 323£1.01D 220
GR TX21RS 3501120 MA+T3
ON 7771319 255 +0u62 IBE+3S

MM {grape juice only ), ME (zrape juics + X-mradibion), GH {placebo + X-irradiation) and GM (placebo oaly )
Means + s.2.m. of d animals per growp. Sigmificant diffsrenoes from non-Tmadiated groups at p < 0005 (MNeoman- Keoks test) are indicaied 2 *(MN)

and #GEN ).

Resplis and discnssion

As it can be seen in table 1, leukocyte count decrea-
sed with significant differences for all samples consi-
dering MR and GE groups in relation to controls.
Lymphocyte counts fell down dramatically, but they
showed a relative recovery for MR group, not seen in
GR. This fall in lymphocyte counts may be intermupted
by an abortive risa'® followed by final recovery due to
the release of damaged blood cells. Monocyte count
dropped significantly in comparison to controlds only
for 24 and 48 hours. Granulocyies decreased, for all
sampling times and groups. Erythrocyte count {table
I showed nommal valwes for the first 48 hours and a
significant decreasa at 16 days afier imadiation, indica-
tive that an anemia was installed. Levels of hemoglo-
bin decreased significantly at 48 hours for MR group,
and at 16 days in MR and GR, respectively fo controls.
Although there is absence of statistical significance on
hemoglobin levels for MR and GR groups compared
each other, at 16 days there is a tendency on keeping
higher values for MR group, with higher varability
found on GR group. This tendency could be related to
the glocose and fructose absorption decrease in small
intestine in irmadiated rats, with increase in C0), produc-
tion in peripheral blood leading to an increass of hemo-
globin concentration. ™=

Changes in hemoglobin and erythrocyte count are
also to be expected after significant damage to bona
marrow subsaquent to X-irradiation, as shown in a
number of studies. ™™ Al this respect, hematocrit values

were statistically distinguishable for groops MR and
GR with respect to controls only at 16 days. Platelet
counts have shown statistical significances for ME and
GE only for 16 days respectively to controls. Two ani-
mals from GR group showed nasal bleeding possibly
related to platelet depletion, in contrast to MR groap
where no bleeding was noticed over the experimantal
period. Relative counts (%) for lymphocytes (table IT),
were significantly decreased for MR and GR. respecti-
vely to controls for 6, 24 and 48 hours bat not for 16
days. However, percent counts for monocytes and gra-
nulocytes increased at &, 24 and 48 hours relative to
controls. When comparing the X-irradiated groups at &
and 48 hours post-imradiation, total leukocyte count was
higher for GR than MR groop (table I). Howewver, the
much higher varability appearing in the data from GR
group indicates that some caation has to be taken when
discarding possible radioprotective effects of grape
juice. Percent lymphocyte count was higher on GR than
ME, but percent granulocyte count was higher on ME
than GR growp, which suggest 2 real possibility of reco-
vering from damaged bone marmow, in agreement with
the proposed radioprotective effect of grape juice sup-
plementation over bone mamow. All in all, these resulis
point o massive bone marmow damage as a conssguence
of whole-body acute X-irmadiation, and further experi-
ments showld be carmied out at different times post-ima-
diation with direct bome marrow sampling® to clarify the
time course of thess mdiomodifying effects.

The evaluation of the body weight changes before
and afier X-immadiation (fig. 1) showed significant dif-
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Tahile 111
Hematelorical oarameters ohiained af §. 24. 48 howrs. and 16 davs after whole-bodv X-irrodiation
of 6 Gy in male Wistar rats

el Erpthrocyie Hemopiobin Hematoorit FPlateiers

5 g {x Io#L) fx JOmL) fx 0L} ix FoefL)

MN 8251002 17.0+£0.13 4HE+04 Ti5t1E

6h ME B 161025 17.0+£0.15 473+ 06 TOT £ 57

GR 8441028 1761027 484105 T30 £ 57

G .18 1 0.6 1721020 475107 T30 ET4

MM 8201017 16.5+0.39 450+ 0.6 742 +30

Mk ME TR 1016 15.7+027 435+09 681 +67

GR 79T +017 161 +£0.42 443+ 1.2 668 £+ 21

M TOR 1012 16.5+0.29 44E+ 1.0 673 £ 53

MM TEI+010 16.0+0.23 440+07 T30 +47

Eh ME 7571012 15310248 424+0%9 674 75

GE E02 0019 16.0+£0.17 44E+0R 553 +63

G TEI:O12 16.0+0.21 437105 668 + 32

MN TS50 1018 1561027 ®ATOT 504 +39
164 MR 469 £ 0,075 Db+ 0338 146 £ 0LE~F i + 18 =#
GR 4.25 £ 0.B6+# 1+ 190+ 3L 435 B + 3544

M TRI:OID 162 +030 401+ 1.0 494 + 16

MM (| grape juice only ), ME (zrape juice + K. imadiation), GR {placebo + X-irmadiation) and G {placebo only )
Means + s.2.m. of d simals per grosp. Sigmificant differenoes from non-Tmadiated groups at p < 0005 (MNewman- Keoks test) are indicaied o *(MN)

and #GN]

ferences from the imadiated grape juice group (MR) in
comparison o the placebo one, even though both pre-
sented significant body weight loss. Non-irmdiated
groups showed the same growth pattem for both juice

and placebo ones. The immadiated grape juice group sho-
wed no significant deviation when compared to the
non-irradiated one. On the other hand, a significant
deviation was found in placebo group afier irmadiation,

260 "0 Mon X-imadiated 11

Body weight ()
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Tabke IV
Body weipht and weight of selected orpans {g) 16 days afier whole-body X-irradiation af 6 Gy in male Wistar ratx

Group Body weight Liver Spleen Kidneys Heart Hepaivsomaiic index
MM I31EL+26 122 +0.70 OEZ£002 219+009 093 + 0001 36810019
MR 3M2LRT 123 £0.E3 053 £ 0035 207 + 008 1.06 0004 383107
GR 3008+ 958 0.0 £ 0468 054 £ 0.01=# 101 t0E 1081013 323 0. 0+F
GM 3513£115 123 2045 0.75£0:03 119 +008 1.03 £ 0.01 3.5010.02
MM { grape juice caly), MR (grape juice + X-imadiation]. GR (placebo + X-irmadiation) and GN {placebo oaly).

Significant differences from non-imadised sroups at p 20005 [(Mewman-Keols fest) are ndicated 2= *(MN} and 2(0GN).

where a remarkable weight loss took place. The ave-
rage body weight in the grape juice group was closer to
the non-irradiated group than placebo, indicative that
grape juice seems to profect against X-irmadiation®
over total body weight loss.

Significant differences from non-irmadiated groups
{table I'V) were found for liver, spleen and hepatoso-
miatic index, but niot for heart and kidneys, suggestive
of a higher radioresistance of these latter tissues, at
least on the time window explored here. Mo liver
weight differences were found for ME, MM and GM
groups. However, GR showed considerable liver
weight loss in comparizon to MR and all other groups.
Previous reports have shown increased liver weight 6h
after X-imadiation in rats® and abnomalities due (o
small intestine X-radiation exposure, leading to chan-
ges on ghycogen levels and liver function.™™ The pre-
sent work shows that there was significant liver weight
loss after 16 days for GR group, but not for ME group,
which iz suggestive of a radioprotective action of black
grape juice supplementation. The composition of the
ecologically-grown black grape juice shows a high
content of bicactive phenolic compounds such as res-
veratrol, quercetin and mtin,® and it is tempting to link
the radiomodifving actions of black grape juice to these
chemicals. Flavonoids are known to have important
antioxidant and anti-inflammatory activities. ™ Resve-
ratrod has been since long studied ot only as a polen-
tial antioxidant stimulating agent™ and radiomoddi-
fier,®" but also becanse of its andi-muotagen action, its
role in mediating anti-inflammatory effects, anti-carci-
nogenic action by the inhibition of cyclooxypenase and
hydroperoxidase activities.™ Resveratrol has also been
shown to influence the apoptotic effects of cytokines,
chemotherapeutic agents, and ionizing radiation.®
Pharmacokinetic studies of resveratrol activity revea-
led that its main target organs are liver and kidney,™
where its conversion into a sulfated form and a gloou-
ronide conjugate takes place. Nevertheless, quercetin
and rutin are per se antioxidant agents™ and so might be
potentially co-responsible for the radiomodifying
effect of black grape juice we are starting to see from
this study.

It maust also be commented out the voluntary nature
of black grape juice intake by rats. There was a high
individual variability, but all animals from MR and

MN groups drank at least 2 ml from a maximum allo-
wable of 10 mlL The placebo solution, on the contrary,
wis more palatable, with a minimum of 8 out of 10 ml
being drank daily. The choice of ceiling for supplement
intake was made based on previous considerations of
the potential effect of black grape juice on ex vivo stu-
dies with human volunteers.™ Food intake was severely
decreasad by 63+4% the first day after imadiation, but
it increased thereafter, to be tofally resumad 5 days
post-irradiation, without differences due (o grape juice

iom |data not shown). Water intake incre-
ased by 4% + 5% in all groups, X-imadiated and con-
trols, on the imadiation day, bot resumed to normal the
mext day onwards. This effect was attriboted to the

Conclusions

The authors studied the radiomodifier effect of orga-
nic grape juice through changes of physiclogical and
hematological parameters in whole body X-irmadiated
rats. Most of the resulis are in agreement to the scienti-
fic background conceming to non-irradiated groups
response and add new, albeit non conclusive, observa-
tions. BEcologically-grown grape juice seems to have a
radiomodifier effect over selected hematological para-
meters on whole body X-irradiated rats. The remarka-
ble result was the maintenance of a normal liver weight
for ME. group, in comparison to G group, which had
become 25% smaller. There iz a background support
for the idea that glucose and fructose intake is able to
induce liver weight gain.™ In spite of this liver weight
gain, there are many experimental data supporting the
reduction on glocose and froctose absorption by =mall
intestine, which could imply to reduce the amount of
sugar reaching to liver, leading to 2 consequent reduc-
tion on its conversion to fat. Mon-conclusive effects
were found for hapmatological parameters in relation
to the radiomodifying effect of back grape juice
intake, albeit percent granulocyte count showed =igni-
ficant increase at 48 hours post-irradiation in MR
group. Tha anamia and lencopenia observed at 16 days
post-irradiation are suggestive of significant damage to
bome marrow tissue. More detailed experiments must
e carried out in order to improve our understanding
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about the radiomodifying effect of ecological grape
juice over blood cells and liver function.
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Abstract

Purpose: The aim of this study was to evaluate the potential positive radiomodifier effect of
ad libitum black grape juice (Vitis labrusca) ingestion on the liver of rats against X-ray-
induced oxidative damage. Materials and Methods: Sixteen male Wistar rats were divided
into four groups where two were irradiated by X-rays from a 200 kV machine. Animals were
fed ad libitum and drank voluntarily 2-10 ml a day of black grape juice or placebo (isocaloric
glucose and fructose solution) for 6 days before and 15 days following 6 Gy X-irradiation
when they were sacrificed. Results: Primary antioxidant system changes were found in the
irradiated groups with positive effects due to black grape juice intake mainly over SOD, CAT
activities and GSH to GSSG ratio. Changes in protein expression were detected in PARP-1
and SOD for irradiated groups. No Histological alterations or DNA fragmentation was found.
Conclusions: Ad libitum black grape juice intake protects primary antioxidant system against
immediate and medium termed effects due to acute radiation exposure. This protection seems
to be extended to molecular level with positive action on protein expression and DNA

integrity.

Key Words: X-rays, Black grape juice, Radiomodifier, Liver, Rats
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Introduction

Whole body exposure to ionizing radiation in humans and animals may trigger
multiple organ dysfunctions directly related to an increase of cellular oxidative stress state.
Such unbalance is caused by the overproduction of reactive oxidative species (ROS) including
superoxide anion (0,"), hydroxyl radical ("OH) and hydrogen peroxide (H,O,) (Mettler and
Voelz, 2002, Coleman et al., 2003) from molecule ionization.

Acute effects of ionizing radiation exposure mainly include hematopoietic cell loss,
immune suppression, mucosal damage, and potential injury to liver and other tissues. Whole
organ irradiation might lead to hepatocyte failure and radiation-induced liver disease such as
hepatitis (Khozouz et al., 2008).

Ionizing radiation exposure involves the development of potentially serious health
conditions. Studies searching the safe radiomodifier compounds which have the ability to
offer effective protection are relevant and would be required in the event of a massive
radiological accident, a nuclear terrorist attack or a prolonged space travel (Wilson et al.,
1999, Coleman et al., 2003, Saada et al., 2009, Saada et al., 2003).

Recent investigations suggested that compounds like polyphenols found in natural
foods as grape and its products could be efficient as effective protectors against ionizing
radiation overexposure. Castillo et al. (2000) showed a radioprotective effect of (Vitis
vinifera) grape seed extract (GSE) in mouse bone marrow exposed to X-rays.

Polyphenols present in GSE showed protective effect against chromosomal damage
from X-rays exposure. Enginar et al. (2007) evaluated GSE and vitamin E supplements on
lipid peroxidation, on antioxidant system, and on peripheral blood lymphocytes in rats acutely
whole body exposed to 6 Gy X-rays. In this study they found that GSE enhanced the

antioxidant status and decreased the incidence of free radical induced lipid peroxidation in
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blood. Furthermore, in the same study, they confirmed that the antioxidant effect of GSE was
more effective when compared to that showed by vitamin E.

Similar results were described by Cetin et al. (2008). In that study, they used healthy
male Wistar rats receiving GSE orally for seven days before and for four days after 8 Gy
whole body irradiation. The authors found that the antioxidant parameters regarded to
radiation-induced liver toxicity were restored to control values with GSE therapy.
Additionally, Saad et al. (2009) using GSE in rats found radioprotective effects and a
consequent decrease of toxicity due to acutely whole body exposure to ionizing radiation.
They concluded that GSE treatment also attenuated the oxidative stress in pancreas, a fact that
was associated with a significant improvement in radiation-induced hyperglycemia and
hyperinsulinemia, suggestive of protection to the heart and pancreas from radiation-induced
harmful effects.

A study conducted by Velioglu-Ogun and co-workers (2009) concluded that the
protection offered by grape products is probably related to its bioactive compounds as
resveratrol. The authors found reversion on oxidative stress, DNA damage, and apoptosis rate
in whole-body irradiated rats (8 Gy) under treatment with resveratrol from ten days before to
ten days after irradiation.

However, all studies were directed towards the development of pharmacological
compounds instead of nutraceuticals or functional foods. Therefore, the hypothesis that a
moderate intake of black grape juice (BGJ) could also have a positive radiomodifier property
is relevant and needs to be tested.

A previous study was performed by our team (Andrade et al., 2009a, Andrade et al.,
2009b) using male Wistar rats under acute whole body exposure to 6 Gy X-rays. In this study,
rats were treated with BGJ before and after radiation exposure. This study showed that ad

libitum BGJ intake seems to offer a positive radiomodifier effect over selected hematological
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parameters and organs. Furthermore, rats treated with BGJ showed a decrease on immediate
acute radiation syndrome symptoms, remarkably in the maintenance of the liver weight for
BG@G]J treated group in comparison to control, which presented a decrease of 25% of liver
weight (Andrade et al., 2009a,b).

We postulated that this result could be related to differential oxidative stress
modulation in cellular and liver tissue of rats supplemented with BGJ and tested this

hypothesis in the present study.
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Materials and Methods

Animals, irradiation and food

Sixteen male Wistar rats weighing 200-250g (Harlan, Barcelona, Spain), housed at the
animal house of University of Ledn (Spain) were included in the study. The experimental
protocol used was approved by the University of Leén Ethical Committee, and adhered to the
European Community Guiding Principles for the Care and Use of Animals. Four groups were
defined as: (NI-GJ) non-irradiated grape juice supplemented; (NI-GL) non-irradiated, placebo
(isocaloric glucose plus fructose) supplemented; (I-GJ) irradiated, grape juice supplemented;
and (I-GL) irradiated, placebo (isocaloric glucose/fructose solution) supplemented. In order to
immobilize the animals, anesthesia was induced by intraperitoneal administration of
pentobarbital 0.6% in saline (10 ml/kg body weight), at noon, 15 minutes before irradiation,
ensuring the loss of palpebral and plantar reflex activity and spontaneous respiration
throughout the procedure. The animals were placed in decubitus pronus on a plexiglas board.
Four animals were irradiated at a time and exposed to a single dose of 6 Gy of whole-body X-
irradiation (TBI) from an X-ray machine (200 kV) MAXISHOT 200 (YXLON, Copenhagen,
Denmark), at a radiation dose rate of 0.40 Gy/min, with a source-skin distance (SSD) of 50
cm. Animals were fed according to a standard rat chow diet, having free access to ad libitum
water and food. After one week adaptation to individual cages, they were allowed to ingest a
maximum of 10 ml of test compound (grape juice) or placebo, depending on their assigned
group. Environmental conditions were controlled (12-hour photoperiod and 20 + 2 °C)
throughout the experimental period. The design of the experiment, pointing out the 15* day

after irradiation, was based on the previous work by Park et al (Park, 1993) showing 14 days
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as the time they had the most pronounced radioprotective effect from phytotherapics at liver

site in mice.

Grape Juice Fruit Characteristics

Ecologically-produced (organic) BGJ was obtained from grapes cultivated in 2007,
and the juice was prepared the same year. The concentration (mg/L) of the main phenolic
compounds in the grape juice was determined as follows: Resveratrol 3.95 £0.01, Quercetin
8.9510.09 and Rutin 3.7520.03. Placebo solution was made using an equimolar mixture of

glucose and fructose to be isocaloric with the sugar composition in the grape juice (95 g/L).

Liver tissue biochemical oxidative biomarkers

The amount of aldehydic products generated by lipid peroxidation was quantified by
measuring the concentration of thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS) (Wills,
1987). The homogenate was diluted at 1:800 in all analyses. One gram of liver in 9 mL of
potassium phosphate 0.1 M, pH 7.4 was homogenated using a Polytron mixer (Kinematica
AG, Switzerland). After heating at 90 °C for reacting with thiobarbituric acid, tubes were
cooled and centrifuged at 2000xg. The organic layer (supernatant) was collected and the
absorbance was read at 532 nm using a spectrophotometer.

Cu/Zn (SOD-1) referred as SOD and mitochondrial SOD referred as SODmit, activity
measurements were performed as described by (Misra and Fridovich, 1972). This method is
based on the inhibition of adenochrome formation in the self-oxidation of epinephrine.
Measurements were performed at 480 nm, rate 0.025 nm/min, and 30 °C. A bicarbonate

buffer EDTA pH=10.2 and epinephrine 4 mM (PM=183.21) were used.
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Catalase (CAT) activity was determined based on the consumption of hidrogen
peroxide by the sample, using a spectrophotometer at 240 nm within 2 min at 25 °C reading
each 5 seconds. A 50 mM (pH=7.0) sodium phosphate buffer and hydrogen peroxide at 0.3 M
were used.

Oxidized glutathione (GSSG) and reduced glutathione (GSH) analyses were
performed fluorimetrically. Briefly, 250 mg of tissue was homogenized in 0.1 M sodium
phosphate 5 mM EDTA buffer (pH 8.0) with 25% phosphoric acid at a proportion of 1:20.
The mixture was centrifuged at 100,000xg for 30 min at 4 °C, the supernatant was collected,
and 500 pL was diluted with 4.5 mL of buffer. Two spectrophotometry cuvettes per sample
were prepared with 1.8 mL of phosphate-EDTA buffer, 100 pL of supernatant and 100 pL of
Ophthalaldehyde. After incubating for 15 min at 4 °C, a spectrofluorometric reading was
obtained at an excitation wavelength of 350 nm and an emission wavelength of 420 nm. To
find the percentage of glutathione corresponding to oxidized and reduced forms, 500 pL of
the sample supernatant was incubated with 20 pL of 4-vinylpyridine for 30 min; to this
mixture 4.5 mL of 0.1 N NaOH was added. A 100 pL portion of this mixture was then
processed as described above to determine GSSG. GSH was obtained by subtracting GSSG
from total glutathione.

GPx activity was measured by the method described by Paglia and Valentine (1967).
Briefly, the reaction mixture contained 0.2 mL of 0.4 M phosphate buffer (pH 7.0), 0.1 mL of
10 mM sodium azide, 0.2 mL of tissue homogenate (supernatant; homogenized in 0.4 M
phosphate buffer, pH 7.0), 0.2 mL of GSH, and 0.1 mL of 0.2 mM hydrogen peroxide. The
contents were incubated at 37 °C for 10 min. The reaction was stopped by adding 0.4 mL of
10% TCA and centrifuged. Spectrophotometric determination of GPx activity (umol/min-mg

prot) was started by addition of 5 pl of NADPH, and NADPH oxidation of was followed each
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30 s for 4 min at 340 nm. Nonenzymatic NADPH oxidation was subtracted from the overall
rate.

Tissue was always homogenized using a glass Teflon Potter-Elvehjem homogenizer
(B. Braun, Melsungen, Germany). The entire procedure was performed using a Beckman

centrifuge (model J2-21 M/E; Beckman Instruments, Palo Alto, CA).

Western blot analysis

In order to perform Western blot analysis of Cu/Zn SOD (SOD), poly(ADP-ribose)
polymerase (PARP-1), and p53, liver tissue was homogenized in 10 mM Tris buffer (pH 7.4)
containing 100 mM NaCl and protease and phosphatase inhibitor cocktails (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) and centrifuged at 13,000xg for 30 min. Protein
concentration of the cytosolic and nuclear liver fractions was measured by the Bradford assay.
Equal amounts of protein (40 pg) were separated by 10-12% sodium dodecyl sulphate-
polyacrylamide gel electrophoresis and transferred electrically to polyvinyllidene difluoride
membranes (Millipore, Bedford, MA, USA). The membranes were then blocked with 5%
non-fat dry milk in Tris-buffered saline containing 0.05% Tween 20 (TBST) for 30 min at 37
°C and probed overnight at 4 °C with polyclonal anti-SOD, anti-PARP-1 and anti-p53 (1:1200
Santa Cruz Biotechnology, Rabbit polyclonal). Equal loading of protein was demonstrated by
probing the membranes with a rabbit anti-b-actin polyclonal antibody (Sigma, St. Louis, MO,
USA; 1:1000). After washing with TBST, the membranes were incubated for 1 h at room
temperature in TBST containing secondary antibody (Dako, Glostrup, Denmark; 1:4000).
Membranes were briefly incubated with ECL detection reagent (ECL; Amersham,
Buckinghamshire, UK) to visualize the proteins and then were exposed in a cassette for 5 min

to an X-ray film (Hyperfilm ECL; Amersham Pharmacia, Uppsala, Sweden). The film was
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then developed in 16% Ilford Phenisol developer solution and fixed in 16% Ilford Hypam
rapid fixer solution (Ilfford Imaging UK Ltd., Cheshire, England, UK). Membranes were
scanned with a CCD camera and quantified using a Scion Image Software (version 4.0.3.2,
Scion Corporation, Frederick, MD, USA). Protein expression rates were normalized through

the corresponding expression rates of b-actin.

DNA fragmentation

To detect DNA laddering, the liver tissue was suspended in lysis buffer containing 10
mM Tris-HCI, pH 7.4, 10 mM NaCl, 20 mM EDTA, and 1%N-lauroylsarcosine sodium, and
incubated with 100 pg/mL proteinase K at 37 °C overnight. Then, equal volumes of
phenol/chloroform isoamylalcohol (CIAA) were added to the sample solution, mixed, and
centrifuged at 13,000xg for 5 min. The resulting supernatants were incubated with 100 pg/mL
RNase at 37 °C for 1 h. Phenol/CIAA was added to the sample solutions and centrifuged at
13,000xg for 5 min. The resulting supernatants were treated with CIAA and then centrifuged
again at 13,000xg for 5 min. DNA in the solution was precipitated with ethanol at -20 °C,
dissolved in 10 mM Tris-HCl (pH 8.0) and 1 mM EDTA and then subjected to electrophoresis
for 30 min at 100 V using a 3% agarose gel ME (Nacalai Tesque, Kyoto, Japan) containing 40
mM Tris-acetate, pH 7.8, 2 mM EDTA and 0.5 pg/ml ethidium bromide. After
electrophoresis, the gels were photographed under ultraviolet light by Bio-Rad Gel
Documentation System and quantified by Quantity One software (Bio-Rad, Hercules, CA).
The relative levels of apoptotic DNA ladders per sample were estimated by side-by-side, semi

quantitative analysis of the images by one viewer.
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Histological analysis

Histological analysis of liver tissue was performed to verify possible morphological
changes that could indicate possible remain damages due to exposure to radiation. Liver
tissues were fixed with 10% buffered formalin, embedded with paraffin, and then
hematoxylin-eosin (HE) staining dyeing was performed. Liver fibrosis was evaluated by a
semi-quantitative method to assess the degree of histological injury using the following
criteria: grade 0: normal liver; grade 1: few collagen fibrils extended from the central vein to
the portal tract; grade 2: apparent collagen fibril extension without encompassing the whole
lobule; grade 3: collagen fibrils extended into and encompassed the whole lobule; grade 4:
diffuse extension of collagen fibrils and formation of pseudo-lobule. Fat globules presence
and necroinflammation were also investigated in the liver tissue comparison among

treatments.

Statistical analysis

Means and S.D. were calculated for all data. Significant differences between means
were evaluated by analysis of variance (ANOVA) and in the case of significance the Duncan
test was also applied. A difference was considered significant when p was less than 0.05.

Calculations were performed with SPSS 13.0 statistical software (Chicago, IL, USA).
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Results

BGIJ and glucose solution as well as water consumption were initially analyzed in the
period before and after ionizing radiation exposure. Daily glucose solution (9.89%0.86
ml/day) intake was higher when compared to BGJ supplementation (6.42+0.86 mL/day)
within six days before radiation exposure (p=0.025).

Results from BGJ and glucose solution intake after irradiation appear in Table 1. Rats
submitted to NI-GJ treatment showed lower daily BGJ consumption (mL/day) when
compared to all other treatments before exposure. However, irradiated rats from I-GJ group
presented risen BGJ consumption in comparison to NI-GJ group. This behavior was not
shown by the group treated with isocaloric glucose solution which consumed the same
amount of glucose solution.

The daily water consumption was higher in NI-GL (control group) when compared to
irradiated rats receiving water or grape juice and no-irradiated rats that received grape juice
(Table I). Additionally, we analyzed the total liquid consumption (juice or glucose solution

plus water) and no significant differences were found among groups.

Table I here

After a 15-day treatment a differential liver oxidative response was observed among

rats receiving or not dietary BGJ ad libitum supplementation and submitted or not to ionizing

radiation, as can be seen in Table II.

Table II here
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Additionally, the mean daily flavonoid intake was estimated for BGJ supplemented
groups (NI-GJ and I-GJ) without significant differences between rats submitted or not to

irradiation (Figure 1).

Figure 1 Here

Oxidative biomarkers were initially compared between rats supplemented with
glucose solution and BGJ without irradiation treatment in order to evaluate possible
differences (Table II). We observed that non-irradiated treatment groups (NI-GL and NI-GJ)
showed similar mean values in all oxidative biomarkers evaluated except GPX activity which
was higher in NI-GL when compared to NI-GJ group.

CAT and SODmit activities were similar in all four treatments. A significant increase
of lipid peroxidation evaluated by TBARS and expressed as MDA was observed in exposed
rats (I-GL) when compared to control rats (NI-GL). Also, a decrease in SOD, GPX, GSH and
GSSG activity/levels was found in I-GL group when compared to NI-GL.

BGIJ supplementation showed a reverse effect on lipid peroxidation, SOD, GPX and
GSH in rats exposed to ionizing radiation (I-GJ) since the mean values of these oxidative
biomarkers were similar to those observed in control group (NI-GL) and showed differences
when compared to irradiated group (I-GL) (Figure 2). Additionally, we observed that I-GJ
group showed the highest GSH/GSSG ratio compared with the rest of groups (NI-GL, I-GL

and NI-GJ).

Figure 2 here



69

The possible effect of BGJ supplementation on cellular expression related to DNA
repair and inflammatory process as the poly(ADP-ribose) polymerase enzyme (PARP-1) and
cellular control mitosis (p53 protein) was also investigated. Additionally, we analyzed the
liver Cu/Zn SOD protein expression since we observed significant differences in the enzyme
activity related to different treatments. We did not find significant differences in p53 protein
expression and liver tissue histological parameters. Significant differences were found in
PARP-1 which was risen in BGJ supplemented groups in comparison with glucose ones. A
decrease in Cu/Zn SOD protein expression was found in irradiated control group (I-GL) when

compared to other groups including I-GJ treatment (Figure 3).

Figure 3 here

Radiation-induced genotoxicity impact was evaluated by analysis of DNA

fragmentation (Figure 4). There were no tracks of DNA laddering among groups.

Additionally, we did not find significant differences in histological analysis (figure 5)

considering fat globules presence, inflammation occurrence as signalled by hepatocellular

alteration patterns, and fibrosis appearance.

Figure 4 here

Figure 5 here
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Discussion

The search for protective agents for use in a variety of radiation scenarios has
continued for more than six decades. Over the years, extensive experimental studies of
radiation-protective agents have enhanced our knowledge of radiation physics, chemistry, and
biology. However, translation of agents from animal testing to use in various scenarios, such
as prophylactic adjuncts in radiotherapy or post-exposure treatments for potential victims of
radiation accidents/incidents and even in military operations has been slow (Weiss and
Landauer, 2009). Possible associated limitations could be related to experimental designs
which potentially are not comparable between humans and animal models for all purposes.
Generally, in experimental models evaluations of radioprotective molecules are performed in
highly controlled conditions swallowed in order to avoid too much variation in the responses
obtained.

Based on recent and previous investigations that showed radioprotective effect of
resveratrol and extracts from grape seed in rats (Carsten et al., 2008, Saada et al., 2009) under
controlled conditions (the compounds were administered by gavage) we tested if the ad
libitum BGJ ingestion has some radioprotective action in irradiated rats. In these experimental
conditions we observed that the BGJ ad libitum ingestion exerts some protection against
oxidative stress caused by ionizing irradiation. However, it is important to discuss some
methodological issues.

First of all, it is important to point out that results found here were checked 15 days
after exposure to radiation. This immediate- to medium-termed study pictures a redox state
after several recovering reactions.

The radiation-induced harm has started from a macroscopic view at dietary pattern.

Glucose supplemented animals (NI-GL and I-GL) used to drink increased quantities of
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glucose solution when compared to animals supplemented with grape juice (NI-GJ and I-GJ).
However, when we compared the total liquid ingestion, all groups presented similar values.
Probably, this dietary pattern would be explained by the nature of post-ingestive satiety for
sugar solutions (Mook and Brandsey, 1982). The total liquid intake over all experiment time
intervals was the same for all groups. Therefore, for this experimental set up we did not find
influence of radiation exposure on total the ingestion pattern.

Before sacrifice, one animal from each group was randomly picked up in order to
check blood glucose levels, and all presented normal levels. The total sugar intake was the
same for all groups. This fact strongly contributes for eliminating possible variables regarded
to energetic unbalances. Therefore, further effects over the liver could be attributed mainly to
flavonoid content presented in BGJ.

The oxidative status in liver was evaluated, since the liver tolerance to radiation
exposure is controversial, and in a previous study an effect of BGJ ingestion on liver growth
was found (Andrade et al., 2009b). Here, we observed that lipid peroxidation was higher in
irradiated rats without BGJ supplementation when compared to irradiated controls. The risen
MDA estimation in I-GL group coupled to I-GJ group at control level is suggestive of
intrinsically protection offered by BGJ ad libitum intake against lipid peroxidation in liver.
Our results corroborate previous studies which investigated the radioprotective role of GSE
administered by gavage. Cetin and colleagues (2008) found that GSE protected the
hepatocellular membrane from oxidative damage and consequently from protein and lipid
oxidation in irradiated rats. Studies reporting GSE effects against ionizing radiation exposure
focusing on other organs were also found. Saada and co-workers (2009) observed that GSE
gavage administration 14 days before irradiation attenuated the oxidative-stress in heart and
pancreas tissues. Investigation performed by Enginar et al. (2007) evaluated the potential

positive radiomodifier effect of GSE and vitamin E supplements on blood lymphocytes. They
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found that GSE enhanced the antioxidant status and fell free-radical induced lipid
peroxidation in blood samples of rats exposed to X-radiation. Therefore, considering the
influence of grape products on lipid peroxidation, our results suggest that oral ad libitum BGJ
ingestion has some protective function as observed in controlled dose investigations.

The liver primary antioxidant system (SOD, CAT and GPx) as a whole was greatly
affected by X-irradiation. Considerable reduction in SOD activity was found in I-GL group,
suggestive of failure on managing unbalances from superoxide (O,") production which
represents the first wave of free radical generation. The hydroxyl radical ("OH)
overproduction, a second wave, might come up from these unbalances with possible serious
implication to the liver functionality. The irradiated BGJ supplemented group (I-GJ) activity
was found at control levels, which is indicative of primary antioxidant system recovering or
strong scavenger activity offered by its flavonoid content. SOD expression, as measured by
western blotting, was found significantly increased in I-GJ group when compared to I-GL and
control NI-GL (figure 3A). The increase in SOD expression is possibly an effect of BGJ
improving the first barrier on the primary antioxidant system. Similar results were described
by Cetin et al. (2008) whom found that superoxide dismutase activities decreased in liver
homogenates following irradiation and these alterations were significantly reversed by GSE
treatment.

CAT and SODmit activities were found at control levels for all groups. This result is
meaningful and allows inferring two important points: (a) unchanged CAT suggests that the
problem is at the superoxide phase of oxidative stress, indicating that BGJ seems to be
capable of acting at the first wave (superoxide phase) of free radical production in liver, and
(b) SODmit at control levels is suggestive that harm is at citoplasmatic level. Although our
results are in accordance with Cetin et al. (2008), who reported that radiation exposure

decreases CAT levels, complementary studies need to be performed to confirm this result.
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A decrease in GPx activity in non supplemented irradiated group (I-GL) can be
indicative of reduced action of non-enzymatic antioxidant system (e.g. GSH). Glutathione
peroxidase can also metabolize lipid hydroperoxides to relatively non-reactive fatty acids.
Thus, a decrease in GPx activity can be linked to an increase on lipid peroxidation. The GPx
activity in the BGJ supplemented group (I-GJ) presented no alteration when compared with
control (NI-GL), suggesting a protective action of BGJ over the primary antioxidant system.

Additionally, a decrease in the non-enzymatic system is found by GSH for irradiated
non-supplemented I-GL group. On the other hand, the BGJ supplemented group intracellular
GSH was found at control edge. As GSH plays an important role in catalyzing H,O,, this
result is in agreement to that found for CAT, thus supporting the idea related to timescale of
BG]J protective action.

The amount of GSSG became lower in I-GL group as well. A decrease in GSSG is
possibly linked to GSH and GPx reduction in I-GL. The redox index GSH/GSSG ratio was
found at control levels for I-GL, possibly due to the decrease for both GSH and GSSG,
simultaneously. On the other hand, the group supplemented with BGJ showed an increase in
GSH/GSSG ratio, due to its lower amount of GSSG in I-GJ group. The BGJ seems to increase
the amount of intracellular GSH in the liver, which becomes available to serve as GPx
cofactor raising the free radical scavenging.

In order to investigate the extension of radiation-induced damage taken by liver tissue,
pS53 and PARP-1 were evaluated as cell death markers. Unfortunately, we did not find similar
studies investigating the effect of grape products in p53 and PARP-1 biomarkers. As can be
seen in Figure 3B, regarding PARP-1, I-GJ showed differences from [-GL and NI-GL,
suggestive of a possible pro-apoptotic trend, even though the p53 protein expression in liver
was the same for all groups (Figure 3C). Furthermore, we observed no histological changes or

differences in DNA damage among treatments. These results might indicate that in the early
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phase of acute whole body radiation exposure investigated here there is no detectable
apoptotic activity, histological modifications or DNA damage. However, complementary
studies to evaluate the chronic radioprotectiveness of ad libitum BGJ ingestion need to be
performed in order to observe the BGJ potential positive radiomodifying action on these

biological parameters.

Conclusions

We found a positive radiomodifying effect of ad libitum BGJ intake on liver under
acute whole body ionizing radiation exposure in rats. The decrease in liver lipid peroxidation
and the increase in SOD and GPX antioxidant enzyme activity in BGJ supplemented rats,
indicate a positive radiomodifier effect due to black grape juice supplementation. These
results bring a set of possibilities of using an antioxidant food as preventive tool against
radiation-induced harm. However, additional and complementary studies need to be

performed to confirm these data.
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Table I. MeantSE values comparison of grape fruit juice (GJ), glucose (GL), water and

proportion of GJ/GL by total of liquid ingested in rats exposed or not to ionizing radiation.

95% Confidence Interval

+
Groups MeanSE Lower Bound Upper Bound p
R NI-GL 9.45+1.19° 2.99 7.13
5=
s 3 I-GL 9.32+1.03" 4.57 9.11
2 E 0.032
+ b
2 7 NLGI 4.87+1.03 7.05 11.58
o (5]
=
© 5 1-GJ 6.85£1.03" 6.83 12.07
NI-GL 34.46+4.17° 25.15 43.77
=
2 I-GL 25.6422.95 19.05 32.22
= 0.050
~ 4 b
5 NLGJ 29.20+2.95 22.61 35.78
<
= I-GJ 24.0442.95" 15.46. 28.62
~ NI-GL 23.4245.50° 10.97 35.87
_— IS
“ N’
g E I-GL 27.76+3.89° 18.96 36.56
3 % 0.329
=) + a
: 2 NLGI 16.09+4.49 5.93 26.26
-
S I-GJ 24.2443.89" 15.44 33.05

(NI-GJ) non-irradiated grape juice supplemented; (NI-GL) non-irradiated, placebo supplemented; (I-GJ)
irradiated, grape juice supplemented, and (I-GL) irradiated, placebo supplemented. Values are expressed as
means of four records + SD. Means with different superscript letters are significantly different at p < 0.05 by
General Linear Model repeated measures followed Duncan post hoc test. SE=standard error.



78

Table II — Comparison oxidative metabolism parameters in fresh liver tissue in rats with grape

juice fruit supplementation and ionizing radiation exposure and respective controls.

Variables Treatments »
NI-GL I-GL NI-GJ I-GJ
MDA (umol/mg prot) 0.8740.21% 1.3840.18" 0.7340.11° 1.000.20° 0.001
SOD (U/mg prot) 491.64+£35.72° 358.61£37.05"  544.48+84.2° 535.17+120.03°  0.038
SODmit (Urmg prot) 11.26x1.52" 10.95+2.18" 10.57£2.34" 10.59+2.29" 0.947
CAT (pmol H;O»/mg prot) 5.886+£0.569""  6.530+0.314° 6.486+0.64" 5.730£0.244°  0.045
GPx (umol NADPH/min mg prot)  0.130+0.01° 0.089+0.03" 0.075+0.01° 0.104+0.04® 0044
GSH (umol GSH/mg prot) 1.57£0.25" 1.24£0.07° 1.62+0.15" 1.62+0.05" 0.007
GSSG (pmol GSSG/mg prot) 0.0024+0,002"  0.0016+0.006°  0.0017+0,007"  0.0012+0.004>  0.030
GSH/GSSG 72245137 750.19+185° 123488362 1693.00+604°  0.015

(NI-GJ) non-irradiated grape juice supplemented; (NI-GL) non-irradiated, placebo supplemented; (I-GJ) irradiated, grape juice
supplemented, and (I-GL) irradiated, placebo supplemented. Values are expressed as means of four records + SD. Means with
different superseripts letters are significantly different at p < 0.05 by Anova-One Way test followed Duncan post hoe test.
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Figure 1 — Estimation of flavonoid mean intake of rats under grape juice consumption during
total study period. NI-GJ= non-irradiated grape juice; I-GJ= irradiated, grape juice.
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Figure 2— Mean differences of liver tissue selected parameters under investigation means
differences of each group related to non-irradiated rats supplemented with glucose solution
(NI-GL), which was considered the control group. (A) MDA, (B) Cu/ZnSOD, (C) MnSOD,
(D) CAT, (E) GSH, (F) GSH/GSSG ratio, (G) GPx and (H) GSSG. In each variable, different
letters indicate statistical differences in relation to NI-GL group.
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Figure 3 — Liver tissue selected parameters under investigation. (A) superoxide dismutase
(SOD-1) activity, (B) SOD-1 protein expression, (C) poly(ADP-ribose) polymerase (PARP-1)
protein expression and (D) p53 expression. Protein expression measurements were performed
following western blot technique. SOD-1 biochemical activity analysis was performed as
reported by Misra and Fridovich (1972). Groups were organized as follow: (NI-GJ) non-
irradiated grape juice; (NI-GL) non-irradiated, placebo; (I-GJ) irradiated, grape juice, and (I-
GL) irradiated, placebo. (*) and (**) indicate statistical differences (p<0.05) and (p<0.01)
respectively when compared to NI-GL group. (#) indicates statistical differences (p<0.05)
when compared to NI-GJ group.

Figure 4 — Liver tissue DNA fragmentation test for all groups compared to marker M. Groups
were organized as follows: (NI-GJ) non-irradiated grape juice; (NI-GL) non-irradiated,
placebo; (I-GJ) irradiated, grape juice, and (I-GL) irradiated, placebo.
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Figure 5 — Representative histological slices of liver tissue. Groups were organized as
follows: (A = NI-GJ) non-irradiated grape juice; (B = I-GJ) irradiated grape juice, (C = I-GL)
irradiated, placebo, and (D = NI-GL) non-irradiated placebo. Magnification 10x.
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5 DISCUSSAO

A exposicdo de mamiferos de forma aguda de corpo inteiro a radiacio ionizante causa
ou potencializa um estado fisiopatologico degenerado e complexo. Inicialmente esta
exposicdo pode levar ao aparecimento de um conjunto de sintomas denominado Sindrome
Aguda da Radiacdo (SAR). Entretanto, a maior parte dos dados epidemioldgicos existentes é
resultado de observagdes provenientes de grandes catastrofes como guerras e acidentes
radioldgicos e/ou nucleares, o que naturalmente implica em grande variabilidade nas medidas.
Como em caso de acidentes existe a necessidade de resgate da populacio afetada, individuos
envolvidos nesta acdo também podem ser afetados. O paradigma associado a protecdo destes
individuos envolve a chamada “blindagem fisica” em que trés aspectos sdo considerados: uso
de material que bloqueie a penetracdo da radiacdo ionizante, permanecimento da maior
distancia da fonte de radiacdo e no menor tempo possivel (Browne et al 1992). Entretanto,
novos aspectos relacionados a protecdo a radiacdo comecaram a ser investigados emergindo
assim o conceito de “blindagem bioldgica”. Isto é, o uso de compostos radiomodificacores
positivos que diminuam os efeitos tdxicos da radiagdo.

Porém, nao ¢ facil identificar e determinar os efeitos diretos de compostos
radioprotetores no ser humano. Isto porque existe a necessidade de desenvolvimento de
ensaios clinicos controlados de fase II e III que ndo s@o eticamente possiveis ji que
representam um grande risco de morbidade e mortalidade para os voluntirios da pesquisa.
Esta situacdo aumenta a relevincia das investigacdes em modelos experimentais a0 mesmo
tempo que diminui a possibilidade de desenvolvimento de substincias farmacoldgicas
artificiais para utilizacdo em individuos que serdo expostos em caso de acidentes de trabalho
(por exemplo, em locais onde existem reatores nucleares, como foi o caso do acidente em
Chernobil), inadivertidamente causados (como foi o caso do acidente com o Y7Cgsio em
Goiania) ou guerra e terrorismo.

Por tal motivo hd grande interesse em investiga¢des relacionadas a compostos que
podem levar a uma “blindagem bioldgica” e que devem também ser realizadas com
“alimentos candidatos a radiomodificadores positivos”. Este € o caso da uva e seus produtos
onde estudos anteriores em condicdes altamente controladas de ingestio por gavage de extrato
de sementes do suco de uva por ratos (Enginar et al., 2007, Saad et al., 2008). Porém, este

delineamento amplamente utilizado em pesquisas com modelos animais demanda um viés



&3

experimental no caso de experimentos que envolvem andlise dos efeitos em curto prazo da
exposicdo a radiacdo ionizante, ji que tais efeitos necessariamente passam por alteracdes
gastrointestinais importantes que levam a estados anoréticos e perda de peso. Por este motivo,
a investigacdo do efeito radiomodificador positivo de alimentos ou suplementos alimentares
precisam, preferencialmente ser “ndo-controlados” em relacdo a quantidade e a busca do
alimento.

Dentro desta perspectiva é que foi delineado o presente estudo. O conjunto dos
resultados do trabalho sugere a ocorréncia de efeitos radiomodificadores positivos
proveniente da ingestdo oral ad libitum do suco de uva organica (Vitis labrusca, Bordd) em
indicadores morfoldgicos, fisioldgicos e bioquimicos da SAR em ratos machos Wistar.

A seguir serdo discutidos em mais detalhe os resultados obtidos, bem como outras
consideracdes pertinentes ao estudo incluindo as suas possiveis limitagdes. Para tanto, os
resultados serdo discutidos considerando-se as alteragdes potenciais relacionadas com a SAR
que foram aqui investigadas e o efeito da suplementacdo com suco de uva sobre elas: (1)
alteracdo de peso corporal associado as modificagdes metabdlicas e comportamento
alimentar; (2) alteragdes hematoldgicas; (3) alteracdes hepato-oxidativas e hepato-
metabolicas.

O complexo cendrio radiobiolégico discutido na tese pode ser resumido e a figura 12

apresenta as principais etapas do trabalho de tese.
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Figura 12 - Visao geral do trabalho de tese

5.1 Alteracoes no peso corporal

A SAR inclui um intenso quadro anorético que se instala e esta condi¢do pode ser
observada através da variacdo do peso corporal e do comportamento de ingestdo alimentar dos
animais. Estas duas varidveis foram analisadas e os principais resultados apresentados no
Artigo 1. Como era esperado, a exposi¢do a radiagdo levou a uma diminui¢do substancial
tanto no peso corporal ao longo do periodo em que os ratos foram obervados quanto no peso
de diversos 6rgdos apds 15 dias da irradiacdo. Porém, este quadro mostrou que tal efeito foi
suprimido nos animais irradiados do grupo tratado com suco de uva quando comparado aos

ratos irradiados ndo suplementados considerando o peso corporal total. Como o suco de uva
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possui um percentual de carboidrato que aumenta a quantidade caldrica ingerida pelo animal,
este poderia ser um fator interveniente importante. Por este motivo, a dieta dos ratos nio
tratados foi suplementada com solugdo de glicose e frutose a fim de corrigir o aumento
caldrico associado a suplementacdo com o suco de uva. Assim, foram realizados testes
prévios para averiguar a aceitabilidade na ingestdo do suco e da solucdo de glicose que
mostrou similaridade.

Uma das possiveis causas que poderia levar as diferengas observadas no peso corporal
também poderia incluir diferencas no consumo médio de dgua e de ingestdo soélida pelos
animais (tratados e ndo tratados). Entretanto, o consumo médio de 4gua foi o mesmo e ndo foi
detectado diabetes em nenhum dos grupos, afastando variabilidades devidas a possiveis
desbalancos energéticos.

Também deve ser comentada a natureza voluntdria da ingestdo do suco de uva
organico pelos animais. Como descrito nos resultados do Artigo 1, houve uma grande
variabilidade individual, mas todos os animais dos grupos MR e MN beberam pelo menos 2
mL de uma maxima quantidade permitida de 10 mL. A solucdo placebo, ao contrério, parece
ser mais palatdvel, com um minimo de 8 em cada 10 mL sendo bebida diariamente. A escolha
do limite méaximo de consumo de suplemento com suco foi realizada com base nas
consideracdes anteriores sobre o potencial efeito do suco de uva em estudos ex vivo em
humanos (Andrade et al., 2008), onde uma quantidade de 300 mL de suco para cada 70 kg de
massa corporal foi utilizada com sucesso. A ingestdo de alimentos foi severamente diminuida
em 63 * 4% no primeiro dia apds a irradiagdo, mas aumentou depois disso, para ser
totalmente retomada cinco dias apds, sem diferencgas entre os grupos (dados ndo mostrados).
O consumo de dgua aumentou em 49 + 5% em todos os grupos, irradiados e controles, no dia
da irradiagdo, mas voltou ao normal a partir do dia seguinte. Este efeito foi atribuido ao
procedimento anestésico a que todos os animais foram submetidos, ndo importando o grupo a
que pertenciam.

Adicionalmente, uma modulacdo diferencial no peso de orgdos especificos foi
obsevada. Diferencas significativas em relacdo aos grupos nao-irradiados (Tabela IV, Artigo
1) foram encontradas no figado e bago, mas ndo para o coracdo e os rins. No caso, o grupo
irradiado sem suco (GR) mostrou consideravel perda de peso do figado em comparacdo com o
grupo MR. Nio houve diferenca de peso do figado entre os grupos MR, MN e GN.

Estes resultados sugerem que o suco de uva parece proteger contra efeitos da radiacdo
associados a perda de peso corporal sendo corroborado por um estudo anterior que sugeriu

que o composto bioativo resveratrol, que estd presente no suco de uva teria efeito
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radioprotetor (Koide et al., 2008). A composic@o da uva e seus subprodutos ndo-alcodlicos e
alcodlicos como o suco de uva e o vinho, respectivamente mostra uma quantidade importante
de compostos fendlicos bioativos tais como resveratrol, quercetina e rutina. Medidas de
deteccdo e quantificagdo destes compostos no suco de uva que foi administrado aos ratos
mostraram presenca de altos niveis destes compostos (Mansur et al., 2010).

Possiveis acdes radiomodificadoras associadas ao consumo do suco de uva
provavelmente estdo relacionadas aos efeitos bioldgicos antioxidantes e antiinflamatdrios
destes compostos. Os flavondides sdo conhecidos por terem importantes atividades
antioxidantes e antiinflamatérias (Gonzalez-Gallego et al., 2007). O resveratrol tem sido
desde ha muito estudado ndo somente como um potencial antioxidante (Dani, 2008) e
radiomodificador (Reagan-Shaw S et al., 2008), mas também por causa de sua agdo anti-
mutagénica, o seu papel na mediacdo dos efeitos anti-inflamatérios, acdo anticarcinogénica
(Jang et al., 1997). Resveratrol também foi relacionado com processos apoptéticos causados
por citocinas, agentes quimioterapicos e radiagdo ionizante (Aggarwal et al., 2004).

Entretanto, se tais flavondides possuem efeito radiomodificador a detec¢do de efeitos
sistémicos seria esperada. Assim, como a exposi¢cdo a radiagdo provoca efeitos diretos sobre o
perfil hematoldégico dos individuos, observagdes foram também conduzidas considerando o
potencial efeito do suco de uva sobre pardmetros hematoldgicos dos ratos expostos ou nio a

radiacdo ionizante.

5.2 Alteracoes hematologicas

Efeitos do suco de uva sobre parametros hematoldgicos de ratos irradiados foram
observados no presente estudo ndo indicando, entretanto, nenhum efeito radioprotetor
contundente deste alimento. Como pode ser visto na Tabela I (Artigo 1) a contagem de
leucécitos diminuiu com diferencas significativas para todas as amostras considerando MR e
GR em relag@o aos respectivos controles. Linfécitos cairam dramaticamente e esta queda pode
ser interrompida por uma elevacdo na contagem de granuldcitos seguida por uma pseudo-
recuperacdo final devido a liberacdo de globulos danificados que interferem na contagem
(Fliedner et al., 2001). Mondcitos diminuiram significativamente em comparacdo aos

controles apenas para 24 e 48 horas, o que pode sugerir neste periodo uma resposta a

possiveis infeccoes.
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A contagem de eritrécitos (Tabela III, Artigo 1) apresentou valores normais para as
primeiras 48 horas e uma diminuicdo significativa 16 dias apés a irradiagdo, um indicativo de
que um quadro anémico foi instalado. Niveis de hemoglobina diminuiram significativamente
em 48 horas para o grupo MR, e em 16 dias em MR e GR, respectivamente, aos controles.

Para os niveis de hemoglobina nos grupos MR e GR, em 16 dias, hd uma tendéncia de
manter os valores mais altos para o grupo MR, com maior variabilidade encontrada no grupo
GR. Esta tendéncia pode estar relacionada a diminui¢do de absorcdo de glicose e frutose no
intestino delgado dos ratos irradiados, com o aumento da producdo de CO, no sangue
periférico, levando a um aumento da concentracdo de hemoglobina (Bullard et al., 1956; Hill
et al., 1956). Alteracdes na hemoglobina e contagem de eritrécitos sdo também de se esperar
apds um prejuizo significativo a medula 6ssea posteriormente a irradiagdo com raios-X, como
mostrado por Umegaki et al. (2001). Os valores de hematdcrito foram estatisticamente
distintos para grupos MR e GR relativamente aos controles somente em 16 dias.

Considerando tais resultados, pelo nosso conhecimento, este € o primeiro estudo que
levanta a possivel relacio entre aumento nos niveis de hemoglobina no sangue periférico com
possiveis falhas na absorc@o de agticares no intestino apds irradiacdo X de corpo inteiro e
danos hepaticos.

A contagem de plaquetas mostrou significincia estatistica para MR e GR
respectivamente para os controles apenas aos 16 dias. Dois animais do grupo GR, no entanto,
apresentaram sangramento nasal, possivelmente relacionado com a diminui¢do de plaquetas,
em contraste com MR grupo onde nenhum sangramento foi observado durante o periodo
experimental.

As contagens relativas (%) de linfécitos (Tabela II) foram significativamente menores
para os grupos MR e GR, respectivamente aos controles em 6, 24 e 48 horas, mas ndo aos 16
dias.

Ao comparar os animais irradiados para 6 e 48 horas pds-irradiacio, a contagem total
de leucécitos foi maior no GR em relagdo ao MR (tabela I). No entanto, a variabilidade muito
maior que constam os dados do grupo GR indica que algum cuidado deve ser tomado quando
descartar possiveis efeitos radioprotetores do suco de uva.

O fato de que animais do grupo irradiado ndo suplementado com o suco de uva (GR)
terem apresentado sangramento nasal no 15° dia do experimento € potencial indicador de
problemas relacionados a coagulacdo e processos inflamatérios, que podem ter sido reduzidos
pela ingestdo do suco no grupo suplementado com este alimento. Este resultado € de

fundamental relevancia para casos reais de exposi¢do a radiacdo em casos de emergéncia,
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resgate e acOes miltiares onde ha a possibilidade de injurias combinadas como, por exemplo,
irradiacdo e trauma. Experimentos considerando curvas de sobrevivéncia podem ser
motivados pelo evento do sangramento nasal dos animais irradiados e ndo suplementados com
suco de uva e indicar fatores de reducdo de dose. Entretanto, estes experimentos podem ser
mais bem explorados se conduzidos inicialmente in vitro em estudos complementares ao
trabalho aqui apresentado.

O percentual de linfécitos foi maior no grupo GR quando comparado ao MR, mas a
contagem percentual de granuldcitos foi maior no grupo MR em relagdo ao grupo GR, o que
sugere uma possibilidade real de recuperacdo da medula dssea danificada, de acordo com a
proposta de efeito radiomodificador positivo sobre a medula dssea da suplementagdo com
suco de uva. Em um quadro geral, estes resultados apontam para danos macigos na medula
Ossea como conseqiiéncia da irradiagdo aguda de corpo inteiro. Novos experimentos devem
ser realizados em diferentes tempos pos-irradiacdo com células da medula déssea para
esclarecer a evolug@o temporal destes efeitos radiomodificadores.

Em sintese, o conjunto dos resultados sugere que a suplementacdo com suco de uva
ndo teria efeito radiomodificador positivo contundente sobre alteragdes hematoldgicas
radioinduzidas. Esta conclusdo é importante uma vez que um método classico de avaliacdo da
dose absorvida por exposi¢do externa de corpo inteiro apdia-se na contagem absoluta de
linfécitos. Este método, conhecido como Curvas de Andrews (Andrews G, 1980) avalia a
cinética de deplecdo de linfocitos relacionando a dinadmica populacional celular com a dose
absorvida. Assim, o efeito do suco de uva sobre os pardmetros hematoldgicos € tal que ndo
interfere na dindmica celular e na avaliacdo da dose absorvida por um método classico.

Uma vez averiguado o efeito radiomodificador do suco sobre o peso corporal e os
parametros hematoldgicos foi conduzida uma investigacdo adicional dos possiveis efeitos
causais desta protecdo. Como a radiag¢do induz a um estado intenso de estresse oxidativo, que
por sua vez causa alteracdes homeostdticas importantes em rotas metabdlicas que incluem
alteracdes do estado imunoldgico (em especial o inflamatoério) entre outras, foi conduzida uma
andlise do efeito radiomodificador do suco de uva em marcadores bioquimicos e gendmicos.

Dada a impossibilidade de andlise de todos os 6rgdos corporais, as investigacdes
realizadas foram concentradas no figado. A escolha deste 6rgdo de seu porque estudos
anteriores iniciais conduzidos ainda na década de 50, mostraram que o figado é um 6rgéo
radiosensivel. Supplee et al. (1956) relataram aumento do peso deste 6rgdo 6h apds irradiacio
X em ratos, em condi¢des semelhantes as desenvolvidas no trabalho de tese. Como o presente

estudo foi delineado para investigar o efeito protetor do suco de uva apds 15 dias, ndo é



89

possivel afirmar se ocorreram efeitos imediatos pds-irradiagdo como aumento no tamanho e
peso do figado. De qualquer modo, os resultados aqui obtidos corroboram a ocorréncia de
efeitos sobre o peso do figado provocados pela exposicdo a radiacdo e sugerem a inibigédo de
um quadro de perda de massa hepdtica pela suplementagdo com suco de uva.

A seguir os principais resultados obtidos sobre o efeito da suplementacdo do suco de
uva em indicadores bioquimicos e gendmicos no figado que estdo relacionados a SAR sio

discutidos.

5.3 Alteracoes hepato-oxidativas e hepato-metabdlicas

Com base em investigacdes recentes e anteriores que mostraram efeito radioprotetor
de extratos de sementes de uva em ratos (Carsten et al., 2008; Saada et al., 2009) sob
condicdes controladas (compostos administrados por gavagem) foi testado se a ingestdo ad
libdtum do suco de uva (BGJ) teria alguma ac@o radioprotetora em ratos irradiados com raios
X de forma aguda e de corpo inteiro (Artigo 2).

Nas condi¢des experimentais deste estudo foi observada que a ingestdo do BGJ ad
libitum exerce alguma protec@o contra o estresse oxidativo induzido por radiagdo ionizante.
No entanto, é importante se discutir algumas questdes metodoldgicas.

Inicialmente, é importante ressaltar que os resultados encontrados aqui foram
verificados 15 dias apds a exposi¢cdo a radiacdo. O status oxidativo no figado foi avaliado,
uma vez que a tolerancia do figado para exposicdo a radiacdo é polémica e em um estudo
anterior encontrou-se efeito da ingestdo de BGJ sobre o figado (Andrade et al., 2009a). Aqui,
observa-se que a peroxidacdo lipidica foi maior nos ratos irradiados, sem suplementagido com
BGIJ. A estimativa do MDA aumentou no grupo ndo suplementado com suco sendo sugestivo
de prote¢do oferecida pelo consumo de BGJ ad libitum contra a peroxidacdo lipidica no
figado. Os resultados corroboram estudos anteriores que investigaram o papel radioprotetor
do extrato de semente de uva (GSE), administrada por gavagem. Cetin e colegas (2008)
constataram que o GSE protege a membrana hepatocelular de danos oxidativos e,
conseqiientemente, da peroxidagdo lipidica em ratos irradiados.

Estudos relatando efeitos da GSE contra a exposi¢do a radiacdo ionizante em outros
orgdos também foram encontrados. Saada e colaboradores (2009) observaram que o extrato de

semente de uva (GSE administrado por gavagem) ao longo de 14 dias antes da irradiacdo
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atenuou o estresse oxidativo no coragdo e tecidos do pancreas. Investigacdo realizada por
Enginar et al. (2007) avaliou o efeito potencial radiomodificador positivo do GSE e
suplementos de vitamina E em linfocitos do sangue. Eles descobriram que GSE reforca da
capacidade antioxidante diminuindo a peroxidagéo lipidica induzida em amostras de sangue
de ratos expostos a radiacdo-X. Portanto, considerando a influéncia dos produtos de uvas
sobre a peroxidacdo lipidica, nossos resultados sugerem que a ingestdo oral ad libitum do
suco de uva tem alguma funcdo protetora, como observado nas investigacdes com doses
controladas.

O sistema antioxidante primdrio do figado (SOD, CAT e GPx) como um todo foi
muito afetado. Reducdo consideravel da atividade da SOD foi encontrada no grupo I-GL,
sugestivo de insuficiéncia sobre a dismutagdo de superdxidos (O,7), a produgdo, que
representa a primeira onda de geracdo de radicais livres. A superprodugdo do radical hidroxila
(*OH), uma segunda onda, poderia vir a partir desses desequilibrios, com sérias implicagdes
possiveis para a funcionalidade do figado. O grupo irradiado suplementado com BGJ (I-GJ)
foi encontrado em niveis de controle, que € indicativo do sistema antioxidante primario
recuperando ou forte atividade scavenger oferecida, possivelmente, pelo seu teor de
flavondides. Foi encontrado um aumento significativo na expressdo da SOD medida por
western blotting no grupo [-GJ quando comparado ao I-GL e controle NI-GL (figura 3A,
Artigo 2). O aumento na expressdo de SOD ¢é possivelmente um efeito do suco de uva
melhorando a primeira barreira no sistema antioxidante primario. Resultado semelhante foi
descrito por Cetin e colaboradores (2008) que descobriram que a irradiacdo diminuiu a
atividade da superdéxido dismutase nos tecidos homogenizados de figado e essas alteragdes
foram significativamente revertidas pelo tratamento com extrato de sementes de uva.

As enzimas catalase (CAT) e SODmit foram encontradas em niveis de controle para
todos os grupos. Este resultado € significativo e permite inferir dois pontos importantes: (a)
CAT inalterada sugere que o problema estd na fase de superdéxido do estresse oxidativo,
indicando que a ingestdo do suco de uva parece ser capaz de atuar na primeira fase (fase de
superoxido) da producdo de radicais livres no figado, e (b) SODmit com niveis de controle é
sugestivo de que o dano estd no nivel citoplasmatico, sem dano aparente a mitocondria. Como
Cecin e colaboradores (2008) verificaram que a irradiacdo diminuiu os niveis de CAT,
embora ndo seja 0 mesmo produto e ndo nas mesmas condi¢des experimentais, estudos
complementares precisam ser realizados para confirmar os resultados encontrados no trabalho

de tese.
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A diminuicdo na atividade da GPx no grupo irradiado ndo suplementado (I-GL) pode
ser indicativo de acdo reduzida do sistema antioxidante ndo-enzimatico (GSH, por exemplo).
A glutationa peroxidase também pode metabolizar hidroperéxidos lipidicos a acidos graxos
ndo reativos. Assim, variagdes na atividade da GPx podem ser ligadas a variagbes na
peroxidacdo lipidica. Para o grupo suplementado com BGJ (I-GJ) a atividade da GPx foi
encontrada em niveis de controle, sugestivo de ag@o protetora do BGJ sobre o sistema
antioxidante primdrio. Além disso, uma diminuicdo da concentracio de GSH € encontrada
para o grupo irradiado ndo suplementado I-GL. Por outro lado, o grupo suplementado BGJ
apresentou GSH intracelular no nivel de controle. Como GSH desempenha um papel
importante na catalizagdo de H,O, este resultado estd de acordo ao encontrado para a CAT
corroborando a ideia de acdo protetora do BGJ na fase inicial do estresse oxidativo. A
diminui¢do de GSH e atividade da GPx no grupo I-GL provavelmente sdo correlacionados.

O grupo suplementado com BGJ mostrou um aumento da razdo GSH / GSSG, devido
a menor quantidade de GSSG no grupo I-GJ. O suco de uva parece aumentar a quantidade de
GSH intracelular no figado, que se torna disponivel para servir como cofactor para ag¢do da
GPx e aumento da eliminacdo de espécies reativas.

A fim de investigar a extensdo do dano induzido pela radiacdo transmitida ao tecido do
figado, p53 e PARP-1 foram avaliadas como marcadores de morte celular. Infelizmente, nao
encontramos estudos semelhantes, investigando o efeito de produtos de uva na expressdo da
pS53, e PARP-1 como biomarcadores para danos induzidos por radiagdo X. Como pode ser
visto na Figura 3B do artigo 2, considerada a PARP-1, I-GJ apresentou diferencas em relacio
a I-GL e NI-GL, sugestivo de uma possivel tendéncia pré-apoptdtica, embora a expressdo da
proteina p53 no figado tenha sido a mesma para todos os grupos (Figura 3C). Além disso, ndo
foram observadas alteracdes histoldgicas, bem como as diferencas de danos no DNA entre os
tratamentos. Estes resultados podem indicar que, na fase inicial da exposicao aguda a radiacdo
de corpo inteiro aqui investigada, ndo hd nenhuma atividade detectivel de apoptose,
alteracdes histoldgicas e danos ao DNA. No entanto, estudos complementares para avaliar a
radioprotectividade cronica da ingestdo ad libitum de BGJ precisam ser realizados a fim de
observar a agdo radiomodificadora da ingestdo do BGJ sobre estes pardmetros biolégicos.

Em sintese, o conjunto dos resultados sugere que o efeito radiomodificador protetor do
suco de uva estd relacionado a diminuicdo do impacto oxidativo da radia¢do ionizante.
Entretanto, investigagdes adicionais analisando tal impacto em outros 6rgdos e também em
outras condi¢des de exposi¢cdo da radiacdo (dose, taxa de dose e tipo de radiacdo) devem ser

realizadas com a perspectiva de se complementar e reproduzir os achados aqui descritos.
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Por fim, € importante comentar aspectos relacionados a construgdo do delineamento

experimental e suas possiveis limitagdes metologicas.

5.4 Consideracoes metodologicas

Uma vez que existem diversos tipos de radiagdo ionizante é importante que seja
comentado alguns aspectos relacionados a escolha dos raios-X para a realizagdo dos
experimentos aqui apresentados.

Os raios-X utilizados nos experimentos foram estrategicamente escolhidos em funcio
da relativa baixa energia e razodvel poder de penetragdo em amostras bioldgicas, além de
suporte na literatura. A baixa energia dos raios-X é preferencial para efeitos de ejecdo
eletronica por efeito fotoelétrico, o que favorece os processos de ionizagdo e consequente
aumento da toxicidade radioinduzida.

Um dos aspectos criticos no estudo foi a escolha de como seria feita a suplementacio
do suco de uva em ratos. Tradicionalmente estudos em modelos experimentais que testam
farmacos ou compostos utilizam um sistem altamente controlado de suplementacio no qual o
mais comum € a gavagem ou a aplicacdo intraperitoneal dos mesmos. Com esta estratégia
metodolégica os pesquisadores conseguem saber a exata quantidade e concentragdo de
composto que foi administrada.

Ainda que este procedimento metodoldgico seja altamente qualificado, como o objeto
do estudo era a averiguacdo da suplementagdo de um alimento e seus efeitos radioprotetores
em sintomas da SAR a utiliza¢do da gavagem como método experimental de administragdo do
suco apresentava limitacdes importantes. Uma delas diz respeito ao possivel efeito do
consumo do suco no comportamento alimentar do rato (efeito anorético). Como estudo
anterior (Saada et al., 2009) havia ja descrito que o extrato de sementes de uva apresentava
efeito radiomodificador protetor no metabolismo oxidativo e tais autores utilizaram a
gavagem como método de administracdo, o estudo aqui realizado dedicou sua atencdo em
averiguar o quanto este efeito seria mantido em condi¢des mais proximas a realidade humana.
Por este motivo, conscientes das limitagdes associadas que o consumo ad libidium do suco de
uva pudesse causar, principalmente ao possivel aumento na variabilidade dos resultados,
optou-se por este método. Os resultados obtidos sugerem que mesmo em situagdo de escolha

no consumo do suco de uva e variacdo na quantidade de ingestdo didria por animal (2 a 10
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mL), este alimento possui claros efeitos de protecdo contra sintomas agudos caracteristicos da
SAR.

Outra questdo que poderia ser limitante no estudo diz respeito ao tamanho pequeno da
amostra investigada. Uma vez que estes experimentos foram conduzidos nas dependéncias do
Departamento de Biomedicina da Universidade de Ledén, Espanha, que segue protocolos
rigorosos de ética em pesquisa animal, a amostra investigada foi considerada adequada para
esta primeira etapa da investigagdo sobre os efeitos radiomodificadores positivos da
suplementag¢do do suco de uva. Com base nos resultados obtidos, investigacdes adicionais
deverdo ser delineadas e conduzidas, incluindo a partir dos resultados obtidos, uma
metodologia em que a ingestdo controlada de suco de uva (administrada por gavagem) seja

realizada a fim de refinar as andlises e diminuir a variagdo na resposta das mesmas.



6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos dos trabalhos apresentados que compdem a tese e
suas possiveis limitacdes metodoldgicas relacionadas pode ser inferido que existe efeito

radioprotetor do suco de uva pelos seguintes aspectos observados no estudo:

*  Modulacao diferencial da perda de peso corporal.

*  Modulacdo do metabolismo oxidativo uma vez que a maior parte destes parimetros
foram similares comparando o grupo irradiado tratado com o suco de uva aos grupos

ndo-irradiados.

* O suco de uva parece agir no sistema antioxidante primério hepético em fases iniciais
do estresse induzido por radiag@o, sendo razodvel inferir que a ag¢do (provavelmente

dos flavondides) concentra-se na fase de dismutacio dos superdxidos.

* Uma vez que ndo foi verificado dano no DNA e alteragdes histoldgicas no grupo

irradiado ndo foi possivel avaliar o efeito radiomodificador do suco nestas varidveis.

* Estudos complementares precisam ser conduzidos considerando ingestdo controlada e

nao controlada, dentre outras varidveis nao avaliadas aqui.

* O suco de uva utilizado no trabalho de tese por ndo apresentar a¢do radiomodificadora
sobre os pardmetros hematoldgicos, nio interefere no protocolo de Andrews,
permitindo a estimativa da dose. Esta caracteristica potencializa ainda mais sua
aplicacdo em operacdes envolvendo potencial exposicdo a campos de radiacdo

ionizante.

* Os resultados apéiam a hipétese de que o suco de uva utilizado é um alimento
com efeito radioprotetor e com potencial para aplicacio em operacoes militares e
de emergéncias envolvendo risco potencial de exposicio radiolégica ou nuclear

aguda de corpo inteiro.



7 PERSPECTIVAS FUTURAS

O estudo da Radiobiologia ¢ moderno e carece de maiores investimentos para seu
crescimento tanto no Brasil como no Globo como um todo. A exposi¢do as radiacdes de
diversas origens, energias e formas é inevitavel e o seu uso estd cada vez mais difundido na
Sociedade Moderna.

Desta forma, aproveitando o carater multidisciplinar desta particular ciéncia, faz-se
necessdrio a criacdo de um sistema integrado de pesquisa que investigue os fendmenos
radiobioldgicos a luz das reais necessidades humanas, como a radioterapia e protecdo aos
envolvidos tanto na geracdo de energia como no atendimento as emergéncias, além do
especial capitulo das a¢des miltiares e contra terrorismo.

Ha a perspectiva de desenvolvimento de estudos mais avangados envolvendo modelos
celulares e in vivo dando continuidade aos resultados provenientes deste trabalho, em parceria
com o Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN), 6rgdo do Governo Federal com
sede em Sao Paulo, o Centro Tecnologico do Exército (CTEx), Instituto Militar de
Engenharia (IME) e o Instituto de Radioprote¢do e Dosimetria (IRD), todos com sede no Rio
de Janeiro.

Dos resultados referentes a expressdo das proteinas envolvidas na resposta primdria
antioxidante hd a perspectiva de um trabalho conjunto com a Universidade de Sydney na
Austrilia, onde se propde desenvolver um modelo de estudo da resposta mitocondrial a
irradiacdo em ambientes enriquecidos com flavondides. Este modelo foi sugestdo de nosso
grupo e pretende verificar alteracdes da atividade enzimadtica no sitio de enzimas especificas

da cadeia transportadora de elétrons na membrana mitocondrial.
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Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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