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Resumo

Os pesticidas, amplamente utilizados na agricultura, apresentam potencial toxico
significativo, impactando diversos sistemas bioldgicos e ecoldgicos. Entre eles, o
Diquat, um herbicida bipiridilico, destaca-se pela capacidade de induzir estresse
oxidativo, promovendo a geragado de espécies reativas de oxigénio (EROs) e danos
em multiplos 6rgéos, como rins e sistema vascular. No entanto, os mecanismos
precisos de sua toxicidade, especialmente em modelos in vivo, permanecem pouco
caracterizados. Este estudo teve como objetivo investigar os efeitos do Diquat sobre
a reatividade vascular e parametros de fungdo renal em camundongos, bem como
avaliar o potencial protetor das nanoparticulas de ouro (GNPs) frente ao estresse

oxidativo vascular.

Animais C57BL/6J foram tratados com 20 mg/kg de diquat e foram monitorados por
até 5 dias em gaiola metabdlica. Para alguns experimentos, os animais também foram
tratados com diferentes doses de GNP (0.19; 0.39; 1.97 ou 3.94 mg/kg). Apos os
tempos estabelecidos os animais foram eutanasiados e sangue, urina, rins e aorta
foram coletados. Para analise de funcao renal foram analisados o volume e fluxo
urinario, creatinina, ureia, proteinas totais e y-GT. Foram analisados no sangue as
concentracdes de creatinina e ureia, além do numero total e diferencial de leucdcitos.
A funcgéo vascular foi avaliada em aorta por sistema de banho de 6rgaos isolados.
Foram avaliadas as respostas relaxantes e contrateis, nas aortas de animais tratados
ou ndo com diferentes doses de GNP. Nos segmentos de aorta também foram
avaliados a produgéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e NO por microscopia

de fluorescéncia.

O tratamento com o diquat levou a um quadro de insuficiéncia renal aguda de
padrao oligurico, evidenciado por redugao do fluxo urinario, aumento de creatinina e
da ureia plasmatica e queda na taxa de filtragdo glomerular (TFG). A presenca de
proteinuria desproporcional, alteracdées no marcador urinario UP/Cr e elevacéo inicial
de y-GT reforgam o comprometimento glomerular e tubular, corroborado por dados
histolégicos que evidenciaram necrose tubular, edema intersticial e lesdo glomerular
com escore histopatologico elevado. Foi observado ainda um perfil de inflamacéo
sistémica com leucopenia e alteragdes nas populacdes celulares circulantes de

leucécitos como reducdo de polimorfonucleares e aumento de mondcitos apos



exposicao ao Diquat. No contexto vascular, os animais apresentaram disfungéo
endotelial dependente do tempo de exposicao (reducao do relaxamento apds 3 dias e
potencializagao do relaxamento apos 5 dias). Houve ainda disfungao contratil marcada
por hiporresponsividade a fenilefrina em todos os tempos avaliados. Esses achados
estdo associados a elevacgéo significativa de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
producdo compensatoria de oOxido nitrico (NO) apos 3 e 24h de exposi¢cdo. O
tratamento dos animais com 0.19 mg/kg de GNP restaurou parcialmente o padréo de
contragao induzida por fenilefrina, reduziu os niveis de ROS mas nao reverteu o

aumento de NO induzidos pelo diquat.

Conclui-se que o Diquat induz uma sindrome téxica sistémica, caracterizada
por insuficiéncia renal aguda e disfungao vascular associada ao estresse oxidativo. As
GNP foram capazes de reverter parcialmente a hiporresponsividade contratil

provavelmente relacionado a seu efeito antioxidante com redugéo dos niveis de ROS.

Palavras-Chave: Diquat, Estresse Oxidativo Vascular, Nanoparticulas de Ouro,

Disfuncéo Endotelial, Oxido Nitrico Sintase, insuficiéncia renal aguda.



Abstract

Pesticides, widely used in agriculture, have significant toxic potential, impacting
various biological and ecological systems. Among them, Diquat, a bipyridyl herbicide,
stands out for its ability to induce oxidative stress, promoting the generation of reactive
oxygen species (ROS) and damage to multiple organs, such as the kidneys and
vascular system. However, the precise mechanisms of its toxicity, especially in in vivo
models, remain poorly characterized. This study aimed to investigate the effects of
Diquat on vascular reactivity and renal function parameters in mice, as well as to
evaluate the protective potential of gold nanoparticles (GNPs) against vascular

oXxidative stress.

C57BL/6J mice were treated with 20 mg/kg diquat and monitored for up to 5 days in a
metabolic cage. For some experiments, the animals were also treated with different
doses of GNP (0.19, 0.39, 1.97, or 3.94 mg/kg). After the established times, the
animals were euthanized, and blood, urine, kidneys, and aorta were collected. Renal
function was analyzed by analyzing urinary volume and flow, creatinine, urea, total
protein, and y-GT. Creatinine and urea concentrations, as well as total and differential
leukocyte counts, were analyzed in the blood. Vascular function was assessed in the
aorta using an isolated organ bath system. Relaxant and contractile responses were
evaluated in the aortas of animals treated or not with different doses of GNP. The
production of reactive oxygen species (ROS) and NO in the aortic segments was also
evaluated by fluorescence microscopy.

Treatment with diquat led to oliguric acute renal failure, evidenced by reduced urinary
flow, increased creatinine and plasma urea nitrogen (BUN), and a decrease in
glomerular filtration rate (GFR). The presence of disproportionate proteinuria, changes
in the urinary marker UP/Cr, and an initial elevation of y-GT reinforce the glomerular
and tubular involvement, corroborated by histological data that showed tubular
necrosis, interstitial edema, and glomerular injury with a high histopathological score.
A systemic inflammatory profile with leukopenia and changes in circulating leukocyte
cell populations, such as a reduction in polymorphonuclear cells and an increase in
monocytes, were also observed after exposure to diquat. In the vascular context, the
animals presented endothelial dysfunction dependent on the exposure time (reduced
relaxation after 3 days and increased relaxation after 5 days). Contractile dysfunction
marked by hyporesponsiveness to phenylephrine was also observed at all time points



evaluated. These findings are associated with a significant elevation of reactive oxygen
species (ROS) and compensatory nitric oxide (NO) production after 3 and 24 h of
exposure. Treatment of the animals with 0.19 mg/kg GNP partially restored the
phenylephrine-induced contraction pattern, reduced ROS levels, but did not reverse
the diquat-induced increase in NO.

It is concluded that diquat induces a systemic toxic syndrome characterized by acute
renal failure and vascular dysfunction associated with oxidative stress. GNPs were
able to partially reverse contractile hyporesponsiveness, likely related to their
antioxidant effect, which reduces ROS levels.

Keywords: Diquat, Vascular Oxidative Stress, Gold Nanoparticles, Endothelial
Dysfunction, Nitric Oxide Synthase, Acute Renal Failure.
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€ formado por dois anéis bipiridilicos conectados por uma ponte etilénica, conferindo
propriedades anfipaticas que permitem sua interacdo com membranas celulares e sua
atividade herbicida. Essa estrutura facilita a geragao de espécies reativas de oxigénio
(EROs) por meio de ciclos redox, resultando em estresse oxidativo. Fonte: Magalh&es
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Figura 2 - A linha do tempo apresenta as principais etapas do protocolo experimental,
incluindo o periodo de estabilizagdo, seguido pelo teste de integridade endotelial.
Apos a estabilizacdo, realiza-se uma primeira curva dose-resposta utilizando
Fenilefrina (Pe), seguida por uma segunda curva dose-resposta com Acetilcolina
(ACh). A figura visa resumir de forma clara e objetiva os principais eventos e tempos
experimentais ao 10Ngo dO ProtOCOI0. .........uuiiiieee e 28
Figura 3 - Distribuicdo de tamanho das particulas por intensidade, determinada por
analise no equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, Reino Unido). O
grafico apresenta dois picos principais: um em torno de 5 nm e outro, predominante
em 35 nm, indicando a presenca de populagdes distintas de particulas, sendo a maior
parte da amostra compostas por nanoparticulas com diametro médio de
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Figura 4 - A curva de Kaplan-Meier representa a probabilidade de sobrevivéncia ao
longo de 120 horas apds a administragao intraperitoneal de Diquat (linha azul) em
comparagao com o grupo controle (linha preta). A dose de 20 mg/kg foi selecionada
com base em testes-piloto, por permitir a indugdo de lesdo mensuravel com

manutengao de sobrevivéncia em parte dos animais durante o periodo experimental.

Figura 5 - Ingestdo de agua (mL) diaria em camundongos tratados com Diquat em
comparagdao com o grupo controle (CTRL) ao longo de cinco dias apds a
administragdo. O grupo controle (n=9) e o grupo tratado com Diquat (n=24) foram
monitorados para consumo de agua. Os resultados foram expressos como
mediatEPM. A analise estatistica foi realizada por two-way ANOVA, com diferengas
significativas em todos os dias do experimento (****p<0,0001), conforme indicado
pelos asteriscos em cada ponto temporal. A inser¢ao no canto superior representa a
analise AUC por teste de t N80 pareado. ........ccoooeeiieiiiiiiiiiiiee e 33



Figura 6 Consumo de racgéo (g) por camundongos tratados com DQ (Diquat, n=24)
comparado ao grupo controle (CTRL, n=9) ao longo de cinco dias apos a
administragdo. A analise estatistica foi realizada por Two-Way ANOVA com diferengas
significativas em todos os dias do experimento, com significancia indicada como: ****p
< 0,0001. A insercao no canto superior representa a analise AUC por teste de t ndo
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Figura 7 - Fluxo urinario diario (ml/min) em camundongos tratados com Diquat em
comparacgao ao grupo controle (CTRL) ao longo de cinco dias apos a administragao.
O grupo controle (n=9) e o grupo tratado com Diquat (n=24) foram monitorados para
avaliacdo do fluxo urinario. Os resultados foram expressos como mediaztEPM. A
analise estatistica foi realizada por two-way ANOVA, com diferengas significativas ao
longo dos dias (****p < 0,0381), representando a significancia geral dos graficos. A
insercao no canto superior representa a analise AUC por teste de t ndo pareado. ..34
Figura 8 - Delta do balancgo hidrico (ml) em camundongos tratados com Diquat (DQ)
comparado ao grupo controle (CTRL), calculado como a diferenga entre ingestao de
agua e volume urinario ao longo de cinco dias apos a administragao. O grupo controle
(n = 9) e o grupo Diquat (n = 24) foram monitorados diariamente. Os dados estao
expressos como média + EPM. A analise estatistica foi realizada por two-way ANOVA,
com diferengas significativas entre os grupos em todos os dias analisados
(****p<0,0001). . A inser¢ao no canto superior representa a analise AUC por teste de
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Figura 9 - Fracédo de excregao de H,0 (%), medida em camundongos tratados com
Diquat (n=9) em comparagédo com o grupo controle (n=5) ao longo de cinco dias apos
a administragdo. Os resultados foram expressos como média £+ EPM. A analise
estatistica foi realizada por two-way ANOVA, indicando diferengas significativas nos
dias 1, 2 e 3 entre os grupos (*p < 0,001; p < 0,01; p < 0,05, respectivamente). Nao
houve diferengas significativas nos dias 4 e 5. A insergao no canto superior representa
a analise AUC por teste de t N80 pareado. ..........cooeeeiiiiiiiiiiiiiiccee e 36
Figura 10 - Excrecdo de proteina (proteinuria) diaria em camundongos tratados com
Diquat em comparagéo com o grupo controle (CTRL) ao longo de cinco dias apés a
administragdo. O grupo controle (n=9) e o grupo tratado com Diquat (n=24) foram
monitorados quanto a excreg¢ao de proteina. A analise estatistica foi realizada por two-
way ANOVA, com diferencas observadas no primeiro dia do experimento



(***p<0,0008). O valor de p geral dos graficos € 0,0004. A inser¢g&o no canto superior
representa a analise AUC por teste de t ndo pareado.............ccoovvvieiiiiiiiiiii e, 37
Figura 11 - Excrecéo de creatinina urinaria (mg/24h) em camundongos tratados com
Diquat e no grupo controle (CTRL). O grafico apresenta os valores diarios ao longo de
cinco dias apds a administragdo. O grupo controle (n=9) foi comparado ao grupo
tratado com Diquat (n=24). Os resultados foram expressos como mediatEPM. A
analise estatistica foi realizada por two-way ANOVA, com diferengas observadas nos
dias 1 e 3 (*p<0,05). O valor de p geral dos graficos € 0,0444. A inser¢gdo no canto
superior representa a analise AUC por teste de t ndo pareado............cccccceeeeeeee. 38
Figura 12 - Razao de proteina/creatinina urinaria (UP/Cr) em camundongos tratados
com Diquat (n=24) em comparagéo ao grupo controle (CTRL, n=9), monitorados ao
longo de cinco dias apos a administragao. A analise estatistica foi realizada por two-
way ANOVA, revelando diferencgas significativas em determinados pontos temporais:
no primeiro dia ( p<0,001 ), segundo dia ( p<0,01 ), com o valor geral dos graficos
sendo p=0,0005. A insercédo no canto superior representa a analise AUC por teste de
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Figura 13 - A figura apresenta os niveis de creatinina plasmatica em dois grupos de
camundongos, um tratado com Diquat (DQ, n=9) e outro controle (CTRL, n=5), cinco
dias ap6s a administracdo. As barras representam a mediana e o erro padrdo dos
dados. A analise foi realizada utilizando o teste t ndo pareado. *p<0,05 .................. 39
Figura 14 - Concentragéo de ureia plasmatica (mg/dL) em camundongos tratados com
Diquat (DQ, n=9) e no grupo controle (CTRL, n=5), cinco dias apés a administragao.
As barras representam a mediana e o erro padrao dos dados. Teste estatistico: teste
tn&o pareado. *P < 0,05 ... 40
Figura 15 — Depuracéo de creatinina (estimativa de taxa de Filtragdo Glomerular)
(GFR) em camundongos tratados com Diquat (n=9) em comparagao ao grupo controle
(CTRL, n=5) cinco dias ap6s a administragdo. As barras representam a mediana e o
erro padrao dos dados. A analise estatistica foi realizada utilizando o teste de t ndo
pareado *P = 0,07138. ... e e e e e e aeaennee 41
Figura 16 - Excrecdo urinaria de y-GT (U/24h) em camundongos tratados com Diquat
(n=24) em comparacdo ao grupo controle (CTRL, n=9) durante cinco dias apds a
administragdo. Os resultados foram expressos como mediatEPM. A analise
estatistica foi realizada por two-way ANOVA, ****<0,0001. A inser¢dao no canto

superior representa a analise AUC por teste de t ndo pareado.............cccccceeeeeeee. 41



Figura 17 - Contagem total de leucocitos (WBC) em camundongos tratados com
Diquat (n = 5) em comparagédo ao grupo controle (n = 5), cinco dias apds a
administragdo. As barras representam a mediana e o erro padrao dos dados. A analise
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1. Introducgao

O Diquat (1,1-ethylene-2,2"-bipyridinium; DQ) é amplamente utilizado como
herbicida de contato ndo seletivo no controle de ervas daninhas em ambientes
agricolas e urbanos®. Embora seja frequentemente considerado menos toxico que seu
analogo estrutural Paraquat, evidéncias recentes apontam para um perfil toxico
significativo, especialmente em exposi¢des agudas ou em altas doses, destacando a
necessidade de uma investigacdo aprofundada sobre seus mecanismos de
toxicidade?,2.

Os principais mecanismos de agéo do Diquat envolvem a geracao de espécies
reativas de oxigénio (EROs) mediada por ciclos de redox, resultando em danos a
lipideos, proteinas e DNA*. Esse estresse oxidativo é central para os efeitos toxicos
sistémicos observados, conforme demonstrado em estudos®. No entanto, a
caracterizagao detalhada dos impactos do Diquat em érgéos especificos, como rins e
sistema cardiovascular, permanece limitada, especialmente em modelos

experimentais in vivo®.

Diquat (1,1’-ethylene-2,2 -bipyridinium ion)

Figura 1 - Estrutura quimica do Diquat (1,1-ethylene-2,2"-bipyridinium). O composto é formado por
dois anéis bipiridilicos conectados por uma ponte etilénica, conferindo propriedades anfipaticas que
permitem sua interacdo com membranas celulares e sua atividade herbicida. Essa estrutura facilita a
geragao de espécies reativas de oxigénio (EROs) por meio de ciclos redox, resultando em estresse
oxidativo. Fonte: Magalhaes et al., 2018.

Estudos sugerem que o Diquat induz alteragbes renais significativas, incluindo
aumento nos niveis plasmaticos de creatinina e ureia, proteinuria e danos estruturais
nos tubulos renais7,8. Esses achados apontam para disfungdes glomerulares e

tubulares exacerbadas pela producdo excessiva de EROs e pela deplecdo das
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defesas antioxidantes9. Apesar disso, a literatura carece de uma descricao detalhada
dos mecanismos que levam a insuficiéncia renal aguda induzida pelo Diquat, bem
como de estudos que combinem medi¢des funcionais e estruturais ao longo do tempo
em modelos in vivo®,10. A relacdo entre a exposi¢ao ao Diquat e parametros como a
taxa de filtragdo glomerular (TFG) e a retengao de liquidos ainda é descrita de forma
superficial, ressaltando a necessidade de investigagdes mais abrangentes™.

No sistema cardiovascular, o Diquat é descrito como um indutor de disfuncéo
endotelial, possivelmente devido a reducdo da biodisponibilidade de Oxido nitrico
(NO), uma molécula essencial para a regulagéo do tonus vascular''. Esse efeito ocorre
pela interacdo do NO com radicais livres, formando peroxinitrito, uma molécula
altamente reativa que danifica o endotélio e contribui para a progresséo de rigidez
arterial e fibrose vascular'?. Apesar dessas indicagdes, grande parte das investigagdes
realizadas até o momento baseia-se em modelos in vitro ou analises limitadas de
exposi¢coes agudas em animais’. Ndo ha uma caracterizagéo robusta da reatividade
vascular do Diquat em modelos in vivo, especialmente em resposta a estimulos
vasoconstritores e vasodilatadores. Além disso, faltam estudos que relacionem
diretamente os niveis de EROs a alteragdes funcionais no endotélio e no musculo liso
vascular'.

Embora compartilhe caracteristicas toxicas com o Paraquat, como a geragao
de radicais livres, o Diquat apresenta diferencas marcantes em seu perfil de
toxicidade. Enquanto o Paraquat é mais conhecido por causar lesbes pulmonares
graves, o Diquat parece ter uma maior afinidade por tecidos renais e cardiovasculares,
embora com menor letalidade em exposigdes agudas'. Essa distin¢gao torna o Diquat
um modelo relevante para estudos que investiguem os impactos do estresse oxidativo
em orgaos especificos.

Com o aumento do uso do Diquat no Brasil e em outras regides, & urgente
aprofundar o conhecimento sobre seus impactos em sistemas bioldgicos. Apesar de
existirem dados preliminares indicando toxicidade renal e vascular, a literatura atual
apresenta lacunas significativas na caracterizacdo detalhada desses efeitos,
especialmente em modelos in vivo que avaliem parametros funcionais e moleculares.
Essa necessidade de maior investigagéo reforca a relevancia de estudos que integrem
analises sistémicas e locais, contribuindo para a formulagdo de estratégias
terapéuticas ou preventivas para mitigar os danos causados por este herbicida.
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1.2 Nanoparticulas de ouro: propriedade terapéuticas e aplicagoes potenciais

Apoés a analise dos efeitos tdéxicos do Diquat no sistema cardiovascular e sua
capacidade de induzir estresse oxidativo grave, destaca-se a importancia de explorar
abordagens terapéuticas que possam atenuar esses danos. Nesse contexto, as
nanoparticulas de ouro (GNPs) emergem como uma estratégia promissora devido as
suas propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes. Produtos da nanotecnologia, as
GNPs tém ganhado relevancia crescente nas areas médica e bioldgica,
principalmente em fung&o de sua estabilidade quimica e afinidade por biomoléculas,
caracteristicas que as tornam adequadas para aplicagcbes como transporte de

farmacos, diagnostico e terapia’ ®.

O uso medicinal do ouro remonta ao século V, com registros histéricos em paises
asiaticos como China e india. Em tempos modernos, um marco importante foi o uso
bem-sucedido do ouro coloidal no tratamento da artrite reumatoide, ampliando seu
potencial para outras condi¢cdes inflamatérias®,’. Estudos apontam que as GNPs
podem atenuar processos inflamatérios ao reduzir a expressdo de citocinas pro-
inflamatdrias, como TNF-a e IL-13, possivelmente por meio da modulagao da via NF-

kB, um fator de transcricdo crucial em processos inflamatorios e oxidativos™®,2°,

A estabilidade e bioinércia das GNPs as tornam particularmente atraentes para
estudos terapéuticos. Além de suas propriedades anti-inflamatorias, essas particulas
também demonstraram eficacia em reduzir a produgdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), protegendo tecidos contra danos oxidativos™,'?. Estudos em
modelos experimentais de lesao renal diferente do modelo proposto, indicam que as
GNPs podem atenuar os danos renais ao preservar a integridade funcional e estrutural

dos tecidos, o que reforga seu potencial terapéutico™,.

Apesar dessas evidéncias promissoras, o uso das GNPs em tratamentos de longo
prazo ainda levanta preocupacoes relacionadas a toxicidade. Estudos apontam que a
seguranca das GNPs em aplicagdes cronicas nao esta completamente estabelecida,
e mais investigagbes sao necessarias para avaliar seu impacto em modelos de
doencas inflamatérias cronicas e cardiovasculares®,?2. No entanto, em condi¢cbes

agudas, os resultados disponiveis sugerem que as GNPs podem ser eficazes na
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reducdo do estresse oxidativo e na modulacdo de respostas inflamatdrias,

particularmente em contextos experimentais’®.

Embora o uso de nanoparticulas de ouro ainda seja um campo emergente, sua
aplicacao potencial no contexto de lesdes causadas pelo Diquat reforga a necessidade
de mais estudos experimentais que avaliem tanto os mecanismos moleculares
envolvidos quanto a eficacia terapéutica dessas particulas. Estudos futuros devem
focar na integracdo de pardmetros funcionais e estruturais para fornecer uma
caracterizagdo mais abrangente dos efeitos das GNPs em modelos de estresse

oxidativo.

Adicionalmente, embora as nanoparticulas de ouro (GNPs) sejam amplamente
descritas como biocompativeis, diversos estudos tém demonstrado que essas
particulas ndo sao totalmente inertes. Sua atividade depende de fatores como
tamanho, forma, carga superficial e tempo de exposi¢cédo, podendo modular respostas
inflamatorias, sinalizagdo redox e vias celulares especificas” 13 14 19 21. 23 Tajg
propriedades conferem as GNPs um potencial terapéutico ativo, e ndo meramente
passivo, especialmente em contextos inflamatodrios e oxidativos como o induzido pelo

Diquat.

1.3 Justificativa e delineamento do estudo

O presente estudo foi desenvolvido para investigar os efeitos do Diquat (DQ) na
funcdo vascular em modelos in vivo, fornecendo uma abordagem inovadora em
relagdo aos estudos anteriores que se limitaram a modelos ex vivo. Essa estratégia
busca ampliar a compreensao dos impactos do DQ em condi¢des fisiologicas reais,
permitindo analises mais detalhadas das interagdes sistémicas e locais.

Ao enfatizar os modelos in vivo, este trabalho visa explorar os mecanismos
moleculares subjacentes a disfungdo endotelial induzida pelo Diquat, especialmente
os relacionados a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e a
biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO). Aléem disso, a metodologia adotada permitira
uma avaliagdo mais abrangente dos efeitos do Diquat, integrando parametros
funcionais e estruturais, e destacara a relevancia do estudo para o entendimento dos

impactos sistémicos desse herbicida.
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2. Objetivo geral

Estudar os mecanismos fisiopatoldgicos induzidos pelo Diquat in vivo, com foco
nas alteragdes vasculares e renais associadas ao estresse oxidativo, e explorar o

potencial das nanoparticulas de ouro como a gente vasculho-protetor.

2.1 Objetivos especificos

e Investigar os efeitos da administragdo de DQ na homeostase hidroeletrolitica,
metabolismo e parametros comportamentais em modelos in vivo.

e Investigar alterages histopatoldgicas renais induzidas pelo DQ, com foco em
alteracdes glomerulares, tubulares e inflamatorias.

e Avaliar a fungdo endotelial e a reatividade vascular em resposta ao DQ, por
meio de curvas de contragao e relaxamento.

e Quantificar a produgao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e oxido nitrico
(NO) em aortas de camundongos tratados com DQ, utilizando técnicas de
fluorescéncia.

e Avaliar se o tratamento com nanoparticulas de ouro (GNP) modula os efeitos

vasculares induzidos pelo DQ em curto prazo.

3. Materiais e métodos

3.1 Modelo animal

Foram utilizados camundongos machos da linhagem C57BL6J, com idades
entre 8 e 12 semanas. A escolha dessa dose foi baseada em experimentos-piloto
conduzidos previamente com diferentes concentracdes (100 a 20 mg/kg), os quais
demonstraram que doses superiores a 25 mg/kg resultavam em alta letalidade em
menos de 24h horas. A dose de 20 mg/kg foi, portanto, selecionada por permitir o
acompanhamento dos animais por até 120 horas. A curva de mortalidade obtida
durante a padronizagdo experimental esta representada na Figura 4. Os
procedimentos envolveram a administracdo de 20 mg/kg de Diquat diluido em salina
estéril (0,9% de NaCl), por via intraperitoneal, em dose unica. Os animais foram
monitorados por até 120 horas para avaliagdo de multiplos paréametros fisioldgicos,
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bioquimicos, vasculares e histopatolégicos ao longo do tempo. Apés os intervalos de
tempo preé-definidos, os animais foram eutanasiados para analise dos diferentes
desfechos, conforme descrito nos tdpicos seguintes. O efeito do tratamento com
nanoparticulas de ouro (GNP; 0,195 a 3,94 mg/kg) foi avaliado por meio da
administragdo concomitante com o Diquat, também em dose unica. Todos os
procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de FEtica em
Experimentacdo Animal da UFMG (Protocolo n® 276/2024).

3.2 Avaliagoes da fungao renal: protocolo de coleta e analises bioquimicas

Com o objetivo de avaliar parametros de fungado renal ao longo da exposi¢cao
ao Diquat, os animais foram mantidos individualmente em gaiolas metabdlicas por um
periodo continuo de 120 horas. Durante esse intervalo experimental, foram
registradas diariamente a ingestao de agua, a ingestao de rag&o e o peso corporal. A
urina foi coletada a cada 24 horas por meio do sistema de separagédo das gaiolas,
sendo imediatamente armazenada em microtubos do tipo Eppendorf e congelada a —
20 °C até o momento da analise.

Ao final do protocolo, no quinto dia experimental, os animais foram submetidos
a eutanasia, e a coleta sanguinea foi realizada. O sangue foi armazenado em
microtubos tipo Eppendorf sem adicdo de anticoagulante, sendo mantido sob
refrigeracdo até a formacédo do coagulo. Apos esse periodo, as amostras foram
centrifugadas a 4 °C por 10 minutos para separagao do plasma, o qual também foi
armazenado a —20 °C.

Tanto as amostras de urina coletadas diariamente quanto o plasma obtido no
momento da eutanasia foram utilizados para a analise dos niveis de ureia e creatinina,
além da mensuracdo da atividade da enzima gama-glutamil transferase (y-GT),
marcador de lesdo tubular renal. As quantificacbes foram realizadas por meio de

métodos colorimétricos e enzimaticos.
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3.3 Processamentos histologico dos tecidos

Os rins foram coletados e fixados em formalina tamponada a 10% por 24 horas
a temperatura ambiente. Apds a fixagao, os fragmentos foram desidratados em séries
crescentes de etanol (70%, 80%, 90% e 100%), permanecendo em cada
concentracdo por 1 hora. A diafanizacao foi realizada em xilol por 30 minutos e, em
seguida, os fragmentos foram incluidos em blocos de parafina aquecida a 60 °C por 2
horas.

Os blocos de parafina foram cortados em se¢des de 5um de espessura,
utilizando um micrétomo semiautomatico. As |aminas foram coradas com
Hematoxilina por 5 minutos, lavadas em agua corrente por 10 minutos e, em seguida,
coradas com Eosina por 2 minutos. Apds a coloracdo, as laminas foram montadas
com laminulas utilizando meio de montagem sintético (Entellan®, Merck).

As preparagdes foram analisadas no microscépio de luz Olykmpus BXG63,
acoplado a camera Qcolor 5, no laboratério de histologia do ICB/UFMG, utilizando
ampliagdo de 40x para avaliagdo detalhada da morfologia celular e tecidual. Esse
equipamento permitiu uma analise precisa, proporcionando alta resolucao e contraste
nas imagens capturadas.

Todos os procedimentos seguiram protocolos padronizados para garantir a
preservagao da integridade dos tecidos e a qualidade da coloragéo, permitindo uma
analise histologica precisa e detalhada.

A avaliagao histopatoldgica foi realizada atribuindo escores de 0 a 3, conforme
a severidade das alteragbes, com a seguinte correspondéncia em porcentagem: 0
(auséncia de alteragdo), 1 (alteragdo minima, até 25% das estruturas afetadas), 2
(alteracéo leve, 26-50%) e 3 (alteragdo grave, 51-100%). Para os glomérulos, foram
analisadas 10 estruturas aleatérias por amostra, considerando retracido, esclerose,
isquemia e relagcdo do espaco de Bowman. Nos tubulos e no intersticio, foram
considerados: dilatagao, atrofia, hiperplasia, espessamento da membrana basal,
edemalinflamacéao e presenca de cilindros.

A anadlise foi feita em cortes histologicos corados por H&E de rotina.
Metodologia adaptada de Chung-Ming Chen et al., 2019.
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3.4 Reatividade vascular

Foi realizada a avaliagdo da reatividade vascular utilizando anéis de artéria
aorta toracica de camundongos. Apds a eutanasia dos animais, a aorta foi
cuidadosamente dissecada, livre de tecido adiposo perivascular, e colocada em uma
placa de Petri contendo solug&o nutriente de Krebs-Henseleit (composicado em mM:
NaCl 118; KCI 4,7; NaHCO; 25; CaCl,-2H,0 2,5; glicose 11; KH,PO, 1,2;
MgSO,:7H,0 1,2; pH 7,4). A artéria foi cortada em anéis de aproximadamente 3 mm
de comprimento, e cada anel teve duas hastes metalicas triangulares transpassadas
pelo lumen do vaso.

Os procedimentos experimentais foram iniciados com a fixagdo dos anéis a um
transdutor de tensdo isométrica, apdés a transpassagem das hastes. A solugéo
nutriente foi arejada com uma mistura carbogénica (95% O, e 5% CO,) a 37 °C e pH
7,4. O periodo de estabilizagdo envolveu a manuteng¢ao da tensdo de repouso em
0,5 g, regulada constantemente por uma hora, com trocas da solugao nutridora a cada
15 minutos para evitar o acumulo de metabdlitos e manter os niveis adequados de
glicose.

A avaliacdo da integridade endotelial foi conduzida por meio de pré-contragéo
com fenilefrina (Pe, 0,1 ymol/L), seguida pela adigao de acetilcolina (ACh, 10 ymol/L)
para verificagdo da presenca de endotélio funcional. Vasos que apresentaram
relaxamento superior a 80% em resposta a ACh foram considerados funcionais. Em
preparagdes sem endotélio funcional, a remocgao foi realizada mecanicamente com
uma haste metalica.

A aquisicdo de dados foi realizada com transdutores de tens&o isométrica
conectados a um amplificador e a um sistema computadorizado com placa conversora
analdgico-digital, utilizando o programa WinDaq Data Acquisition (DataQ®
Instruments, USA). Todas as consideragdes éticas foram respeitadas, e o experimento
contou com a aprovacdo do Comité de Etica em Experimentacéo Animal.
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3.4.1 Representacao esquematica do protocolo experimental de reatividade
vascular

Teste de 1° Curva de
Endoletio Fen

Figura 2 - A linha do tempo apresenta as principais etapas do protocolo experimental, incluindo o
periodo de estabilizagéo, seguido pelo teste de integridade endotelial. Apés a estabilizacéo, realiza-se
uma primeira curva dose-resposta utilizando Fenilefrina (Pe), seguida por uma segunda curva dose-
resposta com Acetilcolina (ACh). A figura visa resumir de forma clara e objetiva os principais eventos e
tempos experimentais ao longo do protocolo.

3.5 Microscopia de fluorescéncia

Apods o tratamento dos animais com diquat e/ou GNP pelos referidos periodos
de tempo, os camundongos foram anestesiados e submetidos a perfusdo com PBS
para remogao de residuos de sangue. Em seguida, os segmentos das aortas foram
dissecados e imersos em meio para congelamento de tecidos (Tissue-Tek OCT
Compound; Sakura®, USA). Os tecidos foram rapidamente congelados em nitrogénio
liquido e cortados em criostato, com espessura de 5 uym.

Avaliagéo da producado de NO e EROs: os segmentos da aorta foram incubados
com 5pumol/L de DAF-FM ou 5pumol/L de DHE (sondas para detecgdo de NO e
radicais totais, respectivamente) em PBS por 30 minutos no escuro. Apos a
incubacédo, as laminas foram lavadas duas vezes com PBS e montadas utilizando
meio de montagem (Prolong Gold Mounting Media; Invitrogen, USA) para posterior
analise.

A aquisicdo das imagens foi realizada em microscopio confocal Zeiss 510
META, no Centro de Aquisigdo e Processamento de Imagens (CAPI) do ICB-UFMG.
A intensidade da fluorescéncia foi analisada e corrigida pelo tamanho da area
selecionada através do software ImageJ.
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3.6 Sintese das nanoparticulas de ouro (gnp)

Todos os frascos utilizados como recipientes de reagao foram rigorosamente
limpos com agua ultrapura (Millipore), associada a uma solugdo de acido cloridrico
concentrado e acido nitrico concentrado na proporgcdo volumétrica de 4:1. Esse
procedimento visou garantir a auséncia de contaminagdes que poderiam comprometer
0 processo de sintese.

Em uma sintese padrdo, 50 mL de uma solug&o de acido cloroaurico (HAuCl,)
a 0,25 mM (1,0% p/p) foram adicionados ao frasco reacional. A solugao foi aquecida
em uma placa de aquecimento com agitagao constante e vigorosa. Para minimizar a
evaporagao do solvente e prevenir contaminagdes externas, o frasco foi coberto com
uma tampa de Petri descartavel durante o processo. Apds atingir o ponto de ebuli¢do
sob pressdo ambiente, uma solucido de acido citrico previamente preparada foi
rapidamente injetada na solugdo de HAuCl,. A razdo molar (MR) entre acido citrico e
HAuClI, foi ajustada de acordo com o tamanho desejado das nanoparticulas, conforme
metodologia adaptada de Frens (1973).

A sintese foi considerada concluida quando a suspensao adquiriu coloragao
caracteristica e estavel, indicando a formagao completa das nanoparticulas. Esse
processo geralmente durou entre 2 e 5 minutos, dependendo da razdo molar
empregada. Apos o término, as amostras foram resfriadas naturalmente a temperatura
ambiente e armazenadas sob refrigeragao para utilizagéo posterior.

Nos casos em que foi necessaria uma sintese ampliada, os volumes das
solucdes de HAuUCI, e acido citrico foram aumentados proporcionalmente. Para
garantir uma mistura eficiente, a solugdo de acido citrico foi injetada utilizando
multiplas seringas descartaveis, assegurando a homogeneidade e reprodutibilidade

do processo.
3.7 Analise fisioquimica nanoparticulas de ouro

As propriedades fisico-quimicas das GNPs foram analisadas utilizando o
Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, Malvern, Reino Unido). O diametro
hidrodinamico médio, o indice de polidispersao (PDI) e o potencial zeta foram
determinados para garantir a qualidade e a estabilidade das formulagdes.



30

Para as analises, as amostras foram diluidas com precisao, adicionando-se 10
ML da suspens&o em 990 uL de agua ultrapura (MilliQ). As amostras diluidas foram
transferidas para cubetas descartaveis e submetidas a analise a 25 °C.

Os resultados mostraram que 84,9% das particulas apresentaram tamanho
meédio de 35 nandbmetros, com um indice de polidispersédo (PDI) de 0,2, o que esta
dentro dos valores aceitaveis para estabilidade coloidal. O potencial zeta obtido foi de
-16,1 mV, indicando boa estabilidade das nanoparticulas devido a repulsdo

eletrostatica entre as particulas.
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Figura 3 - Distribuicdo de tamanho das particulas por intensidade, determinada por andlise no
equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, Reino Unido). O grafico apresenta dois picos
principais: um em torno de 5 nm e outro, predominante em 35 nm, indicando a presenga de populagoes
distintas de particulas, sendo a maior parte da amostra compostas por nanoparticulas com didmetro
médio de aproximadamente 35 nandmetros.

3.8 Analise estatistica

As seguintes abordagens estatisticas foram adotadas: Os resultados expressos
em graficos de barras foram submetidos a analise estatistica utilizando o teste t de
Student ou ANOVA, conforme apropriado. A significancia estatistica foi estabelecida
quando p < 0,05. Os dados referentes ao relaxamento vascular foram representados
como percentual de reducdo da contracdo em resposta a fenilefrina. As curvas
concentragdo-resposta cumulativas foram analisadas por meio do método two-way
ANOVA para medidas repetidas. Testes de comparacgao do tipo BONFERRONI foram
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aplicados para avaliar as diferengas significativas entre os grupos. Os valores de
Emax (resposta maxima) foram calculados através de regressao n&o linear das curvas
obtidas nos experimentos. Esse parametro representa o ponto em que o efeito
maximo da droga utilizada foi alcangado. Essas analises estatisticas visam identificar
diferengas significativas entre grupos experimentais, proporcionando uma avaliagéo
robusta das variaveis estudadas. O estabelecimento de significancia estatistica a p <
0,05 contribui para a confiabilidade dos resultados e das conclusdes obtidas a partir
deste estudo.

4. Resultados

4.1 Analise da ingesta hidrica, alimentar e funcao renal

A definicdo da dose experimental de 20 mg/kg de Diquat foi baseada em
experimentos-piloto que demonstraram alta letalidade em doses superiores a 25
mg/kg, especialmente nas primeiras 24 horas. A dose escolhida permitiu o
monitoramento dos animais por até 120 horas, possibilitando a analise progressiva
dos efeitos toxicos agudos sobre diferentes sistemas orgénicos. A curva de sobrevida
obtida durante a padronizacédo experimental esta representada na Figura 4.
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Figura 4 - A curva de Kaplan-Meier representa a probabilidade de sobrevivéncia ao longo de
120 horas apés a administragdo intraperitoneal de Diquat (linha azul) em comparagdo com o
grupo controle (linha preta). A dose de 20 mg/kg foi selecionada com base em testes-piloto, por
permitir a inducéo de lesdao mensuravel com manutencao de sobrevivéncia em parte dos animais
durante o periodo experimental.

Ao longo do periodo experimental, o grupo tratado com Diquat apresentou uma
reducao significativa na variagdo de agua em comparagao ao grupo controle. Desde
o primeiro dia, o grupo tratado com Diquat mostrou ingestdo de agua
significativamente menor em comparagdo ao grupo controle, e essa diferenga se
manteve ao longo dos cinco dias (Figura 5) em cada ponto de tempo.

Esses resultados indicam um efeito claro do tratamento com Diquat na reducéao
da ingestdo de agua nos camundongos, indicando um impacto sistémico,
possivelmente relacionado a alteragbes metabdlicas ou comportamentais pelo
herbicida.

Quanto a ingest&o alimentar, observa-se uma redugéo significativa no consumo
de racéo pelos camundongos tratados com Diquat em comparagéo ao grupo controle
(CTRL). A diferenca estatistica € evidenciada em todos os dias apds a administragao

(Figura 6; p<0,0001). No grupo controle, o consumo alimentar aumenta
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progressivamente ao longo dos dias, enquanto no grupo Diquat, o aumento € mais
lento, com niveis de consumo consistentemente menores, demonstrando os efeitos

negativos do tratamento com Diquat sobre o apetite dos animais.
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Figura 5 - Ingestao de agua (mL) diaria em camundongos tratados com Diquat em comparagdo com o
grupo controle (CTRL) ao longo de cinco dias apds a administragédo. O grupo controle (n=9) e o grupo
tratado com Diquat (n=24) foram monitorados para consumo de agua. Os resultados foram expressos
como mediatEPM. A andlise estatistica foi realizada por two-way ANOVA, com diferengas significativas
em todos os dias do experimento (****p<0,0001), conforme indicado pelos asteriscos em cada ponto
temporal. A insergcdo no canto superior representa a analise AUC por teste de t ndo pareado.
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Figura 6 Consumo de ragao (g) por camundongos tratados com DQ (Diquat, n=24) comparado ao
grupo controle (CTRL, n=9) ao longo de cinco dias apds a administragdo. A analise estatistica foi
realizada por Two-Way ANOVA com diferengas significativas em todos os dias do experimento, com
significancia indicada como: ****p < 0,0001. A inser¢do no canto superior representa a analise AUC por
teste de t ndo pareado.

Ao se analisar parametros de funcio renal, observamos que a analise do fluxo
urinario no grupo tratado com Diquat, ao longo do tempo, foi consistentemente menor
em relagdo ao controle, com diferengas estatisticamente significativas em todos os
dias do experimento. Ja no primeiro dia, o grupo tratado com Diquat apresentou uma
reducdo significativa no fluxo urinario em comparagdo ao controle, o que também
aconteceu ao longo do tempo, indicando que o tratamento afetou diretamente a fungéo

renal ao longo do tempo.
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Figura 7 - Fluxo urinario diario (ml/min) em camundongos tratados com Diquat em comparagdo ao
grupo controle (CTRL) ao longo de cinco dias apds a administragédo. O grupo controle (n=9) e o grupo
tratado com Diquat (n=24) foram monitorados para avaliagdo do fluxo urinario. Os resultados foram
expressos como mediatEPM. A andlise estatistica foi realizada por two-way ANOVA, com diferengas
significativas ao longo dos dias (****p < 0,0381), representando a significancia geral dos graficos. A
insercdo no canto superior representa a analise AUC por teste de t ndo pareado.

Isoladamente, o fluxo urinario pode ser diretamente modulado pela ingesta
hidrica, optamos por calcular o delta do balango hidrico (A = ingestdo de agua —

volume urinario), com o objetivo de verificar se havia retengdo ou perda liquida ao

longo dos dias.
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Nossos dados mostram que o grupo tratado com Diquat apresentou um A de
balanco hidrico significativamente menor que o grupo controle em todos os dias
analisados (Figura 8), indicando uma maior perda hidrica relativa. Esses achados
sugerem que o Diquat promove um desequilibrio entre ingestdo e excregao hidrica,

com possivel impacto na homeostase volémica.
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Figura 8 - Delta do balango hidrico (ml) em camundongos tratados com Diquat (DQ) comparado ao
grupo controle (CTRL), calculado como a diferenga entre ingestdo de agua e volume urinario ao longo
de cinco dias apdés a administragdo. O grupo controle (n = 9) e o grupo Diquat (n = 24) foram
monitorados diariamente. Os dados estdo expressos como média £+ EPM. A analise estatistica foi
realizada por two-way ANOVA, com diferengas significativas entre os grupos em todos os dias
analisados (****p<0,0001). . A inserg&o no canto superior representa a analise AUC por teste de t ndo
pareado.

A andlise da fragdo de excregao de agua (%), medida em camundongos
tratados com Diquat (n=24) e comparada com o grupo controle (n=9), ao longo de
cinco dias mostra que, no primeiro dia, houve uma redugao significativa no grupo
tratado com Diquat (Figura 9; *p<0,05). Nos dias subsequentes, a excre¢cdo de agua
no grupo tratado com diquat foi ligeiramente menor que o controle, porém, sem
significancia estatistica. Esses dados sugerem que o tratamento com Diquat afeta a

excregao de agua de forma mais acentuada no inicio do tratamento.
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Figura 9 - Fracdo de excregédo de H,O (%), medida em camundongos tratados com Diquat (n=9) em
comparagao com o grupo controle (n=5) ao longo de cinco dias apds a administragdo. Os resultados
foram expressos como média + EPM. A analise estatistica foi realizada por two-way ANOVA, indicando
diferengas significativas nos dias 1, 2 e 3 entre os grupos (*p < 0,001, p < 0,01, p < 0,05,
respectivamente). Nao houve diferengas significativas nos dias 4 e 5. A insergao no canto superior
representa a analise AUC por teste de t ndo pareado.

A analise da excregdo urinaria de proteinas totais (proteinuria) também
demonstrou que, no primeiro dia apds o tratamento com o diquat, observou-se uma
excrecao de proteina significativamente maior em relagdo ao grupo controle (Figura
10; ***p<0,0008). A partir do segundo dia, a proteinuria no grupo tratado com Diquat
diminui progressivamente, até que nos dias subsequentes (dias trés a cinco), ndo ha

diferencgas significativas entre os grupos (Figura 9).
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Figura 10 - Excregdo de proteina (proteinuria) diaria em camundongos tratados com Diquat em
comparagdo com o grupo controle (CTRL) ao longo de cinco dias apds a administragao. O grupo
controle (n=9) e o grupo tratado com Diquat (n=24) foram monitorados quanto a excregao de proteina.
A analise estatistica foi realizada por two-way ANOVA, com diferengas observadas no primeiro dia do
experimento (***p<0,0008). O valor de p geral dos graficos é 0,0004. A insergdo no canto superior
representa a analise AUC por teste de t ndo pareado.

A analise da excregédo urinaria de creatinina nos mostrou que o tratamento com
o diquat aumentou os niveis urinarios de creatinina no primeiro dia apos o tratamento,
seguido de queda no terceiro dia (Figura 11). Apesar da sugestiva redugéo dos niveis
de creatinina urinarios no grupo diquat nos dias 4 e 5, ndo encontramos significancia
estatistica nestes tempos.

A normalizacdo dos dados de proteinuria pela fragdo de creatinina excretada
nos mostram claramente que ha significativo aumento da proteinuria, conforme
evidenciado pela raz&o UP/Cr (proteina urinaria/creatinina urinaria) nos dois primeiros
dias apos o tratamento com o diquat (Figura 12). No terceiro dia pudemos observar
uma queda significativa da razdo UP/Cr, com normalizagdo no quarto e quinto dias
(Figura 12). Apesar da estranha normalizagdo da excrec¢ao de proteinas, tal fato talvez

possa ser explicado pelo reduzido fluxo urinario nos dois ultimos dias.
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Figura 11 - Excregao de creatinina urinaria (mg/24h) em camundongos tratados com Diquat € no grupo
controle (CTRL). O grafico apresenta os valores diarios ao longo de cinco dias apds a administragao.
O grupo controle (n=9) foi comparado ao grupo tratado com Diquat (n=24). Os resultados foram
expressos como mediatEPM. A andlise estatistica foi realizada por two-way ANOVA, com diferengas
observadas nos dias 1 e 3 (*p<0,05). O valor de p geral dos graficos € 0,0444. A insergdo no canto
superior representa a analise AUC por teste de t ndo pareado.
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Figura 12 - Razao de proteina/creatinina urinaria (UP/Cr) em camundongos tratados com Diquat (n=24)
em comparagdo ao grupo controle (CTRL, n=9), monitorados ao longo de cinco dias apds a
administragdo. A analise estatistica foi realizada por two-way ANOVA, revelando diferengas
significativas em determinados pontos temporais: no primeiro dia ( p<0,001 ), segundo dia ( p<0,01 ),
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com o valor geral dos graficos sendo p=0,0005. A inser¢do no canto superior representa a analise AUC
por teste de t ndo pareado.

Por outro lado, ao analisarmos marcadores plasmaticos da fung¢ao renal como
os niveis de creatinina plasmatica, pudemos observar que o tratamento com o diquat
aumentou significativamente os niveis de creatinina plasmatica apés 5 dias de
tratamento (Figura 13; *p<0.05). Os niveis de ureia plasmatica também foram
aumentados apos 5 dias de tratamento com o diquat (Figura 14; *p<0.05). O aumento
nos niveis de creatinina e ureia no grupo tratado com DQ sugere, mais uma vez,

alteragdes significativas na fungao renal em resposta ao tratamento.
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Figura 13 - A figura apresenta os niveis de creatinina plasmatica em dois grupos de camundongos, um
tratado com Diquat (DQ, n=9) e outro controle (CTRL, n=5), cinco dias ap6s a administragéo. As barras
representam a mediana e o erro padréo dos dados. A andlise foi realizada utilizando o teste t ndo
pareado. *p<0,05
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Figura 14 - Concentragédo de ureia plasmatica (mg/dL) em camundongos tratados com Diquat (DQ,
n=9) e no grupo controle (CTRL, n=5), cinco dias ap6s a administragdo. As barras representam a
mediana e o erro padrdo dos dados. Teste estatistico: teste t ndo pareado. *p < 0,05

Apos os sugestivos dados de perda da fungéo renal pela exposi¢ao ao diquat,
resolvemos analisar parametros especificos como a fungédo glomerular e tubular. O
grupo tratado com Diquat apresentou uma reducao significativa na taxa de filtragéo
glomerular estimada pela depuragdo de creatinina em relagdo ao controle,
proporcionando uma diminuicdo na funcdo renal apdés a exposi¢cao ao herbicida
(Figura 15). Além disso, a excregdo wurinaria da enzima y-GT (gama-
glutamiltransferase), indicativa de disfung&o tubular, encontrou-se significativamente
alterada no grupo tratado com Diquat no primeiro dia (Figura 16; ****p < 0,0001). Nos
dias subsequentes, os niveis de excre¢do de ambos o0s grupos se aproximam e se
estabilizam, sem diferengas a partir do segundo dia.
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Figura 15 — Depuracdo de creatinina (estimativa de taxa de Filtragdo Glomerular) (GFR) em
camundongos tratados com Diquat (n=9) em comparagédo ao grupo controle (CTRL, n=5) cinco dias
ap6s a administracdo. As barras representam a mediana e o erro padrao dos dados. A analise
estatistica foi realizada utilizando o teste de t ndo pareado *p = 0,0138.
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Figura 16 - Excregéo urinaria de y-GT (U/24h) em camundongos tratados com Diquat (n=24) em
comparacgao ao grupo controle (CTRL, n=9) durante cinco dias apds a administragdo. Os resultados
foram expressos como mediatEPM. A analise estatistica foi realizada por two-way ANOVA,
****<0,0001. A insergdo no canto superior representa a analise AUC por teste de t ndo pareado.
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4.2 Perfil celular sanguineo e peso corporal

Os camundongos tratados com Diquat apresentam uma diminui¢&o significativa
no numero de leucdécitos (WBC) em relagdo ao grupo de controle (Figura 17). Essa
diminuigdo pode estar associada a um possivel efeito imunossupressor do Diquat,
interferindo na resposta inflamatéria dos camundongos. Para se evidenciar melhor tal
efeito, foram analisados os numeros de linfécitos, polimorfonucelares e mondcitos.
Apesar de ndo haver diferenga significativa no numero de mondcitos circulantes
(Figura 18), pudemos observar um aumento expressivo no numero de

polimorfonucleares e reducao de linfécitos (Figura 18).
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Figura 17 - Contagem total de leucécitos (WBC) em camundongos tratados com Diquat (n = 5) em
comparagao ao grupo controle (n = 5), cinco dias apdés a administragdo. As barras representam a
mediana e o erro padrédo dos dados. A analise estatistica foi realizada por teste de t ndo pareado. ****p
< 0,0001.



43

Linhagem Sanguinea

AKkdkk

80 - _ B DQ

skakk
60 - i
LN
20 i

0- -
<0.0001

1 1 1
Linfocito Polimorfo  Monocito
CINCO DIAS APOS AADMINISTRAQAO

Figura 18 - Alteragdes nas linhagens sanguineas de camundongos cinco dias apds a administracao de
Diquat (DQ n=5) em comparagao com o grupo controle (CTRL n=5). As barras representam a mediana
e o erro padrao dos dados. Analise estatistica realizada por two-way ANOVA. ***<0,001; ****<0,0001.

Ao analisarmos a evolugdo ponderal dos animais, ficou evidente uma
expressiva perda de peso nos animais tratados com o diquat (Figura 19). Do primeiro
ao quinto dia ap6s o tratamento com o diquat, os animais apresentaram
aproximadamente 20% de perda de peso. A partir do terceiro dia, o grupo Diquat
continua a apresentar maior perda de peso, estabilizando em torno de 25% até o

quinto dia. O grupo de controle manteve-se sem variagdes significativas.
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Figura 19 - Perda de peso corporal percentual (%) em camundongos tratados com Diquat em
comparagao com o grupo controle (CTRL) ao longo de cinco dias apds a administragao. O grupo
controle (n=9) e o grupo tratado com Diquat (n=24) foram monitorados para avaliagdo da variagéo de
peso. A andlise estatistica foi realizada por two-way ANOVA. ****p<0,0001. A insergdo no canto
superior representa a analise AUC por teste de t ndo pareado.

4.3 Histopatologia renal

A analise histologica renal revelou alteragbes morfologicas marcantes nos
animais tratados com Diquat. Na amostra controle (Figura 20A), observa-se
preservacao da arquitetura renal, com tubulos contorcidos proximais e distais bem-
organizados, além de glomérulos integros e auséncia de alteragbes estruturais
evidentes, caracterizando um parénquima renal saudavel.

Em contraste, os animais expostos ao Diquat apresentaram multiplas
alteragdes compativeis com les&o renal aguda. A Figura 20B evidencia edema nos
capilares glomerulares e congestdo vascular (seta branca), indicando
comprometimento hemodinamico e inflamatério precoce. Ja na Figura 20C, observa-
se necrose glomerular associada a extravasamento de conteudo celular para o espaco
de Bowman (cabecga de seta), sugerindo dano glomerular avangado.

A analise dos tubulos revela descamacéao epitelial acentuada e presenca de
cristais hialinos no interior tubular (Figura 20D), compativeis com necrose tubular

aguda. A Figura 20E demonstra necrose tubular difusa, com desestruturagdo dos
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tubulos renais e citoplasma fortemente eosinofilico, corroborando a lesdo celular
irreversivel induzida pelo Diquat.

Por fim, a Figura 20F destaca a presenga de edema intersticial associado a
infiltragdo de células inflamatdrias e degeneragéo glomerular (asterisco), apontando
para um processo inflamatério mais avangcado com comprometimento da matriz
extracelular e possivel progresséo para fibrose intersticial.

Esses achados histopatologicos reforcam os dados funcionais de disfungéo
renal previamente descritos, evidenciando que a exposi¢cao ao Diquat resulta em
lesbes estruturais graves tanto em tubulos quanto em glomérulos, além de

desencadear resposta inflamatodria intersticial significativa.

Figura 20 - Fotomicrografias do rim de camundongos expostos ao Diquat, avaliando alteragdes
histomorfologicas. (A) Rim normal, com tubulos e glomérulos preservados na regido cortical (escala:
200 ym). (B) Rim exposto ao Diquat, apresentando edema nos capilares glomerulares e congestéo
(Seta Branca). (C) Area de necrose glomerular com extravasamento para o espago de Bowman
(Cabeca de seta). (D) Descamacgao tubular com presenga de cristais hialinos. (E) Necrose tubular. (F)
Edema intersticial com infiltragao de células inflamatérias e degeneragao glomerular. Escalas: (B-F) 50
pm. Aumento.

A analise histopatologica dos rins, realizada cinco dias apds a administragcéo
do Diquat, revelou alteragdes estruturais significativas quando comparadas ao grupo
controle. Os escores atribuidos variaram de 0 a 3, baseando-se na porcentagem de
estruturas renais acometidas. Observou-se que o0s animais do grupo DQ
apresentaram niveis maiores significativo nos escores histopatolégicos (mediana = 5),
indicando danos acentuados tanto em tubulos quanto em glomérulos (Figura 21).

Esses achados incluem retracao e esclerose glomerular, isquemia, dilatagao tubular,
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edema intersticial, presenca de cilindros e inflamagéao (Figura 21). Ja o grupo controle
manteve escore baixo, com nenhuma alteragdo morfologica (mediana = 0). Os dados
reforcam o impacto citotoxico do Diquat sobre a arquitetura renal, corroborando as
alteragdes funcionais ja demonstradas nos parametros bioquimicos e de excregéo

urinaria.
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Figura 21 - Escore histopatolégico renal em camundongos cinco dias apds administragdo de Diquat. A
avaliacdo semiquantitativa considerou alteragdes em glomérulos, tubulos e intersticio, com escores de
0 a 3 conforme a gravidade e extensdo da lesdo. Os animais do grupo (DQ n=10) apresentam niveis
maiores significativo nos escores quando comparados ao grupo controle (CTRL, n=10). Os dados sado
expressos como mediana e intervalo interquartil. Teste de Mann-Whitney p* 0.0001.

4.4 Efeitos do tratamento com o diquat sobre a fungao vascular

Para analise da resposta vascular ao tratamento com o diquat, foram avaliadas
as respostas vasodilatadoras dependentes de endotélio (estimulada com ACh) e as
respostas contrateis estimuladas com o agonista alfa-1 adrenérgico fenilefrina. A
resposta dos anéis de aorta a acetilcolina (ACh) apds diferentes tempos de exposi¢cao
ao Diquat (DQ) (3, 72 e 120 horas), mostrou que apos 3h de tratamento dos animais
(DQ 3H) nao houve alteracédo dos niveis de relaxamento (Figura 22). Contudo, apés
72 h (3 dias) de exposicédo ao diquat (DQ 72H) pudemos observar um prejuizo da
resposta vasodilatadora dependente de endotélio caracterizada por deslocamento da
curva de relaxamento para a direita, com aumento do EC50%, apesar da preservagao
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do Emax (Figura 22). Por outro lado, com o passar do tempo, pudemos observar uma
mudanga significativa do perfil de resposta vasodilatadora apds o tratamento com o
diquat. Ap6és 120 h (5 dias; DQ 120H) de exposi¢cdo, pudemos observar uma
potencializacdo da resposta vasodilatadora caracterizada por uma reducdo do
EC50%, com deslocamento significativo da curva de relaxamento para a esquerda
(Figura 22).
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Figura 22- Efeito do tratamento com DQ no relaxamento vascular induzido por acetilcolina (ACh) em
aorta de camundongos. As curvas representam os grupos controle (CTRL, n=8), DQ 3 horas (DQ 3H,
n=8), DQ 72 horas (DQ 72H, n=8) e DQ 120 horas (DQ 120H, n=8). Os dados foram expressos como
mediatzEPM. A analise estatistica foi realizada por two-way ANOVA, indicando diferencgas significativas:
***p<0.001; ****p<0.0001.

A analise da resposta vasoconstritora induzida pela fenilefrina, diferentemente
da resposta a ACh, nos demonstrou que, independentemente do tempo de exposigéo
(a partir de 3h), a resposta vasoconstritora foi significativamente reduzida (Figura 23).
Contudo, apesar da redugado em todos os tempos, a resposta foi mais acentuada no
tempo de 120 h (5 dias) (Figura 23).
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Figura 23 - Efeito do tratamento com DQ na contrag&o vascular causada por fenilefrina (FE) na aorta
de camundongos. As curvas representam os grupos controle (CTRL, n=8), DQ 3 horas (DQ 3H, n=8),
DQ 72 horas (DQ 72H, n=8) e DQ 120 horas (DQ 120H, n=8). A analise estatistica foi realizada por
two-way ANOVA, com diferengas importantes: p < 0,0001.

Como a resposta vasoconstritora foi mais significativamente afetada pela
exposigcao ao diquat, resolvemos avaliar o impacto do tratamento dos animais com as
nanoparticulas de ouro (GNP) sobre tais alteracdes. Utilizamos diferentes doses das
GNP para analisar um efeito dependente da dose. Utilizamos o tempo de 3h de
exposi¢ao por ser um tempo de tratamento que alterou significativamente a resposta
contratil, mas com menores impactos sistémicos que poderiam, por si s6, modular a
funcdo vascular. Para o tempo de 3 h de exposigéo, duas doses (0,39 e 3,94 mg/kg)
nao apresentaram qualquer efeito modulador da contragcdo e dose de 1,97 mg/kg
reduziu o efeito contratil a fenilefrina (Figura 24). Por outro lado, a menor dose utilizada
(0.19 mg/kg), restaurou parcialmente a resposta vasoconstritora (Figura 24).
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Figura 24 - Efeito do tratamento dos animais com GNP sobre contragao vascular induzida por fenilefrina
(FE) em camundongos tratados por 3h com diquat. As curvas representam os grupos controle (CTRL,
n=6), DQ 3 horas (DQ 3H, n=6) e os grupos tratados com diferentes doses de nanoparticulas de ouro
(GNP): 0,195; 0,39; 1,97 e 3,94 mg/kg, simultaneamente a exposi¢cao ao DQ (n=6 por grupo). Os dados
foram expressos como mediatEPM. A andlise estatistica foi realizada por two-way ANOVA, com
diferencas importantes: ***p<0,001; ****p<0,0001.

Como a dose de 0,195 mg/kg foi a mais efetiva em reverter os efeitos do diquat
sobre a contragdo vascular, utilizamos a mesma para os experimentos seguintes.
Primeiramente, resolvemos avaliar se esta dose das GNP, por si s6, modulariam a
funcdo vascular. O tratamento dos animais com 0.19 mg/kg de GNP nao alterou o
perfil contratil vascular (Figura 25). Ao se comparar o efeito benéfico do tratamento
com 0.19 mg/kg de GNP concomitante a 3 e 24h de exposi¢cédo ao diquat, pudemos
observar que, independentemente do tempo de exposi¢ao ao diquat, o tratamento in
vivo com as GNP reverteu parcialmente os danos sobre a contragdo, aumentando o

Emax para niveis préximos ao controle (Figura 25).
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Figura 25 - Efeito do tratamento dos animais com 19 mg/kg de GNP simultaneamente a 3 ou 24 h de
exposigao ao diquat. As curvas representam os grupos controle (CTRL, n=6), DQ 3 horas (DQ 3H, n=6),
DQ 24h horas (DQ 24H, n=6), DQ 3 horas + GNP (n=6), e DQ 24 horas + GNP (n= 6). Os dados foram
expressos como mediatEPM.A analise estatistica foi realizada por two-way ANOVA, com diferengas
importantes: **p<0,01; ****p<0,0001.

4.5 Analise dos niveis de espécies reativas de oxigénio e no em aorta

A analise dos niveis de espécies reativas de oxigénio e NO foi realizada em
cortes congelados de aorta dos animais tratados. O efeito do tratamento in vivo com
as GNP foi avaliado apdés 3 e 24 horas com as GNP, antes do processo de
congelamento e processamento.

Apods 3h de exposigdo ao diquat, ja pudemos observar um niveis maiores
significativo dos niveis de ROS, como exemplificado pelo aumento da fluorescéncia
do DHE (Figura 26). Além disso, apds 24h de exposigéo ao diquat, também pudemos
observa niveis maiores significativo dos niveis de ROS, porém em maior escala do
que em 3h (Figura 27). Contudo, independente do tempo de exposigao ao diquat (3
ou 24h), o tratamento com as GNP reverteu completamente os niveis de ROS,
sugerindo um importante efeito antioxidante vascular (Figuras 26 e 27).
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Figura 26 - Produgéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) em aortas de camundongos tratados por
3h com Diquat e/ou GNP. O grafico de barras representa os valores médios da intensidade de
fluorescéncia do DHE de pelo menos 3 campos distintos aleatérios de 5 animais diferentes. As imagens
sdo representativas dos valores médios de cada grupo. AS setas apontam para a camada intima do
vaso. As barras representam a escala de 10 um. CTRL: controle; DQ 3H: diquat 3h; DQ 3H + GNP:
diquat 3h + tratamento in vivo com 0.19 mg/kg de GNP. Os dados foram expressos como MediatEPM
da intensidade de fluorescéncia em unidades arbitrarias. A analise estatistica foi realizada por one-way

ANOVA, com diferengas significativas entre os grupos: ****p<0,0001.
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Figura 27 - Produgéao de espécies reativas de oxigénio (ROS) em aortas de camundongos tratados por
24h com Diquat e/ou GNP. O grafico de barras representa os valores médios da intensidade de
fluorescéncia do DHE de pelo menos 3 campos distintos aleatérios de 5 animais diferentes. As imagens
sdo representativas dos valores médios de cada grupo. AS setas apontam para a camada intima do
vaso. As barras representam a escala de 10 um. CTRL: controle; DQ 24H: diquat 24h; DQ 24H + GNP:
diquat 24h + tratamento in vivo com 0.19 mg/kg de GNP. Os dados foram expressos como MediatEPM
da intensidade de fluorescéncia em unidades arbitrarias. A analise estatistica foi realizada por one-way

ANOVA, com diferengas significativas entre os grupos: *p<0,05.

A analise dos niveis de NO, inferido pela fluorescéncia da sonda DAF, nos
mostraram que tanto o tratamento com o diquat por 3 ou 24h elevaram de maneira
significativa os niveis de NO (Figuras 28 e 29). Em termos de valores absolutos,
podemos observar que os niveis de fluorescéncia nos vasos tratados por 24h com o
diquat sdo maiores que os encontrados apds 3h de tratamento (Figuras 28 e 29).
Contudo, diferentemente do que observamos com os niveis de ROS, o tratamento
com 0.19 mg/kg de GNP n&o reverteram o aumento nos niveis de NO induzido pelo

diquat em ambos os tempos (Figuras 28 e 29).
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Figura 28 - Produgdo de NO em aortas de camundongos tratados por 3h com Diquat e/ou GNP. O
grafico de barras representa os valores médios da intensidade de fluorescéncia do DAF de pelo menos
3 campos distintos aleatorios de 5 animais diferentes. As imagens sao representativas dos valores
médios de cada grupo. AS setas apontam para a camada intima do vaso. As barras representam a
escala de 10 um. CTRL: controle; DQ 3H: diquat 3h; DQ 3H + GNP: diquat 3h + tratamento in vivo com
0.19 mg/kg de GNP. Os dados foram expressos como MediatEPM da intensidade de fluorescéncia em
unidades arbitrarias. A anadlise estatistica foi realizada por one-way ANOVA, com diferengas

significativas entre os grupos: *p<0,05; ****p<0,0001.
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Figura 29 - Produgdo de NO em aortas de camundongos tratados por 24h com Diquat e/ou GNP. O
grafico de barras representa os valores médios da intensidade de fluorescéncia do DAF de pelo menos
3 campos distintos aleatorios de 5 animais diferentes. As imagens sao representativas dos valores
médios de cada grupo. AS setas apontam para a camada intima do vaso. As barras representam a
escala de 10 um. CTRL: controle; DQ 24H: diquat 24h; DQ 24H + GNP: diquat 24h + tratamento in vivo
com 0.19 mg/kg de GNP. Os dados foram expressos como MediatEPM da intensidade de fluorescéncia
em unidades arbitrarias. A analise estatistica foi realizada por one-way ANOVA, com diferengas

significativas entre os grupos: ***p<0,0001.

5. Discussao

O presente estudo sugere, de forma consistente e inédita, 5 pontos importantes:
1) o diquat induz importante disfunc&o hidroeletrolitica e renal caracterizada por perda
progressiva da fungdo renal ate o quinto dia de tratamento; 2) o diquat induz
importante disfungéo do relaxamento dependente de endotélio vascular caracterizada
por modulagéo positiva ou negativa (dependendo do tempo de exposigao); 3) o diquat
induz hiporresponsividade contratil vascular, independente do tempo de exposigao; 3)
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o tratamento com nanoparticulas de ouro reverte parcialmente a fungcdo contratil
vascular; 5) o tratamento com as GNP reduzem os niveis vasculares de ROS mas n&o

de NO apéds a exposicao ao diquat.

A administracdo de Diquat desencadeou alteragdes fisioldgicas, bioquimicas,
hematoldgicas, vasculares e histopatologicas compativeis com lesdo renal aguda
oligurica e disfunc&o endotelial mediada por estresse oxidativo. Esses achados séo
consistentes com a toxicodindmica descrita por Magalhdes et al. (2018) ", que
destaca a rapida distribuicdo do Diquat para tecidos altamente perfundidos, como rins

e figado, provocando estresse oxidativo sistémico.

Logo apos a administracdo do Diquat, observamos uma queda acentuada na
ingestao de agua e ragao, com impacto direto no peso corporal dos animais — perda
préxima a 30% — ja nas primeiras 48 horas. Esses efeitos estdo de acordo com os
relatos de Magalhes et al. (2018) [ e Mao et al. (2022) °, que relacionam a inibigao
dos centros de sede e apetite a neurotoxicidade e a inflamacao induzida por

compostos redox ativos.

Os parémetros renais revelaram alteragdes compativeis com um quadro de injuria
renal aguda oligurica: fluxo urinario significativamente reduzido, balango hidrico
positivo, baixa fragdo de excrecao de agua (FE H,O) nos primeiros dias e aumento
posterior da FE H,0O sem recuperacdo da TFG ou depuracédo de creatinina. Esses
achados sugerem transicdo para fase poliurica associada a faléncia tubular, como
observado por Wu et al. (2022) 2l e Sena et al. (2018) "%, Além disso, os niveis
plasmaticos de ureia e creatinina estavam elevados, indicando prejuizo na fungao
renal, embora a elevacdo da ureia possa ter sido atenuada por disfungcdo hepatica
concomitante, conforme discutido por Dinis-Oliveira et al. (2006) 1.

A analise da proteinuria revelou um pico no primeiro dia, seguido de redugao
progressiva. A razdo proteina/creatinina urinaria (UP/Cr) apresentou padrao
semelhante. Isso sugere lesdo glomerular inicial, com perda da barreira de filtracéo,
seguida por dano tubular com redugédo na reabsorgéo e transporte ativo. A queda
acentuada da enzima y-GT urinaria apdés o primeiro dia corrobora esse padrao,
indicando necrose tubular e perda de células produtoras da enzima, em linha com os
achados de Fu et al. (2021) ['"],
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A histopatologia renal confirmou os achados funcionais. Foram observadas
alteragbes estruturais intensas: necrose tubular, edema intersticial, infiltrado
inflamatorio, descamacgao epitelial e cristais hialinos. A presengca de necrose
glomerular e colapso do espago de Bowman foi particularmente marcante, refletindo
dano glomerular avangado. O escore histopatolégico semiquantitativo foi
significativamente maior no grupo tratado com Diquat (mediana 5), reforgando a
hipétese entre injuria estrutural e disfungéo funcional. Estudos de Choi et al. (2018)
['2 relatam que o Diquat ativa vias como NF-kB/p53, promovendo apoptose e
inflamacéo, o que reforca a interpretacao dos danos observados.

Bonneh-Barkay et al. (2005) 51 e Choi et al. (2018) ['?l descreveram alteragoes
imunoldgicas compativeis com leucopenia apos exposi¢ao a pesticidas redox ativos,
incluindo o Diquat. Nosso estudo também sugere leucopenia associada a redugao
significativa de linfocitos, mas com aumento de mondcitos e polimorfonucleares. Tais

alteragdes sugerem imunossupressao e resposta inflamatéria sistémica desregulada.

Além dos achados renais e hematologicos, a literatura é consistente no que diz
respeito aos efeitos vasculares de pesticidas como o paraquat. Varios trabalhos
relatam diversas alteragbes de ordem oxidativa ou inflamatéria vasculares,
dependendo das doses de pesticida utilizadas, via de administragdo, modelo animal
ou celular e tempo de exposigédo ['%1224 Contudo, apesar de alguns trabalhos
sugerindo complicagdes sistémicas pela intoxicagao ao diquat, ndo existem trabalhos
descrevendo os efeitos vasculares do mesmo. Em nosso estudo, a fungao vascular
foi profundamente afetada pela administracdo IP de diquat. O relaxamento
dependente de endotélio foi comprometido ao longo do tempo de exposigao ao Diquat,
evidenciando perda progressiva da fungcdo endotelial. Apés 3h de exposi¢cdo, n&o
houve alteragdo do padrao de relaxamento vascular. Contudo, apds 3 dias de
tratamento, pudemos observar um prejuizo na resposta vasodilatadora caracterizada
por deslocamento da curva concentragdo-resposta para a direita e consequente
aumento no EC50%. Este fato talvez possa ser explicado pelo aumento dos niveis de
ROS ja apos 3h de exposi¢ao. Estudos como os de Fu et al. (2021) [11] e Sena et al.
(2018) [10] apontam o estresse oxidativo como mecanismo central na toxicidade do
Diquat. A literatura é vasta e consistente no que diz respeito a reducdo da

biodisponibilidade de NO frente a aumento nos niveis de ROS induzidos,
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principalmente por pesticidas %24, O NO reage rapidamente com radicais superoxido,
formando radicais peroxinitrito (ONOQ™) ['024 Além da redugdo do NO, os radicais
peroxinitrito também apresentam efeito contratil, o que pode contribuir para a perda
da resposta vasodilatadora dependente de endotélio. Essa hipotese é sustentada
pelos trabalhos de Aires et al. (2013) 4 e Dinis-Oliveira et al. (2006) Bl que
demonstram o comprometimento da sinalizacdo endotelial pela superproducédo de

especies reativas de oxigénio.

Por outro lado, apés 5 dias de exposicado ao diquat, encontramos potencializagao
da resposta vasodilatadora a ACh. Apesar de aparentemente contraditérios, estes
dados sugerem, juntamente com os dados do perfil hematoldgico e renal, que existe
um processo inflamatoério sistémico, com possivel impacto vascular. Durante a
instalagdo e progressao da inflamag&o vascular, varios trabalhos demonstram de
maneira consistente que tanto o estresse oxidativo quanto a producao de citocinas e
quimiocinas como TNF, IL-6 e IL-1 levam a ativacao de fatores de transcricdo como o
NF-kb e consequente ativacdo da expressao da iINOSP4. Uma vez expressa, a iNOS
tem efeito anticontratil ou facilitador do relaxamento vascular por produzir niveis
relativamente altos de NO 24, No nosso estudo, encontramos niveis elevados de NO
ja apo6s 24h de exposigao ao diquat, o vai ao encontro destes dados da literatura.

A introdugdo das nanoparticulas de ouro (GNP), sobretudo na dose de 0.19
mg/kg, foi capaz de reduzir os niveis de ROS e modular a produgao de NO apés 3h e
24h de exposicdo. Essa intervencao resultou em recuperagao parcial da resposta a
fenilefrina, como também demonstrado por Dykman e Khlebtsov (2012) [,
Brandenberger et al. (2010) @, e Alomari et al. (2020) %, que evidenciaram
propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias das GNPs. Curiosamente, mesmo
quando os niveis de NO se mantiveram elevados, a redugao de ROS foi suficiente
para restaurar parcialmente a fungéo vascular, sugerindo que a disponibilidade efetiva
de NO é mais importante que sua produgao absoluta, conforme proposto por Hatcher
et al. (2008) [,

A recuperacao parcial da contratilidade vascular nos grupos tratados com GNP
— principalmente na menor dose — reforca a agdo redox moduladora dessas
particulas, além de sugerir possivel influéncia sobre a sensibilidade a-adrenérgica,
conforme descrito por Dykman e Khilebtsov (2012) ['le Khan et al. (2018) [91,
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Os efeitos protetores observados com o uso das GNPs neste modelo reforcam a
hipétese de que tais particulas exercem agdes ativas na regulagdo da resposta
inflamatoria e oxidativa. Como ja relatado em estudos anteriores, as nanoparticulas
de ouro interagem com células imunocompetentes, modulam a produc¢do de EROs e
influenciam vias como NF-kB, COX-2 e iINOS, sendo capazes de reduzir injurias
teciduais de forma dependente do contexto e da dosagem?'3: 14 19.21. 23 Portanto, os
dados aqui obtidos corroboram o entendimento atual de que as GNPs ndo atuam de

forma inerte, mas sim como agentes moduladores com ag&o farmacologica relevante.

Portanto, os dados obtidos demonstram que a toxicidade induzida pelo Diquat
afeta multiplos sistemas, promovendo disfungédo renal, vascular e hematoldgica de
forma rapida e intensa, mediada por estresse oxidativo e inflamacgao. A aplicacéo de
GNPs mostrou efeito benéfico na recuperacdo parcial desses parametros,
especialmente na protecdo vascular. Esses achados reforcam a necessidade de
explorar o uso terapéutico das nanoparticulas de ouro como agentes antioxidantes em
contextos de toxicidade aguda. Estudos adicionais, como os de Ma et al. (2020) ['® e
Choi et al. (2011) '], também defendem o uso das GNPs como uma alternativa

promissora em disturbios relacionados ao desequilibrio redox.

6. Conclusao

O presente estudo demonstrou que o Diquat induz toxicidade sistémica aguda
com lesdo renal, inflamag&o hematoldgica e disfungéo vascular. A exposigéo resultou
em insuficiéncia renal oligurica com alteragdes funcionais e estruturais marcantes,
além de disfungéo endotelial associada ao aumento de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e producédo compensatoria de oxido nitrico (NO).

As nanoparticulas de ouro (GNPs), embora ndo avaliadas diretamente no eixo
renal, mostraram efeito benéfico sobre a fungado vascular, promovendo redugao de
ROS, modulacdo de NO e restauracgao parcial da reatividade contratil. Esses dados
sugerem que as GNPs atuam como agentes redox-moduladores com potencial
terapéutico.
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Conclui-se que o Diquat afeta multiplos sistemas por mecanismos mediados
por estresse oxidativo e inflamagédo, e que as GNPs representam uma estratégia
promissora para mitigar esses efeitos. Estudos futuros focados na aplicagdo das
GNPs na lesao renal aguda induzida por Diquat poderao ampliar sua aplicabilidade

clinica.

7. Limitagoes e perspectivas

Apesar dos resultados consistentes obtidos neste estudo, algumas limitagdes
metodoldgicas devem ser reconhecidas. A principal delas refere-se a auséncia de
dados funcionais diretos sobre o efeito das nanoparticulas de ouro (GNPs) no eixo
renal. Embora tenha sido demonstrado um efeito vasculoprotetor das GNPs, nao foi
possivel, dentro do tempo disponivel para a realizacdo do mestrado, avaliar seu
impacto em paradmetros metabdlicos urinarios e bioquimicos renais por meio da gaiola

metabdlica.

Além disso, o presente estudo concentrou-se na fase aguda da leséo induzida
pelo Diquat. Perspectivas futuras incluem a aplicagdao de um modelo experimental
cronico, com doses cumulativas mais baixas, capazes de mimetizar uma progresséo
para disfuncéo renal persistente. Nesse contexto, pretende-se avaliar o potencial das
GNPs como agentes redox-moduladores na reversao de processos fibroticos e

inflamatoérios associados a lesao renal cronica.

Tais desdobramentos estdo em planejamento para a continuidade do projeto
em nivel de doutorado, com enfoque na caracterizagdo morfofuncional e molecular do

efeito terapéutico das GNPs em modelos prolongados de nefrotoxicidade.
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