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Introducéo

A exposicao excessiva as particulas provenientes da queima de 6leo diesel (Residual Oil Fly Ash -
ROFA) presentes no ar atmosférico levam a alteragBes cardiovasculares, respiratorias e
reprodutivas. Os metais de transicdo que constituem o ROFA levam a formacdo de processos
oxidativos no pulmdo (KELLY; SANDSTROM, 2004; GHIO et al., 2002). Efeitos cardiacos e
sistémicos sdo resultados da disseminacdo dos componentes de ROFA para tecidos extrapulmonares
(GHIO et al., 2002). Portanto, a inalagdo de particulas atmosféricas e a consequente deposi¢do no
epitélio pulmonar e distribuicdo pela circulacdo podem contribuir para o desequilibrio redox,
caracterizando um quadro de estresse oxidativo (EO) (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004). Um dos
principais mecanismos de lesdo gerado pelo EO ¢ a lipoperoxidacédo que pode ocorrer na membrana
celular e também gerar dano a proteinas e a0 DNA (SCHENEIDER; OLIVEIRA, 2004).

Para combater a acdo de oxidantes 0s organismos vivos contam com a acdo de mecanismos de
defesa antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos (SCHENEIDER; OLIVEIRA, 2004). Dentre as
enzimas antioxidantes estdo a catalase (CAT) e a superdxido dismutase (SOD) (TAWAHA et al.,
2007). Fazem parte do sistema ndo enzimatico cisteinas, acido ascorbico, flavonoides e vitamina K
(MELO et al., 2010). Os flavonoides sdo capazes de inativar radicais livres em compartimentos
celulares lipofilicos e hidrofilicos (PEREIRA et al., 2009). Em geral, os compostos fenolicos
possuem efeito antioxidante superior a outros antioxidantes como alfa-tocoferol, acido ascérbico e
carotenoides, no entanto podem atuar em sinergia com esses compostos (DICKO et al., 2006).

A Schinus lentiscifolius, popular “aroeira-cinzenta”, tem sido utilizada na medicina tradicional
como antisséptico e antimicrobiano (GEHRKE et al., 2013). No entanto, ainda ndo existem
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resultados cientificos que comprovem a sua acdo. Tendo em vista que o0 extrato acetato de etila
obtido do cha das folhas de Schinus lentiscifolius (SL EACOET FL) possui propriedades
antioxidantes demonstradas in vitro (GEHRKE et al., 2013) e que a instilacdo de ROFA ¢ capaz de
promover um quadro de estresse oxidativo (PETRY, 2011), o objetivo deste estudo € avaliar se esse
extrato reduz o dano oxidativo provocado pela exposi¢do aguda de camundongos ao ROFA.

Material e métodos

Grupos animais

Foram utilizadas 24 fémeas de camundongos, com aproximadamente um ano de idade, pesando, em
média, 30 g e provenientes do biotério da UNIJUI. Os animais foram mantidos sob iluminagéo
artificial com ciclo claro/escuro de 12h, controle da temperatura (22 £ 3 °C) e umidade relativa do
ar (50 a 60%) e recebendo racdo padrdo para animais de laboratorio e dgua potavel ad libitum. Este
projeto foi aprovado no CEUA-UNIJUI (n° 028/2013).

Delineamento experimental

As intervengdes consistiram na instilagdo de ROFA e administragdo do SL EACOET FL nas doses
de 50, 100 e 200 mg/kg, ambos por trés dias consecutivos (PETRY, 2011). Os animais receberam
10 uL de solugéo salina 0,9% ou 10 uL de suspensdo de ROFA (75 ug/10uL) via intranasal (i.n.).
Parte destes animais foram submetidos a administracdo via oral (v.0.) por gavagem de solucédo
DMSO 1% (veiculo utilizado para a solubilizacdo do extrato) ou SL EACOET FL nas
concentracdes de 5 mg/mL, 10 mg/mL e 20 mg/mL. Desta forma, os animais foram divididos em
oito grupos experimentais (n = 3), conforme a Tabela 01.

Tabela 01: Grupos experimentais conforme a intervencao.

Grupos experimentais Intervencao
10 pL de ROFA + DMSO 1% (100 pL/10g) v.0. (n = 3)
ROFAi.n 10 pL de ROFA + Ext 50 mg/kg v.o. (n = 3)

10 uL. de ROFA i.n, + Ext 100 mg/kgv.o.(n = 3)
10 pL de ROFA i.n. + Ext 200 mg/kg v.o.(n = 3)
10 pL de salina 0,9% + DMSO 1% (100 uL/10g) v.0. (n = 3)
Salina 0.9% i.n 10 pL de salina 0.9% + Ext 50 mg/kg v.0.(n = 3)
10 pL de salina 0,9% + Ext 100 mg/kgv.o.(n = 3)
10 pL de salina 0.9% + Ext 200 mg/kg v.o. (n = 3)

Caracterizacdo das particulas de ROFA

O poluente ROFA consistiu de particulas retidas por um precipitador eletrostatico instalado em
chaminés de uma grande usina siderurgica localizada em S&o Paulo, Brasil. Cerca de 78% das
particulas de carbono e 98% de particulas de metais de transi¢do possuem diametro inferior a 2,5
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um. A preparacdo e a composi¢do estdo detalhadas em outros estudos (ZANCHI et al., 2008;
PETRY, 2011).

Preparacdo dos tecidos

Amostras de tecido pulmonar e hepatico foram homogeneizadas em solucdo de fosfato de potassio
(KP1) e centrifugadas por 10 min para coleta do sobrenadante. Foi utilizado inibidor de protease
[PMSF (100 uM)] para as andlises de estresse oxidativo.

Determinac&o de proteina

A concentracdo de proteinas de cada amostra foi determinada pelo método de Bradford (1976). Os
resultados obtidos foram expressos em mg de proteina por mL (mg/mL).

Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitdrico (TBARS)

Foi utilizado o método descrito por Buege e Aust (1978). A concentracdo de TBARS formada foi
expressa em nmol de malondialdeido (MDA) por mg de proteina (nmol/mg)

Determinacdo da atividade enzimaética da catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi mensurada por meio da inibicdo da auto-oxidacdo do pirogalol em 60s e
120s a 420 nm e os resultados expressos em unidades de SOD por mg de proteina (U de SOD/mg)
(MARKLUND; MARKLUND, 1974). A atividade da CAT foi determinada pela decomposicéo de
peréxido de hidrogénio (10mmol/L) a 240 nm por 120 s e os resultados expressos em pmol de CAT
por mg de proteina (pmol/mg) (AEBI, 1984).

Anédlise Estatistica

Os resultados sdo expressos em média + desvio padrdo. A diferenca entre os grupos foi comparada
utilizando ANOVA de uma via seguido de teste post-hoc de Tukey. Foi considerado nivel de
significancia de 5% (P < 0,05).

Resultados e discusséo

O tecido pulmonar demonstrou aumento na lipoperoxidacdo (Fig. 1 - A) dependente da instilacéo de
ROFA (75ug/10uL) e da administracdo do extrato. O tratamento com o0 extrato a uma concentracdo
de 20mg/mL reduziu a lipoperoxidacdo pulmonar quando comparado ao grupo tratamento que
recebeu o extrato a uma concentracdo de 5mg/mL. Com relacdo aos animais que nao receberam
extrato, verificou-se um aumento de 62% na peroxidacdo lipidica dependente do ROFA (Fig. 1 - A).
Né&o foram observadas diferencas na atividade das enzimas CAT (Fig. 1 - B) e SOD (Fig. 1 - C). Os
resultados obtidos para as varidveis de estresse oxidativo do tecido hepatico (Fig. 2) néo
demonstraram diferenca entre os grupos.
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Fig. 1. Analise de estresse oxidativo do tecido pulmonar. Dados expressos em média + desvio padréo, n=3
camundongos. (A) lipoperoxidacéo: diferenca comparando com ROFA + Ext 5 mg (*P < 0,05); (B) atividade

enzimatica da CAT (P=0,7426); (C) atividade enzimatica da SOD (P = 0,8742).
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Fig. 2. Analise de estresse oxidativo do tecido hepatico. Dados expressos em média + desvio padrdo, n=3 camundongos.
(A) lipoperoxidacao (P = 0,8363); (B) atividade enzimatica da CAT (P = 0,4849); (C) atividade enzimatica da SOD (P
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Inimeros estudos tém demonstrado a capacidade antioxidante de compostos fendlicos, tanto através
da potencial diminuigdo da peroxidagdo lipidica (SAEED; KAHAN; SHABBIR, 2012; LIMA et al.,
2006), quanto pela inibicdo ao radical DPPH (2,2-difenil-1-pricril-hidrazil) (GEHRKE et al., 2013).
A presenca de flavonoides na espécie estudada pode ter sido responsavel pela reducdo da
peroxidacao lipidica uma vez que a acdo antioxidante ¢ direcionada sobre o radical hidroxil (*OH) ¢
0 anion superoxido (O2-¢), que sdo espécies altamente reativas envolvidas na iniciagdo da
peroxidacdo lipidica (GALATI, 2002). A quercetina, um dos flavonoides identificados nos extratos
de Schinus lentiscifolius (GEHRKE, 2013), tem a capacidade de inibir o processo de formacao de
radicais livres em trés etapas diferentes, na iniciacdo (pela interacdo com ions superdxido), na
formagdo de radicais hidroxil (por quelar ions de ferro) e na peroxidacéo lipidica (por reagir com
radicais peroxi de lipideos) (AFANAS’EV, 1989). A atividade antioxidante de compostos fendlicos
esta relacionada a estrutura quimica e pode ser determinada pela acdo da molécula como agente
redutor (velocidade de inativacdo do radical livre, reatividade com outros antioxidantes e potencial
quelagdo de metais) (MAMEDE; PASTORE, 2004).

Conclusdes

Os resultados preliminares deste estudo com o extrato acetato de etila obtido das folhas de Schinus
lentiscifolius sugerem uma reducdo na lipoperoxidacdo pulmonar. Essa atividade pode estar
relacionada a presenca de compostos fendlicos da classe dos flavonoides.

Palavras-chave: estresse oxidativo; lipoperoxidacdo; flavonoides.
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