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RESUMO

Os radicais livres estao envolvidos em um grande nu-
mero de enfermidades do ser humano. O cérebro tem
nivels baixos de enzimas antioxidantes e um contetido
lipidico elevado, tor nando-se muito susceptivel ao ata-
quedeespéciesreativasdeoxigénio. Nestetrabalho ava-
liou-se a lipoperoxidacdo em hipocampo e a atividade
da enzima catalase em estriado e hipocampo de ratos
tratadoscom o fungicidamaneb (30 mg/kg) eo herbicida
paraquat (10 mg/kg). Nao houve alteracdo na
lipoperoxidacdo nem na atividade enzimética no
hipocampo dos animais tratados com ambos os
praguicidas, porém foi observada uma inibicéo da
catalasenoestriado dosratostratadoscom maneb ecom
paraquat. Com estesresultados pode-se sugerir, defor-
ma preliminar, uma acéo toxica maior sobre centros
dopaminér gicos. Estudos sobreatoxicidade destescom-
postos sdo essenciais na compreensao do papel destes
praguicidas edosradicaislivres na etiologia das doencas.
Palavras-chave: catalase; paraquat; maneb; estriado;
hipocampo; radicaislivres.

INTRODUCAO

Os radicais livres estdo envolvidos em um grande
nimero de enfermidades do ser humano. Evidénciastém se
acumulado mostrando que o dano gerado pelos radicais
livres éimportante nas doengas neurodegenerativas, cronico-
inflamatérias, vasculares e no cancer (Halliwell, 1994). O
cérebro tem niveis relativamente baixos de enzimas
antioxidantes e um contetdo lipidico alto com grande
quantidade de &cidos graxos insaturados e catecolaminas,
gue sdo substratos susceptiveis ao ataque das espécies
reativas de oxigénio (EROs). Varias doencas neurol dgicas
nas quais ha envolvimento de radicais livres em sua
fisiopatologia estdo descritas. doenca de Parkinson (DP),
doenca de Alzheimer (DA), isquemia, esclerose multipla,
esclerose lateral amiotréfica, doencgas inflamatorias,
epilepsia, etc. (Przedborski et a., 1996; Bem-Menachem et
al., 2000).

EROs, assim como osradicais superdxido e hidroxila
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eo peroxido de hidrogénio (H,0,), sdo produzidas tambem
sob condicdesfisiol6gicas normais. O H,0, ndo é por si sO
um radical livre, mas em altas concentracdes pode reagir
com o superdxido ou ferro produzindo o radical hidroxila
atamentereativo. A conversao do H,0, paraH,O pode ser
feita pela catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GSH-
Px) (Michielset a., 1994; Simoniéet al., 2000). O radical
hidroxilaformado tem umagrande probabilidade de reagir
com moléculas ndo-radicalares transformando-as em
radicaislivres secundarios. Estareacéo € encontradadurante
a lipoperoxidacdo (LPO) produzindo hidroperoxidos
(McCord, 1989; Walz et al., 2000).

O maneb (etileno bis-ditiocarbamato de manganés)
€ um fungicida organico muito usado nanossa agricultura
para o controle de pragas, sendo utilizado em
hortifrutigranjeiros, fumo, gréos e também em plantas
ornamentais. A exposi ¢ao cronicade humanos ao maneb é
epidemiol ogi camente rel acionada com o desenvolvimento
de Parkinsonismo e muitos desses casos também sdo
seguidos de altos indices de exposi¢éo ocupacional aeste
fungicida (Ferraz et al., 1988; Meco et al., 1994). Muitos
mecanismos foram propostos para explicar a
neurotoxicidade dos ditiocarbamatos, entre eles 0 maneb,
0s quais incluem catdlise e oxidagao de catecdis como a
dopamina (Fitsanakis et al., 2002), inibicdo do complexo
I1l dacadeiamitocondrial de transporte de el étrons (Zhang
et a., 2003) e a alterac&o no ciclo redox celular devido a
suacapacidade de quelar metais, como o ferro (Orreniuset
al., 1996). Outro mecanismo pelo qual o maneb e outros
ditiocarbamatos podem atuar é através do aumento da
susceptibilidade ao dano oxidativo, devido aalteracbes no
sistema antioxidante celular (Cereser et al., 2001).

O paraquat (1,1 -dimetil-4,4"-bipiridilio) € um
herbicidanao-sel etivo, extremamente toxico parahumanos
(Houze et al., 1990) e animais de laboratorio (Ogata &
Manabe, 1990; Satoh et al., 1992) que tem causado muitas
mortes acidentais ou por suicidio. Sabe-se que o herbicida
NO Organismo sofre um processo redox ciclico onde o paraquiat
émetabolizado pe aNADPH-citocromo P-450 redutassemum
intermediario reduzido, radicalar, que produz EROs durante a
oxidagdo com o oxigénio molecular (Buset al., 1976).

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito
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dos praguicidas maneb e paraguat sobre a atividade da
enzima antioxidante CAT em hipocampo e estriado,
estruturas cerebrais rel acionadas respectivamente com DA
e DP. Paratanto, avaliou-se aL PO em hipocampo, através
da medida das substancias reativas ao cido tiobarbitirico
(TBA-RS), eaatividade da CAT em hipocampo e estriado de
ratos tratados com o fungicida maneb e o herbicida paragquat.

MATERIAL E METODOS
Animais

Foram utilizados ratos Wistar, machos, com trés
a cinco meses de idade (250-350 g) fornecidos pelo
Biotério Central da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul. Os animaisforam mantidos em caixas plésticas de
47x34x18 cm, sob ciclo claro/escuro de 12 horas e
temperaturaconstante (23 + 1 °C). Durante todas as etapas,
0s animais tiveram livre acesso a agua e alimento. A
manipulacdo animal foi realizada seguindo os principios
éticos relatados por Goldim (1995) e os protocolos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Eticaem
Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Tratamento

Osanimais(n=15) foram divididosemtrésgrupos.
controle (n=5), tratado maneb (n=>5) etratado paraquat (N=5)
gue receberam, respectivamente, solucéo salina 0,9%
(volumemédio de 0,3 mL), 30 mg/kg de maneb e 10 mg/kg
de paraguat, por via intraperitoneal. O tratamento teve
duracéo de quatro semanas e as doses foram administradas
duas vezes por semana com intervalos constantes. Os
praguicidas avaliados foram previamente dissolvidos em
solucéo salina. As doses testadas foram estabel ecidas
segundo aliteratura (Takahashi et al., 1989; Thiruchelvam
et al., 2000; McCormack et al., 2002; Nielsen et al., 2006).
M edidas Bioquimicas

Apbs 24 horas do Ultimo tratamento os animais

foram sacrificados através de decapitacdo com guilhotina,
a calota craniana foi aberta e o cérebro foi retirado. As
estruturas de interesse, hipocampo e estriado, foram
localizadas e dissecadas, sobre gelo, ndo ultrapassando o
tempo de trés minutos. Em seguida, as estruturas isoladas
foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -
70 °C até utilizac&o.

As estruturas cerebrais isoladas de cada um dos
animais dos grupos controle, tratado maneb e tratado
paraquat foram individualmente pesadas e
homogeneizadas na propor¢do 1:10 (peso/volume) em
tampao fosfato de potassio 10mM (pH 7,6), utilizando
homogeneizador de vidro Potter-Elvehjem. Em seguida,
as amostras foram centrifugadas a 30.000 x g durante 10
minutos a 4 °C. O sobrenadante de cada amostra foi
removido e mantido em gelo durante a realizacdo dos
ensai 0s bioquimicos.

A LPO foi medida através dos niveis de TBA-
RS em hipocampo de acordo com o método
espectrofotométrico de Esterbauer & Cheeseman (1990).

A atividade da CAT foi determinada
espectrofotometricamente, em hipocampo e estriado, por
meio da decomposicao do H,O, de acordo com o metodo
descrito por Aebi (1984).

A quantificac&o de proteinasfoi realizada de acor-
do com o método de Lowry et al. (1951), utilizando
albuminabovina como padrao.

Asandlisesforam realizadas em espectrof otdmetro
Shimadzu modelo UV-160 A (Téquio, Jap&o). Todos 0s
padrdes foram da marca Sigma (MO, EUA) e os demais
reagentes de grau analitico.

Andlise Estatistica

Os resultados foram analisados estatisticamente
pelo Teste t de Student paraamostrasindependentes. O nivel
de significanciaa foi estabelecido para p<0,05.
RESULTADOS

A Tabela 1 mostra os resultados da quantificacdo

Tabela 1 - Contelido de TBA-RS em homogeneizado de hipocampo de ratos controle (salina), tratados
com maneb (30mg/kg) e tratados com paraguat (10mg/kg).

Grupos experimentais TBA-RS
Controle 5,88+ 1,84
Maneb 5,96 + 0,84
Paraquat 6,70+ 1,90

Os valores sdo a média + desvio padréo, expressos em ¢mol/mL, ¢= 4. A andlise estatistica foi

realizada através do teste t de Student.
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Tabela 2 — Atividade da enzima CAT em homogeneizado de hipocampo e estriado de ratos
controle (salina), tratados com maneb (30mg/kg) e tratados com paraquat (10mg/kg).

Grupos experimentais Hipocampo Estriado

Controle 1,74+ 0,42 348+0,72
Maneb 1,52+0,25 2,22+051*
Paraquat 1,77+0,15 2,49+0,37*

Osvaores sdo amédia + desvio padréo expressos em U/mg de proteina, n= 4-5.
* Significancia estatistica pelo teste t de Student (p<0,05).

dos niveis de TBA-RS, onde pode-se observar que nas
doses e no periodo de tratamento avaliado, ndo houve
alteracdo significativa da L PO no hipocampo dos grupos
controle e tratados maneb e paraquat.

A atividade daenzima CAT, apresentadana Tabela
2, foi medida em hipocampo e estriado. No estriado foi
observada uma inibic&o significativa (p< 0,05) de 36,2%
naatividade enziméaticado grupo que recebeu 30 mg/kg de
maneb e 28,5% no grupo que recebeu 10 mg/kg de paraquat.

DISCUSSAO

Muitos estudos foram publicados a respeito da
toxicidade dos praguicidas maneb e paraquat as células
dopaminérgicas do sistemanigro-estriatal (Thiruchelvam
et al., 2000; McCormack et al., 2002; Nielsen et al.,
2006), mas ainda existem poucos sobre a acdo destas
substancias no sistema de defesa antioxidante (Barlow
et al., 2005). Assim, foram escolhidas para este estudo
as regides cerebrais mais susceptiveis ao estresse
oxidativo (hipocampo e estriado) e também as mais
atingidas pela DA e DP, respectivamente.

A inibicdo encontrada na atividade da CAT
indicaque, se ndo houver um mecanismo compensatério,
como aumento da atividade da GSH-Px, também
responsavel pela conversdo do H,0,em H,O, 0 excesso
deH,O, podelevar ao aumento do estresse oxidativo e a
um dano tecidual . Este dado € importante umavez que a
propriametabolizagéo oxidativadadopamina, catalisada
pela monoamina oxidase, produz H,O, (Ben-Shacar et
al., 1995) e, segundo Fitsanakis et al. (2002) o maneb
seriaum catalisador desta reacéo.

O paraguat, que também mostrou agdo inibitéria
sobre a CAT, é repetidamente destacado como um fator
de risco ambiental pela sua similaridade estrutural com
MPP* (ion 1-metil-4-fenilpiridilio), o componente ativo
de MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina), um
composto sintético que produz DP em humanos expostos
(Thiruchelvam et al., 2000). Entretanto, ao contrario dos

estudos realizados por Hung & Lee (1998) com MPTPR,
gue mostrou ndo alterar significativamente a atividade
da CAT no estriado, nossos dados indicam que, apesar
da semelhanca estrutural, o paraquat altera o sistema
antioxidante enzimético nigro-estriatal, diferentemente
do MPTP. A inibicdo da CAT exerceria um papel
importante na toxicidade do paraquat, uma vez que a
presenca deste herbicida facilitaria a reducéo do ion
férrico (Fe*®) para o ferroso (Fe*?), aumentando
significativamente a taxa de formac&o do radical
hidroxila, desde que uma quantidade significativa de
H,O, esteja disponivel (Van Asbeck et al., 1989).

Diferentemente dos dados obtidos no estriado,
nossos resultados demonstraram que n&o houve aumento
significativo da L PO no hipocampo dos animaistratados
com ambos os praguicidas. Do mesmo modo, ndo houve
alteracdo significativa na atividade da CAT na mesma
estrutura. Estes dadosindicam, de formapreliminar, que
haveria uma sel etividade maior dos praguicidas maneb e
paraquat por centros dopaminérgicos, como € o caso do
estriado, rico em receptores de dopamina, ou entéo, que
o tempo de tratamento néo foi suficiente para promover
dano ao hipocampo. Isso é possivel porque algumas
estruturas so mais sensiveis a um ambiente oxidativo
devido a, entre outras razdes, altas concentragtes de
ferro que podem aumentar as reacfes oxidativas e a
formacéo de EROs (Bowling & Beal, 1995).

Os resultados obtidos demonstram que tanto o
fungicidamaneb, quanto o herbicida paragquat, alteram o
sistema de protecao antioxidante enzimético inibindo a
atividade da CAT no estriado, rico em receptores
dopaminérgicos. Assim, a compreensdo dos efeitos
neurotoxicos destes praguicidas é importante na
determinacéo do papel destes agentes na etiologia das
doencas.
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ABSTRACT

Toxic effect of pesticides maneb and paraquat on
catalase antioxidant enzyme activity in rats

Free radicals are involved in many human diseases,
includingAlzheimer “sdisease and Par kinson’s disease.
The brain is thought to be especially vulnerable to
oxidative damage, given its high oxygen consumption,
the high levels of polyunsaturated fatty acids and non-
regenerative neurons and rather low levels of
antioxidant enzymes. In this work, hippocampal lipid
peroxidation and catalase enzyme activity in the
hippocampus and striatum of rats treated with the
fungicidemaneb (30 mg/kg) and the her bicide par aquat
(10 mg/kg) were estimated by spectrophotometric
methods. Neither lipid peroxidation nor the enzymatic
activity in thehippocampuswer eaffected inratstreated
with either of the pesticides. On the other hand,
inhibition of catalase activity was observed in the
striatum of ratstreated with either maneb or paraquat,
indicating aweakening of the enzymatic defense system
against free radicals. These findings suggest,
preliminarily, a greater toxic action in dopaminergic
regions. Under standing the biological effects of these
chemicals isimportant in determining the roles these
compounds may play in disease etiologies.

Keywords: catalase; paraquat; maneb; striatum;
hippocampus; free radicals.
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