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RESUMO

Estudos epidemioldgicos demonstraram que a exposi¢do humana aos metais da transicao esta
associada as doencas neurodegenerativas. A exposi¢do ocupacional aos solventes e aos metais
como ferro, manganés, cobre, chumbo ou zinco tem sido associada com a doenca de
Parkinson e a exposicdo ao aluminio parece ter relacdo com a doenca de Alzheimer.
Consequentemente, os danos oxidativos podem estar relacionados as agdes neurotoxicas
destes metais. O nosso objetivo € estudar o estresse oxidativo no cérebro e as alteracdes
comportamentais de ratos expostos ao residual oil fly ash (ROFA) por 30 dias. Ratos Wistar
foram expostos ou ndo ao ROFA por instilacdo intranasal e tratados ou ndo com a n-
acetilcisteina (NAC) (150 mg/Kg) i.p. por 30 dias. Ap06s o primeiro, oitavo e trigésimo dias,
os animais foram testados no campo aberto. Os ratos foram sacrificados, o céerebro foi
dissecado e o estriado e o cerebelo retirados. As estruturas foram homogenizadas e testadas
para determinar o estresse oxidativo (EO). A experiéncia foi feita no verdo e no inverno. O
grupo ROFA no inverno apresentou uma concentracdo mais elevada do malondialdeido
(MDA\) independente dos tratamentos em comparacdo ao verdo (p=0.001). Por outro lado, no
verdo, o grupo ROFA apresentou a concentracdo de MDA mais elevada e a NAC protegeu o
estriado do EO. A respeito do cerebelo, ndo houve alteracdo na concentracdo de MDA tanto
no verdao como no inverno (p=0.120 para o verdo; p=0.252 para o inverno). Em relacdo ao
comportamento dos animais no campo aberto, avaliou-se a motricidade (andar periférico,
levantar, explorar) e a emocionalidade (andar central, grooming e nimero de bolos fecais). Os
animais do grupo ROFA e ROFANAC apresentaram uma diminuicdo maior da motricidade
no inverno em comparacdo ao verdo. Observou-se, no decorrer do tempo, uma diminuicao

gradual destes comportamentos, o que demonstrou a habituacdo dos animais ao teste do



campo aberto. A emocionalidade dos grupos ROFA e ROFANAC diminuiu por que tanto no
inverno como no verdo os animais fizeram menos grooming e andaram menos no centro do
campo. Portanto, nosso estudo demonstrou que o ROFA causou EO no estriado sendo este
protegido pela NAC. Entretanto, a NAC ndo protegeu das altera¢cdes comportamentais. Assim,
a inalacdo do ROFA esté associada ao EO, mas esta ndo influencia diretamente nas alteracdes

comportamentais apresentadas pelos animais.



ABSTRACT

Background: Epidemiological studies have demonstrated that exposure to transition metals is
associated with neurodegenerative disorders. Occupational exposure to solvents and metals as
iron, manganese, copper, lead or zinc are associated with Parkinson’s disease while
aluminium associated with Alzheimer’s disease. Therefore, oxidant damage may be related to
the neurotoxic actions of these metals.

Obijectives: To study oxidative stress in brain and behavioral alterations in rats exposed to
ROFA for 30 days.

Methods: Wistar rats, male, 45 day of life, were exposed or not to ROFA by intranasal
instillation and were treated with n-acetylcysteine (NAC) (150 mg/Kg) or not i.p. for 30 days.
In 1, 8, 30 days animals were tested in open-field. Rats were sacrificed and brain was
separaded in striatum and cerebellum. The structures were homogenizated and tested for
oxidative stress (OS). The experiment were done in summer and winter.

Results: ROFA group in summer presented higher malondyaldeyde concentration (OS) as
compared with winter (p=0.001). In summer, ROFA group had higher MDA and NAC protect
striatum from OS. In winter all values of MDA were higher in striatum and there were not
significative differences among groups. Regarding cerebellum, anything was observed
(p=0.120 for summer; p=0.252 for winter). Rats demonstrated in open-field more movement
(higher frequency of rearings and exploration) in summer than in winter during time of the
experiment.

Conclusions: In conclusion, our study demonstrated that ROFA inhalation was associated

with OS at the striatum level, but this alteration did not impact, directly, behavioral changes.
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1 INTRODUCAO

1.1 MATERIAL PARTICULADO

No final do século XX, varios episodios foram reconhecidos como marco para o inicio
dos estudos sobre polui¢do e satde humana. O primeiro evento ocorreu de 1 a 5 de dezembro
de 1930 no Vale Meuse, na Bélgica. As condi¢bes atmosféricas estaveis e a poluicdo
proveniente de Liege, na Bélgica, contribuiram para o acimulo de poluentes como diéxido de
enxofre, acido sulfarico e gas fluoreto. Nos Ultimos dias deste evento, mais de 60 pessoas
morreram, 0 que correspondeu a uma taxa de mortalidade 10 vezes maior do que a normal
nesta regido. Outro caso ocorreu em Donora, sudeste da Pensilvania, Estados Unidos. Em
1948, de 27 a 30 de outubro houve um acimulo de poluentes na atmosfera nesta regido devido
a um episodio de inversdo térmica, o que resultou em 20 mortes. A taxa de mortalidade em
Donora e na regido de Webster Hollow, ap6s o pico de poluicdo atmosférica foi seis vezes
maior do que a normal (BELL et al., 2004; BELL et al., 2001). Entretanto, o episddio mais
importante ocorreu em 1952 na cidade de Londres, na Inglaterra. Na época, uma massa
estacionaria de ar de alta pressdo pairou sobre a cidade persistindo por cinco dias. As
emissdes de particulas eram provenientes do aumento da queima doméstica de carvao devido
as temperaturas baixissimas do inverno, das industrias e da combustdo de diesel pelos
veiculos automotores. Além disto, as concentracdes de didxido de enxofre e de fumaca
aumentaram, porque ndo ocorria a dispersdo do ar atmosférico. Assim, como a camada de ar
junto a superficie terrestre ndo se renovava, os poluentes ficaram concentrados e formaram
uma nuvem negra sobre a cidade (HUNT et al., 2003). Este evento resultou em 12.000 mortes
entre dezembro de 1952 e fevereiro de 1953. Apesar desta situacdo catastréfica, este

acontecimento impulsionou as pesquisas nesta area.
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Atualmente, em varias partes do mundo ainda existem poluentes em excesso no ar
atmosférico. Ezzati et al. (2002) estimaram em 800.000 e 1.600.000 mortes anuais devido a
exposicdo ao meio externo e ao interno respectivamente, como, por exemplo, ao ar livre em
um distrito industrial e no interior dos edificios no centro de uma metrépole. Portanto, o
estudo dos efeitos da poluicdo sobre a saude servira de alerta para que as autoridades tomem
providéncias com o objetivo de prevenir a emissdo de um grande ndmero de particulas no ar.

Entre as formas de prevencdo destacam-se: o rodizio das placas dos carros nas
metropoles a fim de diminuir as emissfes provenientes dos veiculos automotores e a
colocacdo de filtros nas chaminés de refinarias, siderdrgicas, polos petroquimicos, industrias e
fabricas. O Estado pode, além disto, criar leis mais rigidas em favor do meio ambiente. As
penas como multas e prisdo deveriam ser aplicadas de forma exemplar, e 0s responsaveis
pelos desastres ecoldgicos teriam a obrigacdo de recuperar a area atingida.

A poluicdo atmosférica faz parte do nosso cotidiano nas grandes cidades sendo
formada por uma mistura de sélidos, liquidos ou gases suspensos no ar. Especificamente, o
material particulado é uma mistura complexa de componentes organicos e inorganicos que
podem variar em proporcdo e composicdo diariamente. Individualmente, estas particulas sao
invisiveis, mas, coletivamente, podem aparecer como nuvens ou “massa” escura que fica
suspensa no ar por longo periodo de tempo, sendo movimentada pelos ventos. O tamanho das
particulas é variado e as mesmas sao classificadas conforme o didmetro aerodindmico em
grossas, particulas com didametro entre 10 e 2,5 micra; finas, didmetro entre 2,5 e 0,1 micra; e
ultrafinas, didmetro menor do que 0,1 micron. Estas duas ultimas possuem um grande poder
de penetracdo apds serem inaladas pelo ser humano e sdo responsaveis pelas acdes toxicas
provocadas através da exposicdo a poluicdo do ar (Environmental Protect Agency, 2006;

KAISER et al., 2000; SCHWELA et al. , 2000).
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As fontes destes poluentes sdo variaveis e subdividem-se em: diretas - as particulas
sdo liberadas pelos veiculos automotores, fabricas, queima de madeira, entre outras; e
indiretas - as particulas sdo geradas pela reacdo de gases formados a partir da queima de
combustiveis fosseis com a luz solar e o vapor de &gua (Environmental Protect Agency,
2006). Os componentes do material particulado podem incluir nitratos, sulfatos, compostos
organicos, material bioldgico (endotoxinas) e uma variedade de metais (GURGUEIRA et al.,
2002).

A importéncia de misturas complexas tem sido reconhecida com base em um amplo
estudo epidemioldgico que examina a relagcdo entre os niveis de particulas no ar e morte, nos
Estados Unidos (Health Effects Institute, 2006). Este estudo demonstrou que a exposicéo
aguda ou crdnica ao material particulado contribuiu para o aumento de admissdes hospitalares
e de morbimortalidade de doencas cardiopulmonares, especialmente em pacientes de faixas
etarias extremas e com doencas respiratdrias crénicas pré-existentes, tais como asma e
bronquite (KAISER, et al., 2000; SCHWELA, et al., 2000). Em 2004, Samet e colaboradores
demonstraram que o material particulado também esta associado ao baixo peso dos neonatos
nascidos de maes expostas durante a fase gestacional.

No panorama nacional, existem estudos que se referem a associacdo entre a
mortalidade de criancas e idosos e a exposicdo aos poluentes (SALDIVA, et al.,1995,
SALDIVA, et al., 1994), aos problemas respiratérios em criancas e a poluicdo do ar
(SOBRAL, 1989), ao aumento das admissdes hospitalares de criangas e de adolescentes
expostos a poluicdo do ar (BRAGA, et al., 2001) e ao aumento da mortalidade intrauterina em
fetos de maes expostas a poluicdo (PEREIRA, et al., 1998).

Estes acontecimentos coincidem com o aprimoramento da tecnologia vinculada a
métodos de colheita, de determinacdo e de caracterizacdo do material particulado em amostras

urbanas (SIOTAS, et al., 1995), possibilitando o desenvolvimento de estudos experimentais,
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tanto em animais como em cultura de células para a deteccdo de sitios alvo, bem como a
compreensdo dos mecanismos de toxicidade destas particulas.

Estudos que utilizam diferentes modelos experimentais tém demonstrado que o dano
tecidual causado por estas particulas ndo ocorre somente no coragdo e no pulmdo. A
exposicdo ao material particulado na fase gestacional de camundongos fémeas pode estar
associada ao aumento dos efeitos deletérios no &cido desoxi-ribonucléico nos seus fetos
(RELIENE et al., 2005). Por sua vez, a exposicao crénica de camundongos fémeas por quatro
meses as particulas pode estar associada também a alteracdo na fertilidade feminina
(MOHALLEM et al., 2005).

Existem estudos na literatura que relacionam o local de coleta do material particulado,
a composicao quimica, o diametro aerodindmico das particulas, as estagdes do ano e os efeitos
sobre a salude humana (BECKER et al., (2005); BALLESTER et al., 1997; Companhia de
saneamento ambiental do estado de S&o Paulo, 2006; MIZOUE et al., 2004; SIOTAS et al.,
2005; STEERENBERG et al., 2004).

Quanto a composi¢do quimica, pesquisadores concluiram que o material particulado
apresenta concentragdes diferentes de metais de transi¢cdo que variam de acordo com o local
da coleta do material. Wellenius e colaboradores (2002) obtiveram o residual oil fly ash
(residuos da combustdo de combustiveis fosseis) composto por particulas ricas em enxofre,
silica, ferro, calcio, aluminio, niquel e vanadio coletados na area de Boston (EUA); Medeiros
e colaboradores (2004), residual oil fly ash composto na sua maior parte por manganés (1977
+14 ng/g do po das particulas) em relagdo aos outros metais de transicdo como bromo, césio,
cobalto, cromo, ferro, lantaneo, rubidio, estréncio, vanadio, zinco coletados em uma
siderurgica no estado de Sao Paulo (Brasil) e Lambert e colaboradores (2002), residual oil fly
ash rico em vanadio, ferro e niquel que foi coletado na area de Birmingham (EUA). Além das

fontes de emissdo, a composicdo do material particulado depende dos ventos, massas de ar,
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chuvas, episddios de inversao térmica e das estacfes do ano. As condi¢Ges meteoroldgicas do
inverno favorecem a formacédo de material particulado possivelmente por que hd 0 aumento na
condensacao de vapores organicos e a diminuicdo da renovagdo do ar atmosférico. Este fato
esta relacionado com o fendmeno da inversdo térmica que se caracteriza pela presenca de uma
camada de ar quente que se sobrepde a uma camada de ar frio, impedindo 0 movimento
ascendente do ar fazendo com que os poluentes se mantenham proximos a superficie. Este
fendmeno é mais frequente no inverno, periodo em que as camadas de inversao sdo mais
baixas principalmente durante a noite. Em um ambiente com uma grande circulagdo de
veiculos automotores e numero de industrias, este fenémeno pode levar as altas concentragdes
de poluentes ocasionando o aumento nos problemas de salde da populagdo como 0s
respiratorios (Companhia de Saneamento Ambiental do estado de Sdo Paulo, 2006). Siotas e
colaboradores (2005) demonstraram que a composi¢do do MP pode, em parte, contribuir para
a variagdo sazonal dos efeitos sobre a saude humana. Eles demonstraram que as particulas
ultrafinas (<0,1 micra), em maior quantidade na atmosfera no inverno, sao capazes de induzir
reacOes inflamatorias maiores nos pulmdes por unidade de massa de material particulado
devido ao seu numero elevado e a area maior da superficie de contato, o que facilita a
deposicdo nos tecidos. Estudo experimental em animais sensibilizados com ovoalbumina
demonstrou um aumento de IgG e IgE quando os camundongos eram expostos ao MP no
inverno em comparagao com o verdo e a primavera (STEERENBERG et al., 2004). Também,
Mizoue e colaboradores (2004), que estudaram a sindrome do “edificio doente” no inverno e
na primavera, demonstraram que existe o risco 1,6 maior de aumentar a producdo de muco
pelo sistema respiratorio e de pele seca devido a sujidade do ar nos escritorios. Entretanto,
ainda ndo existem estudos que demonstrem a existéncia de uma associacdo entre 0
desenvolvimento de doencas neurodegenerativas, psiquiatricas e a exposicdo ao material

particulado. Tem sido mostrado, na literatura, que a exposi¢ao aos metais de transicdo como o
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ferro, o cobre e o aluminio que compdem o material particulado, provavelmente esta
associada a fisiopatogenia da doenca de Parkinson e do mal de Alzheimer (BARNHAM et al.,
2004; HALLIWELL et al., 1992). O homem, geralmente, se expde a estes metais durante a
sua jornada de trabalho em locais insalubres como minas, siderdrgicas, metalurgias, inddstria
de tintas e termoelétricas (SEIDLER et al., 1996). Esta exposi¢do no seu dia a dia pode se
constituir em um problema de salde publica. Estudo epidemiolégico realizado na regido
metropolitana de Detroit (EUA) concluiu que se o individuo se expusesse por mais de 20 anos
ao cobre e ao ferro, haveria um risco de 3,69 vezes maior de desenvolver a doenca de
Parkinson. Se a exposicao fosse ao ferro e ao chumbo, este risco seria 2,64 mais elevado de
desenvolver a doenca de Parkinson (GORELL et al., 2004; LAI et al., 2002). Em relacéo ao
mal de Alzheimer, a exposi¢do ao aluminio é um fator de risco para a doenca. Estudo
epidemiolégico ecoldgico realizado na Noruega em municipios agrupados de acordo com a
concentracdo de aluminio na &gua demonstrou que até 0,05 mg/ml, entre 0,05 e 0,20 mg/ml e
acima de 0,20 mg/ml deste elemento o risco para a deméncia era equivalente a 1; 1,15 e 1,32
para os homens e, 1; 1,19 e 1,42 para as mulheres respectivamente (FLATEN et al., 1990
apud FLATEN, 2001; FLATEN et al., 1986 apud FLATEN, 2001; VOGT et al., 1986 apud
FLATEN, 2001). Estes resultados mostraram que existia uma relagdo dose-resposta, isto €,
quanto maior fosse a concentracdo de aluminio na dgua, maior seria o risco para a deméncia
em homens e mulheres. Forbes et al citado por Flaten (2001) estudaram a relacdo entre a
funcdo cognitiva e as concentragdes de aluminio na &gua. Eles concluiram que individuos
expostos a altas concentra¢fes de aluminio (acima de 0,88 mg/ml) e baixas de fluoretos
(abaixo de 0,88 mg/ml) teriam um risco 2,72 vezes maior de apresentar deméncia em
comparacdo aos individuos expostos a condicdo inversa (FORBES et al.,, 1992 apud
FLATEN, 2001; FORBES et al., 1994 apud FLATEN, 2001; FORBES et al., 1995 apud

FLATEN, 2001). Mckhann et al citado por Flaten (2001) analisaram, em 1984, uma coorte de
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3.777 de homens e mulheres idosos e diagnosticaram o mal de Alzheimer através do método
do Instituto Nacional de Desordens Neuroldgicas, de Comunicacdo, Derrame e Mal de
Alzheimer. Os pesquisadores ajustaram o risco relativo para o0 mal de Alzheimer para idade,
sexo, local onde os pacientes fixaram residéncia e o consumo de vinho e concluiram que as
pessoas expostas a agua com concentragdes maiores que 0,10 mg/ml de aluminio
apresentaram um risco 2,74 vezes maior para a doenca (MCKHANN et al., 1984 apud
FLATEN, 2001). Ja Kilburn et al. (1998) estudaram se a reciclagem de aluminio no sudeste
dos EUA estava relacionada as alteragdes neurocomportamentais e as doengas pulmonares.
Ele demonstrou que dos trabalhadores expostos ao aluminio, 19,5% apresentaram depressdo
(p=0,035) e 41,5%, bronquite cronica (p=0,005). A prevaléncia da depressdo nos
trabalhadores expostos foi maior do que nos controles (3,9%) (KILBURN et al., 1998).
Portanto, existe uma relagdo entre os metais de transicdo e a fisiopatogenia das doencas
neurodegenerativas, no caso, a doenca de Parkinson e o mal de Alzheimer.

Dentre 0s mecanismos que buscam explicar a toxicidade do material particulado
cabem ressaltar os dois mais investigados:

a) Acdo direta: as particulas podem atingir diferentes tecidos exercendo a sua
atividade toxica. Esta acdo corrobora a idéia de que as particulas finas e, especialmente, as
ultrafinas podem ter uma distribuic&o sistémica danificando as células alvo localizadas a uma
distancia razoével do seu sitio de absorcédo (pulméo).

b) Acdo indireta: Stringer e Kobzik (1998) sugeriram que a toxicidade destas
particulas poderia estar relacionada ao aumento da geracdo de espécies reativas de oxigénio
em células alvo. Estudo experimental realizado por Gurgueira e colaboradores (2002),
confirmou esta hipotese, determinando que a exposicdo de ratos por 5 h a um concentrado de
particulas causava um aumento do estresse oxidativo no pulmao e no coracdo destes animais.

Dois anos mais tarde, Rhoden e colaboradores (2004) demonstraram que o estresse oxidativo
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¢ um mediador importante da resposta inflamatoria pulmonar induzida pela exposicdo ao
material particulado. Assim, a interacdo do material particulado inalado com os macréfagos
pulmonares induz a formacao de espécies ativas de oxigénio que podem modular a liberacao
de citocinas pro-inflamatdrias. Estas espécies afetam o sistema cardiovascular causando um
aumento do tdnus simpético e, consequentemente, um aumento na freqiiéncia cardiaca
(GODLESKI et al, 2000; LOVETT et al., 2002).

O encéfalo é mais sensivel as espécies reativas de oxigénio que os outros 6rgdos como
coracdo, pulmdes e figado (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1998). Em primeiro lugar, 0o
encéfalo é composto, na sua maior parte, por lipideos. Assim, as espécies reativas de oxigénio
provocardo a reacdo em cascata de lipoperoxidacdo a partir dos lipideos de membrana e
causardo, conseqlentemente, alteracdes na sua estrutura e permeabilidade, a perda da
seletividade na troca ibnica, o acumulo de lipoperdxidos no meio intracelular, a liberagcdo do
contelldo das organelas, como as enzimas hidroliticas dos lisossomas, e a formacdo de
produtos citotoxicos (malondialdeido), culminando na morte celular por apoptose
(FERREIRA et al., 1997; HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1998). Segundo, as enzimas
antioxidantes como a catalase, superdxido dismutase sdo encontradas em pouca quantidade e
a glutationa peroxidase, em maior concentragdo no cerebro. A catalase, a superdxido
dismutase e a glutationa peroxidase, que fazem parte da primeira linha de defesa antioxidante
do organismo, atuam como detoxificadoras do agente antes que ele cause lesdo. J& a segunda
linha de defesa tem a fungdo de reparar o dano ocorrido, sendo constituida pelo ascorbato
(vitamina C). Como a catalase estda em baixa concentracdo no cérebro, esta degradara uma
menor quantidade de perdxido de hidrogénio, um dos produtos da cadeia de transporte de
elétrons na mitocondria. Este per6xido de hidrogénio em excesso reagira com 0s metais de
transicdo e resultard no radical hidroxil, o mais toxico entre todas as espécies reativas de

oxigénio. Este radical possui uma alta afinidade por cada molécula encontrada nas células
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vivas. O hidroxil pode causar a quebra das ligas duplas do &cido desdxi-ribonucleico,
alteracBes quimicas na dedxiribose, nas bases puricas e pirimidicas, nos lipideos de membrana
(lipoperoxidagdo) e a oxidagdo de proteinas. Todos estes eventos causardo problemas na
cadeia de transporte de elétrons na mitocondria, na liberacdo do célcio intracelular, na inducéo
de proteases e a lipoperoxidacao levando a morte celular apoptética (GERLACH et al., 1994).
O radical hidroxil leva a producdo de aldeidos citotoxicos via lipoperoxidacdo como o
malondialdeido. Além disso, a lipoperoxidacdo causara a perda gradual da fluidez da
membrana plasmatica, o que aumenta a sua permeabilidade aos ions célcio. Se este processo
for adiante, a membrana perderd a sua integridade e as enzimas e 0s receptores serdo
desativados (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1985). J4& a baixa concentragdo de
superdxidodismutase leva a uma maior quantidade do radical &nion superéxido (FERREIRA
et al., 1997; HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1998). Como ndo ha uma quantidade suficiente
de superdxidodismutase para catalisar a reacdo de dismutagdo entre o anion superéxido e um
préton a fim de produzir peréxido de hidrogénio, sobrara um excesso desta espécie reativa de
oxigénio. Assim, o0 anion superdxido em excesso desencadeara a reacdo de lipoperoxidacao.
Por sua vez, a glutationa peroxidase catalisara a reacdo da reducdo da glutationa em dissulfeto
de glutationa com o objetivo de oxidar o peroxido de hidrogénio a agua. Desta maneira, a
glutationa peroxidase se encarregara de retirar o excesso de perdxido de hidrogénio evitando a
producdo do radical hidroxil e, consequentemente, a iniciacdo da lipoperoxidacdo
(BHARATH et al., 2002; FERREIRA et al., 1997; HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1998). O
ascorbato faz parte da segunda linha de defesa antioxidante contra as espécies reativas de
oxigénio. Os neur6dnios e as células da glia possuem um sistema de transporte ativo para o
ascorbato. Este composto somente sera um antioxidante na auséncia dos metais de transic&o.
Todavia, se 0 mesmo estiver na presenca de Fe*? ou de Cu™ podera formar um complexo que

levara a producdo de espécies reativas de oxigénio no sistema nervoso central. Desta forma,
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se a ferritina liberar o ferro e a ceruplasmina, o cobre no encéfalo, estes serdo agentes
oxidantes téxicos e provocardo danos no tecido neuronal através da producdo de espécies
reativas de oxigénio pela sua reacdo com o ascorbato (HALLIWELL, 1992). Terceiro, vérias
areas nobres do cérebro como a substéncia nigra pars compacta e o globo palido s&o ricas em
ferro. Este metal de transicdo esta ligado na sua forma oxidada a ferritina. Esta proteina de
armazenamento impede que ocorra a reducdo do Fe** ao Fe*? Assim, o Fe*? ndo reagira com
o0 peroxido de hidrogénio e ndo produzird o radical hidroxil. O ferro ainda exerce funcGes
essenciais no cérebro especialmente na aprendizagem e na memoria. Sugere-se que o ferro se
faz necesséario para que certos neurotransmissores se liguem corretamente aos seus respectivos
receptores. Logo, uma concentracdo alta de ferro é necessaria, principalmente durante o
desenvolvimento do organismo humano. Entretanto, a presenca deste pode causar danos as
celulas neuronais, via reagdo de Fenton, provocando a morte celular (figura 1)

(HALLIWELL, 1992).

O+e-=0,°"

20, + 2H' SOD = H,O, + 03

Fe'?’+ H,0, = °‘OH+ OH + Fe™(a)

cu + H,0, = °OH + OH- + Cu™(b)

Figura 1: Representacdo esquematica das reacGes de oxi-reducdo; a, b: reacdes de

Fenton (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1998).
Pesquisadores ja demonstraram que existe uma relacdo entre o alto contetido de ferro

no sistema nervoso central, o estresse oxidativo e a fisiopatogenia das doengas

neurodegenerativas como doenca de Parkinson e mal de Alzheimer.
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A doenca de Parkinson é caracterizada pela perda progressiva de neurbnios
dopaminérgicos na substancia nigra pars compacta. A degeneracdo dos neurbnios
dopaminérgicos, pigmentados pela neuromelanina, na substancia nigra pars compacta e a
deficiéncia de dopamina no estriado sdo as bases da doenca de Parkinson. As causas da
degeneracédo destes neurdnios ndo foram totalmente elucidadas. Sugere-se que a degeneragéo
neuronal esteja associada aos processos tdxicos envolvendo as espécies reativas de oxigénio
como o perdxido de hidrogénio e o radical hidroxil. A hip6tese do estresse oxidativo refere-se
a um desequilibrio entre oxidantes celulares, em maior concentracdo, e 0s antioxidantes, em
menor concentracdo. O estresse oxidativo devido a producdo de espécies reativas de oxigénio
pode acarretar na lipoperoxidacdo gerando lipoperoxidos que se acumulardo na célula
levando-a a morte celular por apoptose. Além disso, nas células nervosas dopaminérgicas, o
perdxido de hidrogénio é gerado a partir da degradagdo da dopamina pela monoaminooxidase
B e, ndo enzimaticamente, pela auto-oxidacdo deste neurotransmissor in vivo (GOTZ et al.,
2004). Os pacientes portadores da doenca de Parkinson possuem uma concentracdo alta de
ferro na substancia nigra pars compacta e no globo pélido. Por isso, Fe*? ou de Cu** reagem
com o excesso de peroxido de hidrogénio produzindo o radical hidroxil (reacdo de Fenton)
(figura 1) (AMEIJEIRAS et al., 2004). Como os pacientes perdem 0s neur0nios
dopaminérgicos da substancia nigra pars compacta e hd uma diminuicdo da dopamina no
estriado, eles apresentam sintomas como bradicinesia, tremores, dificuldades para iniciar 0s
movimentos e problemas de equilibrio (CARLSON, 2002).

O mal de Alzheimer é caracterizado patologicamente pela presenca de emaranhados
neurofibrilares e placas senis de proteina beta-amildide (SIMONIANI et al., 1996). A maior
fonte da proteina beta-amil6ide no cérebro de pacientes com mal de Alzheimer provém dos
depdsitos em forma de placas senis. No encéfalo se encontram proteinas como a citocromo

P450, as ndo heme para o ferro, a tirosina e a triptofano hidroxilases que contém ferro. As
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regibes cerebrais que tém alto conteddo de ferro sdo a substancia nigra pars compacta, o
nucleo caudado, o putdmen e o globo pélido. No cérebro saudavel o ferro é armazenado pela
ferritina, o que previne o dano oxidativo. Entretanto, a presenca dos metais de transicdo como
o ferro, 0 zinco e o cobre nas placas senis podem ser importantes para a patologia da doenca.
Assim, o ferro no estado redox ativo (Fe*?) esta aumentado nos emaranhados neurofibrilares e
nas placas senis. Sabe-se que o ferro (Fe*?) catalisa a formacéo do radical hidroxil a partir do
perdéxido de hidrogénio, proveniente do metabolismo celular, (figura 1) e pode ser a causa do
aumento de estresse oxidativo observado no encéfalo dos pacientes com mal de Alzheimer.
Mais do que isto, muitos compostos que se acumulam nas placas beta-amildide e nos
emaranhados neurofibrilares podem estar envolvidos no estresse oxidativo (MILTON, 2001).
Por exemplo, 0 aluminio estabiliza 0 Fe*? impedindo a sua oxidac&o a Fe*® e a sua ligagdo a
ferritina, aumentando a concentracdo do ferro redox ativo. O excesso deste metal catalisara a
reacdo de Fenton (YANG et al., 1999). Como vimos anteriormente, o radical hidroxil,
produto desta reacdo, desencadeia uma série de processos que resultam em produtos toxicos
para as células e causam a morte celular por apoptose. Logo, as atividades pré-oxidantes da
proteina beta-amiléide e a capacidade do Fe*? e do Cu™ de aumenta-las podem ser
importantes. Os pré-requisitos para que as espécies reativas de oxigénio geradas pelas
proteinas beta-amildide exercam uma funcdo no processo de neurodegeneracdo sdo: a
producdo das espécies reativas de oxigénio mais estaveis e a captacdo das proteinas beta-
amiloide pelas células. Logo, sugere-se que a proteina beta-amildide necessita entrar ou se
ligar nas células para produzir as espécies reativas de oxigénio, a partir do seu conteido de
ferro redox ativo via reagéo de Fenton, e causar a morte celular. Portanto, o estresse oxidativo
pode ser uma manifestagdo precoce do mal de Alzheimer (BONDY et al., 1993, BENZI et al.,
1995, MILTON, 2004; PERRY et al., 2002). Estes estudos demonstraram que 0 estresse

oxidativo relacionado ao ferro e ao cobre pode ser um dos fatores causadores dos sintomas do
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mal de Alzheimer (perda da memoria, da cognicdo e as dificuldades para realizar tarefas

simples do dia a dia).
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2 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E ESTRESSE OXIDATIVO

2.1 TOXICIDADE DO OXIGENIO

Embora os organismos aerobios necessitem do oxigénio do ar para sobreviver, esta
substancia pode causar danos. Os sinais de toxicidade dependem da espécie, da idade, do
estado fisioldgico e da dieta. Ratos recém nascidos sobrevivem por mais tempo respirando
oxigénio 100% em comparacdo aos adultos, os quais desenvolvem sofrimento respiratorio. Ja
0s humanos adultos ao respirarem oxigénio 100% por vérias horas poderdo desenvolver dano
alveolar e fibrose pulmonar. As altas pressdes de oxigénio podem causar toxicidade aguda no
SNC dos seres humanos, sendo capazes de provocar convulsdes, o que pode acontecer com
mergulhadores ou pacientes colocados em cémaras hiperbaricas (BONDY et al., 1993;
CAMPBELL et al, 2001; HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1985; HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 1998; JUNQUEIRA et al., 2004; WILLIAM et al., 1991).

No organismo humano, o oxigénio é utilizado na respiracao celular. Esta molécula via
citocromo oxidase é reduzida a agua através da cadeia respiratdria (na mitocondria), com o
intuito de produzir ATP. No entanto, os 5% restantes de oxigénio sofrem reacdes de reducéo
incompleta (figura 2) gerando as EROS (quadro 1), as quais sdo extremamente reativas e

instaveis.

Figura 2. Representacdo esquematica das reacdes de reducdo incompletas do oxigénio a H,O

(HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1985; HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1998).
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Tabela 1. Exemplos de espécies reativas de oxigénio (HALLIWELL,

GUTTERIDGE , 1985; HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1998).

Espécies reativas de oxigénio

Superéxido O, *
Hidroxil * OH
Peroxil RO,*
Alcoxil RO*

Hidroperoxil HO;*

Peréxido de hidrogénio H,O,
Acido hipocloroso HOCI,
Ozbnio O,

Oxigénio singlet O*
Peroxinitrito ONOO’

Oxido nitrico NO

2.2 TIPOS DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

2.2.1 Radical &nion superéxido (O,

O radical anion superoxido ocorre em quase todas as células aerdbicas e é produzido

durante a ativacdo maxima de neutréofilos, mondcitos, macrofagos e eosinéfilos causada por

processos inflamatorios. Apesar de ser considerado pouco reativo em solucBes aquosas, tem

sido observada lesdo bioldgica secundaria em sistemas geradores de 02" (FERREIRA et al.,

1997).
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2.2.2 Radical hidroperoxil (HO,")

Representa a forma protonada do radical anion superdxido, ou seja, possui 0 proton
hidrogénio. Existem evidéncias de que o hidroperoxil é mais reativo do que o anion
superdxido por sua maior facilidade em iniciar a destruicio de membranas bioldgicas

(FERREIRA et al., 1997).

2.2.3 Radical hidroxil (COH )

E considerada a espécie mais reativa em sistemas bioldgicos. A combinagéo
;. o . . . P . . .
extremamente rapida do OH com metais ou outros radicais no proprio sitio onde foi

produzido confirma sua alta reatividade. Assim, se o radical hidroxil for produzido préximo
ao acido desoxi-ribonucléico e neste estiver fixado um metal, poderdo ocorrer modificacGes
nas bases puricas e pirimidicas, levando a inativacdo ou a mutacdo do acido desoxi-
ribonucléico. Além disso, este radical pode inativar varias proteinas (enzimas ou constituintes
da membrana celular) ao oxidar seus grupos sulfidrilas (-SH) a pontes dissulfeto (-SS) e,
iniciar a oxidacdo dos &cidos graxos poliinsaturados das membranas celulares (figura 3)

(FERREIRA et al., 1997; MILTON et al., 2004; PERRY et al., 2002).

2.2.4 Perdxido de hidrogénio (H,0,)

O peréxido de hidrogénio ndo é uma espécie radical por ndo possuir elétrons

desemparelhados na ultima camada. E uma molécula que passa para o meio intracelular
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facilmente através da difusdo passiva e participa da reacdo que produz o radical hidroxil

(figura 1) (FERREIRA et al., 1997).

2.2.5 Oxigénio singlet (*O,)

E a forma excitada do oxigénio molecular e ndo possui elétrons desemparelhados em
sua Ultima camada. O O, tem importancia em certos eventos biolégicos, mas poucas doencas

foram relacionadas a sua presenca (FERREIRA et al., 1997).

2.3 Reatividade das espécies reativas de oxigénio

As espécies reativas de oxigénio reagem com lipidios, proteinas e acido desoxi-
ribonucléico podendo provocar danos nas membranas celulares, mutagdes e acumulo de
produtos de degradacdo promovendo a morte celular. Estas reagdes ocorrem em diferentes
6rgdos do organismo como o coracdo, figado, pulmdes, rins, encéfalo entre outros (BONDY,
LEBEL, 1993; CAMPBELL et al, 2001; HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1985;
HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1998; JUNQUEIRA, et al., 2004; WILLIAM, et al., 1991).

Na figura 3 é demonstrada a representacdo esquematica do processo de lipoperoxidacéo.

28



Acido graxo

ﬂ Abstracio H*

Radical lipidico

u Rearranjo molecular

Dieno conjugado

ﬂ Combinagéao O,

Radical peroxil ———~ | Acido graxo

J

Hidroperoxido lipidico

Fe/Cu
Malondialdeido !/
Pentano
‘o, CO*
QL QL
missao
u de luz u
0O, CO

Figura 3: Representacdo esquematica das etapas da lipoperoxidacdo de membranas
celulares 'O, =oxigénio singlet e CO* = carbonila excitada
(Adaptado de DEL MAESTRO, 1980).



A reacdo em cascata da lipoperoxidacdo se divide em trés etapas: iniciacdo, propagacgéo e
terminacdo. Na iniciacdo, ocorre o ataque das espécies reativas de oxigénio, como o radical
hidroxil, aos &cidos graxos poliinsaturados retirando o &tomo de hidrogénio de um metileno (-
CH2-). A retirada deste atomo resulta na espécie -CH®- que apresenta um elétron
desemparelhado na Gltima camada. Este radical se estabiliza através do rearranjo molecular de
um dieno conjugado. Ja na segunda etapa, a propagacao, os dienos conjugados reagem com o
oxigénio resultando no radical peroxil. Por sua vez, este radical reage com os lipideos de
membrana formando os lipoperoxidos e assim, sucessivamente, até a fase da terminacdo. Na
terminacdo, o peroxil se combina com um é&tomo de hidrogénio, o que resulta no
hidroperdxido lipidico. Este composto se degrada em maldondialdeido e gas pentano na
presenca dos ions ferro e cobre. Além disto, o hidroperdxido lipidico libera o oxigénio singlet
e as carbonilas excitadas emitem quanta de luz visivel a fim de retornar ao seu estado
fundamental (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1998).

Alguns produtos resultantes da reacdo de lipoperoxidacdo podem ser usados na
mensuracdo do estresse oxidativo através de técnicas laboratorais. As principais técnicas
utilizadas sdo os testes das substancias oxidantes reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS)
que determina a concentracdo de malondialdeido, o gas pentano exalado e a
guimiluminescéncia. O TBARS ¢ a reacdo entre o0 acido tiobarbiturico (solucédo a 0,67%) e o
malondialdeido que, na presenca de sais de ferro, produz um complexo de coloracdo rdésea
cuja absorbancia € lida a 535 nm no espectrofotdmetro. Outro produto, o gas pentano contido
no ar exalado pelos humanos e animais é passado através de uma superficie adsorvente a
baixa temperatura. Este gas € liberado do material adsorvente e mensurado através da
cromatografia gasosa (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1998). Ja a quimiluminescéncia

quantifica o quanta de luz visivel emitido pelo oxigénio singlet e pelas carbonilas excitadas
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quando retornam ao seu estado fundamental (COHEN, 1992; BELLO-KLEIN, 1993; NUNES

etal., 1995).
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3 DEFESAS ANTIOXIDANTES

Para a adaptacdo a meios ricos em oxigénio, os seres aerébios desenvolveram uma
série de mecanismos bioldgicos destinados ao controle das espécies reativas de oxigénio
geradas durante o seu metabolismo. Dentre eles podemos citar os sistemas antioxidantes

enziméticos e ndo enzimaticos.

3.1 DEFESAS ANTIOXIDANTES ENZIMATICAS

3.1.1 Superdxido Dismutase

Existem dois tipos de superoxidodismutase: a superoxidodismutase CuZn e a
superoxidodismutase Mn. As atividades relativas das superoxidos dismutases dependem do

tecido e da espécie onde sdo encontradas.

3.1.1.1 Superoxidodismutase CuZn

Em células animais, grande parte da superdxidodismutase CuZn localiza-se no citosol,
mas parece estar presente também nos lisossomas, ndcleo e no espago entre e fora das
membranas mitocondriais. Peroxissomas também contém superdxidodismutase CuzZn. A
enzima contém dois sitios ativos, cada qual com um ion cobre e um ion zinco. A
superoxidodismutase CuZn catalisa a reacdo de dismutacdo do radical anion superoxido. Os
ions cobre na superdxidodismutase Cuzn parecem funcionar na reagdo de dismutagdo atraves

da alternancia entre a oxidacdo e a reducdo no sitio ativo da enzima. O ion zinco ndo tem
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funcdo no ciclo catalitico, mas auxilia na estabilizacdo da enzima (figura 4) (HALLIWELL,

GUTTERIDGE, 1998; REITER, 1985).

20,°7. + 2H" SODCuZn H,O, +0,
—
Figura 4: Representacdo esquematica da reacdo de dismutacdo do radical superdxido

em H,O, (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1998).

3.1.1.2 Superoxidodismutase Mn

fo- . . . . , +3
A superOX|dod|smutase Mn caracteriza-se por apresentar no seu sitio ativo o ion Mn

quando em repouso. Apesar desta diferenca a superoxidodismutase Mn catalisa a mesma
reacdo que a superdxidodismutase CuzZn. A superdxidodismutase Mn é também mais 1&bil a
desnaturacdo pelo calor ou produtos quimicos como detergentes do que a

superdxidodismutase CuzZn. Em células animais se localiza nas mitocéndrias.

20," " + 2H" SODMn ,  H,0; + O,

Figura 5. Representacdo esquematica da reacdo de dismutacdo do radical &nion

superoxido em H,O, (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1998).

Uma variavel importante para a superoxidodismutase Mn é o nimero de mitocondrias

presentes em cada tipo de tecido (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1998; REITER, 1985).
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3.1.2 Catalases

A enzima possui quatro subunidades protéicas com um grupo heme férrico ligado ao

seu sitio ativo. Como demonstrado anteriormente, a dismutacdo do radical anion superéxido
o - s = . A = ; = / . . . .
O, gera perdxido de hidrogénio, uma espécie também produzida por outras oxidases in vivo

como a xantina, D-amino e a urato oxidases. O per6xido de hidrogénio é removido pela
catalase. Esta enzima catalisa diretamente a decomposi¢do do perdxido de hidrogénio em
agua (figura 6).
catalase
H,O,———» H,0+ 0,

Figura 6: Representacdo esquematica da reacdo de decomposi¢do do peroxido de

hidrogénio pela catalase em agua e oxigénio (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1998).

Nos animais a catalase é encontrada na maior parte dos Orgdos, mas est,
principalmente, concentrada no figado. O cérebro, o coracdo e o mausculo esquelético
apresentam uma baixa concentracdo de catalase (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1998;

REITER, 1985).

3.1.3. Glutationa

A glutationa estd presente em altas concentracbes no cérebro. Apds a oxidacdo do

agente oxidante, a reciclagem desta substancia é necessaria. Para tal, varias enzimas atuam em

ciclo.
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3.1.3.1 Glutationa reduzida (GSH)

A glutationa reduzida estd presente na maioria das células e é o tiol (-SH) mais
abundante no meio extracelular. Sua capacidade redutora é determinada pelo grupamento tiol,
presente na cisteina. A glutationa reduzida pode ser considerada um dos agentes mais
importantes do sistema de defesa antioxidante da célula protegendo-a contra a lesao resultante
da exposicdo a agentes como ions ferro, oxigénio hiperbarico, ozonio e luz ultravioleta. Além
disso, diminui a susceptibilidade a lesdo renal decorrente de isquemia e reperfusao; atua como
transportadora e reservatdrio de cisteina; participa da detoxificacdo de agentes quimicos e da
eliminacdo dos produtos de lipoperoxidacdo. Ainda, é requerida para a sintese do acido
desoxi-ribonucléico, de proteinas e algumas prostaglandinas (FERREIRA et al., 1997

REITER, 1985).

3.1.3.2 Glutationa redutase

Apos a exposicdo da glutationa reduzida ao agente oxidante, ocorre a sua oxidagdo a
dissulfeto de glutationa (GSSG) (figura 7). A recuperagdo da glutationa reduzida € feita pela
enzima glutationa redutase, uma etapa essencial para manter integro o sistema de protecao
celular. Habitualmente, a reserva intracelular de glutationa redutase é alta e somente uma
grave deficiéncia desta enzima resultard em sinais clinicos. A glutationa redutase é uma
flavoproteina dependente de nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato reduzida (NADPH)
e, portanto, também dependente da integridade da via das pentoses. Sob condicdes de
diminuicdo do fornecimento de nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato reduzida, como
no jejum e na deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase, hd prejuizo da funcdo da

glutationa redutase (FERREIRA et al., 1997).
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3.1.3.3 Glutationa peroxidase

A glutationa peroxidase catalisa a reducdo do peréxido de hidrogénio e peroxidos
organicos para seus correspondentes &lcoois as custas da conversao da glutationa a dissulfeto
de glutationa (figura 7).

GPx
H,0O, + 2GSH —» GSSG + 2H,0

Figura 7: Representacdo esquematica da reacdo de reducdo da glutationa pela

glutationa peroxidase (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1998).

Embora a glutationa peroxidase tenha acdo fundamentalmente citosdlica, in vitro ela é

capaz de reduzir hidroperoxidos de membrana (FERREIRA et al., 1997).
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4 DEFESAS NAO ENZIMATICAS

Existe uma gama de substancias antioxidantes que protegem o organismo contra oS
radicais livres. As mais importantes sdo a n-acetilcisteina (NAC) (substancia sintetizada em
laboratorio), o &cido ascérbico (vitamina C), o a-tocoferol (vitamina E), os carotendides e 0s
flavonoides provenientes da dieta.

A n-acetilcisteina € um composto tiol inicialmente utilizado como agente mucolitico.
Atualmente, é também utilizada como droga para o tratamento de doencas associadas com a
diminuicdo dos niveis de glutationa, tais como: infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia
humana adquirida (VIHA), doencas cardiacas e cancer. Apesar do seu mecanismo de acdo nao
estar completamente elucidado, a n-acetilcisteina pode exercer o papel de antioxidante, pois
se admite que esta substancia atue através do aumento nos niveis de cisteina, a qual age como
precursor da glutationa (MENON, et al., 2003). Assim, a n-acetilcisteina reage com o radical
anion superéxido (1), com o peréxido de hidrogénio (2) e com o radical hidroxil (3) (figura

8).

NAC-SH+ O, *+H+ ————» NAC-S + H,0, (1)

NAC-S- + H,0, + H — ® NAC-SOH + H,0; (2)

NAC-SOH + NAC-SH ——— NAC-SS-NAC + H,0 (2)
OH*+NAC ———®» HONAC(3)

Figura 8: Representacdo esquematica das reacdes entre a n-acetilcisteina

e as espécies reativas de oxigénio (MENON et al., 2003).

Segundo Pocernich et al. (2000), Fontaine et al. (2000) e Christien et al. (2001) o

sistema de transporte de aminoacidos pode carrear a cisteina (metabolito da NAC) através da
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barreira hematoencefalica aumentando os niveis intracelulares de glutationa. Logo, a n-
acetilcisteina seria um precursor indireto da glutationa. Por sua vez, Bender et al. (2000) e
Thompson et al. (1996) sugeriram que a cisteina proveniente da n-acetilcisteina seria
transportada para o meio intracelular através de um sistema de transporte sodio dependente
(Na*™) especifico para o glutamato e a cistina.

Outro antioxidante importante, o ascorbato, o qual pode ser encontrado nas frutas
citricas, possui a propriedade de agir como agente redutor. Assim, o ascorbato doa um elétron
e produz o radical ascorbil ou semihidroascorbato (SDA) que pode sofrer oxidagao e formar o
dihidroascorbato (DHA). A pouca atividade do ascorbil é a esséncia da propriedade
antioxidante do ascorbato: uma espécie reativa de oxigénio interage com o ascorbato e uma
substancia muito menos reativa é formada. O ascorbil perde um préton regenerando o

ascorbato (figura 9) (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1998).

Ascorbato desprotonacég SDA

2 SDA > ascorbato + DHA
DHA quebra ndo enzimética oxalato, treonato, outros produtos de oxidagéo

Figura 9: Representacdo esquematica da regeneragdo do ascorbil ou SDA

(HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1998).

J& o o-tocoferol ou vitamina E (o-TocH) reage com os lipoperoxidos (LO%)
resultantes da lipoperoxidacdo muito mais rapido do que estes radicais possam reagir com as
cadeias de acidos graxos adjacentes ou com as proteinas de membrana (Figura 10)

(HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1998).
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a-TocH + LO," =™ ® a-Toc' + LOH (1)

o-Toc*+L0O," —— p  «-TocOOL (2)

Figura 10: Representacdo esquematica da reacdo entre o a-tocoferol e o lipoperdxido
produzindo um composto ndo reativo, LO,H (1); Reacdo entre o lipoperoxido e o
radical a-Toc® produzindo a substancia ndo reativa, o-TocOOL,(2) (HALLIWELL,

GUTTERIDGE, 1998).

O radical a-Toc® formado a partir da perda do hidrogénio do a-tocoferol (o-TocH)
reage novamente com o lipoperoxido e forma um produto ndo reativo. O a-tocoferol €
encontrado em 0Oleos vegetais, margarina e grdos (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1998).

Outras substancias provenientes da dieta além da vitamina E s@o os carotenoides. Os
carotenoides sdo pigmentos coloridos encontrados no tomate, cenoura, moranga e mamao.
Estas substancias, sob condigdes fisiologicas, reagem com os lipoperéxidos formando
produtos inofensivos ao organismo. Os carotendides quando estdo em altas concentracfes no
sangue estdo associados com a diminuigdo da incidéncia de certos tipos de cancer como o de
pulméo (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1998).

Além disso, outros compostos que formam pigmento coloridos sdo os flavonoides.
Estas substancias sdo encontradas no vinho tinto, no suco de uva, no chocolate e no cha verde
(LUZ et al., 2004; LEIKERT et al., 2002). Os flavondides reagem com o 6xido nitrico (NO) e
com o peroxinitrito (produzido a partir da reacdo entre o anion superdxido e 6xido nitrico)

evitando a lipoperoxidacdo (RIEMERSMA et al., 2001).
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5 MODELOS EXPERIMENTAIS PARA EXPOSICAO A POLUICAO DO AR

Existem varios modelos para o estudo da exposicéo a poluigdo do ar. Modelos in vitro
como as culturas de células e in vivo como a exposi¢cdo ao concentrado de particulas, a
exposicdo ao ar livre, a exposicdo em camaras e a instilacéo intratraqueal e intranasal sdo os
mais importantes.

Becker et al (2005), por exemplo, utilizaram a cultura de células. O processo é
simples: expGem-se as culturas de células normais do epitélio brénquico humano e dos
macréfagos alveolares a mesma quantidade de particulas grossas (didmetro aerodindmico
entre 2,5 e 10 micra) e de ultrafinas (diametro aerodindmico menor que 0,1 micron) coletadas
em Chapel Hill, Carolina de Norte, EUA (BECKER et al., 2005). Este método in vitro é
simples, entretanto, ndo demonstra 0 que ocorreria se um organismo vivo completo fosse
exposto a poluicéo.

A partir da necessidade de se expor seres vivos aos poluentes, a Universidade de
Harvard, EUA desenvolveu um concentrador de particulas oriundas da atmosfera da cidade de

Boston como demonstrado na figura abaixo (figura 11).

Figura 11: Concentrador de particulas — Universidade de Harvard, Boston, EUA.

Fotografia cedida pela professora Claudia Rhoden.
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Os ratos sdo colocados nas prateleiras e inalam um concentrado de particulas
(didmetro aerodinadmico entre 0,5 e 2,5 micra) por 5 h. O concentrado de particulas permanece
em suspensao sem alteraces fisicas ou quimicas no interior do aparelho para exposi¢oes via
inalacdo ou coleta de filtros para analise da composicdo do material particulado. No entanto, o
concentrado de particulas ndo mimetiza a exposicdo ao ar livre. Além disto, o custo do
equipamento € muito elevado, o que impossibilitaria experimentos deste porte no Brasil
(GURGUEIRA et al., 2002; RHODEN et al., 2004).

Outra forma de expor o0s animais a poluicdo seria ao ar livre. Garciduefias-Calderdn et
al. (2002) expuseram cées ao ar livre na cidade do México, altas taxas de poluicdo, e na
cidade de Taxcala, mesmo pais, mas com reduzido indices de poluicdo atmosférica, sendo
esta utilizada como controle por um tempo determinado. A principal vantagem € a reprodugao
de forma fidedigna da exposi¢do dos animais ao ar atmosférico poluido. As duas cidades
devem ter altitude, latitude e condi¢des climaticas semelhantes. O clima deve ser levado em
consideracdo porque altera a composi¢do do material particulado de uma regido para outra.
Entretanto, necessita-se de espaco para colocar os canis nas duas cidades, pessoas para cuidar
dos animais, um nimero pequeno de cdes que sejam da mesma raca, idade e que tenham as
mesmas condicOes de alimentagéo e higiene, o que encarece o experimento.

Mohallem et al. (2005) expuseram ratos ao ar atmosférico em camaras
especificamente confeccionadas para 0 objetivo propost