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RESUMO

O paraquat (PQ), um potente herbicida, é altamétEo e estd associado a elevada
mortalidade durante exposicdo humana e a dano#ficagjnos aos Orgados. Evidéncias
indicam que o PQ seja um agente nefrotoxico regpehpor lesdes progressivas. Contudo,
poucos estudos tem tido como foco os efeitos agddd®erbicida sobre a funcéo e estrutura
renais. O objetivo do presente estudo foi anabsaalteracOes estruturais e funcionais e o
efeito da angiotensina (1-7) (Ang (1-7)) sobre ama$ renais induzidos pelo PQ. Ratos
Wistar machos (230 - 300 g) foram divididos em 8pgs: os grupos NaCl (CTL) e NaCl -
Ang (1-7) receberam NaCl 0,9% por via intraperitir(@) e os grupos PQ e PQ - Ang (1-7)
receberam PQ (20 mg/kg, ip). Quatro horas apogeda de PQ, os grupos NaCl - Ang (1-7)
e PQ - Ang (1-7) receberam Ang (1-7) (10 e 50 pgikg intragastrica, ig). Apos 24 h de
exposicao ao paraquat, os animais foram anestssgdamostras de sangue e urina foram
coletadas para analise de funcdo renal e os riasnfoemovidos para analise histolégica,
quantificacdo indireta de neutréfilos, macrofagoperoxidacao lipidica. Os resultados
obtidos mostraram que o PQ afetou parametros remaisentando a creatinina sérica (mg/dl)
(de 0,27 £ 0,02, n =7, CTL, para 0,48 + 0,06, 10, o que refletiu em uma queda do ritmo
de filtracdo glomerular (Litros/24h) (de 2,05 £®,h = 7, CTL, para 0,96 + 0,11, n = 10), e
aumentou as fracoes de excrecdo (%) de(@a0,25 + 0,03, n = 7, CTL, para 0,97 + 0,14, n
=7) ede K (de 37,1 £+ 1,1, n = 7, CTL, para 103,6 + 29,8, 1®. O fluxo urinario
(Litros/24h) e a proteinudria (mg/24h) também forammentados pelo PQ (de 0,006 + 0,000, n
=7, CTL, para 0,014 £ 0,001, n = 10, e de 1,35240n = 7, CTL, para 7,58 £ 0,70, n = 10,
respectivamente). Além disso, o PQ elevou tantacaeedo urinaria da enzima gama GT
(U/L) (de 10,1 £ 1,8, n = 7, CTL, para 107,2 £ 254= 10), como a concentracao renal de
hidroperéxidos lipidicos (uM) (de 0,48 + 0,04, ,CTL, para 3,52 + 0,39, n = 7). Nenhuma
acdo benéfica da Ang (1-7) foi observada sobre mrrmados danos renais investigados,
exceto pela atenuacdo da excrecdo urinaria da argama GT (grupo PQ, 107,2 £ 25,4, n =
10 vs grupo PQ - Ang (1-1p, 6,4 £ 2,7 U/L, n = 7), e uma diminuicdo na coriagéo de
peréxidos de lipideo (grupo PQ, 3,52 + 0,39, nwsgrupo PQ - Ang (1-Bp, 2,13 + 0,08
UM, n = 7) no tecido renal, o que sugere um efaitdetor da Ang (1-7) contra a lesdo renal

produzida pelo PQ.

Palavras-chave:Paraquat; Angiotensina (1-7); Funcgéao renal; lajéenal.



ABSTRACT

Paraquat (PQ), a potent herbicide, due to its hagticity has been associated to high
mortality levels after human exposure and to sigaift organ damages. Some evidences
indicate that PQ is a nephrotoxic agent which mayrésponsible for progressive renal
lesions. However, few studies have investigatedattige effects of the herbicide on renal
function and structure. The aim of this study wasevaluate the structural and functional
changes and the effect of angiotensin (1-7) (An@)jlon the renal damage induced by PQ.
Male Wistar rats (230 - 300 g) were divided intgr®ups: groups NaCl (CTL) and NaCl -
Ang (1-7) received 0,9% NaCl through intraperitdrreate (ip) and groups PQ and PQ - Ang
(1-7) received PQ (20 mg/kg, ip). Four hours aiftgection of PQ, groups NaCl - Ang (1-7)
and PQ - Ang (1-7) received Ang (1-7) (10 and 5@kggintragastrically, ig). After 24 h of
PQ exposure, animals were anesthetized and blodduane samples were collected for
analysis of renal function and kidney were remof@dhistological analysis and indirect
quantification of neutrophils, macrophages andlljperoxidation. Our results showed that PQ
affected renal parameters under study by increasgngm creatinine (mg/dl) (from 0.27 +
0.02, n = 7, CTL, to 0.48 + 0.06, n = 10), whiclleeted in a decrease in the glomerular
filtration rate (Liters/24h) (from 2.05 £ 0.16, n/=CTL, to 0.96 £ 0.11, n = 10), and elevated
fractional excretion (%) of Na(from 0.25 + 0.03, n = 7, CTL, to 0.97 + 0.14, iW}Fand K
(from37.1+1.1,n=7, CTL, to 103.6 £ 29.8, 16). Urine flow (Liters/24h) and proteinuria
(mg/24h) were also increased by PQ (from 0.00600®@.n = 7, CTL, to 0.014 + 0.001, n =
10, and from 1.35 £ 0.21, n = 7, CTL, to 7.58 +).i@ = 10, respectively). In addition, PQ
increased the urine excretion of renal gamma GyraezU/L) (from 10.1 +£1.8, n =7, CTL,
to 107.2 = 25.4, n = 10), and renal concentratibhpad hydroperoxides (uM) (from 0.48 +
0.04, n =6, CTL, to 3.52 £ 0.39, n = 7). No beaiefi effect of Ang (1-7) was detected on the
major renal damages under investigation, exceftibthe attenuation of urinary excretion of
the enzyme gamma GT (group PQ, 107.2 £ 25.4, nwsfPoup PQ - Ang (1-4p, 6.4 + 2.7
U/L, n =7), and for a decrease in renal lipid pgte concentration (group PQ, 3.52 £ 0.39, n
= 7 vsgroup PQ - Ang (1-Bp, 2.13 £ 0.08 uM, n = 7). The data suggest an Ahrg)(

protective effect on the renal damages induced@y P

Keywords: Paraquat; Angiotensin (1-7); Renal function; Rengairy.
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1 INTRODUCAO

1.1 Paraquat

O paraquat (PQ) (dicloreto de 1,1’- dimetil - 4,4ipiridinio) € um herbicida
amplamente usado em varios paises (Role¢red, 2011) para controle de ervas daninhas,
principalmente, na agricultura e industrias (Dua2@06). Sintetizado pela primeira vez em
1882 e empregado como herbicida em 1955, possaiteaisticas ambientais favoraveis (Yu
et al, 2014) devido ao seu rapido efeito e desativagda vez em contato com o solo @ti
al., 2011) e baixa toxicidade ambiental (Pavan, 20&8)bora esteja relacionado a altos
indices de intoxicacdes acidentais e intenciorg&bifittet al, 2006).

Os primeiros casos de morte acidentais por intg&caguda pelo PQ ocorreram em
1964, os quais foram relatados em 1966 (Schaetittl, 2006) sendo, a insuficiéncia
respiratoria, a principal causa (Oreopoudbsal, 1968).

Ao longo do tempo, o PQ vem sendo associado a &i@s de letalidade durante
exposicdo humana, devido a ingestao intencionagxqosicdo ocupacional podendo, uma
Unica dose de 30 mg/kg, ser fatal (dtual, 2014), embora a dose toxica ndo tenha ainda sido
estabelecida (Santes al., 2012).

Comercializado como Gramoxone® e disponivel emcdmua 20% (Senanayake
al., 1993), o PQ é considerado efetivo na agriculkimatermos de custos e a¢ado sobre o solo
(Yu et al, 2014; Cheret al, 2010), uma vez que representa um composto sa tmdicidade
ambiental (Pavan, 2013) consequente a adsorcagativdeao rapidas quando em contato
com o solo (Liet al, 2011).

Apresenta-se como um poderoso composto bipiridiéo cdntato n&o seletivo,
livremente sollvel em agua, moderadamente solUweBleoois inferiores e insolavel em
hidrocarboneto ndo volétil. Usualmente sintetizadono um sal dicloreto, € um solido
cristalino higroscopico, incolor, cuja féormula moldar é G,H14N.Cl, e peso molecular de
257,25 (Charet al, 1998) com poder eficaz de reducdo ao estadatimngela perda de um
anico elétron (Schmitt al, 2006) (Fig. 1).

Inimeros paises tém banido ou restringido a coaleza¢do do PQ devido aos riscos
a vida humana (Ywet al, 2014). No Brasil, este é registrado pela Agémtaional de
Vigilancia Sanitéria (Anvisa) e tem sua venda améala principalmente por constituir uma
ferramenta essencial para uso na agricultura gastdrdo pais.
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Figura 1Estrutura molecular do PQ. Fonte: Charet al., 1998.

Estima-se que a intoxicagdo por este herbicida apassarretar uma taxa de
mortalidade entre 60 e 80% (Weegal, 2013) em um periodo de 24 a 72 h (Robetrisl,
2011) tornando-se, portanto, um problema de saiibléecp (Gilet al, 2014).

1.1.1 Ac¢Oes gerais do paraquat

As carateristicas clinicas da intoxicacdo aguda BP€) sdo, em grande parte, devido a
efeitos intracelulares (Gawarammaetaal, 2011) e dependentes da via de exposicaoefYu
al., 2014), dose ingerida (Sandétal, 2003), alteracéo da funcao renal (Kahgl, 2009) e
tratamento proposto (Haet al, 1984).

O PQ é rapidamente, mas fracamente, absorvidotadtogastrointestinal. Somente 5
- 15% atingem a corrente sanguinea com pico plasmn@mn torno de 2 - 6 h (Wunnapek
al., 2014), porém essa absorcdo € suficiente pac@rinima potencial e grave intoxicacao
(Bertram et al, 2013). Por via percutanea, a toxicidade sist@n@cimprovavel, mas
substancialmente elevada se a pele estiver leSataKet al, 1990).

As estratégias de tratamento baseiam-se na prevedaca@bsorcao, rapida excrecédo do
PQ absorvido e impedimento ou minimizacdo dos daebtdares e teciduais (Serea al,
2003). A eliminacdo extracorporea (Hoegal, 2003), lavagem gastrica e diurese forcada
(Afzali & Gholyaf, 2008) destacam-se como métodesfticacia controversa (Sandaual,
2003) e o uso recente de substancias com acaxidatite (Zhacet al, 2015; Cheret al,
2015; Gilet al, 2014; Yerlet al, 2006) visa reverter o quadro toxicoldgico iredal.

Este herbicida ndo se liga as proteinas plasmdfeaguson, 1971) pelo alto volume
de distribuicdo (1 - 2 litros/kg), exibindo uma exeida de distribuicdo, em média, de 5 h e
de eliminacao correspondente a 84 h (Haizd,, 1990).

Serraet al (2003) relataram que apds a ingestdo, o PQ llisse por todo o
organismo através da circulagcdo sanguinea, exposdecidos mais vascularizados a uma
fixacdo rapida e precoce. Os pulmdes, por suas@rzos maiores alvos de fixacdo (4 h apos a

ingestao) (Serrat al, 2003), coerente com a disponibilidade de oxmé&ne reage com o



herbicida produzindo radicais livres e, assim, poando uma injdria pulmonar associada a
destruicdo do epitélio alveolar e progressiva mfigdo e proliferacdo de tecidos fibrosos
(Chenet al, 2010).

1.1.2 Mecanismos de toxicidade do paraquat

Ainda que o0s mecanismos especificos de toxicidaolePQ n&o tenham sido
completamente elucidados, pressupde-se que hajeaeag de espécies reativas de oxigénio
(EROs) com subsequente “stress” oxidativo e coresggs danos teciduais (Yab al,
2015) e reacdes inflamatorias (Aiegtsal, 2013).

A toxicidade celular induzida pelo PQ depende desgmca de Oxido-redutases
capazes de reduzi-lo a um radical monocation"R®@r uma transferéncia de elétrons
(Jandaaeet al, 2015). Sendo assim, o0 PQ é metabolizado poowd&istemas enzimaticos,
incluindo NADPH-citocromo P450 redutase, O6xido iodtr sintase (iNOS) e NADH
desidrogenase (lgt al, 2011).

Sob condi¢des aerdbicas, 0 monocation é rapidameokedado a um radical dication
(PQ"®) gerando abundantemente radicais superoxido éliab, 2012, Cochemet al, 2008;
Serraet al, 2003) que iniciam uma cascata de reacdes quenlev producdo de EROs,
principalmente peréxido de hidrogénio,(4) e radical hidroxil (OF (Li et al, 2011) (Fig.

2).

Os efeitos toxicos do PQ estdo envolvidos em uiho ceddox, em que, a geragcao de
anions superoéxidos ¢ (Sandhuet al, 2003) podem estimular a peroxidacao lipidica das
membranas celulares (Moragt al, 2010) e a deplecdo de NADPH, essencial para o
funcionamento celular normal (Mainwariegal, 2006).

Dentre as reagdes, a®h pode ser formado por dismutacdo do superdxidaapao
da enzima superoxido dismutase (SOD). Na presemdardferro, o HO, pode reagir com
O, e gerar o radical OHreacao de Fenton) (Lheureakal, 1995), que possui um elevado
potencial de oxirreducao e toxicidade (Agugdral, 2007) e tem sido associado aos danos
teciduais por peroxidacdo dos lipideos (Kémal, 2011). E vélido destacar que, as EROs,
assim como os radicais,QOH e HO,, sdo produzidos também sob condi¢des fisiologicas
normais, como no crescimento e proliferacdo cel(W&ysocki et al, 2014), processos

inflamatorios e apoptose (Silva & Jasiulionis, 2014
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Figura 2. Mecanismo de acdo do PQNADP: fosfato de dinucleotideo de adenina e
nicotinamida; @: anion superdxido; ¥D,: peréxido de hidrogénio; Fe ion ferroso; F&:

ion férrico, OH radical hidroxil; OH ion hidréxido; @: oxigénio molecular. Fonte:
Adaptado de Syngenta, 2015.

No entanto, a interacdo do PQ com diferentes sa&steemzimaticos e complexos
férricos resulta em um aumento na producdo deaiadie oxigénio (Fukushimet al, 2002)
que induzem modificagbes celulares (Tnal, 2015), medeiam a transducao de sinais na

inflamacéo (Gilet al, 2014) e exercem efeitos pro-oxidantes (Ranpit4).



Em razdo da alta letalidade, os estudos tém seeotvado na modificacdo da
toxicocinética do herbicida de maneira que hajairdiigdo da sua absor¢do ou acelere sua
eliminacdo (Yuet al, 2014). Cabe ressaltar que ndo ha um antidoiecé®p e a eficacia
terapéutica permanece incerta (Wenhgl, 2013).

Entretanto, o emprego de agentes com propriedadasxidantes vem sendo
amplamente estudado, com o intuito de investigaew possivel efeito protetor diante dos
danos teciduais induzidos pelo PQ (Haral, 2015; Taret al, 2015; Blanco-Ayalat al,
2014; Reret al, 2014; Yehet al, 2006).

1.1.3 Acdes do paraquat em diferentes 6rgaos

O PQ apods ser absorvido, independente da via desego (Ranjbar, 2014), tende a
se acumular em 6rgdos como o pulmdo, figado, agrebracédo e rins (Delirraet al, 2015)
exercendo efeitos toxicos agudos (Gawaramnetnal, 2011). Estudos sugerem que o
“stress” oxidativo (Takizawat al, 2007) e a inflamacéo induzidos pelo PQ (Diniis<ira
et al, 2006a) s&o os principais responsaveis pelasddsdiduais.

No pulmao, a exposicdo ao herbicida resulta emsdagados e destruicdo de células
epiteliais alveolares, edema pulmonar e infiltrag@océlulas inflamatorias em poucos dias,
seguidos de uma fibrose pulmonar caracterizadaiqfdtracdo de miofibroblastos nos
espacos alveolares e septos com diferenciacaobeablfistos e producéo de colagenodLi
al., 2015a).

A vasculatura pulmonar é altamente afetada naignpuimonar aguda, aumentando a
permeabilidade capilar e a disfuncdo de célulasotefidis (Zocratoet al, 2010)
provenientes do aumento de células polimorfonueteqAireset al, 2013) e citocinas
inflamatorias como TNFe IL-6, IL-1B, que desempenham papéis importantes na patogénese
da lesagXiangdonget al,, 2011).

Embora o pulmé&o seja um dos principais 6rgaos ddstao PQ pode exercer efeitos
téxicos sobre o figado que, por sua vez, tem uranpal elevado em gerar EROs e também
ser o local em que ocorre a transformacao de xétiots (Hanet al, 2014a). A intoxicacao
por PQ pode causar insuficiéncia hepatica aguddemsiada pela perda de sua integridade
estrutural (Chemet al, 2015) exibindo degeneracéo vacuolar dos hepasoeidevastacdo dos
vasos sanguineos (Awadalla, 2012), aumento dog@sgausoidais, infiltragdo de linfécitos
e apoptose (Ahmaet al, 2013).



No entanto, os danos hepaticos ocasionados pélesss oxidativo tendem a se
caracterizar por uma expressao elevada de &;NROS e IL-B (Guoet al, 2014), assim
como por um aumento da atividade das enzimas SO&ia¢ase (CAT) no tecido hepatico
(Hanet al, 2014b).

Recentemente, dados da literatura tém associasmtato com os herbicidas a um
maior risco em desenvolver doencgas neurodegenasatais como o mal de Alzheimer (Chen
et al, 2015) o que implica em um aumento do “stressdativo mitocondrial e declinio da
cognicao (Aluralet al, 2015; Hosamaret al, 2014). Ja a doenca de Parkinson parece estar
implicada com danos dos neurdnios dopaminérgicasackps pelo herbicida PQ (Narasimhan
et al, 2014).

Li et al (2015b) relataram que as lesbes ocorridas nensdstnervoso podem
manifestar-se como transtornos mentais, letarg@aligia facial, tremores nas maos,
hidrocefalia e hemorragia cerebral. Estas lesbemtqumais graves, originam um “stress”
reticular endoplasmatico no tecido cerebral prosmteis do “stress” oxidativo, inflamacéo e
apoptose.

Por fim, as lesdes cardiacas também sao frequeeteso aos eventos cardiogénicos,
incluindo arritmias, insuficiéncia e parada cardigbonget al, 2013), além de mudancas
histopatolégicas (Get al, 2010).

Portanto, o PQ pode ser caracterizado como umatasgies toxica sistémica
responsavel por causar lesbes multissistémicase(G2014) que afetam a estrutura e funcao

dos 6rgéos devido ao seu alto poder téxico.

1.1.4 Paraquat e funcao renal

Os rins participam ativamente do processo de wad® e eliminacdo do PQ assim
como sofrem danos induzidos pela acdo direta desskicida. Apos ser distribuido
rapidamente na maioria dos tecidos, encontra-sgrantes concentracées no rim (Awadalla,
2012) e sua permanéncia esta diretamente relaciac@d a excrecao renal (Prasteddl,
1981) sendo, a velocidade desta, a maior determeimiEnduracdo da exposicao sistémica ao
PQ (Cheret al, 2007).

O PQ é filtrado nos capilares glomerulares (Bisnaithl, 1990), reabsorvido pelos
tubulos proximais (Ferguson, 1971) e uma pequeagadr € ativamente secretada pelas
células tubulares (Lock, 1979). Nao € metabolizadmdo que 90% do que foi absorvido

encontram-se inalterado na via renal, dentro deZ?h (Janget al, 2014).



A excrecdo e secrecdo renais do PQ foram evideagiapos administracdo
intravenosa de seguidas doses, em cées, demomstiaadia uma rapida eliminacdo na urina
e o0 “clearance” renal do herbicida permanece sesygperior ao valor do ritmo de filtracédo
glomerular (RFG) (Hawkswortét al, 1981).

A remocdao do herbicida tende a ocorrer de maibéiaica no rim, iniciada por uma
fase precoce rapida seguida de uma fase tardia ke pode estar associada a uma
redistribuicdo entre os tecidos e o0 plasma ou aesarla por uma leséo renal ja instalada
(Tsatsakiset al, 1996), favorecendo uma maior toxicidade em sutbogdos e, assim,
aumentando a veracidade de faléncia de multiplgdodr e morte (Wunnapu al, 2014;
Seoket al,, 2012).

Os efeitos toxicos do PQ na funcéo renal tém sidnamwnados em varios estudos que
relatam a ocorréncia de danos funcionais e es#ist(iMohamedet al, 2015a; Robertst al,
2011; Lamfon & Al-Rawi, 2007; Molck & Friis, 199&aminet al, 1992), possivelmente,
decorrentes do desenvolvimento de uma injdria ragata (IRA) (Mohameeét al, 2015b;

Xu et al; 2014; Sobha&t al, 1989; Oreopoulost al, 1968). Dados recentes sugerem que a
incidéncia de IRA secundaria a exposicdo ao PQ, agleximadamente, 50% (Gat al;
2014).

Em vista disso, Lock (1979) sugeriu que o PQ padeausar mudancas na
hemodinadmica renal e reducdo da funcao renal 28k a administragdo oral, uma vez que
houve reducéo do “clearance” do acido para-amipaftdo (PAH) e da inulina, usados como
marcadores do fluxo plasmatico renal (FPR) e do RE§pectivamente. Mais tarde, Cledn
al. (1997) comprovaram que o PQ provocava reducaufis@tiva no RFG em resposta a
reducdo do fluxo sanguineo renal (FSR) ou devifiéncia da funcdo renal em resposta a
inalacdo de 1,6 mg/kg. No entanto, uma dose sup@i83 mg/kg) ndo produziu 0 mesmo
efeito, sugerindo que a reducédo do RFG pode sepamtiente do efeito do PQ sobre o FSR
(Chanet al, 1997).

Cabe ressaltar que o “clearance” do PQ e o volum@mano reduzem
significativamente quando ocorre um dano renal (kéawerth et al, 1981), supostamente,
proveniente de mudancas histopatoldgicas, comoapgadborda em escova, degeneracao
segmentar e necrose das células epiteliais proxiroai de mudangcas hemodinamicas
secundérias a hipovolemia, bem como a um efeitoidedco (Charet al, 1998).

Sendo assim, as mudancas funcionais decorrentpsrda da funcao renal também
sao evidenciadas por um aumento da creatinina (Metlat al, 2015a) em um periodo de

12 - 24 h (Robertet al, 2011; Gilet al, 2009) seguinte a intoxicacdo aguda. A recente



explicacdo para esse aumento € embasada em umanmneitizacdo de creatina e produgéo
de creatinina em resposta ao “stress” oxidativaizidb pelo PQ (Mohameet al, 2015a).
Vaziri et al (1979), avaliando a funcdo renal em casos dexic#gdo humana,
observaram a ocorréncia de IRA caracterizada pmogilria e aumento na excrecao
fracionada de Na K* e acido Urico. Uma reducgdo abrupta da funcéo resmlltante de
alteragOes da perfusao renal, filtracdo glomerdiafuncéo tubular (Mehta & Chertow, 2003)
e disturbios na homeostase hidroeletrolitica séacteristicas da injuria (Kag&t al, 2003).
Assim, de acordo com 0 exposto, os estudos dispsnBugerem que os efeitos
toxicos do herbicida levam a uma eventual lesdalren que, portanto, valida uma
investigacdo mais concisa dos danos induzidos P@louma vez que ha discrepancias entre
fatores como dose utilizada e tempo de exposicadassnos protocolos experimentais de

intoxicacao aguda.

1.2 Paraquat e o Sistema renina-angiotensina

O sistema renina-angiotensina (SRA) € um sistemagmd@de importancia na
regulacdo fisiologica da pressdo sanguinea e ddiketu hidroeletrolitico através de
mecanismos renais e nao-renais (Zheta., 2015; Wiecelet al, 2003, Reicet al, 1978). O
sistema é composto por diferentes peptideos, astanginas, biologicamente ativos, que
apresentam uma multiplicidade de acbes biologicasliadas por distintos subtipos de
receptores (Chappell, 2012) (Fig. 3). Um estimigtémico ou local pode induzir a liberacao
de renina que, por sua vez, promove a hidréliseeplitica do angiotensinogénio originando
o decapeptideo angiotensina | (Ang I) que, subsggoente, € convertido ao octapeptideo
angiotensina Il (Ang 1l) pela enzima conversoraatigiotensina | (ECA) e, assim, iniciam
suas acoes (Yosypet al, 2005; Santost al, 2000a) (Fig. 3).

Sabe-se hoje que outros peptideos sdo formadodiadaahidrolise da Ang I, tais
como Ang lll (Ang (2-8)) que induz natriurese veceptor AT no tabulo proximal; Ang IV
(Ang (3-8)), formada nos glomérulos, que aumenESR e diminui o transporte de Nao
tubulo proximal e Ang (1-7) que evoca efeitos digs e natriuréticos (Ferrdd al, 2014).

A partir da formacao de Ang (1-7), pode ocorreesgéao posterior de Ang (3-4), Ang (1-5) e
Ang (1-4) como peptideos intermediarios. Outro jokgat conhecido como angiotensina A
(Ang A), esta presente no plasma de seres humanaaweis e em niveis elevados em

pacientes em fase terminal de injuria renal ([Eflial, 2012; Ferraet al, 2014) (Fig. 3).
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Acredita-se que o0 SRA possa estar envolvido no®gdaeciduais induzidos pela
intoxicacdo pelo PQ, alterando principalmente aresgiio de Ang Il e a atividade da ECA,
embora o mecanismo pelo qual o PQ altera a atigidadsistema permaneca questionavel.

Estudos iniciais realizados em 1980, por Hollingeral, destacaram um aumento
linear dose-resposta de ECA no plasma apos 4 drdmistracdo intraperitoneal de PQ (20 -
50 mg/kg de peso corporal), retornando ao niveh Bais tarde. Contrariamente, houve uma
reducdo na atividade da ECA pulmonar, secundanmeeciose de ceélulas endoteliais dos
capilares pulmonares (Hollinget al, 1980). Dados de Chest al. (2005) corroboraram a
queda na atividade da ECA no pulméo imediatameptes ea administragcdo de PQ,
contribuindo para uma diminuigdo dos niveis de Aind=sse decréscimo na atividade da
ECA pode ser usado como um marcador de injuria guém sendo as alteragdes no nivel da
enzima um indicativo de disfuncéo nas células extidig (Suntres & Shek, 1996a, Suntres &
Shek, 1996Db).

Mais tarde, em outro estudo, verificou-se que aesgéo e atividade da ECA néao
alteram apos exposicado ao PQ, mas ha um aumemgpnessao de angiotensinogénio dose-
dependente. Estes resultados sugerem que o arsjnaigénio serve como substrato para a
geracdo de Ang Il nos fibroblastos de pulméo (Langl, 2010), uma vez que a Ang Il é
descrita como um importante regulador da respdstatica no tecido lesionado (Marshatl
al., 2004), induzindo a proliferacdo de fibroblastpsla ativacdo do receptor AT
(Mohammadi-Karakaniat al, 2006).

Guoet al (2015) confirmaram a participacdo da Ang Il eeptores de angiotensina
na patogénese da fibrose pulmonar, evidenciadalgsfia de células endoteliais e epiteliais,
influxo de células inflamatorias e producao de ragédies quimicos que conduzem a ativacao
de fibroblastos (Franklin, 1997).

Em suma, os estudos sugerem que as alteracdepatiaagiao dos componentes do
SRA podem estar envolvidos no desenvolvimento a@si@ulmonares induzidos pelo PQ
(Tunget al, 2010) e que o uso de inibidores de ECA, comseindpril, e de antagonistas do
receptor AT, como o losartan, pode apresentar um efeito aritfdt®a (Mohammadi-
Karakaniaet al, 2006) e atenuar a injuria pulmonar (Gial, 2015), respectivamente.

Existe também a possibilidade de que o PQ interfietetivamente no efeito
dipsogénico mediado pelo SRA no sistema nervostratefSNC), consequente as acdes
neurotéxicas centrais causadas pelo herbicida, emet@ar na barreira hematoencefalica,

ocasionando danos cerebrais (Muller-Ribeiral,, 2010).
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Entretanto, estudos sdo necessarios para avalgapel do PQ e determinar sua
relagdo com os componentes do SRA, visto que,atgtecomo um sistema tecidual cujos
componentes protéicos e peptidicos sdo expresso®aos 0s 6rgdos e cujas acdes sao
implicadas em numerosos eventos fisiologicos gfieeinciam as fungdes renais, neuronais,

cardiacas, pancreaticas, vasculares, cognitiviematorias e reprodutivas (Chappell, 2012).

1.3 Angiotensina (1-7) e fisiologia renal

A Ang (1-7) € um produto biologicamente ativo pecente a cascata do SRA (Nadu
et al, 2008; Santost al, 2004). Formada endogenamente no rim de varipéces,
encontra-se expressa em niveis teciduais que psdewomparaveis ao do peptideo Ang II
(Chappell, 2012).

O heptapeptideo Ang (1-7) é expresso nos glomélMekez et al, 2009), tabulos
proximais (Wilsonet al, 2015), tabulos distais e ductos coletores (Ferrt al, 2002) e
pode ser produzido por diferentes vias enzimaseaslo, a Ang Il, o substrato principal para
a sintese desse peptideo. Sabe-se que 2 p&5ui afinidade 400 vezes menor pela Ang | do
que pela Ang Il sendo, portanto, a Ang Il o pritipeptideo a ser degradado pela ECA
Indiretamente, a Ang (1-7) pode ser formada ampdaiAng (1-9) apos a atuacdo da ECA
sobre a Ang I. As enzimas endopeptidase neutrdil-gacboxipeptidase (PCP) e prolil-
endopeptidase (PEP) também estdo envolvidas nedgede Ang (1-7) a partir da Ang Il ou
indiretamente a partir de Ang | (Fraga-Siétaal, 2013; Botelho-Santaat al, 2007) (Fig. 3).

Estudos tém preconizado que o rim ndo é apenas fonte importante para a
producdo de Ang (1-7), mas também um alvo paravalatle bioldégica da mesma (Handa,
1999). Cabe ressaltar que a concentracao de Anpdheontra-se seis vezes maior no rim do
que na circulacdo sistémica (Zhaagal, 2014) e que 0s niveis intra-renais podem ser
regulados de acordo com as necessidades homeasi@inheireet al, 2009).

As acOes celulares exercidas pela Ang (1-7) saocipalmente dependentes da
interacdo com o receptor Mas acoplado a proteif@a@toset al, 2003) (Fig. 4), sendo em
grande parte antagbnicas a muitas das acdes exipela Ang Il (Ferracet al, 2014;
McKinney et al, 2014; Velezet al, 2014; Chappell, 2012, Santes al, 2000a), as quais
incluem vasoconstricdo, fibrose, inflamacéo e e$epro-oxidantes (Wilsort al, 2014,
Wysockiet al, 2014; Passos-Silat al, 2013). Dados da literatura ainda mostram queg A

(1-7) pode apresentar efeito paradoxal, dependeindmodelo experimental e/ou da dose
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utilizados (Zhanget al, 2014; Castelo-Brancet al, 2013; Gwathmewgt al, 2010; Haulicaet
al., 2003; Garcia & Garviet al, 1994).

Eixo ECA2-Angiotensina (1-7)- Mas

ATIVACAO INIBICAO
. Vasodilatacdo da arteriola aferente | Hipertensdo glomerular
. Aumento do fluxo renal . Proteinuria
. Regulacéo da filtracdo glomerular| | « Aumento da retencéo de
. Diminuicdo da proteinaria fluidos
. Efeitos diversos sobre o Na a . Aumento da excrec¢éao hidrida
agua . Aumento da deposicao de
. Efeito natriurético nos tubulos colageno
proximais . Aumento da fibrose tubulo-
. Aumento da reabsorc¢do de agua intersticial
nos ductos coletores . Aumento de NF-KB
. Liberacdo de prostaglandinas e NO
. Diminui¢do de depdésito de
proteinas na matriz
. Diminuicéo da esclerose
glomerular

Figura 4. Representacédo esquematica do papel do eixo ECA2-A(ly7)-Mas no tecido
renal. NO: oxido nitrico; NF-KB: fator de transcricao kepB. Fonte: Adaptado de Simdes e
Silvaet al, 2013.

Efetivamente, a influéncia de Ang (1-7) sobre ac@inrenal baseia-se no estado
hidroeletrolitico, na atividade do sistema nervesnpatico renal e no nivel de atividade do
SRA (Silvaet al, 2013; Botelho-Santast al, 2007). Do mesmo modo, a dose do peptideo, a
via de administracdo, a duracédo do tratamento, detoade doenca (Velezt al, 2014) e o

local de acdo nos néfrons (Simdes e Salval, 2013) podem ter interferéncia.
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Birgelovéet al (2005) destacam a importancia intrarenal de Ang)(na regulacao
hemodinamica renal e a sua atuagdo como um modutido acdes da Ang Il. Existem
evidéncias que a Ang (1-7) participa do balancadeietrolitico por causar natriurese e
diurese (Mansooret al, 2014; Ferrario & Varagic, 2010) influenciandambeetudo, a
excrecdo de agua e eletrolitos (Samtioal, 1996; Hilchey & Bell-Quilley, 1995; Dellipizat
al., 1994).

No entanto, acredita-se que Ang (1-7) possua tambamapel relevante e eficaz no
controle de distribuicdo do fluxo sanguineo (BateBantoset al, 2007) mediante a atuacao
sobre o tbnus arteriolar com consequente vasocilatdas arteriolas aferentes (Reral,
2002) e aumento do FSR (Sampai@l, 2003).

Contudo, a Ang (1-7) exibe acbes renoprotetoras pguecem estar envolvidas na
modulacdo do “stress” oxidativo, inflamacao e famqWysockiet al., 2014). A reducdo do
dano glomerular (Shet al, 2015; Papinskat al, 2015) e de EROs (Kimat al, 2012) no
tecido renal, assim como a atenuacdo da migrac#udécitos, liberacdo de citocinas e vias
fibrogénicas (Silvaet al, 2013) fundamentam esses efeitos.

Em face da gravidade do quadro de intoxicacdo P€)o este tem sido bastante
utilizado como modelo experimental. Isto porque @ PBroduz efeitos rapidos, € de
administracdo simples e ha boa reprodutibilidaddatios (Haret al, 2015). As referéncias
na literatura, sobre os efeitos do PQ, sdo esparsasitas vezes oriundas da intoxicacao
humana, acidental ou intencional, o que implicaneaisténcia de informacdes prévias sobre
0 paciente com relacéo, por exemplo, a precis@pda e 0 momento utilizados. Assim, é de
relevancia consideravel explorar de forma mais isan® efeito do PQ sobre o conjunto de
parametros renais a um s6 momento apos a intoxicéZ& h). Havendo um melhor
entendimento sobre tais parametros afetados, podgismorar e ampliar, futuramente, os
métodos utilizados no tratamento da intoxicacao pP€).

Sendo a Ang (1-7) um potencial agente terapéui@sdoencas renais, neste estudo,
uma das propostas foi investigar o efeito, se exist desse heptapeptideo sobre a funcéo
renal em ratos submetidos a intoxicacdo pelo hdei®Q, esclarecendo que, nenhum
trabalho associando um possivel efeito da Ang (@e®) os danos renais causados pelo PQ

foi encontrado na literatura disponivel.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos do PQ sobre a funcdo e estrutenais, bem como investigar uma

possivel acdo terapéutica da Ang (1-7) sobre feitos.

2.2 Objetivos especificos

* Investigar as alteracGes de funcéo renal decogal@doxicidade do PQ. Parametros
avaliados: filtracdo glomerular, reabsorcdo tubulde agua e eletrolitos
(sédio/potéssio), excrecdo urindria da enzima gglatamil transferase e proteindria;

* Investigar um possivel efeito da Ang (1-7) sobrealisracdes de funcdo renal
induzidas pelo PQ;

« Avaliar a resposta inflamatdria renal nos animaxicados por PQ e apds o
tratamento com Ang (1-7) através da pesquisa itadin® tecido renal, do acimulo de
neutréfilos (atividade da enzima mieloperoxidase)de infiltrado de células
mononucleares (atividade da enzima lisossomal NiE®-glicosaminidase);

* Analisar o “stress” oxidativo no tecido renal deeate da toxicidade induzida pelo
PQ e apds o tratamento com Ang (1-7) através dadaedo tecido renal, da
peroxidacao lipidica (medida do peroxido renal);

» Auvaliar o aspecto morfologico renal em respost®&@oe apds o tratamento com Ang
(1-7).
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3 METODOLOGIA

3.1 Animais

Para o desenvolvimento deste trabalho, foram atibs ratos Wistar, machos,
procedentes do Centro de Bioterismo (CEBIO) doitltst de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Minas Gerais, com pesaamnaoi entre 230 e 300 g. Desde o
nascimento, os animais foram mantidos sob um delolaridade - escuriddo sendo, 14 h de
claridade e 10 h de escuriddo, temperatura (23C}, 3&cebendo agua e alimentagib
libitum. Todos os procedimentos foram conduzidos de acmdoo Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Universidade Federal de MiGasais (protocolo 85/2015).

3.2 Grupos experimentais

3.2.1 Avaliacéo do efeito do paraquat sobre a saideedos animais

A taxa de sobrevida de ratos tratados com PQ falismla comparando 4 grupos
experimentais: i) NaCl 0,9% (0,2 ml/100 g de pesparal, via intraperitoneal (ip, n = 7), ii)
PQ 10 mg/kg (ip, n = 5), iii) PQ 20 mg/kg (ip, ¥ e iv) PQ 40 mg/kg (ip, n = 10). Apos a
injecdo do NaCl 0,9% ou do PQ, a ocorréncia deodits ratos foi verificada de 6 em 6 h
durante as primeiras 12 h e, em seguida, a catiaf® um periodo de 4 dias (96 h). A dose
de PQ usada para a intoxicacdo aguda foi aquelaays®u sinais de intoxicagao (piloerecao,
tremores, sangramento ocular, prostracdo, atongcufar, diminuicdo da movimentacéo e
falta de apetite) e que também provocou menor tidatle 24 h apdés a administragdo do
herbicida. A analise foi feita através do estima#daplan-Meier (Kaplan; Meier, 1958)
seguida dos testes estatisticos de log-rank e Ydfe@Gehan, que avaliam a equivaléncia
estatistica entre as curvas e a influéncia dassdoaetaxa de risco de morte. A Figura 5
mostra uma tabela para facilitar a compreensao @tonsomo as curvas foram obtidas. Os
valores de X correspondem ao tempo, horas em nestsmwlo, e os valores de Y estdo
inseridos em quatro colunas que definem os gru@dd K2 coluna) e tratados com PQ (22 a
42 colunas). Os valores "1" e "0" referem-se adoobia sobrevivéncia na hora especificada
na 12 coluna, respectivamente. Cabe ressaltarapentio mais de um 6bito em determinado

tempo, o mesmo estara duplicado na coluna X dela@mm o nimero de mortes.
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Horas NaCl 10 mg/kg | 20 mg/kg | 40 mg/kg

12
24
48
72
96

o|lo|lo|lo|lololo|<

12
24
48
72
72
96

O FPIOIO0|O|O

N
o]
OO FPIFPIFIFLROCOIO

(I
N
ololoor |k kr|lkrlk ko

Figura 5. Tabela representativa da forma como a cwa da taxa de sobrevida (%) foi
obtida. A tabela mostra como os dados devem ser insewtilzando programa “Prism”. Os
valores de X correspondem ao tempo (h) e os valtee¥ estdo inseridos em colunas que
definem os grupos tratados com PQ. O valor "Té&e ao Obito na hora especificada, e "0"
a sobrevivéncia dos animais no periodo determinado.
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3.2.2 Possivel efeito terapéutico da angiotensind)(sobre os danos renais causados pela
intoxicacdo aguda pelo paraquat

Os ratos foram submetidos a um periodo de aclgaata4 dias) as gaiolas
metabdlicas sendo, em seguida, divididos aleaterié@nem 8 grupos experimentais. Os
grupos receberam uma Unica dose de $pdenta20 mg/kg, ip) (Taret al, 2015; Aireset
al., 2013; Mainwaringet al, 2006) ou apenas solucdo de NaCl a 0,9%, tambéwigip.

Sabendo-se que o PQ possui forte fixacdo aos geedpe o pico de concentracdo nos
pulmdes varia de 4 - 7 h apds a sua ingestdo (Pa0al; Robertet al, 2011; Sanhet al,
2003; Serraet al, 2003; Smith e Heath, 1975), alguns grupos éxstais foram tratados
por via intragastrica (ig), 4 h apds a administoagéd PQ ou NaCl 0,9%, com as seguintes
substancias: i) hidropropfl-ciclodextrina (CD, veiculo para Ang (1-7)), ii)raposto de Ang
(1-7) incluida em CD numa dose que correspondias& de 10 pug/kg de Ang (1-7) (grupo
Ang (1-710) e iii) composto de Ang (1-7) numa dose que cpoadia a dose de 50 pug/kg de
Ang (1-7) (grupo Ang (1-5p).

1) Grupo NaCl NaCl): os ratos receberam NaCl 0,9% em agua deionifg@an(/100 g
de peso corporal, ip);

2) Grupo PQ PQ): os ratos receberam uma unica injecédo (ip) de Fn{g/kg, 0,2

ml/100g de peso corporal de uma solucdo a 200 mgjlaibdo 1:20 em NaCl 0,9%,
ip);

3) Grupo NaCl + CDNacCl - CD): os ratos receberam NaCl 0,9% (0,2 ml/100 g de pes

corporal, ip). Quatro horas apos a injecdo do NaGlada rato foi administrada CD

(76,3 ng/kg, 0,25 ml/100 g de peso corporal de solacdo a 30,5 pg/ml em agua
deionizada, ig). Esta dose correspondia a CD ligadlag (1-7) quando se utilizava a
dose de 50 pg/kg de Ang (1-7) pura;

4) Grupo NaCl + Ang (1-7p pg/kg(NaCl - Ang (1-7)o0): os ratos receberam NaCl 0,9%
(0,2 mlI/100 g de peso corporal, ip). Quatro hogadsaa injecdo do NaCl, a cada rato
foi administrado o complexo CD - Ang (1-7). O vole de 0,25 ml/100 g de peso

corporal de uma solucao do complexo a 10,1 ng/6B(Rg/kg), em agua deionizada,
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foi administrado por via ig. A dose de 86,3 pg/lkg @abmplexo correspondia a 10

pno/kg de Ang (1-7) pura;

5) Grupo NaCl + Ang (1-5p ug/kg(NaCl - Ang (1-7)0): os ratos receberam NaCl 0,9%
(0,2 ml/100 g de peso corporal, ip). Quatro honadsaa injecdo do NaCl, os ratos

receberam o complexo CD - Ang (1-7). O volume &5 0nl/100 g de peso corporal
de uma solugcdo do complexo a 52 pg/ml (126,3 pgay) dgua deionizada, foi
administrado por via ig. A dose de 126,3 pg/kg damglexo correspondia a 50 pg/kg
de Ang (1-7) pura;

6) Grupo PQ + CDRQ - CD): os ratos receberam PQ (20 mg/kg, 0,2 ml/100gede p
corporal de uma solucdo a 200 mg/ml diluido 1:20Na| 0,9%, ip). Quatro horas

apos a injecdo do PQ, a cada rato foi administ@dq76,3 pg/kg, 0,25 ml/100 g de
peso corporal de uma solucdo a 30,5 pg/ml em agimnidada, ig). Esta dose
correspondia a CD ligada a Ang (1-7) quando se&atih a dose de 50 pg/kg de Ang
(1-7) pura;

7) Grupo PQ + Ang (1-2p pa/kg(PQ - Ang (1-7)0): os ratos receberam PQ (20 mg/kg,
0,2 ml/100g de peso corporal de uma solugdo a 2§@nhdiluido 1:20 em NaCl

0,9%, ip). Quatro horas apos a injecao do PQ, a &d foi administrado o complexo
CD - Ang (1-7). O volume de 0,25 ml/100 g de pesgooral de uma solucdo do
complexo a 10,1 pug/ml (86,3 ng/kg), em agua deamdz foi administrado por via ig.
A dose de 86,3 ug/kg do complexo correspondiajaglkg de Ang (1-7) pura;

8) Grupo PQ + Ang(1-730 pa/kg PQ - Ang (1-7%0): os ratos receberam PQ (20 mg/kg,
0,2 ml/100g de peso corporal de uma solucdo a 2§fonhdiluido 1:20 em NacCl

0,9%, ip). Quatro horas apos a injecdo do PQ, s r@ceberam o complexo CD -
Ang (1-7). O volume de 0,25 ml/100 g de peso capde uma solucdo do complexo
a 52 pug/ml (126,3 pg/kg), em agua deionizada, daniaistrado por via ig. A dose de
126,3 pg/kg do complexo correspondia a 50 pg/kgrae(1-7) pura.

O Quadro 1 sumariza os grupos experimentais, beno @protocolo executado em cada

um deles.
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Quadro 1. Sumario dos 8 grupos experimentais usados negttqro

Grupo N° de
experimental ratos/grupo

NaCl 7
PQ 10
NaCl - CD 6
NaCl - Ang (1-7)0 6
NaCl - Ang (1-7%0 6
PQ-CD 6
PQ - Ang (1-7)0 7
PQ - Ang (1-730 7

3.2.3 Coleta de amostras e tecidos

Procedimento experimental

Os ratos receberam uma injecdo unica de NaCl
0,9% (ip) e foram sacrificados 24 h depois.

Os ratos receberam uma injecdo Unica de PQ (ip)
e foram sacrificados 24 h depois.

Os ratos receberam uma injecdo UneadNdCl
0,9% (ip). ApGs 4 h, receberam CD (ig) e foram
sacrificados 24 h depois.

Os ratos receberam uma injecdo Unica de NaCl
0,9% (ip). Ap6s 4 h, receberam CD - Ang (1-7)
(86,3 pg/kg do complexo = 10ug/kg de Ang (1-
7), ig) e foram sacrificados 24 h depois.

Os ratos receberam uma injecdo uUnica de NaCl
0,9% (ip). Ap6s 4 h, receberam CD - Ang (1-7)
(126,3 ng/kg do complexo = 50ug/kg de Ang (1-
7), ig) e foram sacrificados 24 h depois.

Ratos receberam uma injecdo Unica de 20Q) (
mg/kg, ip). Apos 4 h, receberam CD (ig) e foram
sacrificados 24 h depois.

Os ratos receberam uma injecao Unica de P (20
mg/kg, ip). Apos 4 h, receberam CD - Ang (1-7)
(86,3 png/kg do complexo = 10ug/kg de Ang (1-
7), ig) e foram sacrificados 24 h depois.

Ratos receberam uma injecdo Unica de PQ (20
mg/kg, ip). Apos 4 h, receberam CD - Ang (1-7)
(126,3 pg/kg do complexo = 50ug/kg de Ang (1-
7), ig) e foram sacrificados 24 h depois.

Amostras de urina (~1 ml) foram coletadas antgsds a tratamento, armazenadas em
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tubos tipoeppendorfe congeladas a -20 °C para andlises posteriorpardenetros de fungéo
renal.

Amostras de sangue (~1 ml) também foram coletadasicio (antes do tratamento)
por puncdo de uma veia da cauda, previamente aguedimpa com alcool a 70%, utilizando
cateteres e seringas estéreis e apés o tratanfiratiodp experimento) através da veia cava
inferior quando os animais j& encontravam-se asiestes. A coleta foi feita em frascos
contendo (~2 gotas) o anticoagulante citrato déos@@®%. As amostras foram centrifugadas
(12.000 rpm por 10 min), o plasma foi separadoneaaenado para ensaios posteriores. Ao
término do protocolo experimental os animais forsawrificados sob anestesia com uma
mistura de cetamina 10% (15 mg/kg) e xilazina 2%b (hg/kg) (ip). Os rins foram
perfundidos com solucao salina tamponada com fwgRBS, 1x), decapsulados e pesados,
assim como os pulmdes que também foram extraiqussados. Os rins e pulmdes foram

fixados para andlises morfoldgicas ou congeladis’G).

3.3 Parametros gerais avaliados

Peso corporal O peso corporal (g) foi determinado, por gravimaetantes do periodo
de aclimatacdo, antes da administracdo do NaCl 0,9%mherbicida PQ e 24 h apds o

tratamento (término do experimento).

Ingestdo de agua e fluxo urinaridurante o periodo de aclimatacdo as gaiolas
metabdlicas (Fig. 6), apos a administracdo de Na@¥ ou PQ e 24 h apds o tratamento
(término do experimento), a ingestdo de agua epm furinario foram medidos diariamente.
O fluxo urinario foi medido em proveta graduadatemio que o volume de agua ingerido foi
medido diretamente no recipiente-bebedouro peneace gaiola metabodlica. Ja a Figura 7
sumariza a sequéncia de procedimentos experimemtgige 0s 8 grupos utilizados, neste
estudo, foram submetidos.

3.4 Procedimentos analiticos para avaliacao da fuag renal

3.4.1 Dosagem de creatinina

A creatinina € um composto organico nitrogenad@-pr@téico formado como

resultado da desidratacdo ndo enzimatica daimaeéftalcaeet al, 1999). Por sua vez, a
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Raca

Figura 6. Fotografia de uma gaiola metabdlicapnde é possivel monitorar a ingestdo de
agua e racao, assim como a producéo de urina® feze

Sacrificio,
remocéo de
rins e pulmoe

AL PQ ou NaCl |
' ™

Aclimatagao l 24 hora
I
L

181216 20

9
Q
(2]
— P ——

Coleta de
sangue e urina

CD, Ang (1-7)o0u
Ang (1-7%0

Figura 7. Sumario do protocolo experimental usado nos 8 grupg@ara avaliar o efeito do
PQ sobre a estrutura e funcéo renais, bem comesiyab efeito terapéutico da Ang (1-7).
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creatina é sintetizada nos rins, figado e panceetrtansportada para outros 6rgaos como

musculo e cérebro, onde é fosforilada através @a da enzima creatina quinase e estocada
como fosfocreatina. Em condicdes fisiol0gicas,damntreatina como a fosfocreatina perdem

espontaneamente a agua ou acido fosférico, respente, para formar a creatinina.

A creatinina pode ser mensurada no sangue ou ersu@a depuracao € utilizada como
uma medida do ritmo de filtracdo glomerular (RF@peno um indice da funcéo renal, uma
vez que ela é livremente filtrada no glomérulo e/amtente secretada em pequenas
proporcoes.

Sendo assim, o RFG foi determinado através do ratea” de creatinina, a qual foi
dosada utilizando o kit BioclifQuibasa, Brasj)l, conforme instru¢des do fornecedor.

As amostras de urina diluida (1:25) e plasma raagim meio alcalino com o acido
picrico (60 mmol/l) formando um complexo creatinpierato de cor amarelo-avermelhada.
As amostras foram homogeneizadas e incubadas ehodpagria a 37 °C por 10 min. As
absorbancias da amostra foram lidas em espectnoétté Barnstead/Turner SP-830 plua
510 nm e a concentracao da creatinina urinariedwigida pela diluicdo (mg/dl).

No entanto, decorrente a reacdo do acido picrico 6® cromogénios plasmaticos,
uma segunda leitura espectrofotométrica foi redfizaara a amostra de plasma apos adicao
de acido acético (12,25 mol/l) e incubacdo em teatpe ambiente por 5 min. Assim, o pH
do meio diminui havendo decomposicdo do picrato cdeatinina, com consequente
inalteracdo da cor derivada dos cromogénios. Aeahiga entre as leituras da amostra (antes e
apos a adicao de acido acético) forneceu a absoax@al da creatinina plasmatica.

Uma curva padrdo de creatinina foi construida usamdreagente padrdo do kit
(creatinina 3 mg/dl) que sofreu diluicdes seriada) dando origem a solugcbes padrédo com
concentracdes de 1,5; 0,75 e 0,375 (mg/dl), o @umitu o célculo do fator de calibracéo

conforme a segquir:

Fator de calibracdo (FC)= concentragéo do padrao/absorbéancia do padréo

As concentracfes de creatinina no plasma e uri@nfaleterminadas multiplicando-

se os valores da absorbancia pelo fator de cafibré€C):

[creatinina] urina (MQ/dl) = absorbancia da amostra x FC x 25 (diluicéo)
[creatinina] plasma (MQ/dl) = (absorbancia da amostra pds- acido aceético —+ladsuia

agral da amostra) x FC
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O “clearance” da creatinina (RFG) foi determinpéta equacéo:

RFG (Litros/24h) = ([creatininaluina X fluxo urinério) / [creatinina}iasma

Conhecendo-se o fluxo urinario (FU, Litros/24h) &BG, a fracdo de excrecdo de
H,O (FEH,0) pode ser calculada:

FEH.O = FU/RFG x 100

3.4.2. Dosagem de sodio e potassio

As concentracbes de Na K', nas amostras de urina e plasma, foram deterngnada
por fotometria de chamaCELM, FC 280 usando padrdo contendo 140 mEg/l dé Bl&b
mEqg/l de K, diluido em &gua destilada (1:200). A espectrdscajfe chama mede a
intensidade da radiacdo emitida pelos atomos elksdtdos metais-terrosos e essa intensidade
€ proporcional a concentracédo desses metais ndramos

Para a determinacdo do Na K', aliquotas de 15 pl da amostra foram diluidas em 3
ml de agua destilada (1:200) sendo, a dosagem danataostra, feita em duplicata contra o
padrdo apropriado (140 mEq/l de'Na5 mEq/l de K).

Para a dosagem do'Kua urina, foi feita uma diluicdo prévia da mesm=3¢) em
agua deionizada e, a partir dessa, uma nova dldai&ealizada (1:200) para se proceder a
leitura sendo, a concentragao lida diretamentet@orfetro de chama, multiplicada pelo fator
de diluigéo (30).

Obtendo-se a concentragéo plasmatica e urinaidatle K', os seguintes parametros

renais foram avaliados quantitativamente:

Fracéo de excrecdo NaFE,..) = quantidade excretada/quantidade filtrada x 100

Fracdo de excrecdo K(FE,.) = quantidade excretada/quantidade filtrada x 100

Sendo:

Quantidade excretada de Na[Na']usina X FU
Quantidade excretada dé ¥ [K*]urinaX FU
Quantidade filtrada de Na [Na]piasmaX RFG
Quantidade filtrada de K= [K"]piasmaX RFG
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3.4.3 Determinacédo das osmolalidades plasméaticaréia

As osmolalidades plasmatica e urinaria foram detexdas por osmometria de
congelamento usando-se um osmémetrcAAdaanced Instrumentdvicrosmette, USA As
amostras de plasma e urina foram previamente dduidm agua deionizada, 1:2 e 1:5,
respectivamente.

Antes das leituras, o osmoOmetro foi calibrado coolugdes padrdes cujas
concentracdes foram 100, 290 e 500 mOsm/kg. As lafiderles plasmatica e urinaria
(mOsm/kg) lidas diretamente no osmometro foramigidias pelos respectivos fatores de
diluicdo. De posse dessas medidas, 0s seguin@s@aos renais puderam ser quantificados:

Cosm(Litros/24h) = osmolalidade urina/osmolalidade plasmatica x FU
CH,0 (Litros/24h) = FU - Gosm

Em que,Cosm e CH,0 significam “clearance” osmolar e “clearance” de adjure,

respectivamente.

3.4.4 Dosagem de proteina na urina

Para esta dosagem, foi utilizado o kit comercials&rot [abtest®, Lagoa Santa,
MG, Brasil), que € um método colorimétrico. A reacdo baseiaesfato de que as proteinas
presentes na urina reagem com o vermelho de pilogab molibdato dando origem a um
composto cuja cor € azul. Naturalmente, que a sidade da cor do meio de reagédo é
diretamente proporcional & concentracao de proteiranostra.

Inicialmente, uma curva padrédo de proteina foafeiilizando-se a solugcéo padrao de
proteina fornecida no kit (65 mg/dl). A partir desolucéo, diluicbes seriadas (1:2) foram
feitas para obtencdo de solugbes de concentragiiessia 32,50 e 16,25 (mg/dl). A
absorbancia foi lida, em leitora de EligiqteR, a 600 nm. Assim, um fator de calibracdo
(FC) foi obtido. A concentracdo de proteina nas sarae foi calculada multiplicando as
absorbancias, lidas diretamente na leitora de BégaFC obtido na curva padréo.

O Quadro 2A mostra os reagentes e respectivos eslwsados nas reacoes, feitas em
tubo de ensaio e lidas em espectrofometro convealc(Barnstead Turngr exatamente de

acordo com instrucbes do fornecedor. JA o QuadrandBtra os reagentes e respectivos
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volumes usados nas reacOes adaptadas para dosagelisca de 96 pocos e lidas em leitora
de Elisa onde a reacéo teve seu volume final rdduean 5 vezes.

AplOs a pipetagem dos reagentes em seus respegiogss, as reacfes foram
homogeneizadas por agitacdo da placa em agitadiaohtal VDRL Shakére incubada em
estufa a 37C, por 5 min. Todas as reagdes foram feitas emicdips.

A concentracao de proteina foi expressa em mgfdts

[proteinas].i.. (Mg/dl) = absorbancia da amostra x FC

Quantidade de proteinas na urina (mg/24 h¥ [proteina}inax FU

Quadro 2A. Reagentes e respectivos volumes usados nas seé&gifeess em tubos de ensaio

e lidas em espectrofotdmetro convencional, paragkms de proteina na urina conforme
instrucao do fornecedor do Kkit.

Reagente Branco P1 P2 P3 Amostra
Agua deionizada 50 pl - ; - ;
Padréo (P1 a P3) ) 50ul 50ul 50ul i

(65 mg/ml) (65 mg/ml) (32,5 mg/ml) | (16,25 mg/ml)
Urina (Amostra) - - - - 50 ul
Reagente de cor 1000 pl 1000 pl 1000 pl 1000 pl 1000 pl

Quadro 2B. Reagentes e respectivos volumes usados nas seé&gifees em pocos de placas

de 96 pocos e lidas em leitora de Elisa, para @éwsagde proteina na urina (adaptacdo do
Quadro 2A obtido a partir das instru¢des do fordeceo kit.

Reagente Branco P1 P2 P3 Amostra
Agua deionizada| 10 pl - - - -
~ i 10 pl 10 pl 10 pl )
Padrao (P1a P3 (65 mg/ml) | (32,5 mg/ml)| (16,25 mg/ml)
Urina (Amostra) - - - - 10 pl
Reagente de cor| 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl
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3.4.5 Gama glutamil transferase urinaria

O ensaio dessa enzima, na urina, foi feito utiiftaom kit Doles, cuja dosagem é
feita por um método colorimétrico. A reacado baseiaao principio de que na mistura dos
compostosy-Glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida e glicilglicinaa enzima gama GT catalisa a
transferéncia do grupamento glutamil do 1° comppsata a glicilglicina, dando origem aos
compostos y- Glutamil-glicilglicina e 3-Carboxi-4-nitroanilina Este ultimo apresenta
coloracdo de tonalidade rosea. A concentracaond@na € diretamente proporcional a 3-
Carboxi-4-nitroanilina formada.

Antes do inicio das dosagens, uma curva padraauha @ T foi feita utilizando-se a
solucéo padrao da enzima fornecida no kit (100 gAd partir desta solucéo, diluicbes
seriadas (1:2) foram feitas para obtencao de setudé concentracdes iguais a 50, 25 e 12,5
mg/dl (Quadro 3A). A absorbéncia foi lida, em legtae ElisaBiotek, a 515 nm. Através da
curva obteve-se um fator de calibracdo (FC). A entragdo de gama GT nas amostras foi
calculada multiplicando as absorbancias pelo F@obta curva padrdo. Assim como para a
dosagem de proteinas na urina, os volumes dos nteagéoram adaptados a partir das
instrucdes do fornecedor, para que as reacOesriossecutadas em placa de 96 pocos e lidas
em leitora de Elisa. O volume final das reacbesdduzido em 20 vezes. Os protocolos para
dosagem da gama GT tanto na curva padrdao, comonaa @stdo mostrados nos Quadros 3A

e 3B, respectivamente.

3.5 Quantificacdo do acumulo de neutréfilos e macfagos no tecido renal

O acumulo de neutrofilos no tecido renal foi meadorindiretamente pela avaliacao
da atividade da mieloperoxidase (MPO) (Aiegsal, 2013) ao passo que o infiltrado de
células mononucleares nos rins foi quantificada pe¢dida dos niveis da enzima lisossomal
N-acetil{3-D-glicosaminidase (NAG) (Barcelad al, 2005) presente em niveis elevados em
macrofagos ativados (Beét al, 2004).

Ao término do protocolo experimental, o tecidoaleioi removido e armazenado a -80
°C. Apo6s descongelamento, um fragmento (0,1 g deldepara 1,9 ml de tampéao) foi
homogeneizado com solugéo tampéo 1 (NaCl 0,1 ndBPQ 0,02 mol/l, NaEDTA 0,015
mol/l, pH 4,7) e centrifugado a 10.000 rpm, &4por 10 min. O sobrenadante foi desprezado
e, ao “pellet”, adicionou-se 200 ul de solucédo @mf, 1,5 ml de solucéo de NaCl 0,2% e

NaCl 1,6% + glicose 5%. Uma nova homogeneizacacetdizada.
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Quadro 3A. Reagentes e respectivos volumes usados nas sepgfe a curva padrao da
enzima gama GT, feitas em pocos de placas de 3% @oldas em leitora de Elisa (adaptacao

do protocolo obtido do fornecedor do kit).

Reagentes P1100 mg/dl) P2 (50 mg/dl) | P3(25 mg/dl) | P4(12,5 mg/dl)
pL pL pL L
Solucdo padrao (P1 a P4) 25 25 25 25
Solucéo inibidora 125 125 125 125
Nitrito de sddio 1,5% 2,0 2,0 2,0 2,0

Agitar a placa em agitador horizontal e deixar em epouso, a temperatura ambiente, por 3
min.
Sulfamato de aménia 10% 4,5 4,5 4,5 4,5

Agitar a placa em agitador horizontal e deixar em epouso, a temperatura ambiente, por 2
min.

Reagente de cor 50 50 50 50
Volume total da reagéo 206,5 206,5 206,5 206,5

Homogeneizar a placa em agitador horizontal, ler absorbéncia em leitora de Elisa, a 515
nm.

Quadro 3B. Reagentes e respectivos volumes usados nas seé&gifeess em pocos de placas
de 96 pocos e lidas em leitora de Elisa, para @¢wsade gama GT na urina (adaptacdo do

protocolo obtido do fornecedor do kit).

Reagentes Branco (uL) Amostra (uL)

Substrato de uso 25 25

Incubar a placa em estufa ou banho maria a 37 por 2 min.

Amostra (urina) ‘ ----- 2,5

Incubar a placa em estufa ou banho maria a 3%C por 10 min.

Solugéo inibidordplaca ainda a 37°C) 125 125
Retirar a placa da estufa ou banho maria.

Amostra (urina) 25 | -

Nitrito de sodio 1,5% 2,0 2,0

Agitar a placa em agitador horizontal e deixar repasar, a temperatura ambiente, por 3 min.

Sulfamato de amoénia a 10% 45 45

Agitar a placa em agitador horizontal e deixar repasar, a temperatura ambiente, por 2 min.

Reagente de cor 50 50

Volume total da reacéo (por pogos) 206,5 206,5

Homogeneizar a placa em agitador horizontal e ler absorbancia, na leitora de Elisa, a 515
nm.
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3.5.1 Medida da atividade da mieloperoxidase (MPO)

O “pellet” obtido na ultima centrifugacédo citado rtem 3.5, foi ressuspenso em
solucédo tampéao NBO, 0,05 mol/l, pH 5,4 contendo 0,5% de hexadecyl-ttiml@mmonium
bromide (TMB Sigma AldrichSt. Louis, MO, US)Pe re-homogeneizado. ApGs trés ciclos de
congelamento-descongelamento em nitrogénio liquia®, amostras foram novamente
centrifugadas a 10.000 rpm a 4 °C, por 15 min, pa@ecucao do ensaio enzimatico.

No ensaio, 25 pl de 3,3"-5,5"-tetramethylbenzidif@IB; Sigma Aldrich,St. Louis,
MO, USA, dissolvido em dimetil sulfoxido (DMSQMerck, Darmstadt, Alemanhg@ara uma
concentracéo final de 1,6 mmol/l, foram adicionadd®0 pul de kKD, (0,002 % v/v) e 25 pl
da amostra.

A reacéo foi iniciada pela adicdo da solucdo de Tad@nostra e a microplaca de 96
pocos foi incubada a 37 °C por 5 min. Em seguidigjanou-se HO, e uma nova incubacgao
foi realizada. A reacao foi interrompida pela adigde 100 pl de 80O, (1 mol/l) e
quantificada a 450 nm em espectrofotomenméx; Molecular Devices, Sunnyvale,)CA

Os resultados foram expressos como modificacoebsarbancia (densidade oOptica -

OD) por miligrama de tecido.

3.5.2 Medida da atividade da N-acetib-glicosaminidase (NAG)

O “pellet” (item 3.5) obtido na centrifucao foi eespenso em solucdo de NaCl 0,9%
contendo 0,1% de Triton X-10®1omega e re-homogeneizado para a realizagdo do ensaio
enzimatico.

A reacdao iniciou-se pela incubacéo das amostra® (}0por 10 min, a 37C, com
100 pl do substrato p-nitrophenyl-N-acefdb-glucosaminidase Sjgma Aldrich, St.
Louis, MO, USAdissolvido em tampéao fosfato/citrato (acido carD,1 mol/l, NaHPO, 0,1
mol/l, pH 4,5) para uma concentracao final de 2x2dol/l.

Para a interrupcdo da reacéo, 10@e tampao glicina 0,2 mol/l (glicina 0,8 mol/l,
NaCl 0,8 mol/l, NaOH 0,8 mol/L, pH 10,6) foram aditados. O produto da hidrolise do
substrato foi quantificado a 405 nm em espectrafetéo Emax; Molecular Devices,
Sunnyvale, CA

Os resultados foram expressos como modificacOedsarbancia (densidade optica -

OD) por miligrama de tecido.
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3.6 Mensuracao da peroxidacao lipidica

A peroxidacao lipidica foi avaliada pela técniceodadacao ferrosa do Xilenol Orange
(FOX) (Nourooz-Zadelet al, 1994), em espectrofotdmetro, com algumas madifies. O
intuito desta investigacdo foi analisar o “stresgidativo no tecido renal decorrente da
intoxicacdo causada pelo PQ antes e ap0s o tratawam Ang (1-7).

O método consiste na oxidacdo do fon ferrosd*(Fe fon férrico (F&) pelos
hidroperéxidos lipidicos, em meio acido.

Apds ser removido, o rim foi homogeneizado em PB®p p/v, e adicionado ao
reagente de FOX. A reacdo deve ser feita em anebesturo, por 30 min, a temperatura
ambiente. A absorbancia foi lida em 560 nm (Capiettial, 2008).

A concentracdo dos hidroperoxidos nas amostrasafoulada considerando a seguinte

equagao:

A=§,.C
A= absorbancia a 560 nm
€,= coeficiente de extincdo molar do croméforo =1 M cm™®

C= concentracdo de hidropatogiem mol/L.

3.7 Morfologia renal

A analise morfoldgica dos rins foi feita utilizantérnicas convencionais para andlise
histolégica dos mesmos. O estudo histolégico coemteu uma investigacdo do
compartimento glomerular e do compartimento tubotersticial renal em busca de
alteracOes histologicas decorrentes da intoxicaggoeda por PQ seguida ou nao por
tratamento com Ang (1-7).

A preparacdo do material histolégico foi realizatka acordo com os métodos de
histotécnica preconizados por Propéieal, (1994). Os tecidos removidos foram inicialmente
fixados em solucéo de formalina 10%, por 24 h eseguida, submetidos a desidratacdo em
alcool etilico a 70% e absoluto.

Posteriormente, os tecidos passaram por diafarzegé o intuito de remover os
restos teciduais e, sequencialmente, foram embglgiclosubstancia miscivel com parafina e

incluidos em blocos. Os blocos foram submetidoscaotomia sendo obtidos cortes de 5 um
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de espessura, os quais foram transferidos parad&nde vidro. As preparagdes obtidas foram
coradas por hematoxilina-eosina (HE).

As analises morfolégica e morfométrica foram realizadao Depto. de
Patologia/ICB/UFMG com a colaboracédo do Prof. Mirsédigal Caliari.

3.8 Anélise estatistica

Os resultados foram expressos como médiao padrdo da média XEPM). Para a
comparacao dos dados intragrupos (NaCl ou PQ) dadas ANOVA seguida do teste de
Newmann-Keuls. Para a comparacao dos dados inpargXNaClersusPQ) foi usada Two-
way-ANOVA seguida do teste de Bonferroni. O nived dignificancia considerado

significativo foi um valor de p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Curva de sobrevida

As curvas de sobrevivéncia obtidas com diferentsesl de PQ (NaCl = veiculo, 10,
20 e 40 mg/kg, ip) foram investigadas por um peritedal de 96 h (Fig. 8). Nas primeiras 12
h, a taxa de sobrevivéncia foi medida de 6 em A& partir das 12 h, essa taxa passou a ser
observada a cada 24 h.

Com excecédo da dose de 40 mg/kg, o PQ, nas outtese® utilizadas, ndo apresentou
letalidade até 48 h ap6s sua administragao.

Como 20 mg/kg de PQ € uma dose ja descrita coniog®xica e também por ser
uma dose de uso consensual por grupos de pesquiBapdo. de Fisiologia e Biofisica/ICB
que investigam o efeito do PQ sobre o sistema puimano presente trabalho, 20 mg/kg foi a
dose de escolha para os estudos. Também, o temgscdia para examinar os efeitos da
intoxicagdo foi de 24 h. Para ambos, dose e tempatdxicagédo de escolha, foram levados
em consideracdo o protocolo ja largamente utilizaelos outros grupos que investigam o
efeito do PQ, como citado anteriormente, e a auséde mortalidade em 24 h pos-

intoxicacdo com a dose de 20 mg/kg (Fig. 8).

10 1 1 1 S R
i =4« NaCl
sod | 10mg/kg
' —t
< I 20mg/Kkg
_g 604 t=, =& 40mg/kg
S |
o '
= 404 beemo
n '. ___________ p P ——— 1
204
O L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) L)

6 12182430364248546066 72788490 96

Horas

Figura 8. Efeito de diferentes doses de PQ sobre sobrevida de ratos.A curva foi
estimada pelo método de Kaplan-Meier. Os valoré8oesxpressos em percentagem de
sobrevivéncia nos tempos indicados até 96 h apé@spasicdo ao herbicida. Os ratos
receberam, via ip, NaCl 0,9% (controle) ou PQ rased indicadas.
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4.2 Parametros Gerais

Além dos parametros que serdo apresentados a,segsianimais expostos ao PQ,
foram observados sinais clinicos como piloereg&mares, sangramento ocular, prostracao,

atonia muscular, diminuicdo da movimentacao e thdtapetite.
4.2.1 Peso corporal

O peso corporal dos ratos que compuseram os gogpd®le (NaCl 0,9%, 25 ratos) e
PQ, 30 ratos), antes do inicio do experimento, d®i261,0 + 6,5 e de 269,3 £ 2,9 g,
respectivamente. No entanto, conforme mostra ar&i§u os ratos do grupo PQ tiveram
reducdo acentuada do peso corporal. Por exemmojpo que recebeu apenas NaCl 0,9%
apresentou um ganho de peso de 3,7 £ 1,3 g enggaetaoo grupo que recebeu apenas PQ
foi observada uma perda de peso de 34,1 * 2,0tg.efsto do PQ nao foi significativamente

afetado pela CD nem pela Ang (1-7) nas doses a® BD pg/kg (Fig. 9).

Ang(1-7), pg/kg

10+ lglacl CcD 10 50
E 0 [ L. o [
5 P T
g -10-
o)
O O 201
Q
®  -30-
o T = #
< -407 # # #
504 O3 NaCl0,9% [ PQ

Figura 9. Diferenca dos pesos corporais antes e B4 ds-administracdo de PQA Ang (1-
7) ndo modificou a perda de peso induzida peloN&ZI: controle (NaCl 0,9%, n = 7); PQ
(n = 10); CD (n=6); Ang (1-2p(n = 7) e Ang (1-Ao0 (n = 7). Two-way ANOVA seguida de
teste de Bonferronip < 0,05 PQusNaCl 0,9%.

4.2.2 Peso dos rins e pulmbes
A Tabela 1 sumariza o peso absoluto dos rins dieegsquerdo, do pulméo esquerdo

(PE). Pode ser observado que o peso do rim esqeeddeito foram similares nos 8 grupos

sob estudo. O peso do pulmdo esquerdo no gruporegebeu apenas PQ néo foi
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estatisticamente diferente do grupo NaCl (ContidbsCl 0,9% apenas). No entanto, no grupo
que recebeu NaCl e ndo PQ, o tratamento com Ang,(has doses de 10 e 50 pg/kg,
aumentou de forma significativa o peso do pulmauesio, embora o aumento tenha sido
similar entre as 2 doses. Ja no grupo que receQeo Patamento com Ang (1-7) aumentou o
peso desse pulm&o somente com a dose de 10 pgtkgalinento, por sua vez, foi maior no
grupo PQ - Ang (1-2p quando comparado ao aumento observado no grupb-Netg (1-
7)10 (Tab. 1).

4.2.3 Fluxo urinario, ingestado de agua e balangdrich

Apesar de ser um parametro de avaliacdo de furegé, ro fluxo urinario (FU) sera
inicialmente apresentado nesta secdo para perquér o balanco hidrico seja avaliado.
Conforme pode ser observado pela Figura 10A, pramente, a Ang (1-7), nas doses de 10 e
50 pg/kg, ndo foi capaz de modificar o FU nos arsraantroles (NaCl, barras pretas). Ja o
PQ aumentou significativamente o FU quando comjpaead grupo NaCl, sendo que, este
aumento nao foi afetado pelo tratamento com Ang)(1© grupo injetado com PQ e tratado
com CD, veiculo para a Ang (1-7), apresentou aumdnt FU similar ao apresentado nos
demais grupos que receberam PQ (Fig. 10A).

Os valores de FU (Litros/24h) nos grupos NaCl (@def NaCl 0,9%) e PQ foram os
seguintes:

NaCl e PQ 0,006 = 0,000 (n=7) e 0,014 + 0,001 (n = 18%pectivamente;
NaCl - CD e PQ - CDO 0,006 + 0,002 (n = 6) e 0,015 £ 0,002 (n = 8pextivamente;

NaCl - Ang (1-710 e PQ - Ang (1-7)0, 0,008 = 0,001 (n = 6) e 0,017 = 0,002 (n = 7),
respectivamente;
NaCl - Ang (1-7p0 e PQ - Ang (1-730, 0,008 + 0,001 (n = 6) e 0,013 + 0,002 (n = 7),

respectivamente.

Contrariamente, a Figura 10B mostra uma reducdngestdo de dgua subsequente a
administracdo do PQ nos mesmos grupos citados aPioae ser observado que a Ang (1-7),
nas doses de 10 e 50 pg/kg provocou respectivamenge elevacdo e uma reducédo na
ingestdo de agua pelos ratos dos grupos contri@éSl( barras pretas). Esse peptideo, na
dose de 50 ug/kg, ndo afetou a ingestdo de agum grapo que recebeu PQ quando
comparado ao grupo que recebeu NaCl 0,9% (Fig..10B)

O volume de agua ingerido (Litros/24h) pelos gruadsiinistrados com NaCl 0,9% e
PQ foram os seguintes:
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Tabela 1.Peso relativo dos rins e pulméo em ratos normeigestos ao PQ.

Peso Grupos Experimentais
NaCl NaCl-CD NaCl- Angl0 NaCl- Ang50 PQ PQ-CD PQ-Anglo PQ - Ang50
Rim direito 0,34 +0,01 (7) 0,46 +0,07 (5) 0,34+0,03 (6) 0,38+0,02(6)  0,39+0,01(10)0,40 £ 0,02 (6) 0,40+ 0,02 (7) 0,40 + 0,02 (7)
Rim esquerdo 0,33+0,00 (7) 0,38+0,02(5) 0,34+0,02 (6) 0,37+0,03(6)  0,38+0,01(10)0,39 £ 0,02 (6) 0,39 0,00 (7) 0,39 £ 0,02 (7)
Pulmé&o esquerdo 0,37 £0,00 (7) 0,48 +0,04 (6) 0,54+0,036) 0,55+0,086)* 0,41+0,01(9  0,55+0,06(6)0,77 +0,117) ** 0,59 £ 0,07 (7)

Apdbs o sacrificio dos animais, os érgaos foramaidos e pesados em balanca aproprigala. 0,05vs NaCl ouvs PQ (Oneway ANOVA seguida do teste de
Newmann-Keuls, dentro dos grupos NaCl ou P@X 0,05vs NaCl - Ang10 (Two-way ANOVA seguida do teste denfwroni). NaCl - Ang10, NaCl -
Ang50, PQ - Angl10 e PQ - Ang50 correspondem agsagrilaCl -Ang (1-7), NaCl - Ang (1-750, PQ - Ang (1-7)oe PQ - Ang (1-Ho, respectivamente. O

peso relativo de cada érgao foi calculado: (pesérdao/peso corporal do animal) x 100.
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NaCl e PQ 0,027 £ 0,002 (n=7) e 0,010 = 0,002 (n = 18%pectivamente;
NaCl - CD e PQ - C0Q 0,024 £ 0,003 (n = 6) e 0,008 = 0,004 (n = Bpextivamente;

NaCl - Ang (1-710 e PQ - Ang (1-7)0, 0,041 + 0,003 (n = 6) e 0,000 + 0,001 (n = 7),
respectivamente;
NaCl - Ang (1-7p0 e PQ - Ang (1-750, 0,010 £ 0,001 (n = 6) e 0,010 = 0,005 (n = 7),

respectivamente.
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Figura 10. Efeito da intoxicacdo aguda pelo PQ com sem pds-tratamento com Ang (1-
7) em ratos. A,fluxo urinério,B, ingestdo de dgua® balanco hidrico. NaCl (NaCl 0,9%);
CD (ciclodextrina). Oneway ANOVA seguida de testeNewmann-Keuls (intragrupo)p <
0,05vs NaCl; Two-way ANOVA seguida de teste de Bonferr@intergrupo):”p < 0,05vs
NacCl (intergrupo).
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As alteracdes no FU e na ingestao de agua fordetides no balanco hidrico, ou seja,
aumentos e reducdes no FU e na ingestdo de agpacteamente, foram acompanhados por
aumentos no balanco hidrico (Fig. 10C). Similarmext observado para a ingestdo de agua,
a Ang (1-7) (50 pg/kg), ndo afetou o balanco hamo grupo que recebeu PQ quando
comparado ao grupo que recebeu NaCl 0,9% (Fig..10C)

O balango hidrico (%) nos grupos administrados B@€l 0,9% (NaCl) e PQ foram
0S seguintes:

NaCl e PQ24,5+2,4(n=7)e 280,3 +51,2 (n =9), resipamente;
NaCl-CDe PQ-CDQ27,7+10,1 (n=6) e 273,6 + 147,9 (n = 6), essiyamente;

NaCl - Ang (1-710 e PQ - Ang (1-7)0, 23,1 =+ 28 (n = 6) e 367,1 £ 47,7 (n = 7),
respectivamente;
NaCl - Ang (1-760 e PQ - Ang (1-750, 25,0 + 3,0 (n = 6) e 65,6 = 394 (n = 7),

respectivamente.

4.3 Parametros de funcéo renal

4.3.1 Creatinina sérica

Conforme ilustrado na Figura 11, a exposicao ao I&@u a um aumento na
concentracdo plasmatica de creatinina quando cau@aao seu respectivo controle, 24 h
apos sua administracao.

As concentragcfes plasméticas de creatinina (mgf8) grupos administrados com
NaCl 0,9% (NaCl) e PQ foram as seguintes:

NaCl e PQ 0,27 £ 0,024 (n=7) e 0,48 + 0,06 (n = 10), essiyamente;
NaCl - CD e PQ - CDH 0,20 £0,03 (n=6) e 0,33 £ 0,05 (n = 6), retipamente;

NaCl - Ang (1-710 e PQ - Ang (1-7)0, 0,26 = 0,04 (n = 6) e 0,47 £ 0,06 (n = 7),
respectivamente;
NaCl - Ang (1-760 e PQ - Ang (1-730, 0,34 + 0,03 (n = 6) e 0,67 + 39,4 (n = 7),

respectivamente.

4.3.2 Ritmo de filtragdo glomerular e fracdo derexéo de 4gua

Para que a fracdo de excrecdo de agua pudessgatiada o FU (Fig. 10A) foi
novamente apresentado. Na Figura 12A, pode senalogeque a Ang (1-7) (10 e 50 pg/kg),
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Figura 11. Efeito da intoxicacdo aguda pelo PQ com sem pds-tratamento com Ang (1-
7) sobre a creatinina plasmatica em ratoNaCl (NaCl 0,9%); CD (ciclodextrina). Twoway
ANOVA seguida de teste de Bonferroni (intergrupp) 0,05vs NaCl.

nao alterou o FU nos animais controles (NaCl, sapetas), mas que o PQ aumentou
significativamente esse parametro. Esse efeito @n&o foi afetado pelo tratamento com
Ang (1-7).

Concomitantemente ao aumento da creatinina plasméfig. 11), houveueda do
ritmo de filtragdo glomerular (RFG) induzida pel®,Pa qual ndo foi significativamente
afetada pela Ang (1-7) (10 pg/kg) sendo, portaske gpeptideo, incapaz de promover um
efeito benéfico na melhoria do dano na filtracaorgdrular causado pelo PQ no protocolo por
nos utilizado (Fig. 12B). A CD, veiculo para a A(l}7), embora tenha aparentemente
revertido o efeito do PQ, tal efeito ndo foi estatamente significativo (p > 0,05). A Ang (1-
7), na dose de 50 pg/kg provocou uma diminuicd&RRG dos ratos dos grupos controles
(NaCl, barras pretas) (Fig. 12B).

Os valores de RFG (Litros/24h), estimado pelo ‘feleee” de creatinina, nos grupos
NaCl e PQ foram os seguintes:

NaCl e PQ 2,05+0,16 (n=7) e 0,96 £ 0,11 (n = 10), resipamente;
NaCl-CDePQ-C0D159+0,25(n=5)e 1,71 £ 0,40 (n = 6), resipamente;

NaCl - Ang (1-7@10 e PQ - Ang (1-7)0, 1,68 + 0,20 (n = 6) e 0,81 + 0,19 (n = 7),
respectivamente;
NaCl - Ang (1-7p60 e PQ - Ang (1-730, 1,05 + 0,19 (n = 5) e 0,59 £+ 0,09 (n = 7),

respectivamente.
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O aumento do FU (Fig. 12A) associado a queda do @@ 12B) repercutiu em um
aumento da fracdo de excre¢do de &gua nos animeisegeberam PQ, efeito este, ndo
alterado pelo tratamento com Ang (1-7) (Fig. 12&€)Ang (1-7) (50 pg/kg) induziu uma
elevacdo na fracdo de excrecdo de agua nos rasogrdpos NaCl (Controle, NaCl 0,9%,

barras pretas). (Fig. 12C).
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Figura 12. Efeito da intoxicacdo aguda pelo PQ com sem pos-tratamento com Ang (1-
7) em ratos. A,fluxo urinario, B, ritmo de filtracdo glomerular €, fracdo de excrecéo de
agua. NaCl (NaCl 0,9%); CD (ciclodextrina). OnewANOVA seguida de teste de
Newmann-Keuls (intragrupo)p < 0,05vs NaCl; Two-way ANOVA seguida de teste de
Bonferroni (intergrupo)’p < 0,05vs NaCl.

A fracdo de excrecdo de agua (E}(%), nos grupos NaCl (Controle, NaCl 0,9%) e
PQ foram as seguintes:
NaCle PQ 0,31 +0,02(n=7) e 1,57 £ 0,18 (n = 10), respamente;
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NaCl-CDePQ-C0D0,44 +£0,16 (n=5) e 1,29 £ 0,57 (n = 6), resipamente;

NaCl - Ang (1-7410 e PQ - Ang (1-7)o, 0,52 + 0,06 (n = 6) e 2,59 + 0,38 (n = 7),
respectivamente;

NaCl - Ang (1-760 e PQ - Ang (1-730, 0,76 £ 0,13 (n = 5) e 2,75 £ 0,71 (n = 7),

respectivamente.

+

4.3.3 Proteindria

A proteindria € um marcador precoce e sensivelotapcometimento renal, estando
associada ao aumento da permeabilidade glomeditamuicdo da reabsorcédo tubular ou
presenca de proteinas anormais na circulacao.

A Figura 13 mostra que a inje¢cdo de PQ promoveuaumento na quantidade de
proteinas excretadas na urina quando comparadewacespectivo controle, 24 h apds sua
administracdo. Este efeito do PQ néo foi afetado pés-tratamento com Ang (1-7), em
nenhumas das 2 doses utilizadas (10 e 50 pg/kg).

As quantidades de proteinas na urina (mg/24h) ngsog administrados com NaCl
0,9% (NaCl) e PQ foram as seguintes:

NaCle PQ 1,35+0,21 (n=7) e 7,58 £ 0,70 (n = 10), respamente;
NaCl-CDePQ-CD1,39+0,49 (n=6) e 8,43 + 1,55 (n = 6), retipamente;

NaCl - Ang (1-710 e PQ - Ang (1-7)0, 2,68 = 0,55 (n = 6) e 5,95 £ 0,72 (n = 7),
respectivamente;
NaCl - Ang (1-760 e PQ - Ang (1-730, 1,63 + 0,47 (n = 6) e 7,20 £ 1,04 (n = 7),

respectivamente.

4.3.4 Excrecao de sédio e potassio

A fracdo de excrecéo de Napresentou-se bastante elevada nos animais expostos
intoxicacao pelo PQ em relacdo ao grupo NaCl (H4\). Mais uma vez, a Ang (1-7) néo foi
capaz de interferir com tal efeito do PQ.

A fracdo de excrecdo de N@&bo), nos grupos NaCl (Controle, NaCl 0,9%) e PQuior
as seguintes:

NaCl e PQ 0,25+0,03 (n=7) e 0,97 £ 0,14 (n = 7), resipamente;
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Figura 13. Efeito da intoxicacdo aguda pelo PQ com sem pos-tratamento com Ang (1-
7) sobre a proteinaria em ratosNaCl (NaCl 0,9%); CD (ciclodextrina). Two-way AN@V
seguida de teste de Bonferroni (intergrupp) 0,05vs NaCl.

NaCl-CD e PQ-C0D0,22+0,04 (n=6)e 0,50+0,17 (n = 6), refipamente;

NaCl - Ang (1-7)0 € PQ - Ang (1-7), 0,24 + 0,02 (n = 6) e 1,00 = 0,23 (n = 7),
respectivamente;
NaCl - Ang (1-7%0 e PQ - Ang (1-79,, 0,63 + 0,13 (n = 6) e 1,38 £ 0,41 (n = 7),
respectivamente.

De acordo com a Figura 14B, a fracéo de excrecd¢ @mbém foi aumentada pela
administracdo de PQ quando comparada aos ratosugo gue recebeu NaCl 0,9% (grupo
NacCl). Mais uma vez, a Ang (1-7) nao foi capazrderferir com tal efeito do PQ. Embora a
fracdo de excrecdo de Kaparentemente, tenha se mostrado mais elevadgrupmss PQ que
receberam Ang (1-7) quando comparada aos grupo$ dNsCreceberam o heptapeptideo,
este aumento nao atingiu significancia estatigkaa 14B).

A fracdo de excrecdo de k%), nos grupos NaCl (Controle, NaCl 0,9%) e PQuior
as seguintes:

NaCl e PQ37,1+£1,1(n=7)e 103,6 + 29,8 (n = 10), resipamente;

NaCl-CD e PQ-CD35,8+6,5(n=6)e 81,7 £45,5 (n = 6), respachente;

NaCl - Ang (1-7), e PQ - Ang (1-7)0, 45,2 + 3,2 (n = 6) e 139,0 £ 57,5 (n
respectivamente;

NaCl - Ang (1-760 e PQ - Ang (1-730, 55,5 £ 13,8 (n = 6) e 109,9 + 17,8 (n = 7),

respectivamente.

N,
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Figura 14. Efeito da intoxicagdo aguda pelo PQ comsem pds-tratamento com Ang (1-
7) em ratos. A fracéo de excrecéo de NaB, fracdo de excrecio d€.MNaCl (NaCl 0,9%);
CD (ciclodextrina). Two-way ANOVA seguida de ted@Bonferroni (intergrupofp < 0,05
vsNaCl.

4.3.5 Excrec¢dao urinaria da enzima gama glutamilsf@nase

A enzima gama glutamiltransferase (gama GT), ptesan citoplasma das células do
epitélio ‘orla’ em escova dos tubulos renais praisre da alga de Henle, é utilizada como
um biomarcador precoce da leséo tubular renal,mqmmser quantificada na urirdevido ao
seu alto peso molecular a gama GT circulante nfe &tiracdo glomerular e, portanto, a
enzima encontrada na urina € de origem tubulargiBiat al, 1995).

A Figura 15 mostra que a injecdo de PQ promoveuaumento na concentracao
urinaria da enzima gama GT comparado ao seu régpecbntrole, 24 h apos sua
administracdo. A Ang (1-7) apresentou um efeita@axal sobre o aumento, induzido pelo
PQ, da gama GT urinaria. Enquanto que na dose degilky, a Ang (1-7) blogueou tal
aumento, a dose de 50 pg/kg mostrou-se inefetiva.

As concentragdes da enzima gama GT na urina (uesddab) nos grupos
administrados com NaCl 0,9% (NaCl) e PQ foram gsiistes:

NaCl e PQ 10,1 £1,8 (n=7) e 107,2 = 25,4 (n = 10), resipamente;
NaCl-CDePQ-C0D9,7+2,0(n=6)e 38,9+19,6 (n=5), respestiente;

NaCl - Ang (1-710e PQ - Ang (1-7)0,5,7 1,6 (n=6) e 6,4 £ 2,7 (n = 7), respectieate,;
NaCl - Ang (1-760 e PQ - Ang (1-70, 4,7 =+ 1,2 (n = 6) e 88,2 £ 40,2 (n = 7),
respectivamente.
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Figura 15. Efeito da intoxicacdo aguda pelo PQ com sem pos-tratamento com Ang (1-
7) sobre a excrecdo urinaria da enzima gama GT enmatos. NaCl (NaCl 0,9%); CD
(ciclodextrina). Oneway ANOVA seguida de teste d@vihann-Keuls (intragrupo)p < 0,05
vs PQ; Two-way ANOVA seguida de teste de Bonferramtiefgrupo):“p < 0,05vsNaCl.

4.3.6 “Clearance” osmolar e “clearance” de agua t&y

A intoxicacao por PQ néo afetou, de forma signifiea o “clearance” osmolar (Fig.
16A) e o pos-tratamento com Ang (1-7) nao prodguialquer alteracéo sobre tal parametro.
Os valores de “clearance” osmolar (Litros/24h) gagos administrados com NaCl
0,9% (NaCl) e PQ foram os seguintes:
NaCl e PQ 0,044 £ 0,002 (n =7) e 0,048 + 0,003 (n = 18%pectivamente;
NaCl - CD e PQ - CDQ 0,038 £ 0,007 (n = 6) e 0,049 + 0,002 (n = Bpextivamente;

NaCl - Ang (1-710 e PQ - Ang (1-7)0, 0,057 £ 0,003 (n = 6) e 0,045 = 0,005 (n = 7),
respectivamente;
NaCl - Ang (1-760 e PQ - Ang (1-730, 0,043 + 0,006 (n = 6) e 0,044 £+ 0,004 (n = 7),
respectivamente.

J& com relagd@o ao “clearance” de agua livre, feeokmdo que a Ang (1-7) tornou o
mesmo mais negativo nos ratos dos grupos NacCl (@entNaCl 0,9%, barras pretas) (Fig.
16B), embora o PQ, por si s6, ndo tenha produdidoagbes significativas. Mas, a Ang (1-
7), na menor dose utilizada (10 pg/kg), tornou‘tldarance” menos negativo nos animais
intoxicados (grupo PQ - Ang (140) quando comparados ao grupo NaCl - Ang (:7)

Os valores de “clearance” de agua livre (Litrosj2dds grupos NaCl (Controle, NaCl

0,9%) e PQ foram os seguintes:
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NaCl e PQ -0,038 + 0,002 (n=7) e -0,034 £ 0,003 (n = X8¥pectivamente;
NaCl - CD e PQ - CDQ -0,031 + 0,006 (n = 6) e -0,034 + 0,003 (n =ré}pectivamente;

NaCl - Ang (1-7)10 e PQ - Ang (1-7)0, -0,048 + 0,002 (n = 6) e -0,027 + 0,006 (n = 7),
respectivamente;
NaCl - Ang (1-750 e PQ - Ang (1-730, -0,035 + 0,006 (n = 6) e -0,031 + 0,005 (n = 7),

respectivamente.
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Figura 16. Efeito da intoxicacdo aguda pelo PQ com sem pos-tratamento com Ang (1-
7) em ratos. A,“clearance” osmolar 8, “clearance” de agua livre. NaCl (NaCl 0,9%); CD
(ciclodextrina). Oneway ANOVA seguida de teste d@vihann-Keuls (intragrupo)p < 0,05
vsNaCl; Two-way ANOVA seguida de teste de Bonfer(@amtergrupo):”p < 0,05vs NaCl.

4.4 Processo inflamatoério renal
4.4.1 Atividade da mieloperoxidase renal

A dosagem da enzima mieloperoxidase (MPO) cor@h@cse com a quantidade de
neutréfilos recrutados em uma lesdo durante procedssinflamacdo permitindo que o
componente inflamatoério seja demonstrado quanaatente. Contudo, em nosso estudo, nédo
foi possivel a quantificacdo do conteudo de MPQOamasstras de tecido renal. A atividade de
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MPO renal nao foi detectada em nenhum dos gruppsriexentais, nem mesmo no grupo
controle (NaCl 0,9% apenas). Esta observacdo oédiz com resultados ja relatados na
literatura. E importante salientar que a técnidizatla na dosagem da MPO ¢é capaz de
detectar sua atividade no tecido renal até em amisalios, ndo submetidos a qualquer
tratamento. Tal resultado esta relatado em outadthos (Portella, 2010; Diniz-Oliveiet
al., 2006; Pompermayeat al, 2005). Por isso, em nosso estudo, ndo se potanta a

possibilidade de que a enzima MPO, no tecido résaha sido inativada.

4.4.2 Atividade da N-acetfl-D-glicosaminidase

O ensaio de N-acetfl-D-glicosaminidase (NAG) permite quantificar indamente o
acumulo de macrofagos, em um determinado tecido,denorréncia de um processo
inflamatdrio. No nosso estudo, foi investigado Graalo de macréfagos no tecido renal 24 h
apos intoxicacao por PQ. O nivel de atividade deszana nao foi estatisticamente diferente
entre todos os 8 grupos estudados ndo havendanpmrinfiltrado de macrofagos no rim
(Fig. 17).

Os resultados da quantificacdo de neutrofilosi¢itde de MPO renal ndo detectavel)
e macroéfagos (Fig. 17) no tecido renal estdo ensamincia com os achados da analise
histologica (Fig. 19, pg.48), onde nenhum infiltvate células inflamatdrias foi evidenciado.

Os valores de atividade da enzima NAG renal (OD1r mg de tecido) nos grupos
NaCl (Controle, NaCl 0,9%) e PQ foram os seguintes:

NaCl e PQ 0,63 £ 0,07 (n=6) e 0,53 £ 0,04 (n = 7), resipamente;
NaCl-CDe PQ-CD0,57£0,05 (n=6) e -0,67 £ 0,08 (n =5), retpamente;

NaCl - Ang (1-7x0 e PQ - Ang (1-7)0, 0,52 + 0,06 (n = 6) e 0,68 + 0,05 (n = 7),
respectivamente;
NaCl - Ang (1-7p0 e PQ - Ang (1-750, 0,61 = 0,08 (n = 6) e 0,61 = 0,04 (n = 7),

respectivamente.
4.4.3 Peroxidacao lipidica
A peroxidacao lipidica, resultante da acéo de easlicvyres induzidos pelo mecanismo

bioquimico do PQ sobre os lipideos insaturadosmasbranas celulares, gera uma série de

produtos, dentre os quais, o hidroperoxido lipidld@OH).
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Figura 17. Efeito da intoxicacdo aguda pelo PQ com sem pds-tratamento com Ang (1-
7) sobre a atividade da enzima N-acetp-D-glicosaminidase (NAG) no tecido renal de
ratos. NaCl (NaCl 0,9%); CD (ciclodextrina).

A Figura 18 mostra que a injecao de PQ induziuaglge da quantidade renal de
peroxidos de lipideo, o LOOH, produto primario dmogesso de peroxidacdo quando
comparado ao seu respectivo controle, 24 h aposdmaistracdo. Isto péde ser observado
em todos 0s grupos expostos a intoxicagao.

Antagonizando a acao do PQ, observou-se que a0 reduziu a formagéo de
radicais lipidicos, iniciadores e propagadoreseataxdacéao lipidica (g 0,05).

A Ang (1-7) apresentou efeitos que foram dependertdis 2 doses utilizadas. Na dose
de 10 pg/kg, a Ang (1-7) nédo afetou o aumento n@H®enal, mas na dose de 50 pg/kg foi
observada uma reducéo da formacéo desse comp@stdajcomparado ao grupo PQ.

Os valores das concentracbes do composto LOOH réull) nos grupos
administrados com NaCl 0,9% (NaCl) e PQ foram gsiistes:

NaCl e PQ, 0,48 +0,04 (n=6) e 3,52 £ 0,39 (n =7), respamente;
NaCl-CD e PQ-CD0,53+0,03 (n=6)e3,00+0,44 (n =5), refipamente;

NaCl - Ang (1-7@10 e PQ - Ang (1-7)0, 0,62 + 0,03 (n = 6) e 2,61 + 0,09 (n = 7),
respectivamente;
NaCl - Ang (1-7p60 e PQ - Ang (1-730, 0,50 + 0,03 (n = 5) e 2,13 £ 0,08 (n = 7),

respectivamente.
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Figura 18. Efeito da intoxicacdo aguda pelo PQ com sem pos-tratamento com Ang (1-
7) sobre a concentracdo renal de hidroperoxido ematos. NaCl (NaCl 0,9%); CD
(ciclodextrina). Oneway ANOVA seguida de teste d@vihann-Keuls (intragrupo)p < 0,05
vs PQ; Two-way ANOVA seguida de teste de Bonferfamtergrupo):p < 0,05vs NaCl.

4.5 Anélise da morfologia renal

Conforme apresentado na Figura 19, nao foram eractad alteragbes significativas
nos animais dos grupos NaCl e PQ, assim como antetto com Ang (1-7) ndo afetou o
aspecto morfoldgico dos rins. Em todos 0s grup@e®xentais, observou-se a preservacao
da arquitetura tecidual, identificada pela presedeatecido epitelial cubico nos tubulos
renais. O tubulo proximal apresenta células comptasma fortemente acidofilo, coradas
intensamente de vermelho pelo corante hematox@asia (HE). As células do parénquima
renal encontram-se nitidas, certificadas pela pgesele nucleos centrais e esféricos com
nucléolo. Houve preservacdo da area intersticr@eexistem sinais de infiltrado de células

inflamatérias mononucleares.
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Figura 19. Efeito da intoxicacdo aguda pelo PQ com sem pds-tratamento com Ang (1-
7) sobre o aspecto morfolégico do tecido renal deatos. A Figura mostracortes

histoldgicos tipicos obtidos do rim esquerdo desatos grupos sob estudb, grupo NacCl;

B, grupo NaCl - CDC, grupo NaCl - Ang(1-7)y; D, grupo NaCl - Ang (1-Bp, E, grupo

PQ;F, grupo PQ - CDG, grupo PQ - Ang (1-1p; H, grupo PQ - Ang (1-Bp. Coloragao:
hematoxilina-eosina; aumento de 40x; CD, ciclodeatr
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho, pela primeira vez, o efeito do B@es um conjunto de parametros
renais foi abordado de forma concisa. Este tambémpémeiro estudo onde um possivel
efeito da Ang (1-7) sobre os danos renais caugaelagntoxicacdo com PQ foi investigado.

5.1 Paraquatversuscurva de sobrevida

As curvas de sobrevidaapresentadas, nesse estudo, mostraram que, capnnad®
doses de 10 e 20 mg/kg, a taxa de sobrevida é @#,1P4 h ap0s a sua administracao
intraperitonealmente. Com 20 mg/kg, esta taxa dimpara cerca de 33%, 48 h pos-
administracdo e para 60%, 72 h pos-administracdd@eng/kg de PQ. J& utilizando
camundongos C57BL/6J, Shab al. (2015) relataram que a taxa de sobrevida dos pgesm
era de 90%, 24h apds a administracdo, também taperitoneal, de 10 mg/kg de PQ. Para
efeito de comparacao, as 72 h, quando a taxa devsdéd com a dose de 10 mg/kg, em nosso
estudo, foi de 60%, no trabalho de Sled@l (2015) esta taxa foi de cerca de 80%, valor
este, superior ao por nos obtido. Uma possivela@gdio para tal diferenca pode ser devido a
diferenca de espécies utilizadas nos 2 trabalhos.

No presente trabalho, a dose de PQ de escolhaOfon@kg e a medida dos
parametros avaliados foi feita 24 h apds admirgdtalo PQ. Com relacédo a dose, trabalhos
da literatura mostram que diversas doses do me8macsido utilizadas. Para permitir uma
melhor compreensdo, o Quadro 4 sumariza diversdmltros onde diferentes doses e
modelos experimentais foram usados na avaliacaurdaio renal. Rert al (2014), por
exemplo, verificaram que a metalotioneina, um agantioxidante e inativador de radicais
livres minimiza a lesdo pulmonar aguda causada P&pem camundongos, provavelmente
via mecanismos de antioxidacdo e antiapoptose.eN&abalho, o PQ foi administrado,
intragastricamente, na dose de 50 mg/kg e a anfalisieita 24 h apdés a administracéo.
Embora o tempo de intoxicacao tenha sido o mesrdosa foi 2,5 vezes superior & dose por
nés utilizada. Novamente, deve-se salientar qudraimalho de Reret al (2014) foram
utilizados camundongos diferentemente do nossodestande foram usados ratos. A
diferenca de espécies e de Orgao-alvos de estuttoadpvsrim) pode implicar em diferencas

de sensibilidade.
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Quadro 4. Trabalhos da literatura usando diferentes dosesdelvs experimentais para avaliacado do efeito dago@at sobre a funcao rei

Modelo experimental Dose de PQ e via de Efeitos renais Autores
administracéo
Ratos Wistar 680umol/kg, vo/108 pmol/kg, sc. Aumento de uréasplatica; reducdo na depuracdo de PAH. Lock e Ehi®ir9.
Ratos Wistar 680umol/kg, vo/108 pmol/kg, sc. Declinio do FU apd<h. Lock, 1979.

Macacos

6, 10, 16, 24, 32 e 40mg/kg, iv.

Aumento de créadiisérica; proteindria; politria (24 h).

Purs&ase, 1979.

Camundongos C57BL/6J 2,1 mg/kg, iv. Acumulo de PQ no tabulo proximal. Waddell e Marlowe, 1980.
Galinhas 25ug/d, iv. Queda do RFG e FU. Prashackt al, 1981.

Cées 25 mg/kg, iv. Diminui¢do na [Nae [K'] no plasma; isquemia renal e necrose tubular. ebal., 1982.

Ovelhas 1, 2, 4, 8 mg/kg, veia jugular. “Clearance” de tiréaa reduzido. Webbet al,, 1983.

Ratos Sprague-Dawley 0,48 a 48umol/kg, sc. Perda de peso e reduca@ast@io de alimentos. Deyal, 1987.

Coelhos 3 e 6 mg/kg, ip. Reducéo do peso corporal e péativedos rins. Hassaet al, 1989.
Camundongos ddY 120 mg/kg, ip. Aumento de creatinina sérica e ypddria; proteinuria; hiponatremia. Nagaetoal, 1992.
Camundongos ddY 60 mg/kg, ip. Aumento do nivel de &cido tiobarbaar Takenata e Goto, 1994.

Ratos Wistar

0,1; 0,33; 1,6 e 3,33 mg/kg, veia
jugular e femoral.

Aumento no FU e reducéo de RFG.

Chanet al, 1997.

tibulo proximal.

Coelhos 5 mM, incubagéo de células do Diminuic&o do nivel de PAH. Molck e Friis, 1997.
tibulo proximal.

Ratos 10 mg/kg, ip. Aumento da peroxidacgéo lipidica renal Adachiet al., 2000.

Babuinos 0,05 mM, incubacéo de células dg Aumento na atividade da enzima gama GT. Machaataadi, 2001.

Ratos Wistar 25 mg/kg, ip. Aumento na atividade de MPO e peragém lipidica, lesdes tubulares. Diniz-Olivestal,
2006a.
Ratos Wistar 27,5 mg/kg, ip. Alteracdes histoldgicas tubulares. Ramirez-Zambranet al,

2007.

Ratos albinos

3,46 mg/kg, vo.

Alteracdes histologicas glomerdardubulares.

Lamfon e Al-Rawi, 2007

Ratos Wistar

125 mg/kg, vo.

Hemorragia intersticial e depésitacdlageno.

Diniz-Oliveirat al, 2009.

Camundongos C57BL/6J

10 e 50 mg/kg, ip.

Aumento na produc¢do de radmaperoxidos.

Kurisaki e Hiraiwa, 2009

Ratos albinos

1,5 mg/kg, ip.

Necrose glomerular e tubular.

Awadallaet al., 2012.

Ratos Wistar

15, 30 e 45 mg/kg, ip.

Niveis aumentados do “stresislativo renal e diminuicdo do
“stress”antioxidante.

Rifaiogluet al, 2013.

Ratos Wistar

30 mg/kg, iv.

Aumento da creatinina, degeneracBol&u e atrofia do glomérulo.

Wet al, 2014.

Ratos Wistar

20 mg/kg, ip.

Aumento na relacdo peso do rim/pesparal, creatinina sérica, NGAL,
degeneracédo glomerular e tubular.

Tanet al, 2015.
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5.2 Efeito do paraquat sobre o peso corporal, pesios rins e pulmdes e ingestdo de agua

Neste estudo, foi observado que a exposicao aef@fiau em uma perda notavel de
peso corporal] mesmo que a intoxicacdo tenha tido duracdo deagpem dia. Resultado
muito semelhante foi relatado por Steial (2015), os quais observaram que camundongos
tratados com PQ (10 mg/kg) apresentaram uma perelatisada de peso, um dia apds a
intoxicacdo. Outros trabalhos da literatura, witido diferentes tempos de intoxicacdo e
doses diversas de PQ, também obtiveram resultadokres (Malekinejadet al, 2014;
Berettaet al, 1981; Greenbergt al, 1978). A perda de peso, por nés observada, fvde
sido consequéncia de alteracdes no equilibrio éienmlitico, uma vez que a mesma foi
acompanhada de uma diminuicdo ingestdo de aguaalém do aumento na excrecao de
sodio e poliaria. De modo semelhante, Hasstaal (1989) também atribuiram a reducéo do
peso corporal a desidratacéo corporal e/ou a redigdngestdo de dgua e alimentos. Por sua
vez, Deyet al (1987) constataram uma diminui¢cdo de 10-15% mswmo alimentar, 24 h
apos a exposicao. Tal efeito, possivelmente, pedsido causado por uma acédo do PQ sobre
as areas cerebrais que controlam a ingestao derdbs(Edmonds & Edwards, 1995).

Muller-Ribeiro et al (2010) chamam a atencg&o para o fato de que cePatdes
neurotoxicas centrais que interferem no mecanisngedie. Estes autores observaram que
ratos expostos ao PQ, submetidos a privacdo depgu24 h, ndo alteraram o consumo de
agua quando comparados com 0s ratos controle,ais opanifestaram uma forte resposta de
ingestdo. Desta maneira, foi proposto que o helbideve agir através de uma via neural que
medeia exclusivamente o comportamento de beber.

A reducdo do peso corporal associada a uma mepgestéo de agua e alimentos
podem também ser consequentes a adinamia indugidd@@. Tal observacao foi verificada
por Fahimet al (2013), em que, ratos Wistar tratados diariampate8 semanas com PQ (10
mg/kg, ip) apresentaram dificuldade de movimentogeducao significativa da atividade
motora.

Ao avaliar o peso relativo dogs e pulmag, foi verificado que o PQ nao afetou, de
forma significativa, o peso de nenhum desses 6rgdasdo comparado ao peso dos 0rgaos
dos ratos que receberam NaCl 0,9%. Com relacaesm @os rins, os dados da literatura sédo
controversos. Assim como em nosso estudo, existamlhos em que nenhuma alteragcéo do
peso dos rins foi detectada (Dikshieh al., 1979; Locket al, 1979; Eckeret al, 1975).
Observacéao oposta foi relatada por Hagtaal (1989) que observaram uma reducdo no peso

dos rins em resposta ao PQ entre 0 1° e 3° diag@eacacao. Mais controverso ainda, foi a
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observacédo de Taat al (2015), os quais verificaram um aumento na rgeEso do rins/peso
corporal. Essa discrepancia entre os resultadasadels, possivelmente, podem ser devido
aos diferentes modelos experimentais usados, caesd® tempo de exposicado variaveis.
Com relacdo ao peso do pulméo, os nossos dado<rarmebtdo em desacordo com a
observacédo de Fishet al. (1975) de que houve um ganho de, aproximadamé¥teio peso
dos pulmdes, apos 24 h de exposi¢do ao PQ. Camtaesque o pulméo é considerado um
dos principais 6rgao-alvo da intoxicacdo por PQof&t al, 2014; Qiaret al, 2014; Liuet

al., 2013;Kimbrough & Linder, 1973) com consequente edemapublr nas primeiras horas

de exposicagNordquistet al, 1995).

5.3 Avaliacéo da funcéo renal

Para investigar os efeitos do PQ sobre a funcéa das ratos nos diferentes grupos
experimentais, amostras de sangue e urina foragtadals 24 h apds a intoxicacgao.

No presente estudo, a concentracdo deeatinina seérica foi elevada
significativamente pelo PQ quando comparada aoogagmtrole. Aumentos similares no
nivel sérico de creatinina, num periodo de 12-2¢ém sendo relatado em outros estudos
com humanos (Mohamest al, 2015a; Robertst al, 2011; Gilet al; 2009; Oreopoulost
al., 1968). Tal alteracdo pode ser justificada poa weterioragdo renal progressiva que seria
um reflexo direto da toxicidade do PQ sobre o oOrdgandet al, 1993), ja que a creatinina
mantida em nivel constante no sangue (¥¥ai., 2014).

Um pequeno aumento na creatinina sérica represemeclinio substancial no RFG
(Endreet al, 2011). Os dados deste estudo mostram que simaaltzente ao aumento da
creatinina plasmatica houve uma quedaRdids apos exposicao ao PQ. A reducédo do RFG
provavelmente foi devido as alteracbes hemodin&mimaais decorrentes da perda de fluidos
(Lock & Ishmael, 1979) ou da reducéo no fluxo sanga glomerular conforme sugerido por
Chanet al. (1997) e Giriet al (1982). Também em consonancia com nossos desi@sp
trabalho recente de Taet al (2015), os quais mostraram que o PQ, em ratésn ae
aumentar a creatinina plasmatica, também aumentoicr@albuminudria. O aumento destes
elementos sdo indicativos de lesdo glomerular. Emipdo tenha sido mensurado, nesse
estudo, uma reducgdo no fluxo plasmético renal (FRiReria indiretamente ser responsavel
pela queda do RFG. Alguns estudos sugerem que jpoB€a alterar o FPR ja que 0 mesmo
foi capaz de reduzir a depuracao do acido paraehipurico (PAH) (Molck & Friis, 1997;

Chanet al, 1997; Lock, 1979; Ecket al, 1975), marcador classico usado para determinacao
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do FPR. Estas observac¢6es indicam que o herbicdda pausar mudancas intrinsecas na
hemodinamica renal (Lock, 1979).

Relatos recentes tém considerado que o rapido danun creatinina, apls a
intoxicacdo com PQ, pode ndo ser exclusivamentedey reducdo do RFG, mas também
consequente a uma demanda energética maior exigldd'stress” oxidativo induzido pelo
PQ, o que potencializaria os danos ao tecido r@éhahamedet al, 2015a; Wysocket al.,
2014).

Uma deficiéncia renal exacerba o acumulo de PQO&ng&os, uma vez que ocorre
reducdo em sua depuracao (Tondtaal, 2006). Esta pode se tornar 10 - 20 vezes menor
(Bismuthet al, 1990) e a concentragéo sérica do PQ pode aurmentaté 5 vezes (Cha
al., 1998). Essa interpretacdo € sustentada pelass daderiormente obtidos por Purser &
Rose (1979) que, apos administrar diferentes ddsd®Q, em macacos, observaram que o
“clearance” renal do herbicida foi elevado nas pimas 10 h, o qual foi reduzido,
acentuadamente, ap6s 14 h, fato sugestivo de ul@acita renal. Esta, entdo, retarda a
eliminacdo do PQ e agrava ainda mais o potencitdsi®m. Cabe ressaltar que o “clearance”
do PQ excede o “clearance” de creatinina quandorgdes renais estdo preservadas (#Vei
al., 2014).

Nesse estudo, as alteragfes nos parametros rebpsesyadas na intoxicacao pelo PQ,
sao caracteristicas de uma injuria renal. Em cdrsmna com nossos resultados, muitos outros
estudos tém relatado que a intoxicacdo aguda poe®a um quadro de IRA (Jet al,
2015; Mohamecet al, 2015b; Pavan, 2013; Kaet al, 2012; Seoket al, 2012; Purser e
Rose, 1979; Oreopoulct al, 1968) caracterizada por um declinio rapido dedo renal
onde se observa aumento da creatinina sérica e goeldFG (Singlet al, 2012).

Ao analisar oFU, verifica-se que o grupo PQ apresentou uma sogmfe diurese
quando comparado ao grupo que recebeu NaCl 0,9%wliiria € uma caracteristica da
intoxicacdo, nas primeiras 24 h, seguida por urdag& do FU as 48 h (Purser & Rose,
1979) e, posteriormente, anuria (Lemtyal, 1982; Kodagodat al, 1973). Acredita-se que
em consequéncia a diurese, ocorra uma reducédo ldme@glasmatico com subsequentes
mudancas hemodinamicas (Claral, 1998).

Um aumento significativo n&Ep,o também foi observado no grupo PQ. Esse
aumento é um reflexo da intensa diurese e da redigd&RFG observados no grupo PQ. O
aumento desse parametro se justifica por ser umévehdiretamente proporcional ao FU e

inversamente proporcional ao “clearance” de crewstin
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O aumento na excrecao urinaria de proteingsroteinaria é um reflexo da alteracéo
na integridade da estrutura glomerular e tubularpfincipais mecanismos responsaveis pela
mesma sao o aumento na permeabilidade dos capipoeserulares e deficiéncia na
reabsorcao de proteinas pelos tubulos proximai&r{ito & Bazzi, 2003). Similarmente ao
observado para outros parametros renais, 0 PQ @raowmm aumento acentuado na excregao
urinéria de proteinas, 24 h ap0s a exposicao. Nessittado estd de acordo com outros dados
ja relatados na literatura. Por exemplo, a ocoraéte proteinudria foi observada em humanos
(Songet al, 2011; Lheureuet al, 1995; Variziet al, 1979). Segundo Nagamd al (1992),

a intoxicacdo de camundongos aumentou a proteidéxi@lo a danos na barreira glomerular
causados por espécies reativas de oxigénio geeatassposta ao PQ.

Pela analise daBEy.+ e FEk+, verifica-se que o PQ aumentou tanto a fragdo de
excrecado do sodio, quanto a de potassio. Estegiede ser devido a uma diminuicdo na
reabsor¢cdo dos mesmos devido a lesdes tubularszmtas pelo PQ. No trabalho de Nagano
et al (1992) foi sugerido que a polidria associadawoento da depuracdo de eletrdlitos se
deve a reducédo de reabsorcdo nos tubulos, prinogoéé, nos tubulos proximais (Seetaal,
2003; Variziet al, 1979) que tém capacidade de acumular PQ ( M®lEkiis, 1997).

A nefrotoxicidade parece ser restrita ou predomaano tibulo proximal onde ocorre
secrecdo do PQ (Ecket al, 1975). Waddell & Marlowe (1980) verificaram q24 h apds a
administracdo intravenosa de PQ, o mesmo se eagangm grandes quantidades nesse
tubulo. Mais tarde, Bairaktagt al (1998), avaliou a urina, por espectroscopia dsagancia
magnética nuclear, de 2 pacientes intoxicados c@n ®om os resultados, os autores
associaram a lesao tubular proximal com proteinlgiosuria, aminoaciddria, aciduria,
fosfatlria e alteracdes na concentracdo eletmlgirica. Cabe enfatizar que as alteragcdes
estruturais interferem diretamente na funcdo nordwa tabulos, ocasionando prejuizos,
principalmente, na regido onde ocorre reabsorcao.

A presenca da enzingama GT na urina € considerada um indicador de lesaoaubul
Em nosso estudo foi constatado que o PQ aumenterecéo urinaria da gama GT, quando
comparada aos grupos que receberam apenas NaCkQ¢g#indo, portanto, a ocorréncia de
dano tubular renal. Resultado similar foi obtido ptachaalaniet al (2001) que relataram,
em babuinos, um aumento na expressdo dessa enzincgl@as tubulares proximais em
cultura incubadas com solucdo de PQ (0,05 mM),90omin, a 37 °C. Os autores ainda
ressaltaram, nesse trabalho, que as células ddot{roximal sdo mais suscetiveis a

toxicidade do PQ em comparacao com células dod(distal.
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Em nosso estudo, o PQ, por si s0, ndo afetGg,@nem Cy,o, quando comparado ao
grupo NaCl (Controle, NaCl 0,9%). Nenhum trabalktatando o efeito do PQ, sobre tais
parametros, foi encontrado na literatura disponikerém, pelos nossos resultados, pode-se
especular que o PQ ndo apresenta efeito signvcati detectavel sobre a reabsorcdo de
agua nos ductos coletores.

A analise histologica dos rinsno presente estudo, mostra que o PQ nao produziu
alteracOes detectaveis, apresentando aspecto ogiciml normal com preservacdo das
estruturas renais semelhante ao observado nodassatos do grupo NaCl (Controle, NaCl
0,9%). Em desacordo com nossa observacgdo, estbalho de Rifaioglet al (2013), os
quais observaram que o PQ (30 mg/kg, 24 h aposidgaigho), em ratos, produziu alteragdes
degenerativas do tdbulo proximal e hemorragia, aniguque na dose de 45 mg/kg, tal
quadro foi agravado pois ainda induziu necrose gtafar. Observacdo semelhante a de
Rifaioglu et al (2013) ja havia sido relatada por Ramirez-Zambetnal, em 2007, onde
verificaram que o PQ (27,5 mg/kg, 24 h p6s-PQ) bim em ratos, induziu necrose tubular
aguda caracterizada por perda da borda apicaldalas epiteliais, que ainda apresentavam
citoplasma vacuolizado e mitocondrias edemaciaflasiazdes para as discrepancias entre
esses trabalhos e os dados obtidos em nosso estad@o compreendidas ja que: i) também
usaram ratos, ii) pelo menos uma das doses utllif@doroxima a por nos utilizada e iii) o
tempo de intoxicacao foi o mesmo (24 h). De qualdoena, as doses usadas pelos autores
foram superiores a por noés utilizada, mesmo cormid® a dose de PQ de 27,5 mg/kg
(Ramirez-Zambranet al,, 2007), comparada a 20 mg/kg (dose utilizada essatrabalho).

A menor dose aqui usada poderia, pelo menos erg, mplicar as discrepancias entre os
dados obtidos.

Em resumo, os resultados até aqui discutidos, amastjue o PQ produz danos na

funcao renal, danos estes, ja instalados 24 haptdexicacao.

5.4 Avaliacdo dos mecanismos envolvidos na toxiciado paraquat

De um modo geral, os mecanismos envolvidos na &pdoa do PQ podem ser
resumidos em reacdes ciclo redox que compreendgragao de anions superéxidos e levam
a formacdo de agentes altamente toxicosxijlacdo do NADPH celulari) peroxidacao
lipidica e iii) inflamacédo (Ranjbar, 2014; Suntrest al, 2002). A geracdo de EROs e a

inflamacdo desempenham um papel crucial no desamaito dos danos teciduais
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induzidos pelo PQ por aumentar a adesao e infiltralg neutrofilos e promover a producgéo e
secrecdo de macrofagos (Toygaal, 2015).

Para investigar o envolvimento de tais mecanisraps nosso estudo, neutroéfilos e
macrofagos no tecido renal foram mensurados, itahivente, através da determinacéo da
atividade das enzimaBlPO e NAG, respectivamente. Inexplicavelmente, a atividade d
MPO renal nao foi detectada em nenhum dos gruppsriexentais, nem mesmo no grupo
NaCl (Controle, NaCl 0,9% apenas). Utilizando pecoto semelhante para dosagem de MPO,
Diniz-Oliveira et al (2006b) observaram que a atividade da MPO focadamente elevada
nos rins de animais expostos ao PQ (25 mg/kgpq)26 h, reflexo indireto da infiltracéo de
leucocitos polimorfonuclearaes no 6rgéo duramgmgéo inflamatoria.

E importante salientar que a técnica utilizadassagem da MPO é capaz de detectar
sua atividade no tecido renal até em animais sadé&s submetidos a qualquer tratamento.
Tal dosagem pode ser conferida em outros trabdPosella, 2010; Diniz-Oliveiraet al,
2006a; Pompermayest al, 2005). Por isso, em nosso estudo, ndo se posiants a
possibilidade de que a enzima MPO, no tecido retemlha sido inativada. Portanto, é
indispensavel que nova dosagem da enzima sejeefei@mostra do mesmo tecido renal que
se encontra armazenado.

A pesquisa, no tecido renal, de atividade da NA@a enzima lisossbmica
intracelular liberada por macréfagos durante o ggsc inflamatério crénico, mostrou que o
PQ néo foi capaz de altera-la, significativamegtendo comparada a atividade no grupo que
recebeu apenas NaCl 0,9%, o que indica ndo haweanpo, o influxo de macréfagos para o
tecido renal na intoxicacdo pelo PQ. Diferentemensmet al (2015) relataram que o PQ
desencadeia um processo inflamatoério que resultareraumento de proteases lisossomais,
entre as quais, a NAG. No entanto, a avaliacadiddade dessa enzima foi feita 48 h apos a
intoxicacdo e ndo 24 h, como em nosso estudo. @aeus-PQ mais prolongado poderia
explicar a diferenca entre os resultados obtidasn @4 h, os danos renais seriam mais
precoces e a migracdo de macrofagos para o rimre aidd teria sido afetada pelo PQ.
Segundo Gillitzer & Goebeler (2001), os macrofagossuem acéo lenta se comparados aos
neutrofilos, por isso, sdo recrutados para o ldaahflamacdo mais tardiamente.

Por fim, a andlise dgeroxidacéo lipidica que € caracterizada por uma deteriorizacéo
oxidativa dos lipideos poliinsaturados (SuntresP2)Omostra uma correlagdo entre a
exposicao ao PQ e o aumento da peroxidacdo, umgueea concentracao de hidroperoxido
lipidico (LOOH), marcador da peroxidacao lipidita, significativamente aumentada apos a

intoxicacdo. Ja em 1975, especulava-se que a peg®o lipidica era um mecanismo
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bioquimico envolvido na toxicidade do PQ (Betsal, 1975) e que as EROs produzidas, em
resposta ao herbicida, reagiam com a membranalifidfoa causando danos celulares e
nefrotoxicidade (Hannemann & Baumann, 1988). Adialmente, Takenata & Goto (1994)
verificaram, em camundongos ddY, que o aumento deoxmlacdo lipidica ocorre
gradualmente e atinge o nivel maximo 12 h aposnairastracdo do herbicida (60 mg/kg).
Diversos outros trabalhos tém reportado o aumeatpedoxidacgéo lipidica em resposta ao
PQ, tantan vivo (Diniz-Oliveiraet al, 2006a; Hauclet al, 2002; Ishiiet al, 2002; Adachet
al., 2000), quanta vitro (Senatoet al, 2004).

Em resumo, a peroxidacdo lipidica, causada pelo pggle desempenhar um
importante papel na disfuncéo renal (Kurisaki &dtira, 2009) podendo correlacionar-se

com as respostas inflamatdrias secundarias ao(@aata & Manabe, 1990).

5.5 Avaliagdo do tratamento com angiotensina (1-7Jos danos renais causados pelo

paraquat

A Ang (1-7) € um peptideo endogeno que desempenhgapel importante na
regulacdo da hemodinamica e funcao tubular reBdig(et al, 2013). Amplamente expressa
nas estruturas renais como tubulos proximais (Wittoal, 2015), tubulos distais e ductos
coletores (Ferrari@t al, 2002), a Ang (1-7) possui niveis intra-renaigutados de acordo
com as necessidades homeostaticas. A maioria @it®setla Ang (1-7) sdo opostos aos
efeitos da Ang Il, mas os seus efeitos renais ranpee se contrapdem aos do octapeptideo
(Simdes e Silva & Flynn, 2012).

No presente estudo, a administracdo de Ang (1ef)sipsd, ndo afetou o FU, nem o
BH. Ja sobre angestdo de aguaa Ang (1-7) teve um efeito paradoxal promovendo u
efeito dipsogénico (aumento) e antidipsogénicougéad) nos grupos NaCl - Ang (110@)e
NaCl - Ang (1-7%0, respectivamente. Tais observacées ndo encontrports na literatura.
Nos trabalhos disponiveis e que relatam o efeité\mig (1-7) sobre a ingestdo de agua foi
verificado que a mesma nao produz qualquer efebvestal parametro (Gironacet al,
2013; Santo®t al, 2003). Resultado similar também foi relatado Pmheiroet al (2009),
em camundongos C57BL/6J Knockout-Mas e C57BL/6ditflle-Mas. No entanto, no grupo
PQ - Ang (1-7)0, comparado ao grupo NaCl - Ang (Ly/)a ingestdo de agua foi totalmente
bloqueada (PQ impediu o0 aumento produzido pela @AnQ) e reduziu a zero a ingestao de

agua basal). Para efeito de comparacao, MulleriRikéeal (2010) relatou que o PQ atenuou
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a acao dipsogénica da Ang Il, quando administrados mesmo tempo por via
intracerebroventricular em ratos.

Com relacdo ad-U e em discordancia com nossos dados, Sagitosl (1996)
verificaram que a Ang (1-7) induziu antidiurese eamtos submetidos a uma sobrecarga
hidrica, a qual estava associada a uma reducéatcldarance da creatinina”. Efeito
antidiurético semelhante foi relatado por Simé&ilea et al. (1998) que observaram que a
infusdo cronica do antagonista de receptor Mas,7®-7%roduziu um aumento dose-
dependente na diurese. Uma possivel razdo past@emhncia entre os trabalhos seria: i) no
nosso trabalho, os ratos estavam com livre acessgua, i) no trabalho de Santes al
(1996), uma sobrecarga de agua foi imposta aosasantes da administracdo de Ang (1-7)
e iii) no trabalho de Simdes e Sileaal (1998), os animais foram implantados com bombas
osmoticas (contendo o A-779), o que implica emréib@o lenta e continua do antagonista, o
que pode levar a resultados distintos pelo asgediaico” da inibicdo dos receptores de Ang
(1-7).

No presente estudo, a Ang (1-7) (50 upg/kg), posGsireduziu oRFG e, como
consequéncia, aumentou a & ja que o FU nado foi afetado, significativamentan
concordancia, esta o trabalho de Saetad. (1996) que observaram que a Ang (1-7) reduziu
0 “clearance” de creatining RFG) em ratos, sugerindo que a Ang (1-7) partiop&ontrole
do balanco hidrico por influenciar a excrecdo deaé Ang (1-7), nas doses utilizadas, ndo
interferiu na queda do RFG produzida pelo PQ. igeate, a Ang (1-7) nao interferiu na
proteinuria eliciada pelo PQ. Estas observacdes sugerem qudaonss na filtracdo
glomerular causados pelo herbicida ndo estao oglados as vias de sinaliza¢do das acfes da
Ang (1-7). No entanto, e contrarios aos nossodtegs, alguns estudos tém mostrado que a
Ang (1-7) reduz o dano glomerular em animais diabgt(Shiet al, 2015; Papinskat al,
2015; Jianget al, 2013) indicando uma influéncia benéfica da mesmsse efeito
renoprotetor parece estar associado a reducao @s gRmet al, 2012), via atenuacao da
atividade da NADPH oxidase, maior fonte de produdé anion superdxido (€) (Benteret
al., 2008) e a uma melhora do processo inflamatdviori( et al, 2014). Apesar de alguns
trabalhos, como o de Gonzaletzal (2002), que mostrou que a administracdo agudende
(1-7) aumenta a producao de tiobarbitdrico, um adoc de dano oxidativo, muitos estudos
tém sugerido que a Ang (1-7) seja um potenciapt&raco em modelos de leséo renal (&hi
al., 2015; Zhenget al, 2015; Moriet al, 2014, Zhanget al, 2014). Em um modelo de
isquemia renal bilateral seguida por reperfus@amainistracdo do agonista AVE099 induziu

uma renoprotecdo significativa, apresentando diigdiauda creatinina sérica e das lesfes
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histologicas, além de uma reducéo do infiltradéamftorio no rim e pulméo (Barrosb al,
2012). Alguns relatos preconizam que a Ang (1-7Jepatenuar a lesdo por aumentar o
“clearance” de creatinina (Zhareg al, 2014) e reduzir alguns parametros renais como a
proteinuria (Silveiraet al, 2013; Gianiet al, 2011; Zhanget al, 2010), fluxo urinario e
fracdo de excrecdo de N@inheiroet al, 2009). Similarmente, a Ang (1-7) perfundida em
rins isolados e intactos de ratos Sprague-Dawleyltcei em um aumento do RFG e da
excrecado de agua e eletrélitos (Hilchey & Bell-@yi] 1995; Dellipizziet al, 1994). Em
consonancia com tais observacdes, a administragaaa do antagonista seletivo de Ang (1-
7), A779, produziu diurese e natriurese em ratematensos e espontaneamente hipertensos
(SHR) (Simdes e Silvat al, 1998). J4 com relacdo ao,Kos dados sdo controversos.
Enquanto Dellipizzet al (1994) relataram que a Ang (1-7) induz caliureseratos Sprague-
Dawley, Pinheircet al. (2009) ndo observaram alteracdo significative@xeecio de Kpor
camundongos C57BL/6J Knockout-Mas quando comparadasxcre¢cdo por C57BL/6J
Wildtype-Mas. Em nosso trabalho, no entanto, a @nRg), por si sO, ndo afetouR&a+ nem
aFEk: nas 2 doses utilizadas. Também ndo modificou ceatomas fracdes de excregao de
Na" e K" induzido pelo PQ. Conjuntamente, os nossos daudtisaim que a Ang (1-7), por si
s6, ou associada ao PQ, sob as nossas condicOes a@outilizagdo de doses Unicas
administradas isoladamente ou apdés um periodo dertotoxicacédo (4 h) com PQ e o curto
periodo de acdo pos-intoxicacao (20 h) pode néf@averecido a deteccao de algum possivel
efeito do heptapeptideo.

Em nosso estudo, Gysm ndo foi afetado pelo PQ e a Ang (147¢r se ou associada
ao PQ também ndo exibiu qualquer efeito sobreatd@rpetro. Porém, a Ang (1-7) (10 pg/kg),
por si s6, tornou &0 Mais negativo quando comparado ao grupo NacCl (GlentNacCl
0,9%) indicando que o peptideo aumenta a reabsde@gua livre. Segundo Ferregial.,
(2006), ratos transgénicos que superexpressam By dpresentam uma menor depuracéo
de agua livre (Goomais negativo), o que esta de acordo com a noseav@gdo. Ainda neste
estudo, foi observado que o efeito da Ang (1-7)pfe@intamente revertido pelo PQ. Pode-se
especular que o PQ interfere com algum dos mecasisgnionados pela Ang (1-7) para
aumentar a reabsorcdo de agua nos ductos coleteséss mecanismos poderiam estar
relacionados a elementos como vasopressina, aguapogradiente medular concentrado,
transporte de soluto no ramo ascendente da algded&, etc. No entanto, uma dessas
possibilidades, um possivel aumento da vasopressioantestada por trabalhos da literatura
que relatam que a Ang (1-7) parece nao influerasariveis plasmaticos desse hormonio. Em

um desses trabalhos (Ferregtaal, 2006) foi verificado que a maior reabsorgéo gigadivre
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em ratos transgénicos que superexpressam Angr(@e/g¢ncontra paralelismo a um aumento
na vasopressina plasmatica. Neste trabalho e Sad®set al. (1996), os niveis plasmaticos
desse horménio ndo se encontram alterados. Nentalnallio fazendo associacdo entre os
outros possiveis mecanismos e a Ang (1-7) foi eénada na literatura.

Conforme ja discutido anteriormente (item 5.4)timidade deMPO renal, de forma
inexplicavel, ndo foi detectada em nenhum dos grgerimentais, nem mesmo no grupo
NaCl (Controle, NaCl 0,9% apenas). Assim, qualguessivel efeito da Ang (1-7) sobre essa
enzima também ndo pode ser avaliado. As possigei®es para a ndo deteccdo da enzima
estdo discutidas no item 5.4.

Neste estudo, a Ang (1-7), por si s6, ou assoca#d#®Q ndo produziu qualquer
alteracdo significativa sobre os niveis renais NIBG. Porém, alguns estudos tém
demonstrado que o eixo EGANg (1-7)-Mas pode influenciar as respostas inflsirias
modulando a migracéo de leucécitos, a liberacacitdeinas e as vias fibroticas (Sileaal,
2013). Desse modo, foi descrita uma capacidadevelotla Ang (1-7) em reduzir tanto a
fibrose renal, via diminuicdo do fator de transBpbigNF-kB (Gianiet al, 2011), como a
expressao de citocinas pro-inflamatorias, como &- a IL-6 (Souza e Costa-Neto, 2012).
Cabe ressaltar que na intoxicacdo por PQ, o NFekBlre as citocinas TN&k€ a IL-6 séricas
estdo elevados (Taat al, 2015; Yanget al, 2013). Nesse estudo, nenhuma citocina,
plasmatica ou renal, foi quantificada. Mas, com®@ ndo causou nenhuma alteracdo da
NAG renal poderia se supor que as citocinas, gahciente renais, também nao teriam sido
afetadas pelo herbicida nas condi¢cdes aqui utdiza&Em contrapartida, deve-se levar em
consideracdo que o método de dosagem da NAG paulesaratdo sensivel e, assim, a
presenca de um pequeno numero de leucOcitos ndoteenal implicaria em pequena
quantidade de enzima, a qual poderia ndo ser ddgeca as citocinas liberadas por um
possivel efeito do PQ talvez pudessem ser detecjadgue os métodos de mensuracdo das
mesmas sdo muito sensiveis. Em face disso, a ficagdio de algumas citocinas se torna
bastante relevante e recomendavel. O mesmo raici@draplica para a auséncia de efeito da
Ang (1-7), nesse estudo.

Pelo que foi discutido até aqui, ficou constatadee @ maioria dos parametros
analisados e que foram afetados pelo herbicidafianam influenciados pela Ang (1-7) sob as
condicdes utilizadas. Por isso, ao avaliar o pessiieito terapéutico do heptapeptideo foi, de
certa forma, surpreendente o fato de que a Ang:(i)-ha dose de 10 pg/kg, blogqueou o
aumento na excrec¢ao urinaria da enzima gama GEitapelo PQ e ii) na dose de 50 pg/kg

inibiu parcialmente o aumento na concentracdo déxmms de lipideo no tecido renal em
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resposta ao PQ. Cabe ressaltar que a Ang (1-dpsede 50 pg/kg (grupo PQ - Ang (567)
ndo teve qualquer efeito sore o aumento da excra@déia da enzima gama GT observado
no grupo PQ. Como na dose de 10 pg/kg a Ang (1e&tnou-se eficaz, poder-se-ia esperar
que na dose de 50 pg/kg, o heptapeptideo aind@ssebalgum efeito sobre a elevacéo,
induzida pelo PQ, na excrecdo urinaria da enzinoaer®, assim como em nosso estudo,
outros trabalhos tém relatado resultados conferdom relacdo a doses de Ang (1-7)
utilizadas. Jiangt al (2013) relataram que a infusdo de Ang (1-7) (0,1,e 11,1 nmol, via
intracerebroventricular), em ratos normotensos &,Sptoduziu efeitos distintos também
dependentes da dose. Nas doses de 1,1 e 11,1anAmad, (1-7) diminuiu a expressao de Ang
Il e receptores AT e os niveis de malondialdeido no cérebro dos asithka ambas as
linhagens. Ao contréario, a Ang (1-7) aumentou aresgfo da enzima superoxido dismutase
somente na dose de 11,1 nmol, sem que a dose aenbllapresentasse ai qualquer efeito.
De forma similar, Zhangt al (2010) ao utilizar diferentes doses de Ang (11244, 288 e
576 pg/kg) em um modelo de glomerulonefrite indaziom anticorpo monoclonal anti-Thy-
1, mostraram que a dose 576 pg/kg foi capaz deemiamo volume urinario e reduzir a
proteinuria observada nesse modelo.

Embora o aumento da enzigama GT urinaria seja um marcador de leséo tubular,
nao podemos descartar a hipotese de que esse autarebtm possa representar um aumento
no “stress” oxidativo. Segundo Radovanogical (2014), em humanos, hd uma correlagédo
entre a gama GT sérica e a deficiéncia cardiovasotionica, onde ocorre disfuncao
endotelial e remodelamento ventricular. Esses higtsl, por sua vez, estédo relacionados com
“stress” oxidativo. Assim, 0s autores sugerem gaemento da atividade da gama GT sérica
pode ser usada como um marcador de aumento des'streidativo em humanos.

E importante lembrar que em nosso estudo foi al@leagama GT na urina € ndo no
soro. A gama GT urindria, acredita-se, tem origebular e, por isso, ndo se pode descartar
gue seu nivel aumentado possa ser indicativo deer@ondo “stress” oxidativo no tecido
renal. Como discutido acima, a Ang (1-7) exibetefantioxidativo, 0 que poderia explicar o
bloqueio do aumento da atividade de gama GT induzédo PQ.

No presente estudo, a Ang (1-7) (50 pg/kg), iniparcialmente o aumento na
concentragdo dbidroperoxido renal induzido pelo PQ. Novamente, o efeito antioxidatdge
Ang (1-7) tem sido confirmado por outros trabalhexsentes. Um deles mostrou que a injuria
renal no diabetes induzido pela estreptozomicinenshorada pela Ang (1-7) de forma dose-
dependente. Os autores atribuiram esse efeito aresngdo do “stress” oxidativo avaliada

pela queda nos niveis de malondialdeido, um maraperoxidacao lipidica (Zharg al,
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2014). Em consonancia, Maet al (2014) verificaram que em camundongos dB/dB @wd
de diabetes tipo 2 que apresenta nefropatia di)eti administracdo de Ang (1-7) através de
bombas osmoticas, por 28 dias, melhorou a nefopati reduzir a inflamacédo, o “stress”
oxidativo, a fibrose e a lipotoxidade renal.

Em conjunto, os dados desse estudo mostram queindB®injuria renal, pois altera
a maioria dos parametros renais avaliados. No entamAng (1-7), sob condi¢des utilizadas
(doses, tempo de tratamento), ndo foi capaz de fitexdia maioria dessas alteragoes.
Contudo, as observacdes de que a Ang (1-7) blogoeaumento da excrecdo urinaria da
enzima gama GT e inibiu, parcialmente, o aument@eataxidacdo lipidica renal induzida
pelo herbicida indicam que tal peptideo pode tereteito protetor em lesdes renais similares

aguelas evocadas pelo PQ.
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6 CONCLUSAO

> O herbicida paraquat induz injaria renal, pois alterou os parametros renais

como filtragdo glomerular e excre¢do de agua eddites;

> A Angiotensina (1-7) ndo foi capaz de modificar a mioria das alteracdes
produzidas pelo paraquat,pois o tratamento com o peptideo ndo produziu gealq
alteracdo sobre os parametros renais, tais coneafirina, excre¢cdo urinaria de

proteinas e eletrdlitos, sob as condi¢des utilizadsse estudo;

> A Angiotensina (1-7) pode exibir um efeito protetorcontra as lesdes evocadas
pelo paraquat,uma vez que bloqueou o amento da excrecéo uridareazima gama
GT e inibiu, parcialmente, o aumento da peroxidagfpaica renal diante da

exposicdo ao herbicida.
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