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Resumo: A polui¢ao atmosférica ¢ uma das principais causas de doengas no mundo, incluindo
inflamagdes e doengas alérgicas. O MP decorrente da polui¢ao causa estresse oxidativo nos tecidos. As
HSP70 sao utilizadas como marcador de estresse celular e a enzima catalase como marcador de
estresse oxidativo em diferentes situagdes. Por isso, o objetivo do trabalho foi verificar a expressao de
HSP70 e da enzima catalase em ratos submetidos a instilagao intratraqueal de ROFA. Para o trabalho,
utilizamos 8 ratos os quais foram divididos em 2 grupos (controle e ROFA), sendo submetidos a
instilacdo do MP (ROFA) ou salina (CTRL). Os animais foram mortos 24 h apos o procedimento e
foram realizadas dosagens de expressao de HSP70 e catalase (CAT) nos linfonodos mesentéricos € no
baco. Como resultados, verificamos que ndo houve diferenga entre os grupos estudados em relagdo a
expressao dessas proteinas. No entanto, verificamos forte correlacdo entre a expressao de HSP70 e
catalase em ambos tecidos e grupos.
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Introdugao

A poluicao atmosférica ¢ uma das principais causas de doengas do trato respiratorio superior e inferior
como infecgdes respiratorias e cancer de pulmao e de doengas cardiovasculares. O material particulado
(MP), incluindo aquele proveniente de queima de combustiveis fOsseis utilizados em siderurgia
(residual oil fly-ash ou ROFA) ¢ um dos principais componentes da poluigdo atmosférica e tem, pelo
seu tamanho pequeno, a capacidade de invadir o trato respiratdrio e o sistema vascular (Pearson et al.,
2010). Com isso, elas possuem um importante potencial danoso aos seres vivos.
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A exposicao a poluicao causa estresse oxidativo tecidual que € responsavel pela inflamagao de diversos
tecidos (Rhoden et al., 2004), corroborando para a instalacdo ou complicagdes de doengas. A poluicao
esta, também, estritamente relacionada com doengas imunoldgicas, tanto alérgicas quanto inflamatorias
(Mazzoli-Rocha et al., 2010). Os processos imuno-inflamatorios e a propria presenca de MP no
organismo sdo fatores relacionados ao quadro pro-oxidante, o que favorece a ocorréncia de estresse
oxidativo e pode prejudicar a funcionalidade do sistema imune (Cannizzo et al., 2011).
Além de promover o estresse oxidativo, 0 MP induz a resposta celular ao estresse como aumento na
expressdo de genes de citocinas pro-inflamatérias e de moléculas de adesdo, aumentando o
recrutamento de células e a geragao de mediadores inflamatdrios (Imrich et al., 2007). Neste contexto,
o estudo das proteinas de choque térmico da familia de 70 kDa (HSP70, do inglés, heat shock proteins)
que possuem fungdes extremamente importantes para a manutengdo do bom funcionamento celular,
atuando como chaperonas moleculares principalmente durante o estresse celular (Heck et al., 2011)
podem representar marcadores importantes das funcdes intracelulares, pois quando expressas previnem
a inflamac¢ao (Salminen et al., 2008), inclusive em células imunolédgicas (Heck, 2011).
Enquanto ¢ evidente e consolidado o conhecimento de que a exposicdo a MP cause dano oxidativo ao
pulmado, por ser este o6rgdo diretamente atingido, em outros tecidos o efeito deste tipo de exposi¢ao
ainda ndo esta evidente. Neste cenario, o sistema de defesa antioxidante enzimatico, como a enzima
catalase (CAT), ¢ acionado para neutralizar esse processo de dano oxidativo e proteger as células da
acao das espécies ativas de oxigénio (EAO) (Maritim et al., 2003), sendo utilizados como marcadores
de estresse oxidativo, como o causado pela exposicdo ao MP (Zanchi et al., 2008). Sendo assim, a
verificagdo da expressao de HSP70 (marcador de estresse celular) e da enzima CAT (marcador de
estresse oxidativo) pode ser um importante conjunto de marcadores em tecidos imunoldgicos apos a
exposi¢do a poluentes. Portanto, este trabalho tem como objetivo avaliar o efeito da exposicdo aguda
ao ROFA em orgdos linfoides, mensurando a expressdo de HSP70 e CAT.

Metodologia

Para o presente trabalho, foram utilizados 8 ratos machos adultos (Rattus norvegicus, cepa Wistar)
com 90 dias de idade. Os animais foram obtidos no Biotério Central da UFRGS e mantidos em caixas
de polipropileno (33x17x40 cm), sob condigdes padrao de biotério e ciclo claro/escuro de 12 h cada e
temperatura de 22 + 2&#730;C, recebendo agua e comida ad libitum. Todos os animais foram
manipulados de acordo com as leis nacionais e internacionais (Diretriz de Conselho da Comunidade
Europeia de 24 de novembro de 1986, 86/609/EEC) que regem a execucdo de experimentos com
animais em laboratdrio em condigdes éticas de trabalho. O presente projeto foi submetido aos comités
de ética de uso de animais da UFCSPA e UFRGS.

No dia do experimento, os animais foram submetidos a anestesia (Cetamina 80 mg/kg e Xilasina 10
mg/kg) por via intraperitoneal e posterior instilagdo intratraqueal de 100 &#956;L de salina (grupo
controle) ou 100 &#956;L de ROFA diluido em solugdo salina (500 &#956;g/100 &#956;L — grupo
ROFA). Os animais foram mortos 24 horas apo6s a instilacdo e foram retirados os linfonodos
mesentéricos e o bago para avaliagdes moleculares (expressao de proteinas).



Modalidade do trabalho: Relatério técnico-cientifico
Evento: XX Seminario de Iniciagdo Cientifica
Os tecidos foram homogeneizados em SDS 0,1% contendo inibidores de protease (aprotinina,
leupeptina, TLCK e PMSF) para a determinagcdo da expressdo de proteinas. A expressao de HSP70
intracelular ¢ da enzima catalase (CAT) foi avaliada pelo método de Western Blotting utilizando
anticorpos especificos (H5147 e SC 34285, respectivamente).
Os dados foram expressos em média + erro padrdo e analisados pelo programa estatistico SPSS, versao
13.0, utilizando Teste t de Student, considerando-se o nivel de significancia para erros do tipo I de
0,5%.

Resultados e discussao

Neste estudo, ndo foi observado diferenca na expressao de HSP70 intracelular e da enzima catalase,
tanto nos linfonodos mesentéricos (Fig. 1 A e B) quanto no bago (Fig. 2 A e B) quando comparado o
grupo controle (CTRL) com o grupo que recebeu a solucdo com material particulado (ROFA),
diferentemente de outros estudos que demonstram uma correlagdo entre a expressao de HSP70 e a
toxicidade de metais pesados e material particulado (Collin-Hansen et al., 2005). Por exemplo, ocorre
aumento na expressao de HSP70 no cerebelo em resposta a polui¢ao (Zemolin et al., 2012). Por outro
lado, outros estudos demonstraram a diminui¢do de HSP70 em tratamento crénico com cromo em
tecido hepatico (Lee and Lim, 2012), o que sugere que cada tecido pode responder diferentemente
diante da exposi¢do a agentes nocivos ao organismo, além de apresentar respostas agudas e cronicas
distintas. Entretanto, quando feita correlagdo da expressao de HSP70 e catalase nos tecidos estudados,
houve correlagdo positiva tanto nos linfonodos (figura 1C) quanto no bago (figura 2C). A analise de
maneira conjunta destes dois tecidos demonstra de maneira mais evidente uma correlacao na expressao
destes dois marcadores, HSP70 e catalase (Fig. 3), independente da exposi¢cdo ao ROFA.
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Figural. Efeito da instilacdo intratraqueal de ROFA na Expressao de HSP70 e Catalase no linfonodo de ratos.

Figura2. Efeito da instilagdo intratraqueal de ROFA na Expressdo de HSP70 e Catalase no bago de ratos.

Figura 3. Correlagao entre a expressdo de HSP70 e Catalase em 6rgdos linfoides de ratos.

Conclusao



Modalidade do trabalho: Relatério técnico-cientifico

Evento: XX Seminario de Iniciagdo Cientifica

O presente estudo sugere que, no tempo proposto (24 horas apos a instilagdo do poluente), ndo ha

aumento na expressao de HSP70 e de CAT em resposta a exposi¢do aguda com ROFA. No entanto, os

resultados mostram que existe uma correlagdo positiva entre a expressao de HSP70 e catalase em
tecidos linfoides (linfonodo e bago) em todos os grupos, independente da exposicdo ao ROFA.
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