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RESUMO

JESUS, CPS. Avaliacao da protecdo do nebivolol contra as alteracdes redox na bexiga
induzidas pela ciclofosfamida. Tese de mestrado em Farmacologia- Faculdade de Medicina,

Universidade de Sao Paulo. Ribeirdo Preto, 2023.

A ciclofosfamida é um medicamento antitumoral da classe das mostardas
nitrogenadas. E um pré-farmaco que, ao ser metabolizado no figado, torna-se ativo. No
entanto, o metabolismo hepético dessa mostarda nitrogenada também gera a acroleina, um
metabolito tdxico que é responsavel pela toxicidade da ciclofosfamida em diferentes érgaos,
incluindo a bexiga onde promove cistite hemorragica. Por esse motivo, o tratamento com a
ciclofosfamida requer o uso prévio de um agente citoprotetor. O aumento da producdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) com consequente desequilibrio redox é o principal
mecanismo pelo qual a acroleina promove seus efeitos citototoxicos. O nebivolol é um B-
bloqueador de terceira geragdo amplamente utilizado no tratamento da hipertenséo arterial.
Esse farmaco possui efeitos adicionais ao bloqueio seletivo dos receptores B1 que incluem
acOes antioxidantes. Uma vez que 0 aumento do estresse oxidativo é o mecanismo central
pelo qual a ciclofosfamida promove seus efeitos citotoxicos e considerando que o nebivolol
atua como antioxidante, a hipdtese deste estudo é a de que o nebivolol ir& prevenir as
alteracdes do estado redox promovidas pela ciclofosfamida na bexiga. Camundongos machos
C57BL/6 adultos (20-25 g) com idades entre 6 a 8 semanas foram distribuidos aleatoriamente
em 4 grupos: controle, ciclofosfamida, nebivolol e nebivolol-ciclofosfamida. Os
camundongos foram tratados por 5 dias com o nebivolol (10 mg/kg/dia, gavagem) sendo que
a Ultima dose do B-bloqueador foi administrada 1h antes da injecdo de ciclofosfamida (300
mg/Kkg, i.p.). Apés as 24h da administracdo da ciclofosfamida, os animais foram eutanasiados
para a coleta da bexiga, rins, timo e sangue. O nebivolol preveniu o aumento da producdo de
superoxido (O2") induzido pela ciclofosfamida na bexiga. Resultado semelhante foi obtido no
cortex renal e timo, que séo 6rgdos alvo dos efeitos toxicos promovidos pela ciclofosfamida.
A ciclofosfamida induziu aumento da lipoperoxidacdo na bexiga, cortex renal e timo, sendo
essas respostas prevenidas pelo tratamento com o nebivolol. No entanto, a ciclofosfamida nao
promoveu lipoperoxidacao sistémica. Houve reducdo nos niveis de glutationa (GSH) reduzida
na bexiga dos animais tratados com ciclofosfamida, mas o tratamento com nebivolol n&o

preveniu essa resposta. Ocorreu aumento nos niveis de nitrito na bexiga dos animais tratados



com nebivolol e ndo houve diferenca entre os grupos tratados com ciclofosfamida. Houve
aumento na atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) na bexiga dos animais tratados
com nebivolol e redugdo nos tratados com ciclofosfamida em relagdo ao grupo controle,
contudo o nebivolol preveniu a reducdo causada pela ciclofosfamida. O nebivolol nao
preveniu a reducdo do volume urinédrio e a alteracdo do perfil miccional induzidas pela
ciclofosfamida. A ciclofosfamida promoveu aumento da razdo bexiga/peso corporal
evidenciando edema, mas essa resposta ndo foi reduzida pelo nebivolol. Ao fazer a curva
concentracdo resposta com carbacol, foi observado o aumento da contracdo na bexiga apenas
no grupo ciclofosfamida, demonstrando a protecdo do nebivolol. N&o houve diferenca entre
0s grupos apos a administracdo do KCI. Somente o grupo ciclofosfamida teve uma contracdo
acentuada com o estimulo de campo elétrico. Em relagdo a cistometria, pudemos observar o
aumento da contratilidade da bexiga somente no grupo ciclofosfamida, a partir tracado
cistométrico associado a elevacdo na frequéncia miccional e a diminuigdo entre intervalos de
micgdo, que o nebivolol preveniu com sucesso, ao normalizar esse padrdo em relagdo aos
controles. O grupo tratado com ciclofosfamida também teve a perda da complacéncia da
bexiga e a perda da presséo para urinar. O nebivolol potencializou a pressé@o limiar no grupo
NEB+CYP em relacdo aos demais grupos. As tiras utilizadas nos experimentos foram pesadas
mas ndo tiveram diferengas significativas.Concluimos que o nebivolol preveniu o aumento da
producdo de ERO, da lipoperoxidacao e contracdo induzidos pela ciclofosfamida na bexiga e
em outros tecidos (rim e timo) que sdo alvos dos efeitos citotoxicos promovidos pela
ciclofosfamida. A reatividade a cistometria na bexiga nos mostrou que os tecidos lesados pela
ciclofosfamida tem uma maior contracdo em relacdo aos controles e o nebivolol conseguiu
prevenir essa acdo.No entanto, o B-blogueador ndo preveniu o edema e as alteracbes do
padrédo miccional induzidas pela ciclofosfamida, sugerindo que essas respostas ocorrem por

mecanismos independentes da producao de ERO.

Palavras-chave: EROS; Nebivolol; Ciclofosfamida; Cistite; Bexiga.



ABSTRACT
JESUS, CPS. Evaluation of nebivolol protection against redox changes in the bladder

induced by cyclophosphamide. Master's thesis in Pharmacology - Faculty of Medicine,
University of S&o Paulo. Ribeirdo Preto, 2023.

Cyclophosphamide is an antitumor drug belonging to the class of nitrogen mustards. It
is a prodrug that becomes active after metabolism in the liver. However, hepatic metabolism
of this nitrogen mustard also generates acrolein, a toxic metabolite responsible for
cyclophosphamide toxicity in various organs, including the bladder, where it induces
hemorrhagic cystitis. For this reason, cyclophosphamide treatment requires prior use of a
cytoprotective agent. The increase in reactive oxygen species (ROS) production with
consequent redox imbalance is the main mechanism by which acrolein promotes its cytotoxic
effects. Nebivolol is a third-generation B-blocker widely used in the treatment of
hypertension. This drug has additional effects beyond selective B1 receptor blockade,
including antioxidant actions. Since increased oxidative stress is the central mechanism by
which cyclophosphamide promotes its cytotoxic effects, and considering that nebivolol acts as
an antioxidant, the hypothesis of this study is that nebivolol will prevent the redox state
alterations promoted by cyclophosphamide in the bladder. Adult male C57BL/6 mice (20-25
g) aged 6 to 8 weeks were randomly assigned to 4 groups: control, cyclophosphamide,
nebivolol, and nebivolol-cyclophosphamide. The mice were treated for 5 days with nebivolol
(10 mg/kg/day, gavage), with the last dose of the B-blocker administered 1 hour before the
cyclophosphamide injection (300 mg/kg, i.p.). After 24 hours of cyclophosphamide
administration, the animals were euthanized for bladder, kidney, thymus, and blood
collection. Nebivolol prevented the increase in superoxide (O2™) production induced by
cyclophosphamide in the bladder. A similar result was obtained in the renal cortex and
thymus, which are target organs of the toxic effects promoted by cyclophosphamide.
Cyclophosphamide induced an increase in lipid peroxidation in the bladder, renal cortex, and
thymus, and these responses were prevented by treatment with nebivolol. However,
cyclophosphamide did not promote systemic lipid peroxidation. Reduced glutathione (GSH)
levels in the bladder of cyclophosphamide-treated animals were reduced, but nebivolol
treatment did not prevent this response. There was a reduction in nitrite levels in the bladder
of cyclophosphamide-treated animals, and nebivolol did not prevent this effect. There was an
increase in superoxide dismutase (SOD) enzyme activity in the bladder of nebivolol-treated

animals and a reduction in those treated with cyclophosphamide compared to the control



group; however, nebivolol prevented the reduction caused by cyclophosphamide. Nebivolol
did not prevent the reduction in urinary volume and the alteration of micturition profile
induced by cyclophosphamide. Cyclophosphamide induced an increase in bladder/body
weight ratio, indicating edema, but this response was not reduced by nebivolol. When
constructing the concentration-response curve with carbachol, an increase in bladder
contraction was observed only in the cyclophosphamide group, demonstrating the protection
of nebivolol. There was no difference between the groups after the administration of KCI.
Only the cyclophosphamide group exhibited a pronounced contraction with electrical field
stimulation. Regarding cystometry, we were able to observe an increase in bladder
contractility only in the cyclophosphamide group, as evidenced by the cystometric tracing
associated with an elevation in micturition frequency and a decrease in micturition intervals,
which nebivolol successfully prevented by normalizing this pattern compared to the controls.
The cyclophosphamide-treated group also experienced a loss of bladder compliance and a loss
of pressure to urinate. Nebivolol enhanced the threshold pressure in the NEB+CYP group
compared to the other groups. The strips used in the experiments were weighed but showed
no significant differences.

In conclusion, nebivolol prevented the increase in ROS production and lipid peroxidation
induced by cyclophosphamide in the bladder and in other tissues (kidney and thymus) that are
targets of the cytotoxic effects promoted by cyclophosphamide. The reactivity and cystometry
in the bladder revealed that the tissues damaged by cyclophosphamide exhibited higher
contractions compared to the controls, and nebivolol was able to prevent this effect. However,
the PB-blocker did not prevent the edema and micturition pattern alterations induced by
cyclophosphamide, suggesting that these responses occur through mechanisms independent of
ROS production.

Keywords: EROS; Nebivolol; Cyclophosphamide; Cystitis; Bladder.
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1.Introducéo

O céncer compreende um grupo de mais de 100 doengas caracterizadas pelo
crescimento desordenado de células capazes de se espalhar entre tecidos e 6rgaos adjacentes
as estruturas inicialmente afetadas em humanos (BATISTA,2015). Uma neoplasia ocorre
devido a eventos moleculares de vérias etapas, multifatoriais que envolvem interacdes entre
0s genes e 0 ambiente de um organismo por meio de um processo chamado carcinogénese
(BLACKADAR, 2016).

Os farmacos antineoplasicos sao classificados de duas maneiras principais: de acordo
com sua estrutura quimica e funcdo em nivel celular, e de acordo com suas caracteristicas
especificas do ciclo celular. A primeira os divide em seis grupos: agentes alquilantes
(ciclofosfamida, dacarbazina, ifosfamida); antimetabdlitos (metrotexato e mercaptopurina);
antibidticos anticancerigenos (doxorrubicina e bleomicina); alcaldides vegetais (vincristina e
paclitaxel); muitos agentes (hidroxicarbamida) e horménios e antagonistas hormonais
(estrogénios e antiestrogénios) (SOARES,2010).0s quimioterapicos tém como objetivo atacar
as células cancerigenas, mas devido a sua baixa especificidade e alta toxicidade, podem
atingir tanto regides-alvo quanto outras ndo afetadas pela doenga, originando um nimero de
efeitos colaterais associados ao farmaco (SILVA,2010).Dentre eles, os mais comuns sao: dor,
nauseas e vomitos, queda de cabelo, alteracdes de peso, fadiga e ansiedade (SALCI,2009).

Os agentes alquilantes sdo farmacos antineoplasicos independentes do ciclo celular
que atuam sobretudo pela ligacdo de grupos alquilo a vérias partes do DNA. Isto resulta na
formacdo de ligacdes cruzadas no DNA, levando a inibicdo da replicacéo e a danos no DNA.
O efeito geral é a morte das células cancerigenas. Um dos principais farmacos utilizados na
classe de alquilantes, é a ciclofosfamida, que também aparece como medicamento de escolha

em imunossupressores e imunoterépicos (RENAME,2022).
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Figura 1- Mecanismo de acdo das mostardas Nitrogenadas.

As mostardas nitrogenadas tal qual outros agentes alquilantes tém como principal sitio de alquilacdo no DNA a
posicdo N7 da guanina, porém outras bases podem ser menos extensivamente alquiladas, como a adenina nas
posi¢cdes N1 e N3, a citosina no N3 e a guanina no O6, assim como grupos fosfatos e proteinas associadas ao

DNA (MORAES,2016)

O mecanismo de acéo da ciclofosfamida envolve a alquilagdo do DNA da célula ao se
vincular com o 4tomo de nitrogénio que ocupa a posi¢do 7 da guanina, passivel a formacdo de
ligacdo covalente, interferindo na sua divisdo celular. A ciclofosfamida é um pro-farmaco,
pois precisa passar por oxidacdo hepéatica no carbono de posicdao 4 (P-N) para formar o
metabolito intermediario 4-hidroxiciclofosfamida através da isoenzima do citocromo P450,
também resultando na producdo da aldofosfamida, tornando-se ativa. A aldofosfamida é
quimicamente instavel, passa pela eliminacdo do grupo fosforil a partir da enzima aldeido
desidrogenase, formando a carboxifosfamida, que apresentam atividade antitumoral (mostarda
nitrogenada) (SANTQOS,2017). Porém essa reacdo também gera produtos tdxicos como a
acroleina, que estd diretamente relacionada ao desequilibrio redox, causando danos ao
aumentar os niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO) na bexiga assim como em outros
tecidos (KORKMAZ et al., 2007; IQUBAL et al., 2019).
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Figura 2 - Metabolismo da ciclofosfamida.

O metabolismo hepatico da ciclofosfamida é complexo e envolve varios passos reacionais que geram
intermedi&rios tdxicos e atoxicos. Na primeira etapa do metabolismo as CYPs convertem a ciclofosfamida em 4-
hidroxi-ciclofosfamida que é em seguida transformada em aldofosfamida pelas CYP3A4/A5. A partir da
aldofosfamida é formada a mostarda fosforamida que apresenta a¢éo farmacolégica. A aldofosfamida pode ainda
gerar produtos ndo téxicos (carboxifosfamida e mostrada nitrogenada) e produtos téxicos (acroleina) (adaptado

de Iqubal et al., 2019). CYP: enzimas da familia do citocromo P450; ERO: espécies reativas de oxigénio.

As células possuem mecanismos para manter a homeostase redox entre a producdo de
ERO e as defesas antioxidantes (BURTON; JAUNIAUX, 2011; SAEIDNIA; ABDOLLAHI,
2013). As ERO em condicdes fisioldgicas sdo geradas principalmente no metabolismo
oxidativo das células, formando o anion superoxido (Oz + e- — Oz ) que pode reagir com 0
oxido nitrico (NO) para formar peroxinitrito (ONOO-), o perdxido de hidrogénio (O2 + e- +
2H+ — H202) e a hidroxila (H202 + e-— OH + OH) (SILVA,2010). As defesas antioxidantes
incluem as enzimas superdxido dismutase (SOD), glutationaperoxidase (GPx) e catélase, e
outras ndo enzimaticas, como a glutationareduzida (GSH) (SILVA,2010). A enzima SOD é a
primeira a combater os radicais livres, ela age dismutando o anion superoxido a H202
(BARBOSA,2010). As enzimas catalase e GPx se integram para impedir o acimulo de H202,
que possibilita, por meio das reagdes de Fenton e Haber- Weiss, a geracdo do radical hidroxila

(OHe) contra o qual ndo existe defesa enzimatica. A GPx reduz o peroxido de hidrogénio a
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agua, no entanto o faz a custa da conversdo da glutationa reduzida em oxidada. Assim, é
fundamental a acdo da glutationaredutase, responsavel pela recuperacdo da GSH,
possibilitando a manutencdo da integralidade do ciclo redox da glutationa e,
consequentemente, do equilibrio adequado entre os sistemas de protecéo enzimatico (ROVER
et al, 2001). No entanto, quando a producdo de ERO supera a capacidade antioxidante da
célula, radicais livres modificam e prejudicam diversas moléculas celulares, como DNA,
RNA, proteinas e lipidios (VERBEKE, 2011). A peroxidagdo lipidica aumenta a
permeabilidade das membranas celulares, podendo levar a apoptose. A oxidacdo do DNA
gera a 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina, gerando mutacOes e promovendo o processo de
carcinogénese (SOSA et al., 2013).

E importante ressaltar que a enzima nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
[NAD(P)H] oxidase desempenha importante fungdo na mediagdo dos efeitos toxicos da
ciclofosfamida na bexiga, ja que foi identificado um aumento da expressdao de suas
subunidades, que atuam como fonte de geracdo de ERO (CHEN et al., 2010).A NADPH
oxidase (NOX)é utilizada por enzimas como doadora de elétrons para gerar superéxidos ao
catalisar a producdo de Oz~ pela redugdo de Oz, (202 + NADPH — 202" + NADP* + HY)
(SALAZAR,2018). A NOX, possui sete membros envolvidos em diversas funcbes
fisiol6gicas humanas essenciais que se diferem de acordo com sua distribuicdo celular e
tecidual, mecanismo de ativacdo ou sistema regulatério. As subunidades cataliticas sdo
classificadas em Nox1, Nox2 (ou gp9lphox), Nox3, Nox4, Nox5 e Duoxl e Duox2
(RODINO-JANEIRO et al., 2013; VERMOT et al., 2021). A via PI3K / AKT / mTOR é uma
via de sinalizacdo intracelular importante na regulacdo do ciclo celular. Portanto, esta
diretamente relacionado a quiescéncia celular, proliferacdo e cancer. A ativacdo do PI3K
fosforila e ativa 0 AKT, localizando-o na membrana plasméatica. Em estudos abordando a
disfuncdo da bexiga, a via de sinalizacdo PI3K/Akt mediou a ativacdo de Nox2 induzida pelo
fator de interagdo com TG e 0 aumentou a producdo de superdxido (SHIMADA et al., 2012;
ALEXANDRE et al.,, 2016; SUNG et al., 2016; VERMOT, 2021). A acroleina, teve sua
participacdo aparente no desequilibrio redox pelo seu poderoso efeito depletor sobre as
enzimas antioxidantes, incluindo glutationa-S-transferase (GST), SOD e catalase (MOGHE
ET AL., 2015). Weietal (2012) demonstrou que ciclofosfamida (100 mg/kg) induz estresse
oxidativo por meio do aumento de malondialdeido e de Oxido nitrico e, diminui¢do da
atividade da catalase e da SOD em camundongos. A ciclofosfamida também induz

cardiotoxicidade, urotoxicidade e genotoxicidade em camundongos, além de
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induzir aberragdes cromossomicas (SEKEROGLU V.; AYDIN; SEKEROGLU Z, 2011).

O aumento do estresse oxidativo regula direta e/ou indiretamente a expressao,
estrutura e localizacdo subcelular de genes pré-inflamatorios. Esse cenario € observado no
efeito toxico da ciclofosfamida em varios tecidos nos quais o0 aumento da producdo de ERO
foi concomitante ao aumento da expressdo de proteinas pré-inflamatérias (TRIPATHI e
JENA, 2010; CHEN et al., 2014). O radical OHe ¢ capaz de ativar o fator o NF- kB, envolvido
na cascata de sinalizacdo da inflamacéo ao se ligar a regides especificas do DNA e induzir a
transcricdo de varios genes de proteinas pré-inflamatorias, o que potencializa o efeito da
acroleina na lesdo da bexiga urinaria (KORKMAZ et al., 2007; SAEIDNIA; ABDOLLAHI,
2013). O peroxido de hidrogénio também age controlando a sinalizacdo e a proliferacao
celular, porém, quando produzido em altas concentragcdes pode dar inicio a apoptose e necrose
celular (ABDOLLAHI, 2012).

De acordo com Germanas e Pandya (2002), a cistite hemorragica é um efeito colateral
bastante conhecido e o principal sintoma de intoxicacdo por ciclofosfamida. O urotélio é uma
barreira entre a urina e a bexiga urinaria que adquire enorme importancia devido ao seu papel
de destaque na fisiopatologia da disfungdo da bexiga (BURY MI,2014). Como a acroleina
interage diretamente com as células uroepiteliais, provocando aumento de EROs e/ou NF-kB,
ela eleva também a expressdo de citocinas e de 0xido nitrico sintase induzivel (iNOS) local. A
INOS produz grande quantidade de NO favorecendo a producdo de peroxinitrito (ONOO-)
potente oxidante capaz de oxidar lipideos de membrana e causar dano ao DNA da célula
(KORKMAZ et al., 2007). Essas reacfes criam uma condicdo de inflamacdo da parede da
bexiga com hemorragia, danificando o musculo detrusor ao induzir a apoptose
urotelia(HALDAR,2014). Seus principais sintomas sdo caracterizados pela presenca de
macro e micro hematuria, dor suprapubica e aumento da frequéncia urinaria (bexiga
hiperativa) (MANIKANDAN et al., 2010). Além de danos diretos ao urotélio, outros estudos
demonstraram que o aumento de ERO causa modifica¢fes nas fibras colagenas, elevando sua
presenca e espessamento na camada muscular da bexiga e aumentando a densidade do tecido
neural (VALE,2019). O aumento da sintese de proteinas pré-inflamatérias como iNOS, IL-6 e
TNF-o também ¢ um mecanismo pelo qual a ciclofosfamida induz cistite (YILDIRIM et al.,
2004; TOPAL et al., 2005; TRIPATHI e JENA, 2010; CHEN et al., 2014). Assim como as
infiltracbes de macr6fagos cooperariam para o processo inflamatério descrito na bexiga, uma
vez que aumento dessas células foi relatado em outros tecidos em resposta a ciclofosfamida
(ABRAHAM e RABI, 2011; ABRAHAM e ISAAC, 2011b; GOUDARZI et al.,

18



2017). O musculo detrusor € um musculo liso da parede da bexiga urinéria que durante a
miccdo, tem atuacdo da acetilcolina nos receptores muscarinicos M2 e M3, que geram a
contracdo expulsando a urina da bexiga (ANDERSSON, 2004; VALE, 2019). As fibras
nervosas simpaticas presentes na bexiga liberam noradrenalina que atua nos receptores 2 e
B3 adrenérgicos, induzindo o relaxamento do musculo detrusor (YAMAGUCHI et al., 2007).
A ativacao dos receptores 3 adrenérgicos gera relaxamento da bexiga, secundaria a ativagdo
da adenilciclase e formacdo de monofosfato ciclico de adenosina (NOMIYA,2014). Os
farmacos a-blogqueadores apresentam efeito de melhora dos sintomas relacionados a bexiga
hiperativa, porém com poucos estudos que justifiquem sua aplicacdo clinica(CHANG, 2008).
Camundongos expostos a ciclofosfamida sofrem alteracbes no comportamento miccional,
caracterizado por um grande niamero de pontos urinarios e pequenos volumes urinarios, o que
€ consistente com 0s registros cistométricos mostrando aumentos na frequéncia miccional e
contragdes ndo miccionais, comprovando uma disfuncdo do trato urinario (EVERAERTS et
al, 2010; OLIVEIRA et al, 2018). Os medicamentos de primeira escolha para o tratamento da
bexiga hiperativa sdo os da classe farmacoldgica dos anticolinérgicos, cujas reacdes adversas
mais comuns Sd0 a xerostomia e a constipacdo, que terminam por prejudicar a adesdo ao
tratamento. Atualmente no Brasil, também é utilizado o mirabegrona, um agonista dos
receptores adrenérgicos do tipo beta-3 indicado para o tratamento sintomético da urgéncia
miccional, aumento da frequéncia de micgdes e incontinéncia de urgéncia em adultos com
sindrome da bexiga hiperativa (BH).

Do ponto de vista tedrico, um agente citoprotetor ideal seria aquele que pudesse
manter a intensidade relativa da dose quimioterépica, protegendo um espectro mais amplo de
Orgaos e tecidos do maior numero possivel de agentes quimioterapicos, mantendo a atividade
antitumoral e apresentando a menor toxicidade intrinseca. Os agentes quimioterapicos podem
afetar muitos Orgaos e tecidos. A toxicidade desses quimioterapicos pode ser considerada o
principal fator limitante no tratamento do cancer. Atualmente, trés medicamentos
citoprotetores estdo disponiveis no Brasil: dois deles sdo especificos, um para a protecéo ao
coracdo (Dexrazoxane- reduzindo a incidéncia e severidade da cardiopatia associada a
administracdo da doxorrubicina) e outro, de vias urinarias (Mesna- Profilaxia da cistite
hemorragica induzida pela ifosfamida e ciclosfosfamida) ; e um de amplo espectro de
protecdo (Amifostina- Para reduzir a toxicidade cumulativa associada a administracdo de
cisplatina e alquilantes) (SOUZA,2000).

O mesna reduz a incidéncia da cistite hemorragica induzida pela ciclofosfamida

19



e ifosfamida, porém ele ndo previne ou reduz outras reacfes adversas relacionadas a estes
agentes alquilantes. O mecanismo de protecéo esta associado a reacao de um radical sulfidrila
livre do mesna com a acroleina, dando origem a um produto estavel e ndo tdxico que pode ser
eliminado pela urina. O mesna é capaz ainda, de bloquear e estabilizar a metabolizacdo do
alquilante na bexiga, prevenindo assim, a formacdo adicional de acroleina. A dose de mesna
utilizada é, em geral, 20% da dose de ifosfamida e 100% da ciclofosfamida (BATISTA,2002).
No entanto, 0 mesna ndo evita ou diminui as agdes toxicas da ciclofosfamida em outros
orgaos (MATZ e HSIEH, 2017), tornando-se pertinente a avaliacdo de farmacos que possuam
acao citoprotetora de amplo espectro.

O desenvolvimento de agentes citoprotetores tem permitido a elevacdo das doses
terapéuticas quimio e/ou radioterapicas, sem comprometer a acao anti-tumoral, melhorando a
sobrevida e a qualidade de vida dos pacientes. Trata-se de uma nova modalidade terapéutica,
ainda com muitos elementos a serem desenvolvidos, mas que, certamente, podera dar suporte
as terapéuticas mais intensas e, potencialmente, mais toxicas (SOUZA, 2000).

O nebivolol ¢ um antagonista dos receptores B-adrenérgicos de terceira geracdo com
alta seletividade para os receptores f1-adrenérgicos, que previne a agregacdo plaquetaria e
adesdo de mondcitos devido a sua atividade vasodilatadora resultante da estimulacdo da
secrecao de NO pelo endotélio vascular. Ao diminuir a resisténcia vascular, o nebivolol induz
um aumento do volume sistolico, o que possibilita a retencdo do débito cardiaco apesar do
efeito ino- e cronotropico negativo. Este farmaco é amplamente utilizado na farmacoterapia
da hipertensdo grave e seu metabolismo por hidroxilacdo aromatica é condicionado ao
polimorfismo  genético  oxidativo  dependente CYP2D6 (WROBEL, 2019).
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Figura 3 - Mecanismo de acdo do Nebivolol nas células endoteliais e do musculo liso pelos receptores beta-
adrenérgicos.

Na vasculatura (esquerda), a ativagdo de B1,2,3-ARs estimula a conversdo de 6xido nitrico (NO) de L-arginina
(L-Arg) por eNOS nas células endoteliais. A ativacio de B1,2,3-ARs nas células musculares lisas estimula a
adenil ciclase resultando na elevacdo de AMPc e na ativagdo de PKA. A PKA também pode causar vasodilatacdo
ao diminuir [Ca®*]i. Nos midcitos cardiacos (direita), a ativagdo de B1,2-ARs estimula a contratilidade via
sinalizacdo cCAMP-PKA. A PKA pode aumentar a [Ca?*]i estimulando o canal de célcio dependente de voltagem
do tipo L (LTCC) na membrana celular e ativando o receptor de rinadina (RyR) no reticulo sarcoplasmético
(SR). A ativacéo mediada por PKA da ATPase de calcio SR (SERCA) aumenta a carga de armazenamento de
SR e, assim, aumenta a contragdo (adaptado de VANHOUTTE, 2012).

O nebivolol possui efeitos adicionais como a producdo de NO via ativacdo de
receptores P3-adrenérgicos, inibicio da NADPH oxidase e eliminagdo direta de Oz,
reduzindo a producdo de ERO, diminuindo o grau de lipoperoxidacdo e dano tecidual
(OELZE et al., 2006; MAFFEI, 2009; SERG et al., 2012; WANG et al., 2017;CERON et al.,
2013;DO VALE et al., 2018). Ao diminuir a degradacdo do NO, contribui assim para o
aumento da sua biodisponibilidade, complementando a acdo antioxidante (IGNARRO, 2004).
Esse farmaco possui alta lipofilicidade e centros quirais, ou seja, seu principio ativo existe
como L- e D-enantidmeros. O D-nebivolol tem uma afinidade 175 vezes maior pelos
receptores Bl do que o L-nebivolol e, portanto, é o principal responsavel pelos efeitos
cardiacos. Enquanto o L-nebivolol medeia principalmente a liberacdo de NO derivado do
endotélio. Sua atividade anti-hipertensiva € eficaz e possui meia vida longa em comparacéao

com outros medicamentos, como o atenolol. Isso contribui para uma maior adesdo do paciente
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pela menor administracdo do farmaco (OLAWI,2019). Em um trabalho publicado por
Altunkaynak-Camca (2020), ratos pré- tratados com nebivolol (0,4 mg/kg) tiveram
citoprotecéo por supressdo do aumento ERO e de niveis de IL-6, melhorando entdo a resposta
contrétil a varios estimulantes nas tiras da bexiga isoladas de ratos expostos a lesdo de lesdo
de reperfusdo. Ilhan et al. (2004) relataram que o tratamento com nebivolol preveniu
significativamente a deplecdo da atividade da SOD e ativou enzimas antioxidantes,
demonstrando um efeito consideravel do nebivolol como um potente eliminador de radicais
livres, no estado neuroldgico, bioquimico e histopatolégico na medula espinhal em coelhos.
Rakhmatullaeva et al. (2003) avaliaram a influéncia do nebivolol nos processos de
peroxidacdo lipidica e metabolismo lipidico em pacientes com hipertensdo arterial. A
peroxidacdo lipidica foi determinada nos eritrécitos, os niveis lipidicos foram definidos no
sangue da veia pérvia antes e apés a terapia com nebivolol. Eles demonstraram que a terapia
com nebivolol suprimiu a peroxidacéo lipidica e ativou as enzimas antioxidantes.

A terapia oncoldgica tem caracteristica intervencionista onde doses de quimioterapicos
(isolados ou combinados) cada vez maiores tem sido usadas na tentativa de vencer a
resisténcia primaria das neoplasias. Nesse contexto, a toxicidade e os efeitos colaterais
associados ao uso dos antitumorais passam a ter um papel importante, podendo comprometer
a sobrevida e a qualidade de vida do paciente. O uso de agentes citoprotetores permite o
aumento das doses terapéuticas dos quimioterapicos sem comprometer a acao antitumoral
desses farmacos, melhorando assim a sobrevida e a qualidade de vida dos pacientes. Trata-se
de uma modalidade terapéutica, ainda com muitos elementos a serem desenvolvidos, mas que,
certamente, podera contribuir para a terapia com quimioterapicos. Dessa forma a avaliagdo de
farmacos com potencial citoprotetor é de interesse. Considerando que o efeito citotdxico da
ciclofosfamida tem como mecanismo central a geragcdo de ERO e que o nebivolol possui a¢éo
antioxidante atuando por um mecanismo diferente do mesna, a hipétese do presente estudo é
de que o nebivolol ir4 prevenir as alteracbes do estado redox vesical causadas pela

ciclofosfamida por meio de seus efeitos pleiotropicos.
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2.0Dbjetivos

2.1 Objetivos gerais:

O presente estudo foi delineado de forma a investigar os mecanismos envolvidos na acéo

citoprotetora do nebivolol em relacdo aos danos causados pela ciclofosfamida na bexiga.

2.2 Objetivos especificos:

Avaliar o aumento da producdo de ERO na bexiga, rim e timo causado pela
ciclofosfamida e o possivel efeito antioxidante do nebivolol.

Avaliar se 0 nebivolol previne os danos causados pela ciclofosfamida nas defesas
antioxidantes.

Avaliar se o nebivolol previne o edema induzido pela ciclofosfamida

Avaliar se o nebivolol previne as alteracbes miccionais induzidas pela ciclofosfamida.
Avaliar se o nebivolol atuaria como citoprotetor prevenindo a perda da funcionalidade

da bexiga ap06s as lesGes causadas pela ciclofosfamida.
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3.Métodos

3.1. Animais:

Foram utilizados camundongos machos C57BL/6 adultos, com idades médias entre 6 e 8
semanas (20-22 g), provenientes do Biotério Central do Campus da USP de Ribeirdo Preto.
Durante o tratamento 0s animais permaneceram no Biotério de Manutencdo da EERP/USP
que possui temperatura controlada por ar condicionado tipo slipt (20-22°C), ciclo automatico
claro/escuro de 12h com livre acesso & agua e racdo. Os camundongos permaneceram em rack
ventilada (AL21, Alesco, Brasil) mantidos em grupos de 8 em mini-isoladores de polissulfona
(modelo Ventlife, ALESCO, Brasil) com area de 1.632 cm? (48 cm x 34 cm x 21 cm) tendo
cama de maravalha trocada 2 vezes por semana. Os animais foram pesados no inicio e
término do protocolo experimental, assim como o consumo de &agua e racdo. Os
procedimentos e protocolos estdo em acordo com a legislacdo vigente do Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e foram aprovados pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da EERP/USP (protocolo 20.1.304.22.2).

3.2. Grupos Experimentais:

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos: 1) Controle: animais
receberam gavagem de solucdo de carboximetil celulose (veiculo do nebivolol) por 5 dias e
injecdo intraperitoneal de salina (veiculo da ciclofosfamida); 2) Ciclofosfamida: animais
receberam gavagem da solucdo de carboximetil celulose (veiculo do nebivolol) por 5 dias e
dose Unica de ciclofosfamida (300 mg/kg; i.p.); 3) Nebivolol: animais receberam nebivolol
(10 mg/kg/dia; gavagem) por 5 dias e receberdo injecéo intraperitoneal de salina (veiculo da
ciclofosfamida); 4) Ciclofosfamida-nebivolol: animais receberam nebivolol (10 mg/kg/dia;
gavagem) por 5 dias sendo que a Ultima dose de nebivolol foi administrada 1 h antes da
injecdo de ciclofosfamida (300 mg/kg; i.p.) (Figura 1). Vinte e quatro horas ap0s a
administracdo de ciclofosfamida os animais foram anestesiados intraperitonealmente com
uretana 1,25g/kg em solucdo de 25% [5 ml/kg] (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e
mortos por exsanguinagdo seguida de rompimento do diafragma. A bexiga, sangue, timo e o

cortex renal foram coletados e armazenadas em ultrafreezer -80°C. O esquema de tratamento
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com ciclofosfamida (dose e via de administracdo) teve como base estudos da literatura onde
foi descrito que essa droga induziu dano vesical em camundongos (EVERAERTS et al., 2010;
DE OLIVEIRA et al., 2016, 2018). A dose e regime de administracdo do nebivolol tiveram
como base estudos nos quais esse farmaco teve efeito antioxidante (TOPRAK et al., 2008;
CERON ET AL, 2013; EL-NAGGAR et al., 2015; DO VALE et al., 2017).

Nebivolol
(10 mg/kg/dia’)
Coleta de sangue e tecidos

Tempo
T e O e e e o
(dias)
1 2 3 4 5 6
1 hora ﬁ 24 horas ﬁ
Ciclofosfamida Uretana
(300 mg/kg, i.p.) (1,25g/kg, i.p.)

Figura 4- Modelo experimental.

Para avaliacdo do efeito citoprotetor do nebivolol, os animais foram tratados por 5 dias (10 mg/kg/dia,
gavagem) sendo que a Ultima dose de nebivolol foi administrada 1 h antes da injecéo de ciclofosfamida (300
mg/kg, i.p.). Os animais receberam dose Unica de ciclofosfamida e 24 h apds injecdo foram mortos para

isolamento da bexiga.

3.3. Determinacéo da geracdo de O

Os tecidos (bexiga, cortex renal e timo) foram homogeneizados em tampéao fosfato pH
7,4 (20 mmol/l de KH2POa4, 1 mmol/l de EGTA e 150 mmol/l de sacarose). A reagéo foi
iniciada pela adicdo do substrato NADPH (0,1 mmol/l) a uma suspensdo (com volume final
de 300 pl) contendo amostra (50 ul), lucigenina (5 pmol/l) e tampdo fosfato pH 7,4. Os
valores de luminescéncia foram obtidos a partir da subtracdo do valor basal (obtido pela
medida da amostra, tampdo fosfato contendo lucigenina) pelo valor obtido ap6s adicdo de
NADPH. Foram realizados 30 ciclos de leitura em um luminémetro Orion Il
(Bertholddetection systems, Pforzheim, Alemanha). Em todos os protocolos experimentais, o

conteudo proteico das amostras foi analisado pelo método de Lowry (Bio-RadLaboratories,
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Hercules, CA, EUA). Os resultados foram normalizados pela concentracdo proteica de cada

amostra e expressos como URL (unidades relativas de luz)/mg de proteina.

3.4. Determinacéo da concentracao de malondialdeido (MDA):

Os tecidos (bexiga, cortex renal e timo) foram homogeneizados em tampdo Tris HCI
(20 mmol/l; pH 7,4) e centrifugados (1.600 x g, 10 min, 4°C). As amostras de sangue foram
coletadas e centrifugadas (1.600 x g, 10 min, 4°C). Apds centrifugagdo, 100 pl do
sobrenadante foi transferido para microtubos de 1,5 ml aos quais foram posteriormente
adicionados 100 pl de agua Milli-Q®, 100 pl de dodecil sulfato de sddio (SDS 8,1%), 350 ul
de tampao acido acético pH 3,5 e 350 pul de acido tiobarbitarico 0,6%. Uma curva padrao de
malondialdeido (MDA) foi preparada a partir de volumes crescentes de MDA (0,03 mol)
sendo as concentragdes finais de 22,5, 15, 7,5, 3,75 e 0 mol/l. Em seguida as amostras foram
deixadas em banho de aquecimento (95°C, 1 h) e em seguida centrifugadas (1.600 x g, 10
min, 4°C), 150 pl do sobrenadantefoi transferido para uma microplaca de 96 pocos e a
concentracdo de MDA foi determinada colorimetricamente em comprimento de onda de 532
nm utilizando a curva para MDA como referéncia. Os resultados foram expressos em mol/ml

para soro e em mol/mg de proteina para os tecidos.

3.5. Determinacéo da concentragéo de glutationa (GSH) reduzida:

A bexiga foi homogeneizada em 200 pl de PBS (68,9 mmol/l de NaCl, 4,08 mmol/l de
NazHPO4, 0,73 mmol/l de KH2PO4 e 1,34 mmol/l de KCI, pH 7,4). Acido tricloroacético
12,5% (1v/1v) foi adicionado aos homogenatos que permaneceram 30 min em gelo. As
amostras foram centrifugadas (10.000 x g, 15 min, 4 °© C) e 100 pl de sobrenadantes foram
analisados espectrofotometricamente a 415 nm. A concentragdo de GSH reduzida foi
determinada com base em sua interagdo com 5,5'-ditiobis- (&cido 2-nitrobenzdico) (DTNB)
que forma o produto amarelo 5'-tio-2-nitrobenzdico (TNB). Os resultados foram expressos

como pg/mg de proteina.

3.6. Determinacéo da concentragdo de nitrito:

Foi preparado 5 mL de reagente Griess em um tubo falcon de 15 mL colocando 1,25
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mL do acido fosférico 5% + 1,25 mL de sulfanilamida 2% + 1,25 mL de NEED 0,2% + 1,25
mL de dH20. As amostras de bexiga foram homogeneizada com 200 puL. de PBS 1x (pH 7.4) ¢
foi centrifugada a 10.000 g, 4°C por 20 minutos. Foi pipetada em placa com a curva e lida em

em espectrofotdmetro a 540 nm. Os resulados foram expessos como pumol/mg de proteina.

3.7. Determinacédo da atividade da superoxido dismutase (SOD):

A bexiga foi homogeneizada em PBS pH 7,4, sendo o homogenato centrifugado a
(1.500 % g,12 min, 4°C). Em seguida, 20 pl de sobrenadante foram adicionados a microplaca
para iniciar a reacdo com o tetrazélio (solucdo de trabalho) (#19160, Sigma- Aldrich,St.
Louis, MO, EUA). Quanto menor a atividade da SOD, maior a concentracdo de O2" na
amostra, que por sua vez reagiu com o tetrazélio levando a formacdo do formazam, que
possui coloragdo amarela.Os resultados foram expressos em % de inibicdo, ou seja, a

capacidade da SOD em inibir a reacdo do Oz com o tetrazdlio.

3.8. Avaliacéo do perfil miccional:

3.8.1. Teste de mancha de micgdo em papel filtro:

Os animais foram acondicionados individualmente em gaiolas forradas com papel
filtro (26 x 16 cm) durante 3h com livre acesso a agua. Apds este periodo, os papéis foram
secos naturalmente por 24h (EVERAERTS et al.,, 2010). As imagens foram obtidas em
fotodocumentador ChemiDocTM XRS+ (Bio-RadLaboratories, CA, EUA) por meio da
exposicdo do papel a luz ultravioleta. O nimero de mic¢des foi avaliado e a area de mic¢éao
foi quantificada utilizando-se o programa ImageJ (ImageJ Software, NIH, MA, EUA). Para
determinacdo do volume de micgdo, foi utilizada uma curva de calibracdo com volumes

conhecidos de urina aplicados no papel filtro e relativizados com a area obtida.

3.8.2. Andlise cistométrica:

Os animais foram anestesiados com isoflurano. A bexiga urinéria foi exposta e
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canulada utilizando um scalp n°25 conectado a uma bomba de infusdo de salina e um
transdutor de pressdo acoplado a um sistema PowerLab 4/30 para aquisicdo de dados
(ADInstruments, Sidney, Australia). Apds canulagdo a bexiga foi esvaziada e estabilizada por
5 min. Em seguida sera iniciada infusdo de salina a temperatura ambiente em velocidade
constante de 0,6 ml/h por periodo de 45 min (LEIRIA et al., 2014). Os parametros avaliados
foram: presséo basal, pressdo limiar (pressao intravesical imediatamente antes da primeira
micc¢do), capacidade (volume intravesical até a primeira miccéo), complacéncia (razdo entre a
capacidade e a pressdo durante o enchimento vesical), pressdao de miccdo (pressdo maxima
atingida durante a miccao), pressdo pos-miccional (pressdo imediatamente apds o fim do
esvaziamento vesical), frequéncia de micgdes, intervalo de micgdes (média dos intervalos de
tempo entre as micgBes durante 45 minutos) e frequéncia de contragbes ndo miccionais

(contragdes involuntarias da bexiga maiores que 4 mmHg que n&o resultam em miccao).

3.9. Avaliagédo de edema:

Apo6s 24 horas da injecdo de ciclofosfamida, os animais foram pesados e, em seguida
eutanasiados. As bexigas foram retiradas e pesadas para posterior avaliacdo de edema, a qual

se baseia na razao entre peso Umido da bexiga (mg) e o peso total do animal (g).

3.10. Ensaio funcional in vitro na bexiga:

Ap0s a eutanasia, as bexigas foram retiradas e duas tiras longitudinais de musculo liso
da bexiga com as mucosas intactas foram obtidas de cada animal. Os tecidos foram colocados
em banhos de 6rgdos com Krebs-Henseleit e a solugdo borbulhou com 95% 02/5% CO2. Os
tecidos eram conectados a um transdutor de forca e mudancas na isometria da forca foram
registradas usando o sistema PowerLab (ADInstruments, Inc, Sydney, AU). A tensdo de
repouso foi ajustada para 5 mN para bexigas no inicio das experiéncias e foram deixadas em
equilibrio durante 1 hora. As curvas de concentracdo- resposta (CRCs) para o agente contratil
carbacol (1 nM-100 uM) foram obtidas nas tiras de bexiga. O respostas maximas (Emax) e
poténcia (pEC50) foram calculado usando GraphPad Prism (GraphPad Software Inc, La Jolla,
CA). As respostas contrateis serdo determinadas em mN e expressas pela razdo mN/peso da

respectiva tira de tecido (mQ).
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3.11 Campo de estimulacéo elétrica (EFS):

A partir das amostras de bexiga, foram preparadas tiras de musculo medindo
aproximadamente 7 mm por 1'5 mm, ndo esticadas, utilizando um microscépio cirurgico para
para possibilitar o corte de tiras com bom alinhamento longitudinal das fibras musculares.
Fios de seda finos foram amarrados em cada extremidade da tira que foi entdo montada em
um banho de 6rgdos especialmente construida com capacidade de 0,2 ml e continuamente
perfundida com solucdo de Krebs entre 34,5 e 36,5 °C em um aparelho de superfusdo. Dentro
do banho de 6rgdos, a tira muscular foi montada entre eletrodos de anel de platina separados
por 1 cm de distancia. As tiras foram deixadas em equilibrio durante pelo menos 1 h, durante
a qual uma tensdo de repouso de 0,5 g foi aplicada. As alteracfes de tensdo isométrica foram
medidas utilizando transdutores de tensdo UF 1 e, ap6s amplificacdo, as contragcdes foram
registradas em um gravador de caneta multicanal. Os impulsos elétricos para estimulacdo de
campo foram dados a bexiga entre dois eletrodos de anel de platina conectados a um
estimulador (Grass Technologies, RI). A EFS foi conduzida a 80 V, largura de pulso de 1 ms

e com estimulos de 10 segundos de duracdo em frequéncias variadas (1-32 Hz).

3.12. Andlise estatistica:

Os resultados foram expressos como a média + erro padrdo da média (EPM). Analise
de variéncia de duas vias (two-way ANOVA), seguida pelo po6s-teste de Tukey foi realizada
para detectar as diferencas entre os valores em estudo. P<0,05 foi considerado significativo.
As andlises foram realizadas usando o programa GraphPadPrism 8.2 (GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, EUA).
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4.Resultados

4.1. Determinacdo da geragédo de O™ na bexiga, cortex renal e timo

O estresse oxidativo causados pela CYP em diversos 6rgdos ja foi muito bem descrito
na literatura, principalmente sua fonte de O2+~ vinda do complexo da NADPH oxidase. Para
avaliar os efeitos preventivos do nebivolol e sua participacao nessa via, utilizamos o protocolo
da Lucigenina que, por meio da quimioluminescéncia, interage com o anion super 6xido.
Quando adicionamos NADPH como substrato conseguimos quantificar a origem do Oz . A
ciclofosfamida aumentou a produgéo de O2¢ na bexiga (Fig. 5A), cortex renal (Fig. 5B) e timo
(Fig. 5C). Essas respostas foram prevenidas pelo tratamento com nebivolol corroborando com

a hipotese do seu efeito antioxidante.
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Figura 5- Efeitos do tratamento com ciclofosfamida e nebivolol sobre a produgdo de O2¢- em bexiga, cortex
renal e timo.

Os niveis de O2+-foram avaliados na bexiga (n=7-13; A); cortex renal (n= 5-8; B); e timo (n= 5-6; C) de
camundongos pelo método de quimioluminescéncia da lucigenina. Os resultados sdo apresentados como a
média + EPM. *Comparado ao controle, nebivolol e nebivolol-ciclofosfamida; **Comparado ao controle e

nebivolol-ciclofosfamida (p<0,05; two-way ANOVA seguida de Tukey).

4.2. Determinacao da concentracdo de MDA na bexiga, cortex renal e timo

O burst oxidativo € um processo fisiolégico em que as células, especialmente as do
sistema imunoldgico, produzem uma grande quantidade de ERO como parte de sua resposta a
estimulos patoldégicos. Porém ele também pode resultar no aumento da oxidacgdo dos lipidios

presentes nas membranas, provocando alteracfes na capacidade de permitir a passagem de
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substancias e na fluidez dessas membranas. Uma forma de avaliar esse fendbmeno ¢ através da
quantificacdo das espécies quimicas reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), que sdo
compostos gerados durante a oxidagdo dos lipidios, incluindo o MDA.

O nebivolol preveniu o aumento da concentracdo de MDA promovido pela
ciclofosfamida na bexiga (Fig. 6A), cortex renal (Fig. 6B) e timo (Fig. 6C). Ndo houve

alteracdo da concentracdo de MDA no soro ap6s o tratamento com ciclofosfamida (Fig. 6D).
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Figura 6 - Efeito do tratamento com ciclofosfamida e nebivolol sobre a lipoperoxidagéo tecidual e sistémica.

A concentracdo de MDA foi determinada colorimetricamente na bexiga (n=6-8; A), cortex renal (n=5-6; B), timo
(n=8; C) e soro (n=8; D) de camundongos apds o tratamento com nebivolol e a administracdo de ciclofosfamida.
Os resultados sdo apresentados como a média = EPM. *Comparado ao controle, nebivolol e nebivolol-
ciclofosfamida (p<0,05; two-way ANOVA seguida de Tukey).

4.3. Determinacao da concentracdo de GSH reduzida na bexiga
O GSH é um dos principais antioxidantes enddgenos presentes nas células ao
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desempenhar um papel fundamental na neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO)
e outros radicais livres. Durante o estresse oxidativo, o equilibrio redox pode ser perturbado,
levando a diminuicdo dos niveis de GSH. Entdo ao medi-los, conseguimos informagdes sobre
a capacidade antioxidante da bexiga em resposta ao estresse oxidativo causado pela
ciclofosfamida e se o nebivolol atuaria como antioxidante. A ciclofosfamida promoveu
reducdo das concentracfes de GSH reduzida na bexiga em ambos os grupos e o tratamento

com nebivolol ndo preveniu essa resposta (Fig. 7).
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Figura 7- Efeito do tratamento com ciclofosfamida e nebivolol sobre a concentragéo de GSH reduzida na
bexiga.

A concentracdo de GSH reduzida foi determinada colorimetricamente na bexiga (n=8) de camundongos apds o
tratamento com nebivolol e a administragdo de ciclofosfamida. Os resultados sdo apresentados como a média +
EPM. * Comparado ao controle e nebivolol (p<0,05; two-way ANOVA seguida de Tukey).

4.4. Determinagdo da concentracgéo de nitrito

O nitrito (NO2) é um metabdlito do 6xido nitrico (NO), que ¢ uma molécula
importante no sistema de sinalizacdo celular e na regulacdo de varias funges fisioldgicas.
Durante o estresse oxidativo, ocorre a producdo excessiva de ERO, o que pode resultar na
oxidacdo do NO em niveis elevados de NO2". Portanto, a determinacdo da concentracao de
nitrito pode servir como um marcador de estresse oxidativo.A ciclofosfamida ndo alterou

0s niveis de nitrito na bexiga. O aumento dos niveis de nitrito pode ser um sinal de que a
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funcdo do sistema de 6xido nitrico esta sendo preservada ou até mesmo potencializada

com o uso do nebivolol.
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Figura 8 - Efeito do tratamento com ciclofosfamida e nebivolol sobre a concentracdo de nitrito na bexiga.

A concentracdo de nitrito foi determinada colorimetricamente na bexiga (n=6-8) de camundongos apds o

tratamento com nebivolol e a administracdo de ciclofosfamida. Os resultados sdo apresentados como a média +

EPM. * Comparado ao demais grupos (p<0,05; two-way ANOVA seguida de Tukey).

4.5 Determinacédo da atividade da superédxido dismutase (SOD)

A determinagéo da atividade da SOD fornece informacdes sobre a capacidade das
células de lidar com o superoxido. A ciclofosfamida promoveu reducdo da atividade da
SOD na bexiga e o tratamento com nebivolol preveniu essa resposta. O aumento de NO
causado pelo nebivolol tem a capacidade de modular a atividade da superdxido dismutase.
Ele pode estimular diretamente a atividade da SOD ou induzir a expressdo da enzima,

aumentando, assim, sua atividade.
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Figura 9 - Efeito do tratamento com ciclofosfamida e nebivolol sobre a atividade da SOD na bexiga.

A atividade da SOD foi determinada colorimetricamente na bexiga (n=6-8) de camundongos apds o tratamento
com nebivolol e a administragdo de ciclofosfamida. Os resultados foram expressos em % de inibigéo, ou seja, a
capacidade da SOD em inibir a rea¢do do O2¢- com o tetraz6lio e o apresentados como a média + EPM. *

Comparado ao demais grupos; ** Comparado ao nebivolol (p<0,05; two-way ANOVA seguida de Tukey).

4.6. Avaliacéo do perfil miccional e edema

O estresse oxidativo pode desempenhar um papel na inflamacéo e no dano tecidual do
trato urinério. A cistite intersticial, por exemplo, estd associada a bexiga hiperativa e 0
estresse oxidativo pode contribuir para essa condicdo. A andlise do perfil miccional fornece
informacdes sobre a presenca e a gravidade desses danos. O tratamento com ciclofosfamida
promoveu aumento do nimero de pogas de urina (Fig. 10A e B), e diminuiu o volume de

miccdo (Fig. 10C). O tratamento com nebivolol n&o preveniu esses efeitos.
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Figura 10 - Efeito da ciclofosfamida no perfil urinario dos animais.

Os camundongos foram acondicionados individualmente em gaiolas forradas com papel filtro durante 3h com
livre acesso a agua, os papéis foram secos naturalmente por 24h e fotografados em fotodocumentador por meio
da exposicao do papel a luz ultravioleta. A &rea de micgdo foi quantificada (A) e o nimero de miccGes foi
avaliado (B e C). Os resultados representam a média £ EPM de n=13-15 animais. *Comparado ao controle e
nebivolol (p<0,05; two-way ANOVA seguida de Tukey).

A ciclofosfamida promoveu aumento da razao entre o peso Umido da bexiga e 0 peso
corporal, sugerindo a ocorréncia de edema. O tratamento com nebivolol ndo preveniu essa
resposta (Fig. 8A e B).
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Figura 11- Efeito da ciclofosfamida na razéo peso da bexiga/peso corporal.

As bexigas foram retiradas, pesadas e fotografadas para avaliacdo de edema (A), baseado na razao entre o0 peso
umido da bexiga (mg) e o peso corporal (g) (B). Os resultados representam a média £ EPM de n=24-27 animais.

*Comparado ao controle e nebivolol (p<0,05; two-way ANOVA seguida de Tukey).

4.7. Avaliacao da contragdo da bexiga

Para avaliar a funcionalidade da bexiga foi utilizado o carbacol (Fig. 12A), o KCI

(Fig. 12B) e a estimulacdo de campo elétrico (Fig. 12C). Ao utilizar o carbacol para a
contracdo da bexiga, buscou-se estimular os receptores muscarinicos localizados nas células
musculares da parede da bexiga e foi demonstrado que no grupo CYP houve uma maior
contracdo com a administracdo do carbacol e o fornecimento prévio do nebivolol preveniu
esse aumento. O potassio € um ion que desempenha um papel essencial na regulacdo das
funcBes celulares, incluindo a contracdo muscular. A presenca de K* extracelular, como no
caso do KCI, pode ativar os canais idnicos e promover a despolarizagdo das membranas
celulares musculares, levando a contracdo do musculo detrusor da bexiga. N& houve
diferenca na contracdo entre os grupos administrados com KCI. A Estimulacdo de Campo
Elétrico demonstrou que apenas o grupo Ciclofosfamida teve alteracdo na contracdo. Essa
técnica € comumente utilizada em testes urodindmicos para avaliar a funcdo da bexiga em
situagdes controladas, fornecendo
36



informagdes importantes para diagnostico e tratamento de distdrbios uroldgicos.
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Figura 12 - Curva concentragdo-resposta em tiras de bexigas isoladas ao carbacol (A), ao cloreto de potassio
(KCI; B) e estimulagédo de campo elétrico (EFS; C).

Ap6s a eutanasia, as bexigas foram retiradas e duas tiras longitudinais de musculo liso da bexiga com as mucosas
intactas foram obtidas de cada animal para os testes. Comparado ao controle e nebivolol; **Comparado aos
demais grupos. Os resultados representam a média + EPM de n=5-7 animais (p<0,05; two-way ANOVA seguida
de Tukey).

4.8. Avaliacao da cistometria da bexiga

A cistometria € um teste urodindmico utilizado para avaliar a fungédo da bexiga e do
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esfincter urinério. Esse procedimento fornece informacgdes importantes sobre como a bexiga
armazena e esvazia a urina, sendo util para o diagnostico e tratamento de diversas condi¢oes
urolégicas. Na figura 13A podemos observar o aumento da contratilidade da bexiga no grupo
ciclofosfamida a partir dos representativos do tracado cistométrico, caracterizada também
pelo aumento na frequéncia miccional (Fig. 13B) e a diminuicgéo entre intervalos de miccao
(Fig. 13C), que o nebivolol preveniu com sucesso, ao normalizar esse padrdo em relacdo aos
controles. O grupo tratado com CYP também teve a perda da complacéncia da bexiga (Fig.
13D) e a perda da pressdo para urinar (Fig. 13F). O nebivolol potencializou a presséo limiar
(Fig. 13E) no grupo NEB+CYP em relacdo aos demais grupos. As tiras utilizadas nos

experimentos foram pesadas, mas ndo tiveram diferengas significativas (Fig. 13G).
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Figura 13 - Parametros cistométricos em camundongos.

Foi feita uma incisdo abdominal de 1 cm para expor a bexiga e uma canula de 25 g foi inserida na clpula da

bexiga. Os seguintes pardmetros foram avaliados: frequéncia miccional (B), intervalo de mic¢es (C),

capacidade (D) que equivale ao volume necessario para induzir a primeira micgao, presséo limiar (E) que é a

pressdo imediata antes de esvaziar a bexiga, pressdo de pico (F) pressdo atingida durante a micg&o e o peso entre

as tiras das bexigas. Um camundongo foi utilizado para cada cistometrograma e eutanasiado imediatamente ap

0s

o0 protocolo experimental. *Comparado aos demais grupos, ** Comparado ao controle Os resultados representam

a média £ EPM de n=4-5 animais (p<0,05; two-way ANOVA seguida de Tukey).
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4.9. Avaliacéo do peso corporal e consumo (dgua e racao)

O consumo de agua e alimento podem influenciar os resultados de experimentos em
varias areas, incluindo nutricdo, toxicologia e farmacologia. Monitorar essas variaveis ajuda a
garantir que os resultados do estudo sejam precisos e confiaveis. A ciclofosfamida promoveu
reducdo no peso dos animais ao final do estudo em relagdo ao grupo controle e nebivolol. Em
relagdo ao consumo de &gua, 0s animais que receberam tratamento com nebivolol tiveram
diferenca estatistica em relagcdo ao controle assim como o nebivolol/ciclofosfamida teve com
0 grupo ciclofosfamida.
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Figura 14 - Efeito do tratamento com ciclofosfamida no consumo e peso dos animais.

A diferenca (A) entre o inicial para o final foi feita com o peso corporal dos animais (g) (A), consumo de agua
(mL) (B) e ragdo (g) (C).Os resultados representam a média + EPM de n=20-25 animais. * Comparada ao grupo
veiculo, ** Comparado aos grupos veiculo e ciclofosfamida, (p<0,05; two-way ANOVA seguida de Tukey).
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5.Discussao

O modelo experimental e nossos resultados reforcam a literatura ao comprovar que a
disfuncdo miccional induzida pela ciclofosfamida em camundongos é acompanhada pela
modificacdo dos padrdes de resposta antioxidante, lipoperoxidacdo e consequentemente,
aumento de ERO nos tecidos (DE OLIVEIRA et al., 2016, 2018; IQUBAL et al. 2019;
SOUSA et al., 2021;). A quimioluminescéncia da lucigenina foi determinada ao detectar a
producdo de O2™ pela enzima NAD(P)H oxidase, sugerindo que a ciclofosfamida promove
aumento da geracdo de O2™ ao ativar essa enzima. Observamos que o tratamento com
nebivolol preveniu o aumento de O2™ induzido pela ciclofosfamida na bexiga, rim e timo,
caracterizando a acao antioxidante citoprotetora desse farmaco. Esse mecanismo pode ocorrer
com a reducdo da producdo de ERO ao promover acdo sequestradora direta do O2" e por
induzir reducdo da atividade/expressdo da enzima NAD(P)H oxidase (GROOT et al., 2004;
OELZE et al., 2006; ZHOU et al., 2010; SORRENTINO et al., 2011; CERON et al., 2013;
WANG et al.,, 2017). O nebivolol age como um agonista parcial nos receptores beta-3
adrenérgicos presentes nos vasos sanguineos, resultando na liberagdo de 6xido nitrico (NO)
pelas células endoteliais. Ao promover a liberacdo de NO, o nebivolol pode reduzir a
formacéo de Oz, reduzindo assim a sinalizacdo da lucigenina e permitindo a quantificagdo da
sua ac¢do antioxidante (BUENO-PEREIRA et al., 2022).

O superoxido possui a capacidade de alterar os lipideos das membranas celulares, com
consequente perda das propriedades da fungdo, tornando-as menos rigidas e criando fendas
i6nicas que alteram a sua permeabilidade, favorecendo a passagem indiscriminada de
metabdlitos celulares e seus residuos, provocando sua lise e morte celular. Esse processo
recebe 0 nome de peroxidacdo lipidica (JOSEPHY, 1997; TIMBRELL, 2000). Os niveis da
peroxidacdo lipidica podem ser estimados de acordo com a detec¢do dos produtos primarios
ou ainda com os produtos finais da peroxidacao, como por exemplo, o0 malondialdeido (MDA)
que é produto secundario dessa reagdo, estudado com o &cido tiobarbitarico (TBA) e expresso
em substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) (RICE-EVANS et al.,, 1991;
HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). Assim, utilizando o MDA com o biomarcador
(GROTTO et al, 2008), foi observado aumento no estresse oxidativo e da lipoperoxidagdo na
bexiga e no timo, tal qual a prevencdo do nebivolol nesses dois tecidos. Esses achados
corroboram resultados prévios da literatura (DE OLIVEIRA et al., 2016, 2018; SOUSA et al.,
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2021), e mostram que o modelo experimental empregado no presente estudo é efetivo em
promover aumento do estresse oxidativo. Ndo houve alteracdo nos valores de MDA no cortex
renal nem no soro ap6s o tratamento com ciclofosfamida e/ou nebivolol, contrariando alguns
estudos em que a administracdo da ciclofosfamida resultou em aumentos no MDA renal
(REHMAN, 2012) e outros que o nebivolol diminuiria 0 MDA no soro (ERDAMAR,2009).
Ilhan et al. (2004) relataram anteriormente que o nebivolol reduziu o aumento da
concentragcdo de MDA no tecido isquémico/reperfundido da medula espinhal e sugeriram que
possivelmente decorria de sua capacidade de eliminacdo de ERO. Ao estimular a liberacao de
NO, o nebivolol ajuda a reequilibrar o sistema redox, reduzindo a producdo de EROs e,
consequentemente, a reduzir a peroxidacéo lipidica e preservar a integridade das membranas
celulares, diminuindo a formagéo de MDA.

Em situagGes onde o estresse oxidativo esta envolvido, como em tratamentos de
quimioterapia, a medicdo da concentracdo de nitrito pode ser usada para avaliar a eficécia das
intervencdes e a capacidade das células de manter a homeostase oxidativa. Apesar de nao
termos uma diferenca em nossos resultados, a ciclofosfamida pode afetar a atividade da
enzima Oxido nitrico sintase (eNOS), que é responsavel pela sintese de Oxido nitrico
impactando diretamente na producdo de nitrito (AKAMO et al., 2021). Em contrapartida, o
nebivolol pode aumentar a atividade da eNOS, a partir de precursores no endotélio vascular
aumentando a liberacdo de NO que pode ser convertido em nitrito (NO2) e nitrato (NOs’) no
organismo, ja demonstrado em outros modelos experimentais, como o em animais infundidos
com angiotensina Il (Oelze et al., 2002), podendo justificar os aumentos observados apenas
no grupo nebivolol.

A glutationa (GSH) é um tripeptideo com um grupo sulfidrila reativo que reage com
compostos eletrofilicos, elimina radicais livres e reduz peroxidos. A GSH pode remover ERO
das células no processo de desintoxicacao e também pode conjugar agentes anticancerigenos
eletrofilicos para a eliminagdo dos conjugados de GSH resultantes das células de uma maneira
dependente de ATP. Assim, GSH desempenha um papel importante na desintoxicacgdo celular
de drogas e oxidantes para modular a resisténcia das células cancerigenas a agentes
anticancerigenos (WANG,2011). A GSH pode atuar tanto como um antioxidante nao
enzimatico por interacdo direta do grupo —SH com as ERO quanto pode estar implicada na
reacdo de desintoxicacdo enzimatica das ERO, como cofator ou coenzima. A deplecdo do

contetido de GSH pode ser atribuida a conjugacao direta da ciclofosfamida e seus metabdlitos
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com grupos —SH livres ou ligados a proteinas e reducbes significativas na atividade da
glutationa peroxidase (SELVAKUMAR,2005). Em nossos estudos, os grupos tratados com
ciclofosfamida apresentaram diferenca em relagcdo ao controle e nebivolol, mostrando que o
nebivolol ndo preveniu a deplecdo dessa enzima. Portanto, embora o Nebivolol possa ter
efeitos antioxidantes benéficos, ele pode ndo ser completamente eficaz em todos 0s cenarios
de estresse oxidativo, podendo ele atuar em outros componentes do sistema antioxidante ao
invés da GSH.

A GSH protege o citoesqueleto das células e macromoléculas intracelulares contra
oxidacdo e lesdo celular, reagindo e eliminando ERO, controlando a transcricdo de SOD e
reativando GST e GSPx (AKAMO et al., 2021). A atividade da superdxido dismutase
(SOD) é importante na avaliagdo do estresse oxidativo, j& que ela catalisa a conversdo do
superéxido (O2™) em peroxido de hidrogénio (H202), que posteriormente é neutralizado por
outras enzimas antioxidantes. Em situa¢fes de aumento da producgdo de especies reativas de
oxigénio, as células frequentemente aumentam a atividade da SOD como parte de sua
resposta de defesa antioxidante. A ciclofosfamida promoveu reducdo da atividade da SOD na
bexiga e o tratamento com nebivolol preveniu essa resposta. Esses resultados sugerem que
com a dose de ataque e o tempo de 24h p6s administracdo da CYP, ndo foi um periodo
suficiente uma resposta de adaptacdo do sistema antioxidante em decorréncia do aumento de
O2". O oxido nitrico tem a capacidade de modular a atividade da superoxido dismutase. Ele
pode estimular diretamente a atividade da SOD ou induzir a expressdo da enzima,
aumentando, assim, sua atividade.

O uso da ciclofosfamida como modelo experimental de bexiga hiperativa é
comumente utilizada, j& que ao ser metabolizada pelo figado, gera seu metabdlito toxico, a
acroleina, que se acumula na bexiga resultando em cistite hemorrégica (COX, 1979;
REYNOLDS,1969). Estudo recente de Oliveira et al. (2022) evidenciou que 0 exame
histologico das bexigas urinérias expostas a ciclofosfamida induz aumento da relacdo
bexiga/peso corporal, edema grave, desorganizacdo do musculo liso detrusor e extenso
desnudamento urotelial. O estudo mostra ainda que o prejuizo da integridade da funcdo da
barreira da bexiga tem sido associado a expressdo do fator antiproliferativo, que pode retardar
a cicatrizacdo urotelial, favorecendo doencas urinarias. Apés as 24h da administracdo da
ciclofosfamida, encontramos diferencas na relagdo bexiga/peso corporal, sugerindo edema

inflamatorio e/ou hipertrofia. O comportamento miccional nos camundongos tratados com
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ciclofosfamida foi caracterizado por aumento de pontos urinarios e diminuicdo do volume de
miccdo em comparagdo aos seus controles, mostrando que o tratamento com o nebivolol ndo
preveniu os danos funcionais (como a cistite) causados pela administracéo de ciclofosfamida,
talvez porque essas alteracdes nédo decorram apenas de ERO.

Um mecanismo que justificaria esse edema seria ativacdo de fatores de transcrigdo
(por exemplo, NF-kB ¢ AP-1). NF-kB e AP-1 ativados causam expressao génica de citocinas
(TNF-a, IL-1p), indug¢do de iNOS e novamente produgdo de ROS. A citocina produzida se
espalha para outras células uroepiteliais, a corrente sanguinea e o masculo liso detrusor. ROS
e NO formam peroxinitrito tanto no uroepitélio quanto no detrusor, levando a peroxidacao
lipidica, oxidacdo de proteinas e danos ao DNA. Danos no DNA causam ativagdo de PARP e
crise de energia e, eventualmente, necrose celular.

Os testes funcionais foram realizados para avaliar a funcionalidade da bexiga
utilizando o carbacol, KCI e estimula¢do do campo elétrico. A ciclofosfamida € um agente
alquilante que age interferindo na replicacio do DNA das células, incluindo as células
musculares da bexiga. Essas alteracdes podem afetar a regeneracdo e o reparo das células
musculares, contribuindo para mudangas na estrutura. 1sso explicaria as mudangas estruturais
na bexiga observadas nos dois grupos ciclofosfamida que o nebivolol nédo protegeu. O modelo
de cistite provocada pela ciclofosfamida, o qual demonstrou modificagdes urodindmicas
hiperativas e reacdes mais intensificadas do detrusor tanto ao Estimulo de Campo Elétrico
(EFS) quanto ao carbacol, que revelou ser uma representagdo consistente de uma bexiga
hiperativa em outros estudos (WANG,2021). A Estimulacdo de Campo Elétrico e o carbacol
demonstraram que apenas o grupo ciclofosfamida teve alteragcdo na contra¢do. Podemos supor
que o nebivolol atua como um agonista parcial nos receptores beta-3 adrenérgicos presentes
nas células musculares da bexiga. A ativagdo desses receptores leva a liberacdo de oOxido
nitrico (NO) e o subsequente relaxamento do musculo da bexiga, antagonizando o efeito do
estimulo elétrico que normalmente causaria uma contracdo. N&o houve diferenga na contragdo
entre os grupos administrados com KCI. O cloreto de potassio ndo age diretamente nos
receptores muscarinicos ou em outros receptores de acetilcolina. Em vez disso, o ele atua
aumentando a concentragdo de ions potassio no ambiente extracelular, o que despolariza as
celulas musculares, levando a contragdo. As células musculares da bexiga podem ter
diferentes sensibilidades aos estimulos quimicos (como carbacol) e aos estimulos
eletrofisiologicos (como KCI). Portanto, € possivel que as células musculares da bexiga

respondam de forma mais vigorosa ao estimulo quimico especifico proporcionado pelo
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carbacol.

O tracado cistométrico € uma ferramenta importante em estudos cientificos que
investigam a fungdo da bexiga e do trato urinario. Ele consiste em registrar graficamente as
mudancas na pressdo vesical e o volume de fluido na bexiga ao longo do tempo durante o
processo de enchimento e esvaziamento. A partir dos nossos resultados podemos observar o
aumento da contratilidade da bexiga no grupo ciclofosfamida em comparagdo com os demais
grupos. Esse resultado casa com o0s outros que demonstram que o nebivolol conseguiu
prevenir o desenvolvimento de sintomas da bexiga hiperativa ao normalizar o padréo
miccional dos animais. Além de sua acdo nos receptores beta-3 adrenérgicos, o Nebivolol
pode ter efeitos moduladores na funcdo neuromuscular, que podem ser benéficos para a
bexiga hiperativa.

A perda de peso dos animais observada nos camundongos tratados com ciclofosfamida
foi descrita em outros estudos (IQUBAL et al, 2020; BRISENO-BUGARIN et al.,
2021).Nossos resultados mostram que o nebivolol ndo preveniu a reducdo de massa corporal.
A perda de peso pode ser atribuida a reducdo do consumo de agua e racdo desses grupos apos
o tratamento (ELANGOVAN et al, 2006; VERA, 2008). Em um estudo de revisédo, altas
doses ciclofosfamida possuem alto potencial emetogénico, podendo ocasionar perda de
apetite, nduseas e vomitos, mesmo ap6s um dia do tratamento (MITCHELL, 2006). Também
foi descrito que apds a administracdo da ciclofosfamida, sdo possiveis notar sinais
comportamentais de dor e atividade de locomocao reduzida, que também justificam a baixa
procura por agua e alimento (BOUDES,2011)

45



6.Concluséao

Concluimos que o nebivolol preveniu o aumento da producdo de ERO e da
lipoperoxidagdo induzidos pela ciclofosfamida na bexiga e em outros tecidos (timo e rim ),
que sdo alvos dos efeitos citotoxicos promovidos pela ciclofosfamida. E, apesar do f-
bloqueador nédo ter prevenido o edema, ele ajudou a preservar a funcionalidade da bexiga
indicando que essas respostas ocorrem por mecanismos independentes da producéo de ERO.
Isso nos mostra um potencial uso do nebivolol como agente citoprotetor ao ter acdes
benéficas antioxidantes tanto na bexiga como em outros tecidos que sofrem com as agdes

téxicas da ciclofosfamida e seus metabolitos.
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Figura 15 - Esquema da proposta de mecanismo do efeito protetor do nebivolol em relagéo ao estresse oxidativo
causado pela ciclofosfamida.
O nebivolol teve efeito antioxidante ao reduzir a producédo excessiva de ERO e aumentando atividade da SOD
(Adaptado de Korkmaz et al, 2007 ).
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Certificamos que a alteragdo na proposta intitulada “Avaliagho da acio
citoprotatora do nebivelol nos danos renais causados pela ciclofosfamida®, registrada sob n®
20.1.304.22 2, =0b a responzabilidade de Carlos Renato Tirapell @ Thales de Mileto Henrigue
Dourado, que envolve a manutencdo e utilizacio de animais pertencentes ao filo Chordata,
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