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RESUMO

CARVALHO RODRIGUES, M. A. Avaliagdo da interferéncia do efeito
antioxidante do carvedilol, um potencial agente nefroprotetor, na atividade
antitumoral da cisplatina. 2013. 97f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto,
2013.

A cisplatina € um dos mais efetivos agentes antitumorais, porém seu uso clinico é
limitado principalmente pela nefrotoxicidade. A terapia adjuvante com antioxidantes
tem sido sugerida como estratégia de protecdo contra a toxicidade induzida pela
cisplatina nos tecidos saudaveis, e a eficacia de diferentes antioxidantes tem sido
demonstrada em diversos modelos experimentais. Entretanto, a maioria dos
compostos descritos como citoprotetores ndo foi ainda avaliada em modelos
experimentais portadores de tumores e ndo ha um consenso sobre o impacto da
terapia antioxidante na atividade antitumoral da cisplatina. Além disso, ha poucos
dados sobre o efeito de muitos destes citoprotetores sobre a saude humana, sendo
gue alguns podem apresentar atividade pro-oxidante sob determinadas condi¢des.
Nossos estudos anteriores demonstraram que o beta-bloqueador carvedilol protege
eficazmente contra a nefrotoxicidade induzida pela cisplatina em ratos. No presente
estudo foram explorados dois novos aspectos da protecao exercida pelo carvedilol:
(a) o efeito da carvedilol na atividade antitumoral da cisplatina e (b) os mecanismos
moleculares de protecdo. O primeiro aspecto foi avaliado in vivo em camundongos
portadores de Sarcoma 180. Neste modelo, quatro grupos (n=8) de camundongos
Swiss, machos adultos, inoculados com uma suspenséao de células de Sarcoma 180
(via subcutanea) foram submetidos aos seguintes tratamentos: (I) Grupo Controle:
carboximetilcelulose 0,5% (0,10mL/ animal 30g, via oral ou v.0, 1 vez ao dia, por 3
dias) e solucao salina (0,75mL/animal 30g, intraperitoneal ou i.p. no primeiro dia) ;
(1) Grupo Cisplatina (Cisp): cisplatina (25 mg/kg, i.p., no primeiro dia); (lll) Grupo
Carvedilol+Cisplatina (CV+Cisp): carvedilol (10 mg/kg, v.o, 1 vez ao dia, por 3 dias) e
cisplatina (25 mg/Kg, i.p., no primeiro dia); e (IV) Grupo Carvedilol (CV): carvedilol
(10 mg/kg, v.o., 1 vez ao dia, por 3 dias). A funcdo renal (uréia e creatinina
plasmaticas), e a analise histopatoldgica do tecido renal comprovaram o dano renal
induzido pela cisplatina e a nefroprotecao exercida pelo carvedilol. A biodistribuicéo
da platina (ICP-MS) e a atividade antitumoral da cisplatina (indice de remisséo
tumoral e curva de sobrevida) ndo foram alteradas pelo carvedilol. O carvedilol ndo
protegeu contra a mutagenicidade (avaliada em sangue periférico) e contra a
mielossupressao induzidas pela cisplatina. O ensaio de TUNEL e analise imuno-
histoquimica da caspase-3 clivada e da proteina pré-apoptotica Bax comprovaram a
protecdo do carvedilol contra a apoptose que foi induzida pela cisplatina no tecido
renal, porém a proteina anti-apoptotica Bcl-x. permaneceu inalterada nos quatro
grupos. O envolvimento da atividade antioxidante do carvedilol no mecanismo de
protecdo foi demonstrado pelos ensaios de peroxidacao lipidica e GSH no tecido
renal. Os estudos mecanisticos foram realizados em modelo in vitro com células HK-
2 (de rim humano normal) divididas em quatro grupos de tratamento: (I) Controle:
salina tamponada com fosfato (PBS); (l) Cisp: 25uM de cisplatina; (lll) CV+Cisp:
50uM de carvedilol e 25 uM de cisplatina; (IV) CV: 50 uM de carvedilol. Foi
observada diminuicdo da morte celular por apoptose e da expressado das proteinas
caspase-3, pro-caspase-9 e Bax no grupo CV+Cisp quando comparado ao grupo
Cisp. Assim como nos estudos in vivo, ndao houve alteracdo na expressédo da



proteina Bcl-x.. A atividade da proteina SIRT-1 apresentou-se aumentada no grupo
CV+Cisp e inalterada nos demais. Adicionalmente, o mecanismo antioxidante do
carvedilol foi associado ao sequestro dos ions ferrosos, mas ndo ao sequestro de
radicais livres. Em concluséo, a atividade nefroprotetora do carvedilol esta associada
a mecanismos antioxidantes provavelmente decorrentes do sequestro de ions
ferrosos. O mecanismo nefroprotetor do carvedilol ndo diminui a atividade
antitumoral da cisplatina, o que sugere que mecanismos distintos sejam
responsaveis pela nefrotoxicidade e pela atividade antitumoral da cisplatina. Ainda, o
estresse oxidativo parece desempenhar papel central na nefrotoxicidade, o que néo
acontece na atividade antitumoral, que tem sido associada principalmente a danos
ao DNA nuclear. Estes resultados sugerem que a terapia antioxidante pode ser uma
alternativa segura na protecdo dos tecidos saudaveis durante a quimioterapia com
cisplatina.

Palavras Chave: carvedilol, cisplatina, nefroprotecéo, antioxidante, estresse
oxidativo, sarcoma 180



ABSTRACT

CARVALHO RODRIGUES, M. A. Evaluation of the interference of the antioxidant
effect of carvedilol, a potential nephroprotector, in the antitumor activity of
cisplatin. 2013. 97f. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto — Universidade de S&ao Paulo, Ribeirdo Preto, 2013.

Cisplatin is one of the most effective anticancer agents; however, its clinical use is
limited mainly by its nephrotoxicity. The adjuvant therapy with antioxidants has been
suggested as a strategy of protection against the toxicity induced by cisplatin in
healthy tissues and the efficacy of different antioxidants has been demonstrated in
several experimental models. However, most of these compounds described as
cytoprotectors have never been tested in tumor-bearing models, and there is not a
consensus on the impact of the antioxidant therapy on the antitumor activity of
cisplatin. Moreover, there are few data about the effect of many of these compounds
on human health; some can even display pro-oxidant activity under certain
conditions. Our previous studies have demonstrated that the beta-blocker carvedilol
efficiently protects against the nephrotoxicity induced by cisplatin in rats. In the
present study two new aspects of the protection of carvedilol were explored: (a) the
effect of carvedilol on the antitumoral effect of cisplatin and (b) the molecular
mechanisms of protection. The first aspect was evaluated in vivo in Sarcoma-180-
tumor-bearing mice. In this model, four groups groups (n=8) of Swiss, adult mice,
inoculated with Sarcoma-180 cells (subcutaneous via) were treated as follows: (I)
Control group: carboxymethylcellulose 0.5% (0.10mL/ 30g animal, oral, once a day, 3
days) and saline solution (0.75mL/30g animal, intraperitoneal or ip, on the first day);
(1) Cisplatin group (Cisp): cisplatin 25mg/kg, i.p., on the first day; (Ill) Carvedilol +
Cisplatin group (CV+Cisp): carvedilol (10mg/kg, oral, once a day, 3 days) and
cisplatin (25 mg/kg, i.p., on the first day); (IV) Carvedilol group (CV): carvedilol
(10mg/kg, oral, once a day, 3 days). The renal function (plasmatic BUN and
creatinine) and the renal histopathology, showed the renal damage induced by
cisplatin and the nephroprotection of carvedilol. The biodistribution of platinum (ICP-
MS) and the antitumor activity of cisplatin (tumor remission index and survival curve)
were not altered by carvedilol. Carvedilol did not protect against the mutagenicity
(evaluated in the peripheral blood) and the bone marrow suppression induced by
cisplatin. TUNEL assay and the imunnohistochemical analyses of the cleaved
caspase-3 and the proapoptotic protein Bax showed the protection of carvedilol
against the apoptosis induced by cisplatin in the renal tissue; however, the anti-
apoptotic protein Bcl-xL remained unaltered in the four groups. The involvement of
the antioxidant activity of carvedilol in the protective mechanism was demonstrated
by lipid peroxidation and GSH assays in the renal tissue. The mechanistic studies
were performed in vitro in HK-2 cells (from normal human kidney) divided into four
groups of treatment: (I) Control: phosphate buffered saline (PBS); (Il) Cisp: 25uM
cisplatin; (llI) CV+Cisp: 50uM carvedilol and 25 uM cisplatin; and (IV) CV: 50 uM
carvedilol. Reduced cell death by apoptosis and reduced expression of caspase-3,
pro- caspase-9 and Bax were observed in CV+Cisp as compared to Cisp. Similarly to
the in vivo studies, no alterations in the expression of Bcl-xL were observed. The
activity of SIRT-1 was increased in the group CV+Cisp, but was unaltered in all the
other groups. Additionally, the antioxidant mechanism of carvedilol was associated
with the scavenging of ferrous ions but not with the scavenging of free radicals. In
conclusion, the nephroprotective activity of carvedilol is associated with antioxidant



mechanisms which probably results from the scavenging of ferrous ions. The
nephroprotective mechanism of carvedilol does not reduce the antitumor activity of
cisplatin, which suggests that distinct mechanisms are responsible for the
nephrotoxicity and the antitumor activity of cisplatin. Moreover, the oxidative stress
might play a central role in the nephrotoxicity, but this does not happen in the
antitumor activity, which has been associated mainly with nuclear DNA damage.
These findings suggest that the antioxidant therapy might be a safe alternative to
protect healthy tissues during cisplatin chemotherapy.

Keywords: carvedilol, cisplatin, nephroprotection, antioxidant, oxidative stress,
sarcoma 180



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Abs. — absorbancia

Apaf-1 — fator protease ativador da apoptose - 1

BHT — hidroxi tolueno butilado

BSA — albumina bovina sérica

CEUA — Comiss&o de Etica no Uso de Animais

Cisp — cisplatina

CV — carvedilol

DAB - 3,3’-diaminobenzidina

DMSO - dimetilsulféxido

DMEM - Dulbeccos Modified Eagle Medium (meio de cultura para cultivo de células)
DMTU - dimetiltiouréia

DNA — acido desoxiribonucléico

DPPH - diphenyl-picrylhydrazyl

EGTA — &cido etileno glicol-bis(P-aminoetil éter)-N, N, N’, N’-tetracético
ERO — Espécies Reativas de Oxigénio

RPE - ressonancia paramagnética eletrbnica

FDA — American Food and Drug Adminstration

GAPDH - (gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase

GSH - glutationa reduzida

GSSG - glutationa oxidada

HE — Hematoxilina e eosina

HK-2 — human kidney-2

HRP — Horseradish Peroxidase

ICP-MS — espectrometria de massa acoplada a plasma
IDN — indice de Divisdo Nuclear

i.p. — intraperitoneal

MDA — malondialdeido

MN — micronucleo

NADPH — nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (estado reduzido)
NCE — eritrocitos normocromaticos

nm — nanémetro

OCT-2 — Organic Cation Transporter 2 ou transportador de cations organicos-2



PBS - salina tamponada com fostato

PBS/T — PBS acrescentado de Tween 20 0,05%

PCE - eritrocitos policromaticos

pH — potencial hidrogénidnico

PKC® — proteina quinase C gama

Ppc — Positive Pixel Count

RNA — acido ribonucleico

S-180 — Sarcoma 180

SDS/PAGE - dodecil sulfato de sédio em gel de poliacrilamida para eletroforese
SFB - Soro Fetal Bovino

TBA — acido tiobarbitarico

TBARS — espécies reativas ao acido tiobarbiturico

TCA — &cido tricloroacético

TdT — terminal deoxynucleotidyl transferase

TEMPOL — 4-Hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-N-oxy!l

TMAH - hidréxido de tetrametilamonio

TMOP - 1,1,3,3-tetrametoxipropano

TUNEL — Terminal deoxytidyl transferase-mediated dUTP nick-end labelling

V.0. — via oral






INTRODUCAO
Importancia Clinica da Cisplatina

Apesar dos avancos do conhecimento em relagdo aos mecanismos
envolvidos no desenvolvimento do cancer e dos novos alvos terapéuticos
propostos, nenhum outro agente antineoplasico representou um avancgo clinico
tdo significativo como a cisplatina representou na década de 70. A sua
atividade antitumoral foi descoberta acidentalmente por Barnett Rosenberg em
estudo que avaliava o efeito do campo magnético gerado por eletrodos de
platina na divisdo de E. coli. Ele observou que a divisao celular era inibida,
promovendo um crescimento filamentoso, efeito atribuido a produtos
resultantes da eletrélise posteriormente identificados como compostos de
platina. Com base nestas observacbes, Rosenberg e colaboradores
investigaram a atividade da cisplatina em modelos animais de camundongos
portadores de leucemia L1210 e Sarcoma-180, nos quais a cisplatina mostrou-
se um potente agente antitumoral (DOS SANTOS et al., 2012; ROSENBERG,
1978; ROSENBERG et al., 1969).

O uso clinico da cisplatina foi aprovado pelo FDA (“American Food and
Drug Administration”) em dezembro de 1978. Desde entdo, a cisplatina tem
sido amplamente utilizada para o tratamento de uma variedade de tumores
sélidos, bem como hematoldgicos (PABLA;DONG, 2008;
SHERMANN;LIPPARD, 1987). O uso clinico da cisplatina revolucionou o
tratamento do cancer de testiculos, elevando o percentual de cura de 20 para
95% (WANG, D.;LIPPARD, 2005). Ela também é comumente empregada no
tratamento do cancer de ovario e de bexiga, sendo ainda um componente
importante na quimioterapia empregada contra cancer de pulméo, cabeca e
pescoco, pancreas, mama, endométrio e esbdfago (em conjunto com
radioterapia), além de cancer cervical avancado, osteosarcomas e melanomas
metastaticos, dentre outros. E ainda utilizada nos casos de tumores soélidos que
nao responderam ao tratamento padrdo empregado. O seu efeito terapéutico
poderia ser significativamente aumentado com o escalonamento da dose,
porém a terapia com altas doses € limitada principalmente pela nefrotoxicidade
(CVITKOVIC, 1998; HANIGAN;DEVARAJAN, 2003).

Farmacocinética e Farmacodinamica da cisplatina



Estudos iniciais indicavam que a cisplatina entraria nas células
principalmente por difusdo, porém estudos posteriores sugeriram a participacao
de sistemas de transporte ativo tais como: transportador de cobre Ctrl (ISHIDA
et al., 2002) e transportador de cation organico OCT2 (“organic cation
transporter-2”) (CIARIMBOLI et al.,, 2010; CIARIMBOLI et al., 2005;
KRONING;LICHTENSTEIN;NAGAMI, 2000).

Uma vez na corrente circulatéria, a cisplatina liga-se as proteinas
plasmaticas numa proporcdo de 80 a 88%. Sua meia vida plasmatica é longa,
aproximadamente 10 dias, sendo que a platina acumula-se progressivamente
no plasma. A excrecdo cisplatina é predominantemente renal e envolve
processos de reabsorcéo e secre¢cdo (BOISDRON-CELLE et al., 2001).

A cisplatina é um farmaco de configuracéo plana, possuindo um atomo
central de platina envolto por dois atomos de cloro e dois grupos amonia. A
concentracdo de ions cloreto no sangue e no meio intracelular modula a
reatividade da cisplatina in vivo. Sabe-se que o farmaco administrado por
injecéo intravenosa € ativado durante a passagem pelas membranas celulares
(ROSENBERG, 1985). Devido a baixa concentracao intracelular de ions cloreto
(aproximadamente 145 mM no meio extracelular e 3 mM no meio intracelular),
guando no interior da célula, os ions cloreto da molécula de cisplatina se
dissociam da platina, sendo substituidos por grupos hidroxila
(COHEN;LIPPARD, 2001; KARTALOU;ESSIGMANN, 2001). Esta hidrdlise
intracelular da cisplatina leva a formacdo de dois metabdlitos altamente
reativos, carregados positivamente: monocloro-monoaqua-diamino-platina e
diaqua-diamino-platina, por substituicio de um ou dois ions cloreto,
respectivamente. Estes metabdlitos reagem facilmente com o DNA nuclear,
formando ligacdes covalentes, principalmente nas posicdes N7 de bases
puricas, resultando em ligacdes cruzadas nas posicdes 1,2 e 1,3 de uma
mesma fita do DNA. Tais ligacdes geram distor¢cdes na dupla hélice do DNA e
impedem sua replicacdo e transcricdo (COHEN;LIPPARD, 2001; EASTMAN,
1999; HALABE;WONG;SUTTON, 1991; LIPPARD, 1987; SCHENELLMANN,
2001; SHERMANN;LIPPARD, 1987; WANG, D.LIPPARD, 2005;
ZWELLING;KOHN, 1979). Esse tem sido o principal mecanismo associado ao

efeito antineoplasico da cisplatina (Figura 1).



A especificidade da cisplatina em relacdo a determinada fase do ciclo
celular parece variar entre os diferentes de células, porém os efeitos relativos a
ligacdo cruzada s@o mais pronunciados durante a fase S (KADIKOYLU et al.,
2004).

Sangue

[CI] =100 mM

Citoplasma
é [CI=4mM

Bloqueio da
replicacaoe da
transcricdo

"

Polimerase

—
RNA

Polimerase

Figura 1: Mecanismo de acdo da cisplatina. Os ions cloreto da molécula séo substituidos
por hidroxila e ocorre a formacdo de ligacdes cruzadas com a fita do DNA, impedindo a
replicacdo e a transcricdo e culminando na morte celular (KARTALOU;ESSIGMANN, 2001).

Toxicidade renal induzida pela cisplatina

Apesar da alta eficiéncia da cisplatina, o seu uso é limitado pelo seu alto
potencial toéxico. Hepatotoxicidade, neurotoxicidade, ototoxicidade e
nefrotoxicidade, além de nausea, émese e diarréia sdo comumente associados
ao tratamento com este farmaco (KHAN et al., 2012; KIM, H. J. et al., 2010;
KLEIN;BROWN;TURNLEY, 2007).

Dentre as toxicidades induzidas pela cisplatina, a nefrotoxicidade é
considerada um dos efeitos adversos mais graves e constitui a maior causa de
morbidade e mortalidade decorrentes de seu uso (CVITKOVIC, 1998;



KINTZEL, 2001; LEE, R. H. et al., 2001). Estima-se que 25 a 35% dos
pacientes tratados com cisplatina apresentam um severo declinio na funcao
renal ap6s uma unica dose do farmaco (HAN;YUE;CHESNEY, 2009; YAO et
al., 2007).

O rim ndo é somente o principal responsavel pela excrecao da cisplatina,
mas é também o principal sitio de acumulo do farmaco (SCHENELLMANN,
2001). Estima-se que a concentracdo de cisplatina em células do epitélio
tubular proximal renal seja aproximadamente cinco vezes maior do que sua
concentracdo sérica (KUHLMANN;BURKHARDT;KOHLER, 1997). O dano
renal induzido pela cisplatina ocorre inicialmente nos tdbulos proximais,
especialmente em células epiteliais tubulares dos segmentos S-2 e S-3. Os
glomérulos e tubulos distais sdo afetados posteriormente (WERNER et al.,
1995).

A cisplatina n&o interage apenas com DNA nuclear. Ja foi descrito que
apenas 1% da cisplatina intracelular liga-se ao DNA nuclear, sendo que a maior
parte da cisplatina intracelular disponivel interage com sitios nucleofilicos de
outras moléculas, incluindo proteinas de membrana, do citoesqueleto e do
citosol, fosfolipidios, RNA e DNA mitocondrial (GONZALEZ et al., 2001,
TOWNSEND et al., 2003)

A via pela qual a cisplatina induz morte nas ceélulas tubulares renais
ainda nao foi completamente esclarecida. Os dois principais mecanismos
sugeridos sao o estresse oxidativo e a inflamacéo (ALI;AL MOUNDHRI, 2006;
PABLA;DONG, 2008; YAO et al., 2007). A inducdo do estresse oxidativo €
reconhecida como um importante fator indutor de apoptose em diversos tipos
celulares (MUKHOPADHYAY et al., 2011; PABLA et al., 2011). A leséao
mitocondrial e o posterior estabelecimento de um estado de estresse oxidativo
apos o tratamento com cisplatina ja foram demonstrados por estudos anteriores
(CULLEN et al., 2007; SANTOS, N. A. et al., 2007; SCHENELLMANN, 2001).

O papel dos antioxidantes

Antioxidantes tém sido propostos como adjuvantes na quimioterapia com
cisplatina a fim de minimizar os efeitos toxicos, permitir o escalonamento de
doses e, por conseguinte, a obtencdo do maximo efeito terapéutico.

Adicionalmente, a resisténcia de certos tipos de tumores que nado respondem a



terapia com cisplatina, tais como cancer de ovério, colon e bexiga poderia ser
suplantada se doses maiores do quimioterapico pudessem ser utilizadas de
forma segura. Idealmente, esses antioxidantes deveriam ser capazes de agir
seletivamente sobre os tecidos saudéaveis, sem interferir no efeito terapéutico
do quimioterapico e nao causar, por si so, efeitos adversos severos (PABLA et
al., 2011; WANG, D.;LIPPARD, 2005).

Um grande numero de antioxidantes tem se mostrado promissores
guanto a nefroprotecao, como vitamina C
(TARLADACALISIR;KANTER;UYGUN, 2008), vitamina E (AJITH et al., 2009),
resveratrol (DO AMARAL et al., 2008), quercetina (FRANCESCATO et al.,
2004), DMTU (SANTOS, N. A. et al., 2008) N-acetilcisteina (DICKEY et al.,
2005), alopurinol, ebselem (LYNCH et al., 2005), edaravone (SATOH et al.,
2003), naringenina (BADARY et al., 2005), licopeno (ATESSAHIN et al., 2005),
CAPE (OZEN et al., 2004), entre outros; porém ndo ha dados suficientes
acerca do seu efeito sobre a atividade antitumoral da cisplatina (PABLA;DONG,
2008). Estudos em animais portadores de tumores e a identificagcdo de novos
agentes nefroprotetores que ndo diminuam a eficacia antitumoral da cisplatina
S80 escassos e essenciais para o desenvolvimento de estratégias de

citoprotecao clinicamente factiveis.

Carvedilol

O carvedilol ou 1- (carbazol-4-iloxi) -3-[[2-(0o-metoxifenoxi) etil] -2-
propranol (Figura 2) é um beta-bloguedor néo-seletivo de terceira geracéo,
tendo sido o primeiro farmaco da classe aprovado para o tratamento de
insuficiéncia cardiaca congestiva (1995). Atualmente, carvedilol, assim como
outros beta-blogueadores, tem sido utilizado no tratamento de doenca
coronariana, hipertensédo e insuficiéncia cardiaca (MOCHIZUKI et al., 2007,
RUFFOLO;FEUERSTEIN, 2006). Dentro desta classe de farmacos, o carvedilol
€ 0 Unico que possui atividade antioxidante, mesmo em baixas concentracdes
(DANDONA;GHANIM;BROOKS, 2007).



B-bloqueador

a-bloqueador

Carbazol
(Antioxidante)

Figura 2: Estrutura quimica do carvedilol. Grupos da molécula responsaveis
pelas atividades antiadrenérgica e antioxidante do farmaco. Asterisco indica
centro quiral (RUFFOLO;FEUERSTEIN, 2006).

Esta capacidade antioxidante unica do carvedilol dentre os f
bloqueadores deve-se a porcdo carbazol presente na sua molécula. O
carvedilol é um farmaco largamente metabolizado pelas enzimas hepaticas,
principalmente do CYP2D6 (OLDHAM;CLARKE, 1997). Hidroxilagbes nas
posicdes 2, 6 e 8 do carbazol aumentam a atividade antioxidante de 10 a 40
vezes. Entre os varios metabolitos do carvedilol, o 1-[3-hidroxicarbazolil-(4)-
oxi]-3-(2metoxifenixietil) aminopropanol-(2) € um dos mais importantes, sendo
gue sua formacdo se da pela introducdo de uma hidroxila na posicdo 3 do
grupo carbazol do carvedilol. A sua atividade antioxidante foi descrita como
sendo 30 vezes maior que a do carvedilol (YUE et al.,, 1992). Enquanto
hidroxilacbes na porcdo carbazol do carvedilol aumentam a atividade
antioxidante, hidroxilagbes no anel aromatico aumentam a atividade 3
bloqueadora. Os metabdlitos 4 hidroxi-carvedilol e 5-hidroxi-carvedilol sdo os
metabdlitos com maior atividade B bloqueadora (SENTHILKUMAR et al., 2010).

Os mecanismos de acdo antioxidante do carvedilol descritos incluem
sequestro de ions ferro e/ou sequestro de radicais livres; porém o mecanismo
ainda ndo foi completamente esclarecido (DANDONA;GHANIM;BROOKS,
2007; NOGUCHI;NISHINO;NIKI, 2000; YUE et al., 1992)

A eficacia do carvedilol contra danos causados pelo estresse oxidativo
foi demonstrada em diferentes processos de citotoxicidade: doenca
cardiovascular (DANDONA;GHANIM;BROOKS, 2007); miocardite



(PAUSCHINGER et al., 2005); discinesia orofacial induzida por neurolépticos
(NAIDU;SINGH;KULKARNI, 2002); lesao renal induzida por isquemia e
reperfusdo (HAYASHI, T. et al., 2010; SINGH;CHANDER;CHOPRA, 2004); e
mitocondriopatia cardiaca induzida pelo quimioterapico doxorrubicina
(ARMSTRONG, 2004; OLIVEIRA et al., 2004; SPALLAROSSA et al., 2004).
Em nosso laboratério, demonstramos o efeito protetor do carvedilol contra a
toxicidade mitocondrial renal e estresse oxidativo induzidos pela cisplatina em
ratos (RODRIGUES et al., 2010; 2011). H4 ainda um registro de uma patente
baseada em um estudo in vitro que sugere que o carvedilol, por si s6, possuli
atividade antitumoral (BURMAN et al., 2003), o que, teoricamente, intensificaria

a acao da cisplatina, no caso de terapia adjuvante.

Modelos tumorais em camundongos (Sarcoma 180)

O sarcoma 180 foi descoberto em 1914, na regido axilar de um
camundongo albino, por Woglom, da Universidade de Columbia é utilizado para
estudos desde 1919, sem alteragdo em suas caracteristicas morfolégicas. As
células do sarcoma 180 crescem muito rapidamente; com 7 dias de
implantacdo subcuténea, o tumor alcanca aproximadamente 15 x 11 x 8 mm
(SUGIURA;STOCK, 1952).

A inoculacdo de células S-180 (provenientes de tumor desenvolvido
naturalmente em camundongos) € um modelo classico indicado por institutos
regulamentadores e amplamente utilizado na avaliacdo de potenciais drogas
anticancer ha muitos anos (FIELD, 1955; WANG, X.;LEWIS;MITCHELL, 2008).

O modelo animal original, utilizado nos primeiros estudos in vivo com a
cisplatina por Rosenberg, na década de 70, envolveu a implantacdo do
sarcoma 180 em camundongos. De acordo com 0s experimentos
desenvolvidos, os animais tratados com uma dose Unica de cisplatina (8,0
mg/kg) apresentaram remissao completa do tumor (ROSENBERG et al., 1969).
No presente estudo propomos o0 uso do mesmo modelo animal utilizado por
Rosenberg, o que nos permitird avaliar a manutencao da atividade antitumoral
da cisplatina apés o tratamento concomitante com outros farmacos
potencialmente capazes de diminuir a nefrotoxicidade induzida pelo

guimioterapico, como é o caso do carvedilol.



Medidas de citoprotecdo empregadas atualmente

Muitos anélogos de platina foram sintetizados e avaliados como agentes
antineoplésicos, e dentre eles, a carboplatina e a oxaliplatina obtiveram
aprovacdo do FDA; porém ambos mostraram-se eficazes apenas contra um
pequeno espectro de tumores (BOULIKAS;VOUGIOUKA, 2003; WANG,
D.;LIPPARD, 2005). Assim, devido a grande eficacia e amplo espectro de acao,
a cisplatina continua sendo um farmaco largamente empregado na clinica,
apesar dos seus severos efeitos adversos, o que justifica o grande nimero de
estudos com foco na nefroprotecao.

Além de procedimentos de hidratacdo e diurese, o Unico agente
citoprotetor aprovado para uso em pacientes submetidos a quimioterapia com
cisplatina é a amifostina (Ethiol®) (ASNA et al., 2005; GRADISHAR et al., 2001;
KEMP et al., 1996; PLANTING et al., 1999; SASTRY;KELLIE, 2005; SCHILLER
et al., 1996). No entanto, a amifostina também apresenta efeitos adversos,
como reagbes cutadneas, nausea, hipotensdo e  hipocalcemia
(BLOCK;GYLLENHAAL, 2005); adicionalmente alguns estudos colocam em
duvida a eficacia da amifostina. Ha relatos de casos que indicam que o0 uso de
amifostina ndo protegeu contra a ototoxicidade, nefrotoxicidade e lesdo na
medula 6éssea em criancas durante o tratamento de hepatoblastoma
(KATZENSTEIN et al.,, 2009); além disso, ha um relato de severa
neurotoxicidade, ototoxicidade e nefrotoxicidade em uma paciente com
carcinoma epitelial de ovario tratada com amifostina e altas doses de cisplatina
(SASTRY;KELLIE, 2005).

Nos ultimos anos, numerosos estudos tém abordado a capacidade
nefroprotetora de varios compostos e tém sugerido seu uso em conjunto com a
cisplatina. Tais estudos tém sugerido uma protecao significativa de vitaminas,
compostos inorganicos, compostos sintéticos e polifendis extraidos de plantas,
entretanto, estudos que avaliem o efeito do quimioterapico na supressao do
tumor, na presenca desses citoprotetores, sdo escassos (PABLA;DONG, 2008;
SHEU;NAUDURI;ANDERS, 2006). Nesse contexto, o0 presente estudo
preenche uma lacuna importante existente entre a proposicdo de novos
agentes citoprotetores e a comprovacdo de um mecanismo protetor que nao

impligue na diminuicdo da atividade antitumoral da cisplatina.



CONCLUSOES

De acordo com o presente estudo:

O carvedilol protege eficazmente contra o dano oxidativo e a apoptose
das células renais induzidos pela cisplatina em camundongos
portadores de Sarcoma-180. A inibicdo da apoptose ocorre via inibicao
da (i) proteina pré-apoptotica Bax, (i) da caspase-9 (mitocondrial) e da
(i) caspase-3, que sao ativadas pela cisplatina. Cisplatina e carvedilol
ndo tem efeito sobre a proteina anti-apoptoética Bcl-xL.

O sequestro de ions ferro estd envolvido no mecanismo de acdo
antioxidante do carvedilol, porém o carvedilol ndo é um eficiente
sequestrador de radicais livres;

Isoladamente, o carvedilol e a cisplatina ndo tem efeito sobre a
expressdo da SIRT-1, proteina relacionada a biogénese mitocondrial;
porém a administracdo de ambos aumenta a expresséo da SIRT-1;

O carvedilol ndo altera a biodisponibilidade da cisplatina e nao interfere
na sua atividade antitumoral, o que sugere que mecanismos distintos
desempenhem papel central na nefrotoxicidade e na atividade
antitumoral da cisplatina.

O presente estudo abre um precedente para a investigacdo de outros

antioxidantes no mesmo modelo experimental.
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