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1 INTRODUCAO

O Paraquat (Pq; 1,1"-dimetil-4,4"-bipiridilo dicloreto) é um herbicida muito utilizado na
agricultura em todo o mundo devido sua eficacia e seu baixo custo. No entanto ele oferece alto
risco a salude devido a grande quantidade de espécies reativas (ER) formadas
(GAWARAMMANA, BUCKLEY, 2011). Esta grande quantidade de ER no organismo leva a
um processo chamado de estresse oxidativo, neste processo havera danos aos lipideos, proteinas,
carboidratos e &cidos nucleicos (MARTINS, 2013). Além disso, a ingestdo de pequenas
quantidades de paraquat pode causar danos severos a figado, pulméo e efeito toxico em sistema
nervoso central (SARAVU et al., 2013).

A acetilcolinesterase responsavel pela hidrolise de ésteres com grupamento acetil é
predominante no cérebro, juncdo neuromuscular, linfécitos e eritrocitos (COKUGRAS, 2003). O
sistema colinérgico € um dos mais importantes caminhos de modulacdo do sistema nervoso
central (SNC) desempenhando um papel fundamental no aprendizado, memoria, organizagdo
cortical do movimento e controle do fluxo sanguineo cerebral (MESULAM et al., 2002).
Evidéncias vem mostrando que a diminuigdo da expressdo da enzima acetilcolinestera induz a
morte de neurénios dopaminérgicos (ZHANG et al., 2013). Além disso, estudos também mostram
que a acetilcolinesterase € um importante biomarcador da exposi¢cdo a herbicida, como o Pq
(ROJAS-GARCIA et al., 2011)
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O consumo de compostos fitoquimicos com atividade antioxidantes, provenientes de
plantas, tem ganhado importancia nos ultimas anos, e isso é atribuido a sua atividade no
organismo (ACHKAR, et al., 2013). Dentre os antioxidantes que estdo presentes nos vegetais, 0s
mais frequentemente encontrados sdo os compostos fendlicos, como os flavondides, sendo os

mais estudados e consumidos a quercetina e a rutina (BEHLING et al., 2004).

A rutina, um derivado da quercetina, € um flavonoide encontrado em vérias fontes
alimentares. (BECHO; MACHADO; GUERRA, 2009). Possui propriedades antioxidantes, e vaso
protetor, promovendo uma melhora nos sintomas de insuficiéncia dos vasos linfaticos e venosos,
diminuindo a fragilidade capilar (ABE et al., 2007).

Estudos in vitro indicam a eficacia de flavondides como antioxidantes (CERQUEIRA;
MEDEIROS; AUGUSTO, 2007). Considerando a relevancia do uso acentuado do Pg em
lavouras no Brasil, o presente estudo tem como objetivo realizar a avaliacdo da enzima
acetilcolinesterase sobre a oxidacdo induzido pelo Pg em cérebro de ratos in vitro e verificar o
possivel efeito protetor do flavonoide rutina.

2 MATERIAIS E METODOS

Animal experimental
Foram utilizados sete ratos machos adultos (Rattus novergicus), pesando cerca de 200g

+ 50g, obtidos no biotério da Universidade de Cruz Alta - UNICRUZ mantidos a 22 + 2 °C, com
12 h de ciclo claro e escuro, com agua e alimento ad libitum. Os ratos foram eutanaziados e o
cérbro rapidamente dissecado, pesado e colocados em gelo. O projeto foi aprovado pelo Comité
de Etica no uso de Animais (CEUA) da Universidade de Cruz Alta - UNICRUZ
Preparo do Homogenato e exposi¢do ao Pq

Os cérebros foram homogeneizados em Tris-HCI, e posteriormente centrifugados. O
sobrenadante foi submetido a uma pré-incubag¢do com rutina (R, 80 pM) por 30 min. Apds, uma
dose de Pq de 1 mM foi adicionada aos tecidos e incubados por 2 horas adicionais. Um grupo sem
qualquer tipo de tratamento foi considerado o grupo controle (C). Também foram feitos os grupos
controle paraquat (PQ), controle rutina (R) e rutina + exposi¢do ao paraquat (R+PQ). Apos a
incubacédo, as amostras foram utilizadas para medida da atividade da enzima acetilcolinesterase
(AChE). Além disso, o teor de proteina foi medido pelo método de Peterson (1977).
Atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE)

A atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) foi realizada em tecido cerebral pelo

método de Ellman et al. (57), o qual utiliza-se da reacdo da acetilcolina (ACh) com DTNB. O
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cromodgeno formado é entdo medido espectroscopicamente a 412 nm e 0s resultados expressos em

umol ACh/h/mg de proteina.
3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesse estudo a atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) foi analisada. Os
resultados mostraram que a atividade da AChE teve uma diminuicdo significante no grupo
Paraquat (4,3 £ 0,5 umol ACh/h/mg de proteina, p<0,01) comparado ao grupo controle (6,5 = 0,9
umol ACh/h/mg de proteina) . Além disso, o pré-tratamento com R ndo alterou os niveis da
atividade enzimatica (3,3 £ 1,0 umol ACh/h/mg de proteina), ou seja, a rutina ndo protegeu contra

a diminuicdo da atividade enzimatica causada pelo Paraquat.

A acetilcolinesterase inativa a acdo do neurotransmissor acetilcolina hidrolisando em
acetato e colina. O neurotransmissor Ach é bastante difundido por todo o sistema nervoso. No
sistema nervoso periférico, essa enzima é liberada por todos os neurénios motores do sistema
nervoso somatico e também no sistema autdbnomo. A inibicdo da aceticolinesterase leva a perda
de homeostase colinérgica, podendo causar inumeros distdrbios neuroquimicos,

neurocomportamentais e neuromorfologicos. (NUNES et al., 2015)

Estudos vém mostrando que o aumento das atividades da acetilcolinesterase pode resultar
em uma rapida degradacdo da acetilcolina, que pode ser desencadeada devido ao estresse
oxidativo. Um estudo realizado em animal experimental onde o Pqg foi administrado pela via
intraperitoneal ndo mostrou diferenca significativa nos niveis da acetilcoliesterase (NUNES et al.,
2015). Um segundo estudo realizado com animais experimentais, do tipo ratos wistar, tambem
mostraram resultados ndo significativos em relacdo a atividade da enzima aceticolinesterase.
(DEL PINO et al., 2017)

Nossos dados, porém, mostraram que o Pg diminuiu a atividade da enzima, e que o pré-
tratamento com a rutina ndo modificou os niveis enzimaticos quando comparado ao ao grupo

controle, ou seja, a rutina ndo teve acgdo protetora ao efeito do Pq in vitro.

4 CONSIDERACOES FINAIS OU CONCLUSAO

Os dados obtidos, neste estudo, demonstraram que a rutina ndo possui efeito protetor
contra o estresse oxidativo gerado pelo paraquat em cérebro de ratos mantendo assim o mesmo
perfil de atividade enzimatica que o grupo induzido pelo paraquat. Conclui-se que ainda é
necessario mais estudos sobre a atividade da enzima frente ao processo oxidativo.
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