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“E mais frequente que a confianca seja gerada pela
ignorancia do que pelo conhecimento: sdo os que
conhecem pouco, e ndo 0s que conhecem muito, os
gue afirmam tdo positivamente que este ou aquele
problema nunca sera solucionado pela ciéncia.”

Charles Darwin



AGRADECIMENTOS

A minha mae que foi meu exemplo de vida e sempre me incentivou para

gue eu estudasse e buscasse meus objetivos.

Ao meu pai e a minha irma Maqueli que estdo sempre presentes, me

apoiando e me incentivando em todas as minhas decisoes.

Ao meu namorado Gustavo por ter me ajudado tanto nessa etapa final do

mestrado, auxiliando na construcao e revisdo da minha dissertacao.

A todos o0s meus colegas e amigos do laboratério pela ajuda e

companheirismo, vocés sao demais.

A professora Elaine pela doacdo dos camundongos que foram de

fundamental importancia para a realizacdo do meu trabalho.

Ao professor Marco Antdnio pela ajuda na construgcéo da idéia e parceria
para que este trabalho pudesse ser realizado.

A minha orientadora lonara pelos anos de trabalho juntas, pela
orientacdo, pelas oportunidades e pelo incentivo a busca por novos

conhecimentos.

Ao Programa de Pos Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas-Fisiologia pela

oportunidade da realizacda do mestrado.



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS

LISTA DE TABELAS

ABREVIATURAS

RESUMO

ABSTRACT

1. INTRODUCAO

1.1. RESIDUOS SOLIDOS

1.2. ATERROS SANITARIOS

1.3. CHORUME

1.4. TRATAMENTO DO CHORUME

1.4.1. Tratamento Fotoeletrooxidativo

1.5. ESTUDOS ECOTOXICOLOGICOS

1.6. RADICAIS LIVRES E ESTRESSE OXIDATIVO
2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. CHORUME

3.1.2. Tratamento Fotoeletrooxidativo

3.1.3. Parametros Quimicos do Chorume

3.2. ANIMAIS

3.3. EXPERIMENTOS IN VITRO

3.3.1. Preparacao das Amostras

3.3.2. Incubacgédo com o Chourme

3.3.3. Niveis de Radicais Livres

3.3.4. Lipoperoxidacéo

3.3.5. Atividade da Enzima Glutationa S-transferase
3.3.6. Dosagem de Proteinas

3.4. ANALISE ESTATISTICA

4. RESULTADOS

4.1. TRATAMENTO FOTOELETROOXIDATIVO
4.2. NEUROTOXICIDADE

4.2.1. Niveis de Radicais Livres

4.2.2. Lipoperoxidacao

4.2.3. Atividade da Enzima Glutationa s-transferase
4.3. HEPATOTOXICIDADE

4.3.1. Niveis de Radicais Livres

4.3.2. Lipoperoxidacéo

4.3.3. Atividade da Enzima Glutationa s-transferase
5. DISCUSSAO

6. CONCLUSAO

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Vi
VIl

X x X

O OWoO~NOUITWN P



VI

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Representacdo esquematica de um aterro sanitario com os principais
ISPOSITIVIOS. ...ttt bbb e e e e e e e ae e e e e e e aaas 4

Figura 2. Reducédo do oxigénio, as quatro etapas de reducdo de um elétron
para o oxigénio geram, progressivamente, superoxido, peréxido de hidrogénio
e radical hidroxila MaiS AQUAL........ccuuuuuiiiee e 11

Figura 3. Peroxidacao lipidica das membranas celulares pela acéo de radicais

IV TS —————— 13

Figura 4. Representacdo esquematica do reator: (1) Reservatoério de vidro; (2 e
3) Eletrodos de o6xido de titanio TiO/RuOy; (4) Tubo de quartzo; (5) Lampada de

(V=T o Lo e [0 01T o U 1 o TP UPPPPPURPPN 17
Figura 5. Niveis de radicais livres em hipocampo incubado com chorume néao

tratado e chorume submetido a fotoeletrooXidagao ............cccceeevvvvvieeeeeincnnnn. 25

Figura 6. Niveis de radicais livres em estriado incubado com chorume nao

tratado e chorume submetido a fotoeletrooxidacao.............cccoevvvvvvvevvvnninieennnnn. 26

Figura 7. Niveis de radicais livres em cerebelo incubado com chorume néo

tratado e chorume submetido a fotoeletrooXidacao..............ccevevvvvvvivvieeiiieeennn. 27

Figura 8. Avaliacao do indice de lipoperoxidacdo em hipocampo incubado com

chorume néo tratado e chorume submetido a fotoeletrooxidacgao..................... 29

Figura 9. Avaliacdo do indice de lipoperoxidacdo em estriado incubado com

chorume néo tratado e chorume submetido a fotoeletrooxidacao..................... 30

Figura 10. Avaliacdo do indice de lipoperoxidacdo em cerebelo incubado com

chorume néo tratado e chorume submetido a fotoeletrooxidacgao..................... 31

Figura 11. Atividade da enzima glutationa S-transferase em hipocampo
incubado com chorume ndo tratado e chorume submetido a

(0] TS L=y 10T 0) ([0 F=Tox= Lo PP 33



Vi

Figura 12. Atividade da enzima glutationa S-transferase em estriado incubado

com chorume néo tratado e chorume submetido a fotoeletrooxidacéo............. 34

Figura 13. Atividade da enzima glutationa S-transferase em cerebelo incubado

com chorume néo tratado e chorume submetido a fotoeletrooxidaca............... 35

Figura 14. Niveis de radicais livres no figado incubado com chorume né&o

tratado e chorume submetido a fotoeletrooxXidaGao.........cccccoevvvveeeeiiiiiiiiieneenns 37

Figura 15. Avaliacdo do indice de lipoperoxidacdo em figado incubado com

chorume néo tratado e chorume submetido a fotoeletrooxidagao..................... 38

Figura 16. Atividade da enzima glutationa S-transferase em figado incubado

com chorume ndo tratado e chorume submetido a fotoeletrooxidagéo............. 40



VIII

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Destino final dos residuos soélidos no Brasil 1989/2008...........c.......... 3

Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas do chorume néo tratado e do chorume
submetido ao tratamento fotoeletrooXidatiVo..........ccooveeeeeeeeeieeeieiiiie e, 23

Tabela 3. Parametros avaliados em diferentes estruturas cerebrais e figados
incubados com o chorume néo tratado ou chorume submetido a
fotoeletrooxidacdo comparados ao grupo controle (grupo 0% de
(o] 0 To] 4010 1) TP PPOOUPPPPPPPPPPPPPRPRN 41



ABREVIATURAS

CAT - catalase

CDNB - 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno

COT - carbono organico total

DCF - diclorofluoresceina oxidada
DCFH-DA - diacetato de diclorofluoresceina
DNA - acido desoxirribonucleico

DQO - demanda quimica de oxigénio
EDTA - &cido etilenodiamino tetra-aceético
ERO - espécies reativas do oxigénio

GPx - glutationa peroxidase

GSH - glutationa

GST - glutationa S-transferase

MDA — malondialdeido

POA - processo oxidativo avancado

SH — grupo tiol

SOD - superoxido dismutase

TBA — acido tiobarbitdrico

TBARS — substancias reativas ao acido tiobarbiturico

TCA — acido tricloroacético

UV — ultravioleta



RESUMO

Atualmente, ocorre um grande aumento na geracao de residuos solidos como
consequéncia do crescimento populacional, juntamente com a expansao da
industria. O manejo inadequado dos residuos sélidos gerados pode afetar a
saude publica e o meio ambiente. Neste contexto, os aterros sanitarios sdo
uma alternativa adequada de destinacdo destes residuos, no entanto a
confinacao seguida pela decomposicdo dos residuos gera um efluente liquido
denominado chorume. O chorume é um liquido escuro de odor desagradavel e
com alta carga de compostos organicos o qual, sem tratamento correto pode
causar a poluicdo das aguas subterrdneas e adjacentes. Estudos prévios
demonstram uma relacdo entre a exposicdo ao chorume e o0 aumento de
radicais livres e indices de lipoperoxidacdo em diferentes 6rgaos, inclusive no
cérebro e figado de roedores. Portanto, o estresse oxidativo pode ser um
mecanismo bioquimico relacionado a toxicidade de xenobidticos como o
chorume de aterros sanitarios. A partir dessas informacgdes torna-se necessaria
a busca por formas de tratamento eficientes para os agentes potencialmente
toxicos presentes no chorume. Uma alternativa de tratamento sdo os
Processos Oxidativos Avancados (POAs) como o tratamento fotoeletrooxidativo
gue possui elevada capacidade e velocidade de degradacédo. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a neurotoxicidade e hepatotoxicidade induzidas pela
exposicao in vitro ao chorume de aterro sanitario em roedores. Além disso, o
chorume submetido ao tratamento fotoeletrooxidativo também foi testado em
roedores para avaliar a eficiéncia do tratamento. Nossos resultados
demonstraram que o chorume pode induzir estresse oxidativo em estruturas
cerebrais e figado tanto em camundongos quanto em ratos. Nés também
observamos que o hipocampo € menos vulneravel ao dano oxidativo induzido
pelo chorume do que o estriado e o cerebelo. No entanto, o estriado e o
cerebelo, sdo mais suscetiveis ao dano quando comparados ao figado. O
chorume submetido ao tratamento fotoeletrooxidativo também induziu estresse
oxidativo, principalmente, no estriado e no figado e diminuiu a atividade da
enzima glutationa S-transferase no estriado. Adicionalmente, nés podemos
sugerir que a fotoeletrooxidacdo foi incapaz de alterar eficientemente os

compostos tdxicos presentes no chorume.
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ABSTRACT

In the last decades, the solid waste has been increasing by great amounts due
to world’s population growth together with the expansion of the industrialization.
The inadequate treatment of the solid waste constitutes an important
environmental problem and can affect the public health. In this context, the
landfills are an appropriate alternative for the destination of the waste; however,
the confinement followed by decomposition of the solid waste produce a liquid
efluent known as leachate. Leachate is a dark liquid formed within landfills with
elevated concentrations of chemical compounds. The absense of its treatment
may cause severe pollution to the groundwater aquifer and to the adjacent
surface waters. Previous studies demonstrated a relationship between the
leachate exposure and the increase of free radicals and lipid peroxidation in
different organs of rodents, including the brain and liver. Therefore, oxidative
stress may be a biochemistry mechanism related to toxicity of xenobiotics such
as landfill leachate. In view of the toxicity induced by leachate, the development
of new technologies of treatment becomes necessary. In this context, one of the
alternatives are the Advanced Oxidation Processes such as the
photoelectrooxidative process which is formed by combination of two methods
and has a high capacity and speed of degradation. The aim of this study was to
evaluate the neurotoxicity and hepatotoxicity induced by in vitro exposure to
landfill leachate in rodents. Moreover, leachate submitted by the
photoelectrooxidative process was tested in rodents to evaluate the efficiency of
the treatment. Our results showed that the landfill leachate can induce oxidative
stress in brain structures and liver in both rats and mice. Additionally, we
observed that the hippocampus is less vulnerable to oxidative stress induced by
leachate when compared to striatum and cerebellum. However, brain structures
are more susceptible to oxidative damage compared to liver. Leachate
submitted to photoelectrooxidative process also induced increase on oxidative
parameters in different structures evaluated, and decreased the glutathione S-
transferase activity in striatum. Finally, we can suggest that
photoelectrooxidation was unable to alter efficiently the toxic compounds

presents in leachate.



1. Introducéo

O crescimento da populacdo e da industrializagdo, juntamente com a
melhoria do poder aquisitivo e as mudangas nos padrdoes de consumo, tém
causado um aumento significativo na geracdo de residuos sélidos no mundo
todo. Estima-se que a geracao de residuos atual seja de aproximadamente 0,5
a 4,5 kg por pessoa diariamente (Li et al., 2006a).

A geracdo excessiva de residuos necessita de medidas adequadas de
controle, de modo a minimizar situagbes que acabem por desequilibrar o
ecossistema. A determinacdo da composi¢ao quimica e da potencial toxicidade
das substancias liberadas no meio ambiente € indispensavel para a protecéao
ambiental assim como para a protecdo da saude publica (Gajski etal., 2011).
No caso de residuos sdlidos, a decomposicdo dos mesmos produz um efluente
liquido, denominado chorume, cuja composicdo é variada e complexa. O
chorume possui componentes altamente toxicos e, portanto necessita de

tratamento adequado antes de ser despejado no meio ambiente.

Ja estd bem descrito na literatura que uma pequena quantidade de
chorume pode contaminar um grande volume de aguas subterraneas e
adjacentes o que pode causar efeitos deletérios em diferentes niveis troficos e
ecoldgicos (Bakare et al., 2000, Christensen et al., 2001). Neste contexto, a
busca por métodos de tratamento eficaz, além da avaliagdo e controle a
exposicao de substancias como o chorume tornam-se fundamentais, visto que
varias patologias podem estar relacionadas a interacbes genéticas e

ambientais.



1.1. Residuos Sélidos

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE,
2000), o Brasil gerou, em 2000, aproximadamente 161.000 toneladas de lixo
urbano por dia, o que equivale a uma média de aproximadamente 0,95 kg por
dia por habitante.

Os residuos solidos, quando gerenciados de forma inadequada, podem
afetar a saude publica e o meio ambiente. Os impactos provocados pelos
residuos sélidos podem atingir a populacdo em geral através da poluicao e
contaminagao dos corpos d’agua e dos lengdis subterraneos. Isto pode ocorrer
de forma direta ou indireta, dependendo do uso da agua e da absorcdo de
material toxico ou contaminado (Ferreira & dos Anjos, 2001). Além disso, o
consumo de carne de animais criados proximos aos vazadouros esta
relacionado a transmissdo de doencas aos seres humanos (Machado & Prata
Filho, 1999).

Entre as diversas alternativas de destinacdo dos residuos solidos, no
Brasil, as trés formas mais utilizadas s&o: vazadouros a céu aberto também
conhecidos como “lixdes”, aterros controlados e aterros sanitarios (IBGE,
2000). Nos vazadouros a céu aberto, a disposicao final do lixo ocorre através
do seu lancamento, em bruto, sobre o terreno sem qualquer cuidado ou técnica
especial. Os aterros controlados séo locais utilizados para o despejo do lixo
coletado, em bruto, onde uma camada de terra € depositada sobre o lixo para
minimizar os impactos ambientais. Por outro lado, o aterro sanitario é uma
técnica de disposicdo do lixo, fundamentado em critérios de engenharia e
normas operacionais especificas. Este método permite a confinacdo segura
dos residuos sélidos em termos de controle da poluicdo ambiental e protecédo a
saude publica (IBGE, 2000). Na Tabela 1, pode-se observar a distribuicdo dos

residuos sélidos entre os diferentes destinos finais no Brasil em trés décadas.



Tabela 1. Destino final dos residuos soélidos no Brasil - 1989/2008.

Destino final dos residuos sdlidos, por unidades de destino dos residuos (%)
Ano
Vazadouro a céu aberto Aterro controlado Aterro sanitario
1989 88,2 9,6 11
2000 72,3 22,3 17,3
2008 50,8 22,5 27,7

Fonte: IBGE, Diretoria de Pesquisas, Coordenagao de Populacao e Indicadores Sociais, Pesquisa Nacional de Sanea-
mento Bésico 1989/2008.

Analisando a Tabela 1, pode-se concluir que os vazadouros a céu aberto
ainda constituem o destino final mais utilizado (por unidades de destino dos
residuos) nos municipios brasileiros, conforme revelou a Pesquisa Nacional de
Saneamento Basico (PNSB) 2008. Apesar disso, € importante observar que
houve um crescimento na utilizacdo de aterros sanitarios como destino de
residuos nos ultimos anos. Adicionalmente, a PNSB demonstrou que o destino
inadequado dos residuos soélidos encontra-se principalmente nas regiées norte
e nordeste do pais (IBGE, 2008).

1.2. Aterros Sanitarios

A utilizacdo de aterros sanitarios como forma de disposicdo final
continua sendo amplamente aceita e cada vez mais utilizada. A disposicdo dos
residuos em aterros sanitarios € um método de baixo custo relativo e que
satisfaz as condicdes de preservacdo do meio ambiente (Meira, 2003). Dessa
forma, os aterros sanitarios tornam-se uma potencial escolha para a destinacéao
de residuos (Li et al, 2006a).

No Brasil, cerca de 30% dos residuos coletados sao destinados a

aterros sanitarios, correspondendo, assim como nos paises da Unido Européia



e nos Estados Unidos, a uma das técnicas mais utilizada nas ultimas décadas
(Ding et al., 2001).

s

Segundo a norma ABNT NBR 8419/1984, aterro sanitario € “uma técnica
de disposicéo de residuos urbanos no solo sem causar danos a saude publica
€ a sua seguranca, minimizando os impactos ambientais, método este que
utiliza principios de engenharia para confinar os residuos solidos & menor area
possivel e reduzi-los ao menor volume permissivel, cobrindo-os com uma
camada de terra na conclusdo de cada jornada de trabalho, ou a intervalos

menores, se for necessario”.

Os aterros sanitarios necessitam de dispositivos que sé&o
indispensaveis para sua execucdo e operacao. Entre eles encontram-se
dispositivos de revestimento de fundo para prevenir contaminacao do subsolo e
das aguas subterraneas, sistemas de coleta de liquidos percolados e gases
gerados, sistemas de cobertura final que minimizem as infiltracbes e os
problemas de erosao, dispositivos de drenagem superficial que reduzem o
afluxo de agua para o interior da massa de residuos (Calijuri et al, 2002). A
Figura 1 representa de forma esquematica um aterro sanitario e seus principais

dispositivos.

| setor concluido
| setor em I

IJ execucio !

j dreno de gas

b dreno de aguas de
.., ) i

setorem
preparagao

sela de cobertura

saida para estagao

e de tratamento

impermeabilizante I

Figura 1. Representacdo esquematica de um aterro sanitario com os principais
dispositivos (PROIN/CAPES, 1999).



A impermeabilizacdo correta do solo € de fundamental importancia
para que ocorra uma adequada captacdo dos liquidos (drenos horizontais)
percolados para o tratamento, além de um eficiente sistema de captagéo
(drenos verticais) para queima ou tratamento dos gases liberados durante a
decomposicédo (El Fadel & Khoury, 2000).

O confinamento dos residuos em celas do aterro sanitario propicia as
condicdes necessdarias para que ocorra a decomposicao fisico-quimica e

biolégica dos mesmos, produzindo o chorume (Christensen et al., 2001)

1.3. Chorume

O chorume € um liquido escuro de odor desagradavel proveniente da
decomposicdo de residuos que contém uma grande concentracdo de
compostos organicos e inorganicos (Christensen et al., 2001).

Segundo D Almeida & Vilhena (2000), a formacdo e a composicao do
chorume s&o processos complexos e variaveis, influenciados por uma série de
fatores. Entre eles, podemos ressaltar trés principais: fatores climatologicos
(regime de chuvas, escoamento superficial, infiltracdes), fatores relativos ao
residuo solido (composicdo, densidade e teor de umidade) e fatores relativos
ao tipo de disposicédo (permeabilidade, idade e profundidade do aterrro). Além
disso, a composicdo do chorume pode variar conforme a dinamica dos
processos de decomposicao que ocorrem dentro das células do aterro.

Os processos de decomposicdo responsaveis pela formacdo do
chorume também variam com a idade do aterro e podem ser classificados em
guatro fases: aerdbia, anaerObia, metanogénica inicial e de estabilizacao
(Kjeldsen et al., 2002). A decomposicao de diferentes residuos aterrados pode
produzir um chorume com elevados teores de metais téxicos, xenobidticos
(substancias estranhas aos organismos Vvivos) e microrganismos perigosos
para a saude. Segundo Christensen e colaboradores (2001), as substancias

presentes no chorume podem ser classificadas em quatro grandes grupos:

1. Matéria Organica Dissolvida, expressa como Demanda Quimica
de Oxigénio (DQO) e Carbono Orgéanico Total (COT), incluindo



CH,, acidos graxos volateis e muitos compostos recalcitrantes,
como exemplo, compostos humicos e falvicos. As substancias
humicas s@o os principais componentes da matéria organica do
solo (85 a 90%), compostas de &cidos humicos, acidos fulvicos e
humina e originam-se a partir de transformacdes bioquimicas de
compostos como lignina, celulose, hemicelulose, acucares,

aminoécidos (Silva & Mendonga, 2007).

2. Macrocomponentes Inorganicos: sais de célcio (Ca®"), magnésio
(Mg?"), sédio (Na?*), potassio (K*), amonio (NH,"), ferro (Fe?"),
manganés (Mn?"), cloretos (CI), sulfato (SO.?%), sulfeto (S;) e
carbonato (COs%). Além de metais potencialmente txicos, como
cadmio (Cd*"), cromo (Cr®"), cobre (Cu®*"), chumbo (Pb®"), niquel

(Ni?") e zinco (Zn?").

3. Compostos Organicos Xenobidticos, que incluem uma variedade
de hidrocarbonetos halogenados, compostos fendlicos, alcoais,
aldeidos, cetonas e éacidos carboxilicos, além de outras

substancias com caracteristicas toxicas.

4. Compostos em menor concentracéo, como boro (B), arsénico (As),
selénio (Se), bario (Ba), litio (Li), mercurio (Hg) e cobalto (Co), os

guais sao potencialmente toxicos

A partir da complexidade dos componentes encontrados no chorume
€ importante ressaltar que sua toxicidade ndo pode ser atribuida a uma
substancia isoladamente nem a soma de todos 0s seus componentes, mas sim
ao efeito sinérgico que ocorre entre as substancias presentes na sua

composicao (Silva et al., 2004).



1.4. Tratamento do Chorume

A implantacdo de sistemas adequados de coleta e tratamento do
chorume é essencial devido ao impacto causado ao meio ambiente,
principalmente em relacdo a poluicdo das aguas. A percolacéo do liquido pode
provocar a poluicdo das dguas subterraneas e superficiais, tanto pela reducéo
do teor de oxigénio dissolvido, como pela eutrofizacdo dos cursos, devido as
altas demandas de oxigénio e as elevadas concentracdes de nitrogénio no
chorume, podendo alterar significativamente a fauna e a flora aquética (Li et al.,
2006b). Alem disso, ja esta bem descrito que uma pequena quantidade de
chorume pode causar a poluicdo de um extenso volume de agua subterranea,
inutilizando-a para o uso doméstico e outros fins (Bakare et al., 2005; Li et al.,
2010).

Ainda ndo existe uma metodologia padréo aplicavel a todos os casos
para o efetivo tratamento do chourme de aterro sanitario com viabilidade
técnica e econdmica que cumpra, efetivamente, os padrbes de emissédo. As
opcOes disponiveis incluem processos de natureza fisica, quimica e biologica.
Entre eles, os processos biologicos ainda sdo os processos mais aplicados,
principalmente, devido ao baixo custo (Kjeldsen et al., 2002). Os processos
biologicos, na forma de rotinas aerObias, anaerébias e facultativas,
apresentaram resultados satisfatérios no tratamento de chorume de aterros
jovens, os quais sdo facilmente biodegradaveis. No entanto, a medida que a
idade do chorume aumenta, sua composicdo passa a Ser menos
biodegradavel, contendo na maior parte substancias de elevada massa molar e
estruturas muito complexas, como as substancias humicas (Kjeldsen et al.,
2002).

Como mencionado, existem diversos problemas na utlizacdo de
sistemas biolégicos para o tratamento do chorume de diferentes idades. Dessa

forma, torna-se relevante a busca por procedimentos que apresentem uma



maior eficiéncia ou que possam ser integrados aos processos convencionais,

de maneira a reduzir suas desvantagens e incrementar sua eficiéncia.

Dentro deste contexto, os Processos Oxidativos Avancados (POAS) tém
sido considerados como uma excelente alternativa para o tratamento do
chorume com composicdo variada, principalmente devido a sua elevada
capacidade e velocidade de degradagcdo. Os POAs sao definidos como
processos que envolvem a geracdo de espécies transitorias de alto poder
oxidante, dentre as quais se destaca o radical hidroxila ((OH"). Este radical
apresenta alto poder oxidante e baixa seletividade, possibilitando a
transformacdo de um grande numero de contaminantes toxicos em tempos
relativamente curtos (Domenéch et al., 2001). No entanto, os radicais livres
formados durante o processo fotoeletrooxidativo possuem uma meia vida de
curta duracdo. Varios processos de producdo do radical hidroxila tém sido
estudados, geralmente utilizando ozoénio, peréxido de hidrogénio, reagente
Fenton, fotocatalise e eletrolise, ou a combinacdo destes métodos. Entre os
POAs destaca-se a utilizacdo do tratamento fotoeletrooxidativo baseado na

combinacao dos métodos citados acima.

1.4.1. Tratamento Fotoeletrooxidativo

Existem na literatura, diversas pesquisas sobre a remocdo e a
degradacdo de matéria organica utilizando diferentes técnicas, tais como a
fotoeletroquimica (Pinhedo et al., 2005), fotooxidacdo-ultravioleta (UV)
(Golimowska & Golimowski., 1996), UV (Kang et al., 2004) e oz6nio (Rao et al.,
2002) . Entre as diferentes técnicas, a fotoeletrooxidacédo tem sido amplamente
estudada no manejo de efluentes complexos. O tratamento fotoeletrooxidativo
(ou fotoeletroguimico) € realizado através da combinacdo do processo
eletroquimico com a fotocatalise heterogénea, e consiste na percolacdo da
solucdo a ser tratada através de um reator eletrolitico onde o anodo, revestido

com Oxidos metdlicos, permanece sob a incidéncia da radiagdo ultravioleta.



Cabe ressaltar que esta combinacdo resulta em um efeito sinérgico o qual
aumenta a eficiéncia e a velocidade de degradacédo (Bertazzoli & Pelegrini,
2002), tornando-se uma potencial ferramenta para o tratamento de efluentes
toxicos. Bertazzoli e Pelegrini (2002) demonstraram que o0 tratamento
fotoeletroquimico aplicado em chorume de aterros sanitarios municipais
apresentou uma reducédo de 75% da coloracdo do chorume, além da reducédo
da carga organica em 20%.

1.5. Estudos Ecotoxicoldgicos

A elucidacdo de processos fisiologicos e patofisiologicos ocasionados
por materiais produzidos pela acao antrépica e liberados no ambiente torna-se
iminente pelo progressivo aumento na geracdo de residuos. Dentre os
diferentes impactos, a poluicdo das aguas € considerada um sério problema de
saude publica, além de alterar o ecossistema aquatico (Houk, 1992; White et
al., 1996). E bem estabelecido que a poluicdo afeta, de forma direta ou indireta
a saude, diminui a qualidade de vida e ameaca a sobrevivéncia das espécies
(Grover & Kaur, 1999). Segundo Ohe e colaboradores (2004), dependendo da
concentracgdo, as toxinas lancadas no ambiente podem causar efeitos diversos,
frequentemente interligados, tais como disturbios fisioloégicos em diferentes
tecidos e orgdos, reducdo da longevidade e da fertilidade, e alteracdes
genéticas. Durante o0s Ultimos anos, surgiu um grande interesse em
desenvolver testes rapidos e simples para identificar substancias com atividade
genotodxica (Ohe et al., 2004).

Nos ambientes aquaticos, os testes de micronucleos e do cometa séo
utilizados em diferentes espécies de peixes e vegetais como bioindicadores
dos efeitos da exposicdo a aguas contaminadas (Al-Sabati, 1986; Bombail et
al., 2001, Grant, 1999, Sanchez-Galan et al.,1998). Estes estudos s&o

adequados para a determinacéo de letalidade, contudo carecem de avaliacao
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de outros aspectos, sinais e sintomas, que podem ser encontrados em seres
vivos de maior complexidade.

Estudos ecotoxicologicos utilizando mamiferos como animais de
experimentagdo s&o poucos, portanto os dados de ecotoxicidade nesta classe
s&o escassos. E essencial ponderar que estes estudos podem ter aplicagéo
tanto em seres humanos quanto em outras espécies da classe Mammalia que
utilizam corpos d’agua com despejo de xenobidticos como fonte de agua de
consumo. Considerando que a toxicidade € mediada por processos biolégicos,
uma resposta em nivel bioquimico detectada previamente pode, teoricamente,
preceder efeitos em propor¢cdes maiores e mais drasticas. Aparece como
promissora a utilizacdo da avaliacdo de dano em macromoléculas, tais como
DNA, proteinas e lipideos. Além disso, os efeitos toxicos nos organismos mais
complexos ndo se limitam a genotoxicidade e letalidade, outros impactos

podem ser observados, como hepatotoxicidade e neurotoxicidade.

Alguns estudos realizados em mamiferos demonstraram que a
exposicao in vivo ao chorume de aterro causou danos oxidativos e alteracdes
nas defesas antioxidantes em diferentes 6rgdos como rins, baco, coracao,
figado e cérebro de camundongos (Li et al., 2006a;b). Além disso, Li e
colaboradores (2010) observaram danos ao DNA e oxidacdo de proteinas em
diferentes o6rgdos de camundongos induzidos pela exposicdo ao chorume in

Vivo.

1.6. Radicais Livres e Estresse Oxidativo

Radicais livres sdo atomos ou moléculas altamente reativas, que contém
um numero impar de elétrons em sua Ultima camada eletrénica (Halliwell &
Gutteridge, 1990). Os radicais livres podem iniciar reacbes em cadeia através
da extracdo de elétrons de uma molécula das proximidades para completar
seus proprios orbitais (Smith et al., 2005). As espécies reativas do oxigénio

(EROs) séao radicais livres altamente reativos, contendo oxigénio, ou
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compostos que se convertem prontamente nesses radicais livres de oxigénio
na célula. Os principais produtos do oxigénio produzidos pela sua reducéo sao:
0 anion superoxido, o peroxido de hidrogénio e o radical hidroxil, como ilustrado
na Figura 2 (Smith et al., 2005).

O,
Oxigénio

r

O,

Superoéxido

i/e‘, 2 i

Perdxido de hidrogénio

fe‘, H*

Hzo + OHe

Radical
hidroxil

i/e‘, H*

H,0

Figura 2. Reducdo do oxigénio, as quatro etapas de reducdo de um elétron
para o oxigénio geram, progressivamente, superoxido, peréxido de hidrogénio

e radical hidroxila mais agua (Smith et al., 2005).

A formacdo de espécies reativas do oxigénio pode ocorrer através de
VAarios processos, como a respiracdo aerObica e a exposicdo a agentes
exdgenos, os xenobidticos. As EROs sdo constantemente formadas na célula
sendo que, 3 a 5% do oxigénio consumido sdo convertidos em radicais livres
(Smith et al., 2005).
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7

O cérebro é particularmente suscetivel ao dano oxidativo, pois gera
continuamente uma grande quantidade de radicais livres através da sua
atividade oxidativa mitocondrial e do metabolismo de catecolaminas (Perez-
Campo et al., 1993). As células do cérebro humano utilizam 20% do oxigénio
consumido pelo corpo o qual constitui somente 2% do peso corporal, indicando
grande potencial para a geracdo de EROs (Clarke & Sokoloff, 1999). Além
disso, o cérebro possui uma atividade moderada das enzimas antioxidantes
como a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(GPx) quando comparado a outros 6rgdos como figado e rins (Cooper, 1997,
Ho et al., 1997). Em certas regides do cérebro e do figado, encontram-se altas
guantidades de ferro, o qual esta diretamente envolvido com a formacgédo de
radicais livres altamente reativos, como o radical hidroxila. Adicionalmente,
altos niveis de acidos graxos poliinsaturados estédo presentes no cérebro, 0s
guais sdo os alvos favoritos ao dano causado por radicais livres nas células.
(Meng & Zhang, 2003).

Embora todos os componentes celulares sejam suscetiveis a acao das
EROs, a membrana plasmatica € um dos mais atingidos em decorréncia da
lipoperoxidacdo. A peroxidacao lipidica € uma reacdo em cadeia, representada
por trés etapas principais: iniciacado, propagacao e terminacdo. Esse processo
€ responsavel por diversos danos a funcao celular incluindo alteracbes na
estrutura e na permeabilidade das membranas celulares, na liberacdo e
recaptacdo de neurotransmissores, na atividade dos canais-idnicos, nas
proteinas de membrana e na funcdo mitocondrial, as quais podem levar a
morte celular (Ferreira & Matsuraba, 1997; Mattson, 1998). A Figura 3
representa uma injuria celular (membranas celulares) provocada por radicais

livres.
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Figura 3. Peroxidacao lipidica das membranas celulares pela acdo de radicais
livres (Smith et al., 2005).

A lipoperoxidacdo mediada por radicais livres esta diretamente
relacionada a fisiopatologia de varias doencas neurodegenerativas, onde 0s
seus marcadores podem ser encontrados em niveis elevados tanto
em estruturas cerebrais como em tecidos periféricos. Portanto, o papel
da peroxidacéo lipidica tem sido amplamente investigado no desenvolvimento
de doencas como a Doenca de Alzheimer, Doenca de Parkinson, Esclerose
Lateral Amiotrofica e Doenca de Huntington (Butterfield et al., 2010; Lee et al.,
2011, Ruiperez et al., 2010).

A fim de evitar os danos causados pelas EROs, como a peroxidacao
lipidica e a modificacdo de proteinas, existem mecanismos que removem ou
tentam impedir a formacéo excessiva de radicais livres (Dringen, 2000; Halliwell
& Gutteridge, 1999). O mecanismo utilizado consiste em um sistema de defesa
antioxidante composto por antioxidantes ndo enzimaticos como, vitamina C
(acido ascorbico), vitamina E (tocoferol), glutationa (GSH); e enzimaticos como

a GPx, CAT e SOD, que interagem e se regeneram em um complexo sistema
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de ciclos (Haramaki et al., 1998; Ferreira & Matsubara, 1997). As enzimas de
defesa antioxidantes reagem com as EROs e com os produtos celulares das
reacoes em cadeia de radicais livres para converté-los em produtos nao-

toXicos.

O desequilibrio entre a producdo de EROs e a sua remocao e sequestro
pelos antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos resulta em estresse
oxidativo (Halliwell and Gutteridge, 1999). Diversos estudos tém demonstrado
gue o estresse oxidativo pode estar relacionado a neurotoxicidade de varios
xenobidticos (El-Demerdash, 2011; Ross & Moldeus, 1991; Santos, 2007).

Entre as enzimas antioxidantes relacionadas com a detoxificacdo de
xenobidticos destaca-se a familia das glutationas S-transferases (GSTs). A
atividade classica destas enzimas é catalisar a conjugacdo de uma variedade
de compostos xenobioticos, 0s quais possuem grupos funcionais eletrofilicos,
ao grupo tiol (SH) da GSH produzindo formas menos toxicas e facilitando sua
excrecao pelo organismo (Habig et al., 1974; Pickett & Lu, 1989). A GSH é um
dos antioxidantes celulares mais abundantes podendo prevenir a oxidacdo do
grupo tiol das proteinas tanto diretamente pela reacdo com espécies reativas
guanto indiretamente através das glutationas S-transferases (Deneke &
Fanburg, 1989; Limon-Pacheco & Gonsebatt, 2009).

As GSTs abrangem trés grandes familias de proteinas: citosdlicas,
mitocondriais e microssomais, das quais as citosolicas constituem a maior
delas (Hayes et al., 2005). Além das trés familias, sete classes de GSTs
citosolicas foram identificadas as quais foram designadas pelos nomes de

letras gregas alfa, mu, pi, sigma, theta, omega e zeta (Mannervik et al., 2005).

As isoenzimas da GST sdo expressas de maneira tecido-especifica
sendo que sua composicdo em diferentes tecidos varia de forma consideravel
(Dhanani & Awasthi, 2006). Os niveis de expressdo de GST sdo considerados
um fator importante para proteger os 6rgdos contra os efeitos deletérios de

substancias toxicas (Yang et al., 2002).

Como as GSTs sdo enzimas detoxificadoras, alguns estudos tém

demonstrado que a reducéo da atividade da enzima GST est4 relacionada ao
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aumento da toxicidade de algumas substancias. No entanto, a inibicdo da GST
também pode ser utilizada como uma estratégia para aumentar a eficiéncia de,

por exemplo, substancias como os pesticidas (El-Demerdash, 2011).

Além da sua principal funcdo de detoxificacdo, as GSTs também
desempenham outras fun¢des fisiolégicas como o sequestro e transporte de
compostos enddgenos hidrofébicos que incluem hormonios esterdides, heme,
bilirrubina, acido biliar e seus metabdlitos (Salinas & Wong, 1999).

7

Nossa hipétese de trabalho é a de que a exposicdo ao chorume de
aterro sanitario é capaz de aumentar alguns parametros de estresse oxidativo e
gue o tratamento fotoeletrooxidativo seja capaz de reverter este aumento em

estruturas cerebrais e figado de ratos e camundongos.

2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Avaliar a neurotoxicidade e hepatoxicidade induzidas pela exposicdo ao
chorume de aterro sanitario submetido ou ndo ao tratamento fotoeletrooxidativo

em diferentes espécies de roedores.

2.2. Objetivos especificos

e Avaliar o efeito in vitro do chorume sobre o estado oxidativo em

hipocampo, estriado, cerebelo e no figado de ratos e de camundongos.

e Avaliar o efeito in vitro do chorume sobre a atividade da enzima
glutationa S-transferase em hipocampo, estriado, cerebelo e no figado

de ratos e camundongos.
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e Estudar o impacto do tratamento fotoeletrooxidativo no chorume de
aterro sanitario sobre os parametros de estado oxidativo celular em

estruturas cerebrais e figado de ratos e camundongos.

3. Materiais e Métodos

3.1. Chorume

O chorume bruto e o chorume submetido ao tratamento
fotoeletrooxidativo foram fornecidos pelo Prof. Marco Antonio Siqueira
Rodrigues do Instituto de Ciéncias Exatas e Tecnologicas, Centro Universitario
FEEVALE. As amostras do chorume foram coletadas no aterro sanitario
industrial de Novo Hamburgo, RS por um pesquisador capacitado utilizando
equipamentos de protecdo individual no momento da coleta. O material foi
transportado da FEEVALE até a UFRGS em carro particular, acondicionado em
recipientes adequados e todas as medidas de seguranca para O transporte
foram tomadas. O chorume foi armazenado em frascos (-2 a -8°C) até o

término dos experimentos.

3.1.2. Tratamento Fotoeletrooxidativo

O tratamento do chorume foi realizado pelo Prof. Marco Antonio Siqueira
Rodrigues no Centro Universitario FEEVALE. Os experimentos de
fotoeletrooxidac&o foram realizados em um reator fotoeletroquimico em escala
de bancada como mostrado na Figura 4. O reator consiste de um cilindro de
vidro com volume de 1,2 litros com dois orificios aos quais as mangueiras sédo
conectadas, um par de eletrodos, uma lampada de vapor de mercurio sem
bulbo - para a emissdo da radiacdo ultravioleta, um tubo de quartzo e uma

fonte de corrente. O reator utilizado foi um Avant ® 250W e uma lampada de
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vapor de mercurio foi usada como fonte ultravioleta. A lampada foi imersa na
solucéo, para isso, foi necessario coloca-la dentro de um bulbo de protecéo.
Como o vidroresiste a passagem da radiacdo UV, um tubo de quartzo foi
utilizado, ja que ele permite a passagem de radiacdo e impede a solucao de
entrar em contato direto com o interior da lampada. Para aperfeicoar o uso da
radiacdo emitida, os eletrodos foram dispostos concentricamente dentro do
reator. Um par de eletrodos comerciais fabricados pela De Nora do Brasil ® foi
utilizado, o &nodo e o cétodo possuindo a mesma area de superficie de 475,2
centimetros 2. Os eletrodos foram revestidos comuma mistura de éxidos
de titanio e ruténio, na proporcao de 70TiO2/30RuO2. Durante o experimento,
o chorume foi circulado através do reator. Foram tratados 5 litros de chorume,
fluindo a uma taxa de 4L/min, com a densidade de corrente fixada em 30
mA /cm 2 sendo que, todo processo de tratamento foi realizado em 3 horas.
Resultados anteriores demonstraram que a fotoeletrooxidagéo proporcionou
importantes modificacdes na matriz do chorume, melhorando sua

biodegradabilidade para o tratamento posterior.

........
-----------

Figura 4 - Representacdo esquematica do reator: (1) Reservatorio de vidro; (2
e 3) Eletrodos de 6xido de titanio TiO/RuOy; (4) Tubo de quartzo; (5) Lampada

de vapor de mercurio.

3.1.3. Parametros Quimicos do Chorume
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As andlises quimicas foram realizadas no Instituto de Ciéncias Exatas e
Tecnoldgicas (Centro Universitario FEEVALE) com o objetivo de determinar os
rendimentos de oxidacdo e a qualidade da &agua obtida. Os seguintes
parametros foram determinados: cloreto, magnésio, condutividade, demanda
quimica de oxigénio, fosforo total, nitrato, nitrito, nitrogénio amonical, pH,
solidos totais, sulfatos, calcio e cromo. As amostras foram coletadas antes e
apo6s o tratamento fotoeletrooxidativo. A metodologia utilizada foi baseada
em American Public Health Association (APHA) (Clesceri et al., 1989).

3.2. Animais

Para a realizacdo dos experimentos in vitro, a fim de comparar e elucidar
as diferencas entre ambas as espécies foram utilizados camundongos e ratos.
Os camundongos CF1 adultos machos (3-5 meses) pesando,
aproximadamente, 30g foram adquiridos pela Fundacdo Estadual de Producéo
e Pesquisa em Saude (FEPPS). No trajeto da FEPPS até o Departamento de
Farmacologia (UFRGS), os camundongos foram transportados de modo
adequado. No biotério da UFRGS os camundongos foram mantidos em caixas
(20x30cm), no maximo 6 camundongos por caixa. Os ratos adultos machos
Wistar (3-5 meses) com aproximadamente 350g, foram adquiridos do Centro
de Reproducdo e Experimentacdo de Animais de Laboratério (CREAL-
UFRGS). Os ratos foram acondicionados, no maximo, 5 por caixa. Os animais
foram mantidos em condicbes padrdo de biotério com agua e comida ad
libidum, com temperatura controlada 22 °C +2 e ciclo de 12h claro/escuro. O
projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul UFRGS, sob o numero 20878. Os
experimentos bioquimicos envolvendo os animais foram realizados sob
condicbes ambientais e de infraestrutura padrdo no laboratorio de
Neuropsicofarmacologia, no Departamento de Farmacologia, ICBS/UFRGS. O
tamanho da amostra para a realizacdo dos estudos in vitro foi estimado em 12
camundongos e 12 ratos, considerando a diferenca minima entre as médias, o
desvio padrédo, o nivel de significancia — erro tipo | ou a - de 5% e o poder de

confianca de 90%. Para o calculo amostral foi utilizado o programa estatistico
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INSTAT.

3.3. Estudo Bioquimico in vitro

3.3.1. Preparacgao das amostras

Os animais foram decapitados sem anestesia prévia, pois esta poderia
interferir nos parametros bioquimicos analisados, porém todos os cuidados
para minimizar o sofrimento dos animais foram tomados. As estruturas
encefalicas (hipocampo, estriado e cerebelo) e o figado dos animais foram
dissecados. As estruturas foram rapidamente congeladas em nitrogénio liquido
e armazenadas a -70°C até a realizacdo dos ensaios bioquimicos. Apds, as
estruturas cerebrais e o figado foram homogeneizados em uma proporc¢éo 19
de tecido para 10mL de tampéo (1:10), em fosfato de sodio pH 7,4 (20 mM),
contendo acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (1mM). O homogeinizado
foi centrifugado a 1000 x g durante 10 minutos a 4°C. As estruturas cerebrais e
o figado utilizados para a determinacdo da atividade da enzima glutationa S-
transferase foram homogeinizadas em uma propor¢ao 1g de tecido para 10mL
de tampéo (1:10), em Tris-HCI pH 7,5 (50mM) (Prigol, 2008). O homogeinizado
foi centrifugado a 3000 x g durante 10 minutos a 4°C. Ap0s, o sobrenadante foi
utilizado para a incubacéo com diferentes concentracbes do chorume bruto e

do chorume submetido ao tratamento fotoeletrooxidativo.

3.3.2. Incubac¢do com o Chorume

O sobrenadante resultante da homogeinizacdo foi incubado com
diferentes concentracées de chorume bruto e tratado. O chorume (100%) foi
diluido em agua destilada para ser utilizado nas concentracgées finais de 3, 10 e
30%. O sobrenadante foi incubado com as diferentes concentracdes em uma
proporcao de 50/50 pL a 37°C durante 1 hora. ApGs o periodo de incubacéo, o

sobrenadante foi utilizado para a determinacéo da lipoperoxidacdo, através do
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método de susbstancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) e niveis de
radicais livres utilizando diacetato de dicloroflueresceina (DCFH-DA). O
sobrenadante utilizado para avaliar a atividade da enzima glutationa S-
transferase foi incubado com o chorume bruto e tratado nas seguintes
concentracgdes, 10, 30 e 50%, também diluido em agua destilada na proporcgéo
50/50 pL a 37°C durante 30 minutos.

3.3.3 Niveis de Radicais Livres

Para avaliar os niveis de radicais livres, utilizou-se 2’-7’- diacetato de
dicloroflueresceina (DCFH-DA) com um “probe” (Lebel et al., 1990). Uma
aliquota da mistura do sobrenadante do tecido e do chorume foi incubada com
DCFH-DA (100 mM) a 37°C durante 30 minutos. A formagédo de derivados
oxidados fluorescentes (DCF) foi monitorada em comprimentos de onda de
excitagdo (488nm) e emissao (525nm). Brancos contendo DCFH-DA (sem a
mistura de sobrenadante e chorume) foram processados para a medicdo da
fluorescéncia. Todos os procedimentos foram realizados protegidos da luz
(Driver et al., 2000; Sriram et al., 1997).

3.3.4. Lipoperoxidacéao

A peroxidacéo lipidica foi avaliada segundo Bromont e colegas (1989),
pelo teste das substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS). Uma
aliquota da mistura do sobrenadante do tecido e do chorume foi incubada com
10% de acido tricloroacético (TCA) e 0,67% de acido tiobarbitarico (TBA). A
mistura foi fervida durante 30 minutos em um banho de agua fervente. Apés, n-
butano foi adicionado e a mistura foi centrifugada durante 10 minutos. A fase
organica foi coletada para medir a fluorescéncia em comprimentos de onda de
excitacdo e emissdo de 515 e 553nm, respectivamente. A conversdo de
1,1,3,3-Tetrametoxipropano em malondialdeido (MDA), foi utilizada como
padréo (Buege & Aust, 1978; Yagi, 1998).
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3.3.5. Atividade da enzima Glutationa S Transferase (GST)

ApoOs a incubacdo, a mistura contendo sobrenadante dos tecidos e
chorume foi usada para a avaliagdo da atividade da GST. A atividade da
enzima glutationa S-transferase (GST) foi avaliada segundo Habig e
colaboradores (1974), usando 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) como
substrato. Em uma placa de 96 pocos, foram adicionados 1mM de CDNB e 1
mM de glutationa (GSH) a mistura. A conjuga¢do do grupo tiol da glutationa
(GSH) com o substrato (CDNB) foi mensurada através de uma leitura cinética

durante 5 minutos em um comprimento de 340nm.

3.3.6. Dosagem de Proteinas

A concentracdo de proteinas totais dos tecidos cerebrais e figado
homogeinizados foi determinada pelo método descrito por Bradford (1976),
usando albumina bovina como padrao. A leitura das proteinas foi realizada no

comprimento de 595 nm.

3.4. Analise Estatistica

Os dados foram coletados e armazenados em uma planilha eletrénica de
dados (Microsoft Excel®). Apds, foram analisados usando o teste estatistico
nao parameétrico Kruskal-Wallis seguido do teste Dunn. Os resultados foram
expressos como mediana (intervalos interquartis 25/75). A diferenca foi

considerada significativa quando p<0.05.

4. Resultados
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4.1. Tratamento Fotoeletrooxidativo

A Tabela 2 mostra as diferencas do chorume antes e depois do tratamento
fotoeletrooxidativo. Por meio da tabela pode-se observar que houve uma
reducdo na maioria dos parametros investigados no chorume submetido a
fotoeletrooxidacdo quando comparado aquele néo tratado. A concentracédo de
substancias como cloreto, fésforo total, nitrito, nitrogénio amoniacal, sélidos
totais, sulfatos, célcio e magnésio foram diminuidas ap06s o tratamento
fotoeletrooxidativo. Além disso, também houve uma diminuicdo no pH, na
demanda quimica de oxigénio e na condutividade do chorume avaliado. Entre
0s parametros avaliados, o Unico aumento foi observado em relagéo ao nitrato.
Adicionalmente, ndo foram encontradas concentragdes de cromo nas amostras

avaliadas.
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Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas do chorume néo tratado e do chorume

submetido ao tratamento fotoeletrooxidativo.

Parametro Chorume néo Chorume -
tratado Fotoeletrooxidacéo

Cloreto (mg L™) 475,5 102,9
Condutividade (mS cm™) 3,9 2,3
DQO (mg O,L™) 490,3 57,0
Fésforo Total (mg L™) 1,9 0,2
Nitrato (mg L™) 16,7 44,1
Nitrito (mg L) 8,5 0,2
Nitrogénio Amoniacal (mg L™) 111,3 14,1
pH 7,2 7,0

Sélidos Totais (mg L™ 1800,5 1632,0
Sulfatos (mg L™ 191,0 117,0
Calcio (mg L™) 114,1 3,2
Cromo (mg L™) n.d n.d
Magnésio (mg L™) 47,9 4,2

DQO= demanda quimica de oxigénio; n.d= nada encontrado

4.2. Neurotoxicidade

4.2.1. Niveis de Radicais Livres

Os niveis de radicais livres foram quantificados nas estruturas cerebrais
hipocampo, estriado e cerebelo de ratos e camundongos apés incubacdo com
diferentes concentracdes do chorume néo tratado e do chorume submetido ao
tratamento fotoeletrooxidativo. No hipocampo de ratos, os niveis de radicais
livres presentes no sobrenadante incubado com o chorume néo tratado foram
significativamente maiores comparados ao incubado com o chorume submetido
ao tratamento fotoeletrooxidativo, no entanto ndo foram diferentes do grupo

controle (Fig. 5A). Ja no hipocampo de camundongos, ndo houve diferenca
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significativa nos niveis de radicais livres verificados em ambos os chorumes
(Fig. 5B). O chorume sem tratamento aumentou os niveis de radicais livres no
estriado de ratos nas concentragfes de 10% e 30%, no entanto este aumento
nao foi observado na mesma estrutura incubada com o chorume tratado (Fig.
6A). No estriado de camundongos o chorume néo tratado aumentou os niveis
de radicais livres na maior concentracdo. J& na incubagdo com o chorume
submetido a fotoeletrooxidagdo um perfil semelhante ao dos ratos foi
encontrado, onde ndo houve alteracdo nos niveis de radicais livres (Fig. 6B).
No cerebelo de ratos, ndo houve alteragcbes nos niveis de radicais livres
guando incubado com o chorume sem tratamento, no entanto a maior
concentracdo do chorume submetido a fotoeletrooxidacdo aumentou esses
niveis (Fig. 7A). Nos camundongos, um perfil diferente foi observado, houve um
aumento nos niveis de radicais livres somente na maior concentracdo do
chorume néo tratado, enquanto que nNos outros grupos 0S hiveis permaneceram

inalterados (Fig.7B).
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Figura 5. Niveis de radicais livres em hipocampo incubado com chorume néo
tratado e chorume submetido a fotoeletrooxidacéo de ratos (A) e camundongos
(B). Resultados expressos como porcentagem de controle, sendo valores do
grupo 0% de chorume considerados 100% de DCF formado. Valores expressos
em mediana (intervalos interquartis 25/75), Kruskal Wallis seguido de Dunn’s.
(A) Ratos: KW= 52,33; p<0,0001; n=11; (B) Camundongos: n=6. = valores
significativamente diferentes de todos os grupos de chorume sem tratamento

fotoeletrooxidativo.
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Figura 6. Niveis de radicais livres em estriado incubado com chorume néo
tratado e chorume submetido a fotoeletrooxidacdo de ratos (A) e camundongos
(B). Resultados expressos como porcentagem de controle, sendo valores do
grupo 0% de chorume considerados 100% de DCF formado. Valores expressos
em mediana (intervalos interquartis 25/75), Kruskal Wallis seguido de Dunn’s.
(A) Ratos: KW=31,93; p<0,0001; n=10; (B) Camundongos: KW= 25,99;
p=0,0002, n=7. *= valores significativamente diferentes do grupo 0% de

chorume.
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Figura 7. Niveis de radicais livres em cerebelo incubado com chorume néo

tratado e chorume submetido a fotoeletrooxidacdo de ratos (A) e camundongos

(B). Resultados expressos como porcentagem de controle, sendo valores do

grupo 0% de chorume considerados 100% de DCF formado. Valores expressos

em mediana (intervalos interquartis 25/75), Kruskal Wallis seguido de Dunn’s.
(A) Ratos: KW= 30,80; p<0,0001, n=7; (B) Camundongos: KW= 25,39;

p=0,0003, n=8. *= valores significativamente diferentes do grupo 0% de

chorume.
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4.2.2. Lipoperoxidagéo

A lipoperoxidagao foi avaliada nas estruturas cerebrais hipocampo,
estriado e cerebelo de ratos e camundongos incubados com diferentes
concentracbes de chorume ndo tratado e chorume submetido a
fotoeletrooxidagao.

No hipocampo de ratos ndo houve alteracbes na lipoperoxidacéo
guando incubado com ambos os chorumes (Fig. 8A). O mesmo perfil foi
observado em hipocampo de camundongos (Fig. 8B). O chorume submetido a
fotoeletrooxidacdo aumentou os indices de lipoperoxidacdo no estriado de
ratos nas concentracbes de 3% e 30%, perfil que nédo foi observado na
incubacdo com o chorume nao tratado (Fig. 9A). Nos estriado de
camundongos, o aumento da lipoperoxidacao foi observado quando incubado
com o chorume submetido a fotoeletrooxidacdo na maior concentracdo; ja a
incubacdo com o chorume ndo tratado ndo mostrou alteracbes desse
parametro (Fig. 9B). No cerebelo de ratos, houve um aumento da
lipoperoxidacdo quando incubado com a concentracdo 30% do chorume nao
tratado, no entanto este aumento ndo foi observado na incubagcdo com o
chorume submetido a fotoeletrooxidacdo (Fig. 10A). Em camundongos, a
incubacédo do cerebelo com ambos os chorumes ndo demonstrou alteracées

significativas neste parametro (Fig. 10B).
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Figura 8. Avaliacao do indice de lipoperoxidacdo em hipocampo incubado com
chorume néo tratado e chorume submetido a fotoeletrooxidacdo de ratos (A) e
camundongos (B). Resultados expressos como porcentagem de controle,
sendo valores do grupo 0% de chorume considerados 100% de MDA formado.
Valores expressos em mediana (intervalos interquartis 25/75), Kruskal Wallis

seguido de Dunn’s. (A) Ratos: n=11; (B) Camundongos: n=6.
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Figura 9. Avaliacdo do indice de lipoperoxidacdo em estriado incubado com
chorume néo tratado e chorume submetido a fotoeletrooxidacdo de ratos (A) e
camundongos (B). Resultados expressos como porcentagem de controle,
sendo valores do grupo 0% de chorume considerados 100% de MDA formado.
Valores expressos em mediana (intervalos interquartis 25/75), Kruskal Wallis
seguido de Dunn’s: (A) Ratos: KW= 22,68; p= 0,0009, n=11; (B)
Camundongos: KW=19,32; p= 0,0037, n=7. *= valores significativamente

diferentes do grupo 0% de chorume.



31

350 -

300 -

250 -

200 -

150 -

100 { —A—

MDA formado (% controle)

0% 3% 10% 30% 3% 10% 30%

Chorume Chorume- Fotoeletrooxidagéo

ve]

350 ~
300 -
250 +
200 +
150 - ES
w -~ W W@

50 A

MDA formado (% controle)

0% 3% 10% 30% 3% 10% 30%

Chorume Chorume- Fotoeletrooxidagao

Figura 10. Avaliacdo do indice de lipoperoxidacdo em cerebelo incubado com
chorume néo tratado e chorume submetido a fotoeletrooxidacdo de ratos (A) e
camundongos (B). Resultados expressos como porcentagem de controle,
sendo valores do grupo 0% de chorume considerados 100% de MDA formado.
Valores expressos em mediana (intervalos interquartis 25/75), Kruskal Wallis
seguido de Dunn’s. (A) Ratos: KW=16,69; p= 0,0105, n=6; (B) Camundongos:

n=7. *= valores significativamente diferentes do grupo 0% de chorume.
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4.2.3. Atividade da Enzima Glutationa S-Transferase

A atividade da enzima glutationa S-transferase (GST) foi avaliada em
homogeneizados de hipocampo, estriado e cerebelo de ratos e de
camundongos incubados com diferentes concentragdes de chorume néo
tratado e chorume submetido a fotoeletrooxidacao.

A atividade da GST néo foi alterada no hipocampo de ratos incubado
com ambos os chorumes (Fig. 11A). No hipocampo de camundongos, houve
uma reducado na atividade da enzima GST quando incubado com o chorume
submetido a fotoeletrooxidacdo nas maiores concentracdes, 30 e 50%
comparado aos grupos incubados com chorume sem tratamento (Fig. 11B).
Ambos o0s chorumes nédo alteraram significativamente a atividade da GST no
estriado de ratos (Fig. 12A). No entanto, em estriado de camundongos a
incubagdo com o chorume submetido a fotoeletrooxidagdo na maior
concentragdo reduziu significativamente a atividade da GST. (Fig. 12B). No
cerebelo de ratos incubado com o chorume néo tratado na menor concentracao
(10%), houve um aumento da atividade da GST, porém a incubacdo com o
chorume submetido a fotoeletrooxidacdo ndo alterou a atividade da enzima
(Fig. 13A). A incubacéo do cerebelo de camundongos com ambos os chorumes

nao modificou sinificativamente a atividade da GST (Fig. 13B).
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Figura 11. Atividade da enzima glutationa S-transferase em hipocampo
incubado com chorume nao tratado e chorume submetido a fotoeletrooxidacao
de ratos (A) e camundongos (B). Resultados expressos como porcentagem de
controle, sendo valores do grupo 0% de chorume considerados 100% de
atividade da enzima GST. Valores expressos em mediana (intervalos
interquartis 25/75), Kruskal Wallis seguido de Dunn’s. (A) Ratos: n=8; (B)
Camundongos: KW= 31,92; p<0,0001; n=11. "= valores significativamente

diferentes dos grupos 30 e 50% de chorume sem tratamento.
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Figura 12. Atividade da enzima glutationa S-transferase em estriado incubado

com chorume néo tratado e chorume submetido a fotoeletrooxidacao de ratos

(A) e camundongos (B). Resultados expressos como porcentagem de controle,

sendo valores do grupo 0% de chorume considerados 100% de atividade da

enzima GST. Valores expressos em mediana (intervalos interquartis 25/75),

Kruskal Wallis seguido de Dunn’s. (A) Ratos: n=8; (B) Camundongos: KW=

37,31; p<0,0001; n=8. *= valores significativamente diferentes do grupo 0% de

chorume.
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Figura 13. Atividade da enzima glutationa S-transferase em cerebelo incubado

com chorume néo tratado e chorume submetido a fotoeletrooxidacao de ratos

(A) e camundongos (B). Resultados expressos como porcentagem de controle,

sendo valores do grupo 0% de chorume considerados 100% de atividade da

enzima GST. Valores expressos em mediana (intervalos interquartis 25/75),
Kruskal Wallis seguido de Dunn’s. (A) Ratos: KW= 19,93; p=0,0029; n=8; (B)

Camundongos: n=10. *= valores significativamente diferentes do grupo 0% de

chorume.
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4.3. Hepatotoxicidade

4.3.1. Niveis de Radicais Livres

Os niveis de radicais livres foram avaliados no figado de ratos e
camundongos incubados com chorume ndo tratado e chorume submetido a
fotoeletrooxidagdo. Em ratos houve um aumento significativo nos niveis de
radicais livres na incubacdo com a maior concentracdo de chorume submetido
a fotoeletrooxidagdo comparado aos demais grupos menos 0 grupo controle
(Fig. 14A). Ja no figado de camundongos, a maior concentragdo dos chorumes
ndo tratado e submetido & fotoeletrooxidagdo aumentaram significativamente

0s niveis de radicais livres (Fig. 14B).

4.3.2. Lipoperoxidagéo

A lipoperoxidacdo foi avaliada no figado de ratos e camundongos
incubados com diferentes concentragcbes de chorume ndo tratado e de
chorume submetido a fotoeletrooxidacdo. A incubacdo com a maior
concentragdo do chorume submetido a fotoeletrooxidagdo aumentou
significativamente os niveis de lipoperoxidacdo no figado de ratos (Fig. 15A) e

no figado de camundongos(Fig. 15B).
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Figura 14. Niveis de radicais livres no figado incubado com chorume néo
tratado e chorume submetido a fotoeletrooxidacdo de ratos (A) e camundongos
(B). Resultados expressos como porcentagem de controle, sendo valores do
grupo 0% de chorume considerados 100% de DCF formado. Valores expressos
em mediana (intervalos interquartis 25/75), Kruskal Wallis seguido de Dunn’s.
(A) Ratos: KW=30.99; p<0,0001; n=11; (B) Camundongos: KW=29,46;
p<0,0001; n=8. "= valores significativamente diferentes dos outros grupos

menos do grupo 0%; *= valores significativamente diferentes do grupo 0% de
chorume.
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Figura 15. Avaliacdo do indice de lipoperoxidacdo no figado incubado com
chorume néo tratado e chorume submetido a fotoeletrooxidacédo de ratos (A) e
camundongos (B). Resultados expressos como porcentagem de controle,
sendo valores do grupo 0% de chorume considerados 100% de MDA formado.
Valores expressos em mediana (intervalos interquartis 25/75), Kruskal Wallis
seguido de Dunn’s. (A) Ratos: KW= 12,82; p= 0,0460; n=11; (B)
Camundongos: KW=23,60; p=0,0006; n=11. *= valores significativamente

diferentes do grupo 0% de chorume.
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4.3.3. Atividade da Enzima Glutationa S-Transferase

A atividade da enzima glutationa S-transferase (GST) foi avaliada no
figado de ratos e camundongos. Nao houve alteracfes da atividade da GST no
figado de ratos incubado com ambos os chorumes (Fig. 16A). Em
camundongos a atividade da GST também nao foi alterada pela incubag¢do com

as diferentes concentragdes de chorume testadas (Fig. 16B).
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Figura 16. Atividade da enzima glutationa S-transferase no figado de ratos
cubado com chorume néo tratado e chorume submetido a fotoeletrooxidac&o
de ratos (A) e camundongos (B). Resultados expressos como porcentagem de
controle, sendo valores do grupo 0% de chorume considerados 100% de
atividade da enzima GST. Valores expressos em mediana (intervalos
interquartis 25/75), Kruskal Wallis seguido de Dunn’s. (A) Ratos: n=8; (B)

Camundongos: n=12.

As Tabelas 3A e 3B abaixo mostram um resumo dos resultados aqui

apresentados de ratos e camundongos, respectivamente.
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Tabela 3. Parametros avaliados em diferentes estruturas cerebrais e figados

incubados com o chorume

nao

tratado ou chorume submetido a

fotoeletrooxidacdo comparados ao seu respectivo grupo controle (grupo 0% de

chorume), (A) Ratos e (B) Camundongos.

A
Ratos Radicais Atividade
Estrutura Livres Lipoperoxidagéo GST
Hipocampo = = =
Estriado 1 = =
Chorume sem Cerebelo = 0 1
tratamento Figado = = =
Hipocampo = = =
Chorume- Estriado = 1 =
Fotoeletrooxidagéo Cerebelo 0 = =
Figado = ) =
(= = ndo alterou; 1= aumentou; |= diminuiu)
B
Camundongos Radicais Atividade
Estrutura Livres Lipoperoxidacao GST
Hipocampo = = =
Estriado 1 = =
Chorume néo tratado Cerebelo 1 = =
Figado ) = =
Hipocampo = = =
Chorume - Estriado = 1 l
Fotoeletrooxidacéao Cerebelo = = =
Figado 1 1 =

(= = nao alterou; 1= aumentou; |= diminuiu)
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5. Discussao

O tratamento fotoeletrooxidativo reduziu a concentracdo da maioria das
substancias presentes no chorume de aterro sanitario avaliado. A degradacao
da amoénia ocorreu, principalmente, devido ao processo de oxidacéo indireta
onde o poluente foi destruido através de fortes oxidantes gerados pelas
reacdes eletroquimicas (Rodrigues et al., 2008). O aumento na concentracdo
de nitrato encontrado apds a fotoeletrooxidacdo esta relacionado ao processo
onde na presenca de cloreto, o cloro € gerado na superficie do anodo (2CI" «
Cl; (eletrodo)+ 2e") e como resultado da oxidagdo da amdnia ocorre a formacao
de nitrato. Além disso, o tratamento reduziu a demanda quimica de oxigénio
em 88,3% quando comparado ao chorume sem tratamento. A significativa
reducdo do DQO esta relacionada a habilidade do tratamento
fotoeletrooxidativo em decompor a matéria organica (Rodrigues et al., 2008).

No presente estudo, ndés demonstramos que a incubacdo com o
chorume pode induzir estresse oxidativo tanto em estruturas cerebrais quanto
em figado de roedores. Nossos resultados mostraram que o chorume nao
tratado aumentou os niveis de radicais livres no estriado de ambas as
espécies, avaliados pelos niveis de DCF formado. No cerebelo, o chorume
também alterou os niveis de radicais livres. No entanto, no hipocampo tanto de
ratos quanto de camundongos, a incubacdo com o chorume ndo aumentou 0s
niveis de radicais livres comparados ao grupo controle. Além disso, as
estruturas cerebrais de ratos e camundongos responderam de forma diferente
a incubacao com o chorume.

De acordo com os nossos resultados, podemos sugerir que a toxicidade
do chorume pode estar relacionada ao aumento nos niveis de radicais livres
encontrado. Recentemente, Li e colaboradores (2010) sugeriram que a
genotoxicidade induzida pelo chorume em células de mamiferos teria como
possivel mecanismo de acdo a formacdo de radicais livres. E importante
ressaltar que o dano oxidativo induzido pelas EROs esta envolvido na
fisiopatologia de inmeras doencas, inclusive em doencas neurodegenerativas.

Os radicais livres podem atacar as membranas celulares iniciando uma
reacdo em cadeia e levando a uma desintegracdo e desestabilizacdo celular

como resultado da peroxidagéo lipidica (Muthuswamy, 2006). O aumento nos
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niveis de contetdo de TBARS & um importante indicador de lipoperoxidacao
(Celik and Suzek, 2009). De acordo com Meng & Zhang (2006), a peroxidacao
lipidica pode ser produzida através do efeito toéxico de algumas toxinas
guimicas sobre os organismos vivos. No cerebelo de ratos, os niveis de
lipoperoxidacdo foram aumentados quando incubado com chorume né&o
tratado, no entanto em camundongos nao houve alteracdes nos indices de
lipoperoxidagdo. Por outro lado, nossos resultados mostraram que houve um
aumento nos niveis de lipoperoxidacdo no estriado de ambas as espécies
incubados com chorume submetido a fotoeletrooxidacdo. Consequentemente,
podemos propor que o tratamento fotoeletrooxidativo produziu compostos
indutores da lipoperoxidacdo no estriado de ratos e camundongos.

Os resultados encontrados sugerem que algumas estruturas cerebrais
como o estriado e o cerebelo, podem ser mais suscetiveis ao estresse
oxidativo induzido pelo chorume quando comparadas ao hipocampo. No
entanto, o cerebelo demonstrou alteracbes tanto no nivel de radicais livres
guanto na lipoperoxidagdo somente quando incubado com as maiores
concentracgOes testadas de chorume. Ja no estriado, a incubacdo com chorume
em menores concentracdes foi capaz de alterar os parametros de estresse
oxidativo avaliados, sugerindo uma maior suscetibilidade desta estrutura
cerebral ao dano oxidativo induzido pelo chorume. A diferenca encontrada
entre as estruturas pode estar relacionada com a heterogeneidade regional as
neurotoxinas e com a distinta capacidade antioxidante observada em diferentes
areas cerebrais (Siqueira et al., 2005). Além disso, tecidos e 6rgados possuem
diferentes taxas de atividade metabdlica e de consumo de oxigénio, fatores que
podem ser responsaveis, pelo menos em parte, a suscetibilidade de alguns
O0rgaos aos agentes toxicos ambientais (Limén-Pacheco & Gonsebatt, 2009).

Estudos recentes demonstraram que a exposicdo ao acido 3-
nitropropiénico (3-NPA), uma toxina que inibe a cadeia respiratéria no
complexo Il, é mais prejudicial ao estriado do que a outras regides cerebrais, tal
sensibilidade pode estar relacionada ao aumento na geracdo de EROs
(Herrera-Mundo & Stiges, 2010; Singh et al.,, 2010). Em outro estudo,
demonstrou-se que o efeito neurotoxico da 6-hidroxidopamina no sistema
dopaminérgico estriatonigral em ratos ocorre através da producéo de radicais

livres além de induzir alteracdes comportamentais incluindo uma diminuicdo da
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atividade locomotora espontanea relacionada a dopamina e déficits
comportamentais ipsilateral (Heim et al., 2001). Adicionalmente, quando
comparados ao hipocampo, o cerebelo e, principalmente, o estriado contém
baixos niveis enddgenos de alfa-tocoferol (vitamina E), o que pode estar
relacionado & maior sensibilidade destas estruturas cerebrais aos danos
oxidativos (Bergamini et al., 2004; Santos et al., 2011; Martin et al., 2000). Em
acordo, alguns autores sugerem que a vulnerabiliade a espécies reativas de
determinadas regifes parece ter correlacdo com a concentracdo de acidos
graxos poliinsaturados e vitamina E (Tyurin et al., 1989; Macevilly & Muller,
1996). Outros fatores como as diferencas na capacidade antioxidante e
consequentemente no estado redox celular podem modular o estado tiol e
contribuir para a sensibilidade dos tecidos as neurotoxinas (Siqueira et al.,
2005) devem ser considerados.

Ja esta bem descrito na literatura que o estresse oxidativo pode estar
relacionado a neurotoxicidade de varios xenobioticos (El-Demerdash, 2011;
Ross & Moldeus, 1991; Santos, 2007). Li e colaboradores (2006a;b)
descreveram que diferentes concentracdes de chorume podem aumentar os
niveis de TBARS em diferentes 6rgaos como rins, baco, coracdo, além do
cérebro e do figado. No trabalho de Li e colaboradores (2006a;b), os niveis de
TBARS foram avaliados no homogeinizado de cérebro total no entanto, como
discutido anteriormente, diferentes respostas ao estresse oxidativo podem ser
encontradas em regides especificas do cérebro (Muthuswamy, 2006; Siqueira
et al., 2005). Neste contexto, torna-se relevante avaliar as estruturas cerebrais
individuais ja que, o uso do homogeinizado cerebral total poderia mascarar as
alteracdes que ocorrem em regides distintas (Pleshakova et al., 1998).

Além das alteracbes bioquimicas relacionadas aos xenobioticos,
alteracdes comportamentais também foram observadas. Em um estudo
recente, Siqueira e colaboradores (2011) demonstraram que camundongos
expostos ao efluente de curtume ndo tratado tiveram um aumento no
comportamento do tipo ansioso enguanto que, aqueles expostos ao efluente
submetido ao tratamento fotoeletrooxidativo ndo demonstraram o mesmo perfil,
podendo-se sugerir que o tratamento foi efetivo para o efluente de curtume.

Juntamente com a avaliacdo da neurotoxicidade, foram avaliados os

efeitos da incubacdo do chorume em figado de ratos e camundongos. NOs
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observamos que os figados de camundongos foram mais sensiveis ao
chorume sem tratamento, visto que houve um aumento nos niveis de DCF
formado, o qual ndo foi encontrado em ratos. No entanto, houve um aumento
da lipoperoxidagdo nos figados de ambas as espécies incubados com o
chorume submetido a fotoeletrooxidacdo. O resultado encontrado no figado
esta de acordo com os dados obtidos com o estriado, onde houve um aumento
nos niveis de lipoperoxidacdo de ambas as espécies quando incubados com
chorume submetido a fotoeletrooxidacdo. Estes dados contrariam a nossa
hip6tese de trabalho formulada, a qual previa que o tratamento
fotoeletrooxidativo reduziria os compostos téxicos presentes no chorume.
Porém, no momento, ndo podemos explicar o possivel mecanismo pelo qual o
tratamento fotoeletrooxidativo causou o0 aumento nos indices de
lipoperoxidacao no figado e no estriado das espécies estudadas.

E importante destacar que a incubacdo com o chorume em menores
concentragbes induziu um aumento em ambos 0S parametros de estresse
oxidativo avaliados no estriado, enquanto que no figado foram necessarias
maiores concentracdes. O figado € um oOrgdo de extrema importancia que
desempenha diversas funcOes, entre elas, a degradacdo e a excrecdo de
substancias (Tarla et al., 2006). Evidéncias indicam que o figado possui uma
maior capacidade de regeneracdo e adaptacdo as alteracdes metabdlicas do
gue o cérebro (Tarla et al.,, 2006), além de ser menos vulneravel aos danos
oxidativos (Leipnitz et al., 2009). Adicionalmente, o cérebro é particularmente
sensivel ao ataque dos radicais livres devido a sua alta taxa de metabolismo
oxidativo associada a producéao de EROs e grande contetdo de acidos graxos
poliinsaturados (Halliwell & Gutteridge., 2007).

Além do estado oxidativo, avaliado através dos niveis de radicais livres e
da lipoperoxidacdo, os efeitos da incubacdo in vitro do chorume com as
estruturas cerebrais e o figado foram avaliados sobre a atividade da enzima
glutationa S-transferase. NOs encontramos uma reducdo na atividade da
enzima GST no estriado de camundongos incubado com a maior concentracao
(50%) do chorume submetido a fotoeletrooxidacdo, no entanto este resultado
nao foi encontrado no estriado de ratos.

Fiander e Schneider (1999) descreveram que algumas isoformas de

GST tém especificidade relativamente alta para os produtos do estresse
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oxidativo. Neste contexto, as GSTs podem ser consideradas defesas
antioxidantes desempenhando um papel fundamental na protecdo contra o
dano induzido por radicais livres (Hayes e Pulford, 1995; Fiander e Schneider,
1999). Em um estudo realizado por Luchese e colaboradores (2009),
demonstrou-se que a inibicdo da atividade da GST induzida pela exposicédo a
fumaca de cigarro pode estar associada a deplecédo dos niveis de GSH e ao
aumento dos niveis de peroxidacdo lipidica. Portanto, em alguns casos a
reducdo da atividade da GST pode estar relacionada, pelo menos em parte, ao
aumento da lipoperoxidacao em diferentes tecidos.

A diferente resposta entre as espécies aqui descrita est4 de acordo com
a literatura. Em um estudo realizado por Moysés e colaboradores (2012), ratos
Wistar foram submetidos ao tratamento cronico com efluente de curtume e néo
foram observadas alteracdes no estado oxidativo de estruturas cerebrais e
figado. Ja em outros trabalhos, camundongos expostos cronicamente ao
efluente de curtume apresentaram tanto alteracbes no estado de ansiedade
(Siqueira et al., 2011) quanto nos parametros de estresse oxidativo avaliados
(Siqueira, comunicacdo pessoal). Segundo alguns autores, as diferencas
fisioloégicas entre as espécies podem resultar em variacbes nas formas de
metabolizacdo de drogas ou xenobidticos (Meotti et al., 2003; Nogueira et al.,
2003).

Diferentemente, no figado, tanto de ratos quanto de camundongos,
incubado com o chorume com e sem tratamento n&o foram observadas
alteracdoes na atividade da enzima GST. Como descrito anteriormente, as
isoenzimas da GST séo expressas de maneira tecido-especifica sendo que sua
composicdo em diferentes tecidos varia de forma consideravel (Dhanani &
Awasthi, 2006). Em um estudo realizado por Raza e colaboradores (2000), a
modulacdo do estresse oxidativo e do metabolismo de xenobidticos em ratos
com diabetes cronica induzida por streptozocina foi avaliada. A atividade da
enzima GST foi encontrada aumentada no cérebro, no entanto inalterada no
figado dos animais, sugerindo que as alteracfes na atividade da GST podem
estar relacionadas a alteracdes tecido-especificas além de expressao de
isoenzimas diferentes em tecidos distintos. Adicionalmente, Bhagwat e colegas

(1998), sugeriram que existe uma seletividade nos efeitos de diferentes
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xenobioticos sobre a expressédo e a atividade catalitica de isoenzimas da GST

em diferentes compartimentos subcelulares dos tecidos.

6. Conclusao

O chorume de aterro sanitario pode induzir um estado de estresse oxidativo
em estruturas cerebrais e figado de roedores. Estes resultados sugerem que a
toxicidade do chorume pode estar relacionada ao dano oxidativo devido a
formacdo de radicais livres. Além disso, demonstramos que diferentes
estruturas cerebrais podem responder de formas distintas a toxicidade induzida
pelo chorume, tanto em ratos quanto em camundongos. Adicionalmente, o
tratamento fotoeletrooxidativo ndo foi capaz de alterar eficientemente os

compostos toxicos presentes no chorume testado.
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