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Nascimento MM. Avaliagao dos efeitos do Nebivolol sobre a nefrotoxicidade em ratos
tratados com Tenofovir [dissertacao]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade
de Séo Paulo; 2023.

RESUMO

O tenofovir disoproxil fumarato (TDF), componente amplamente prescrito em
regimes antirretrovirais, tem sido associado a nefrotoxicidade. O nebivolol é um
bloqueador seletivo do receptor B-1 adrenérgico de terceira geracao e pode proteger a
estrutura e a funcao renal através da supressao do estresse oxidativo e do aumento da
sintese de o6xido nitrico (NO). Nosso objetivo foi investigar se o tratamento com
nebivolol poderia ser uma estratégia terapéutica eficaz para mitigar a nefrotoxicidade
induzida pelo tenofovir. Ratos Wistar foram divididos em quatro grupos: 1- controle (C),
animais que receberam dieta padrao (DP) por 30 dias; 2- NBV, animais que receberam
DP por 30 dias e DP adicionada de nebivolol (100 mg/kg de DP) do 15° ao 30° dia; 3-
TDF, animais que receberam DP adicionada de tenofovir (300 mg/kg de DP) por 30
dias; e 4- TDF+NBV, animais que receberam DP adicionada de tenofovir por 30 dias e
DP adicionada de nebivolol do 15° ao 30° dia. A exposicao prolongada ao tenofovir
levou a injuria renal e induziu a hipertensédo, a disfuncdo endotelial e 0 estresse
oxidativo. O tratamento com nebivolol recuperou parcialmente a taxa de filtracdo
glomerular, normalizou a pressao arterial e a leséo renal, e atenuou a vasoconstricao
renal. A administracdo de nebivolol contribuiu para a reducdo nos niveis de
dimetilarginina assimétrica (ADMA) e promoveu um aumento na oxido nitrico sintase
endotelial (eNOS), os quais foram acompanhados de uma diminuicédo na atividade do
sistema renina-angiotensina-aldosterona e do infiltrado de macréfagos e células T.
Além disso, o nebivolol foi responsavel pela manutencdo adequada dos niveis de
substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) e glutationa (GSH) e foi associado
a reducdo da expressado renal das subunidades da NADPH oxidase (NOX). Em
conjunto, esses achados sugerem que a administracdo de nebivolol pode ser uma
alternativa para retardar a progressao da doenca renal decorrente da nefrotoxicidade

promovida pelo uso de tenofovir.



Palavras-chave: nefrotoxicidade, tenofovir, nebivolol, injaria renal, hipertensao,

disfuncao endotelial.



Nascimento MM. Evaluation of the effects of Nebivolol on tenofovir-induced
nephrotoxicity in rats [dissertation]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade
de Séo Paulo; 2023.

ABSTRACT

Tenofovir disoproxil fumarate (TDF), a widely prescribed component in antiretroviral
regimens, has been associated with nephrotoxicity. Nebivolol is a third generation
selective B-1 adrenergic receptor blocker and may protect renal structure and function
through the suppression of oxidative stress and enhancement of nitric oxide (NO)
synthesis. We aimed to investigate whether treatment with nebivolol could be an
effective therapeutic strategy to mitigate tenofovir-induced nephrotoxicity. We allocated
Wistar rats to four groups: 1- control (C), received a standard diet (SD) for 30 days; 2-
NBV, received a SD for 30 days then the same SD diet added with nebivolol (100 mg/kg
SD) in the last 15 days; 3- TDF, received a SD added with tenofovir (300 mg/kg SD) for
30 days; and 4- TDF+NBV, received the same SD described above added with tenofovir
for 30 days and nebivolol in the last 15 days. Long-term exposure to tenofovir led to
impaired renal function, induced hypertension, endothelial dysfunction and oxidative
stress. Nebivolol treatment partially recovered glomerular filtration rate, normalized
blood pressure and attenuated renal vasoconstriction and renal injury. Administration of
nebivolol contributed to reductions in asymmetric dimethylarginine (ADMA) levels as
well as increases in endothelial nitric oxide sintase (eNOS) accompanied by renin-
angiotensin-aldosterone system downregulation and decreases in macrophage and T-
cells infiltrate. Furthermore, nebivolol was responsible for the maintenance of the
adequate balance of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) and glutathione
(GSH) levels and it was associated with reductions in NADPH oxidase (NOX) subunits.
Nebivolol holds multifaceted actions that promote an advantageous option to slow the

progression of kidney injury in tenofovir-induced nephrotoxicity.

Keywords: tenofovir, nephrotoxicity, nebivolol, hypertension, endothelium dysfunction,

oxidative stress



1. INTRODUCAO

A infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) € um problema de saude
publica que afeta aproximadamente 38 milhdes de pessoas ao redor do mundo [1]. As
combinacgdes de terapias antirretrovirais (ART) proporcionaram a mudanca de status
de uma doenca fatal para uma condicao crénica controlada, mudando drasticamente
arealidade dos individuos infectados com o HIV [2]. O aumento da expectativa de vida
acarretou no aparecimento de inumeras comorbidades, como doencas
cardiovasculares [3], osteoporose [4], distirbios metabdlicos [5], doencas hepaticas e
renais [6]. A injuria renal aguda (IRA) € uma complicacdo que acomete cerca de 10 a
30% dos pacientes com HIV. Uma das causas mais comuns para o desenvolvimento

de IRA nesses pacientes esta relacionada com a ART [5, 7].

Quatro décadas ap6s a notificacao dos primeiros casos de HIV, as estratégias para
tratar e prevenir a infeccdo pelo virus continuam avancando. Iniciar a ART o mais
rapido possivel apds o diagnostico € uma alta prioridade para melhorar a saude e a
expectativa de vida dos pacientes. Atualmente, o tenofovir alafenamida, o tenofovir
disoproxil fumarato, a emtricitabina e a lamivudina s&o recomendados como
componentes inibidores nucleosideos da transcriptase reversa (nRTI) dos regimes
iniciais de ART [8]. O tenofovir foi o primeiro nRTI aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA) e pela European Medicines Agency para o tratamento do HIV
em adultos e tem sido utilizado como medicamento antirretroviral desde 2001 [9]. Além
do tratamento do HIV [10], o tenofovir também foi aprovado para o tratamento da
hepatite B em adultos em 2008 e € largamente empregado desde entdo com base na

sua eficacia comprovada por estudos clinicos [11-13].

1.1Tenofovir Disoproxil Fumarato

O Tenofovir Disoproxil Fumarato é uma pré-droga rapidamente convertida em
tenofovir apos sua absorgdo através da hidrolise enzimética de dois grupos ésteres.
A adicdo de dois radicais ésteres alcalinos proporciona 0 aumento da sua

lipossolubilidade e absorcéao intestinal, permitindo sua administracao oral [14]. O



tenofovir € um anélogo nucleotideo da adenosina monofosfato, que apds sofrer duas
reacdes de fosforilacado intracelular, se transforma em seu metabdlito ativo, o tenofovir
difosfato. Em sua forma ativa, o tenofovir compete com o substrato natural
deoxiadenosina 5’-trifosfato pela incorporacdo no DNA durante a transcricdo reversa
induzida pelo HIV. Essa incorporagéo do tenofovir ao DNA viral resulta em uma cadeia
terminal, uma vez que o tenofovir difosfato ndo possui o grupamento hidroxila na
posicdo 3’, que atua como ponto de ligagdo para o préximo deoxirribonucleosideo
trifosfato, responsavel pelo alongamento do DNA viral. Dessa forma, a transcriptase
reversa, evento chave para a proliferacdo do HIV, é inibida [15, 16]. O tenofovir é
excretado na forma inalterada na urina através da combinacéo de filtracdo renal e
secrecdo tubular ativa. Contudo, altas concentracdes intracelulares de tenofovir em
células tubulares (devido a maior absorcéo da droga no plasma do que secre¢ao no
[imen tubular) podem interferir na func&o celular e acarretar efeitos colaterais

danosos, especialmente com o seu uso prolongado [17].

1.2 Nefrotoxicidade induzida por Tenofovir

Estudos pré-clinicos demonstraram que animais submetidos ao tratamento com
tenofovir apresentam glicosaria, proteindria, fosfatdria, calcidria, aumento na
creatinina sérica e hipofosfatemia. Além disso, a exposi¢cdo ao tenofovir resulta em
uma diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular [18, 19] e toxicidade tubular [14, 17].
A toxicidade tubular induzida pelo tenofovir € representada por acidose tubular [20],
sindrome de Fanconi e diabetes insipidus nefrogénico [21]. A nefrotoxicidade induzida
pelo tenofovir também é caracterizada pelo envolvimento da via do 6xido nitrico (NO)
e do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), levando a vasoconstri¢cao renal
e a hipertensédo arterial sistémica, além do aumento do estresse oxidativo e do

surgimento de sindrome metabdlica [14, 22].

O tubulo proximal (TP) é o principal responsavel pela excre¢do do tenofovir. A
disfuncdo do TP leva & perda de substancias pela urina que normalmente séo
livremente filtradas no glomérulo e reabsorvidas por essa porgéo tubular, como as
proteinas de baixo peso molecular, fosfato e glicose [19]. O mecanismo pelo qual o

tenofovir leva a lesdo renal ainda € pouco conhecido, porém sabe-se que a secre¢ado



tubular do tenofovir acontece via transporte de anions organicos no TP por meio de
transportadores especificos localizados nas membranas basal e apical das células
tubulares [14].

De forma geral, os analogos nucleotideos sdo captados da corrente sanguinea
pelas células tubulares proximais através do transportador de anions organicos tipos
1 e 3 (hOAT-1 e hOAT-3) localizados na por¢éo basolateral da célula e séo secretados
para a luz tubular através das proteinas de resisténcia a multiplos farmacos tipos 2 e
4 (MRP-2 e MRP-4) localizadas na porcdo apical da célula. Alguns mecanismos
explicam a inducéo da lesdo renal por drogas antivirais: 0 aumento da expressao ou
a inibicdo competitiva dos transportadores tubulares renais, como os da familia hOAT
ou MRP, ou o comprometimento da mitocondria, alterando a oxidagéo de &acidos
graxos e a producdo de energia. A diminuicdo da replicacdo do DNA mitocondrial
resulta em estresse oxidativo, promovendo o metabolismo anaerdbico, acidose latica
e acumulo de triglicérides, que afeta diretamente a funcéo celular [23-26]. A figura 1
representa, resumidamente, a via de transporte celular do tenofovir no tabulo proximal
em condicdes fisiol0gicas e na presenca de distarbios que interferem nos mecanismos
de captacao e secrecdo dessa droga. Apesar dos achados na literatura sugerirem que
a nefrotoxicidade induzida por tenofovir ocorre em baixa frequéncia, sua etiologia é

confirmada por estudos experimentais [24] e clinicos [27].
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Figura 1. Via de transporte celular do tenofovir no tibulo proximal. (A) Transporte celular do tenofovir em
condicdes fisiologicas. (B) Disturbios nos mecanismos de captacao e secrecdo de tenofovir, levando ao aumento
da concentracdo da droga dentro da célula e a deplecao e disfungdo do DNA mitocondrial. Foto gentiimente
produzida pelo Projeto Homem Virtual — FMUSP.



1.3 Estresse oxidativo, sistema renina-angiotensina-aldosterona e a

cascata do 6xido nitrico na nefrotoxicidade induzida por tenofovir

A administracéo cronica de tenofovir resulta em um aumento na producdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO), na deplecdo de componentes antioxidantes
celulares e no dano mitocondrial nos rins [23-29]. Os elementos oxidantes
desempenham um papel importante na patogénese das doencas renais e a NADPH
oxidase (NOX) parece ser uma fonte citosoélica essencial de geracdo de ERO [30, 31].
As ERO sdo moléculas altamente reativas responsaveis por reduzir a
biodisponibilidade do NO e também estéo relacionadas ao desenvolvimento de danos
renais induzidos pela regulacdo positiva do SRAA e da oxidacdo de lipidios e
proteinas, levando a lesdes glomerulares e tubulares [31]. Em contrapartida, as
células renais possuem varios mecanismos de defesa antioxidante para se
protegerem contra os radicais livres em condi¢des fisiologicas, como o sistema
superoéxido dismutase (SOD); a catalase (CAT), as cadeias enzimaticas dependentes
de glutationa e tiol; e a via de sinalizagédo do fator nuclear eritroide 2 relacionado ao
fator 2 (Nrf2)/heme-oxigenase 1 (HO-1) [30-32]. Assim, o estresse oxidativo é
caracterizado pelo desequilibrio entre a geracdo de ERO e a defesa antioxidante,
resultando em um disturbio na sinalizacdo redox e danos moleculares [32]. Vale
ressaltar que altos niveis de ERO por um periodo prolongado prejudicam as linhas de
defesa do sistema imune e a func&o endotelial, agravando o dano vascular [30, 33].
Ademais, a producédo excessiva de ERO promove mudancas irreversiveis no DNA que
podem acarretar em apoptose ou necrose [29]. As ERO e as espécies reativas de
nitrogénio (RNS) sédo importantes moduladores do processo de apoptose pela
mitocdndria, da ativacdo de poli(ADP-ribose) polimerase (PARP) e do aumento da
expressdo de neutroéfilos [29]. A apoptose € um tipo de morte celular controlada e
dependente de energia, caracterizada pela liberacédo do citocromo C pela mitocéndria
e ativacdo da via de sinalizacdo das caspases [28, 29]. Além disso, 0 estresse
oxidativo e nitrativo e/ou o dano no DNA induzido por peroxinitrito sdo potentes
mecanismos desencadeadores da ativacdo da PARP, que por sua vez estimula a
transcricdo de agentes pro-inflamatorios, incluindo o fator nuclear kB (NFk-B) [29]. A
figura 2 representa um panorama geral dos danos causados pelo acumulo de tenofovir

nas células renais.
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Figura 2. Fluxograma das vias de sinaliza¢&o envolvidas na patogénese da nefrotoxicidade induzida por tenofovir.
O aumento da concentragéo de tenofovir na célula proximal tubular desencadeia miltiplos processos celulares que
levam ao aumento da producéo de ROS. Aindugéo de ROS influencia o equilibrio do estado redox, leva a disfuncéo
mitocondrial e libera citocinas e quimiocinas, que recrutam células imunes, desencadeando processos
inflamatdrios. Juntos, esses mecanismos podem promover fibrose tdbulo-intersticial, a ativacdo de vias
relacionadas a apoptose e subsequente dano no tecido renal, resultando nas manifestacdes clinicas observadas
nos estagios iniciais da nefrotoxicidade induzida por tenofovir. Nrf2, fator 2 relacionado ao fator nuclear eritroide 2;
Keapl, proteina 1 associada a ECH semelhante a Kelch; ARE, elemento de resposta antioxidante; HO-1, heme
oxigenase-1; CAT, catalase; SOD, superéxido dismutase; ROS, espécies reativas de oxigénio. Figura gentilmente
produzida pelo Projeto Homem Virtual FMUSP.



1.4 Nebivolol no tratamento da nefrotoxicidade induzida por Tenofovir

O nebivolol é uma droga antagonista seletiva dos receptores adrenérgicos 1 de
terceira geracdo largamente empregada no tratamento da hipertensédo arterial
sistémica [34]. A droga foi desenvolvida e patenteada na década de 80 e é utilizada
na Europa desde 1997. Entretanto, o medicamento foi introduzido no mercado norte-
americano apos aprovacédo pelo FDA em 2007 baseado na sua eficacia como agente
anti-hipertensivo [35, 36]. Um estudo clinico norte-americano multicéntrico mostrou
gue o nebivolol foi considerado seguro, eficiente e bem tolerado em pacientes com
hipertenséo leve e moderada [34]. Na Europa, o nebivolol foi aprovado tanto para o
tratamento de hipertensédo quanto para o tratamento de insuficiéncia cardiaca [37].

Clinicamente, o nebivolol € administrado como uma mistura racémica de igual
proporgdes dos isdbmeros d e |. O nebivolol tem quatro centros assimétricos, o isdmero
d refere-se ao (S,R,R,R)-nebivolol e o isébmero | ao (R,S,S,S)-nebivolol. Os
enantibmeros tem agdes diferenciadas em relagdo a atividade (-bloqueadora e a
vasodilatacdo mediada pelo NO. Essa combinacéo resulta em uma atividade anti-
hipertensiva mais potente comparada a administracdo dos enantibmeros
separadamente [38]. O d-nebivolol tem uma afinidade maior com o receptor (31
conferindo praticamente toda a acdo [(-blogueadora da droga, enquanto que o I-
nebivolol € responsavel principalmente pela liberacdo de NO derivado do endotélio,

resultando em uma acéo vasodilatadora mais intensa [33, 36].

O nebivolol induz a producdo de NO via ativacao dos receptores adrenérgicos 3.
Esses receptores séo responsaveis pela ativacdo da fosfolipase C, resultando na
guebra da membrana fosfolipidica fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) em inositol trifosfato
(IP3). Com isso, h& liberacdo de calcio do reticulo endoplasmatico produzindo um
aumento do célcio citoplasmatico livre. O calcio liga-se a calmodulina formando o
complexo célcio-calmodulina. Esse complexo estimula a éxido nitrico sintase (NOS)
via L-Arginina, resultando no subsequente aumento da producdo de NO. Esse
mecanismo leva ao controle efetivo da pressao arterial pela vasodilatagéo induzida
por NO [38].



O NO néo esté relacionado somente com a manutencédo da funcao endotelial, mas
também & apoptose. Apesar dos mecanismos ndo estarem totalmente esclarecidos,
estudos in vitro mostraram que a noradrenalina, através de receptores (1, ativa
caspases que sao enzimas pré-apoptoticas [39]. Além disso, o nebivolol apresenta
efeitos antioxidantes reduzindo a producdo de superdxido por meio da inibicdo da
NOX e da prevencado do desacoplamento da 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS).
A diminuicdo de superdxidos, por sua vez, inibe a ativacdo do NFk-B, levando a
diminuicdo de varias citocinas pro-inflamatérias [40, 41]. Dessa forma, o nebivolol
mostra uma potente acdo antiapoptética, antioxidante e anti-inflamatoria através do

seu efeito na regulagéo do NO [41].

A inducgédo da produgéo de NO pelo nebivolol diminui a presséo de perfuséo renal
e, consequentemente, aumenta o fluxo plasmatico renal e a taxa de filtracao
glomerular (TFG). O aumento na TFG resulta na elevacao do fluxo urinario e na taxa
de excrecdo urinaria de sodio e cloreto. Dessa forma, a maior producdo de NO
induzida pelo nebivolol parece ter uma acéo diurética que pode contribuir com 0s
efeitos hipotensores da droga somada com sua agao B-bloqueadora [42]. Os efeitos
benéficos do tratamento com nebivolol ndo estédo associados com os efeitos adversos

comuns de outras classes de 3-bloqueadores [34].

O nebivolol é absorvido rapidamente apos a administracédo oral. A droga € 98%
ligada a proteinas, principalmente a albumina, e é processada no figado em
metabolitos ativos e inativos. Os metabdlitos ativos contribuem para os efeitos
fisiol6gicos do nebivolol [34, 37]. Sua excrecao urinaria varia de 40-70% dependendo

do tipo de metabolismo e menos de 1% da droga é excretada intacta na urina [34].

Recentemente, estudos experimentais sugeriram que o nebivolol pode fornecer
protecdo contra a injaria renal em modelos de isquemia/reperfusdo renal [43] e
nefropatia diabética [44] provavelmente devido a sua propriedade antiapoptética,
antifibrética e anti-inflamatoéria. Resultados semelhantes também foram observados
no modelo de nefrotoxicidade por contraste [45], gentamicina [46] e ciclosporina [47],
indicando que o nebivolol também preserva a estrutura e funcéo renal pela diminui¢éo

do estresse oxidativo.
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1.5 Justificativa do estudo

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, o nimero de individuos
infectados com o HIV vem crescendo progressivamente ao redor do mundo [1]. Dessa
forma, cada vez mais pacientes utilizam a ART com o tenofovir, que é considerada
atualmente um dos tratamentos mais eficazes para o controle do HIV. No entanto, o
tenofovir esté relacionado com o desenvolvimento de nefrotoxicidade, caracterizada
principalmente pelo desenvolvimento de vasoconstricao renal, hipertenséo arterial
sistémica, aumento do estresse oxidativo e dislipidemia. Embora existam poucos
estudos na literatura, alguns medicamentos, como a rosiglitazona, apresentaram
resultados benéficos em relagcéo a reducéo da nefrotoxicidade induzida pelo tenofovir.
Os efeitos adversos apresentados pelo tenofovir estdo em parte relacionados com o
envolvimento do SRAA e da via do NO. Assim sendo, a administracdo do nebivolol
pode ser promissora no tratamento dos efeitos indesejados relacionados ao uso
continuo do tenofovir, uma vez que o nebivolol é um B-bloqueador de terceira geracéo
com acao diferenciada dos B-bloqueadores convencionais. O nebivolol € um potente
agente anti-hipertensivo, ndo so6 pela sua atuacao nos receptores adrenérgicos, mas
também pela sua participacdo na vasodilatacdo mediada via NO. Além disso, diversos
trabalhos experimentais mostraram o0s beneficios do nebivolol na reducdo da
nefrotoxicidade induzida por diferentes drogas. No que tange o estado da arte em
relacéo ao uso do nebivolol na atenuacéo da nefrotoxicidade induzida pelo tenofovir,
nao ha registros da aplicacdo desse B-bloqueador em estudos descritos na literatura.
Desta maneira, € razoavel supor que as acdes terapéuticas do nebivolol possam ser
benéficas para atenuar os efeitos adversos causados pelo tenofovir, garantindo um
bom prognéstico e uma melhora na qualidade de vida do paciente. Além disso, o
nebivolol € um medicamento amplamente comercializado, de facil administracéo e de

relativo baixo custo, o0 que o torna acessivel para prescricdo para 0s pacientes.
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2. OBJETIVO

2.10bjetivos gerais

O presente estudo tem como objetivo avaliar se o tratamento com nebivolol é

capaz de atenuar a nefrotoxicidade induzida pelo tenofovir.
2.2 Objetivos especificos

Como descrito anteriormente, estudos vém demonstrando efeitos renoprotetores
do nebivolol em diferentes modelos experimentais de nefrotoxicidade. Entretanto, néo
h&d dados robustos em relacdo ao desempenho da administracdo de nebivolol na
nefrotoxicidade induzida pelo tenofovir. No intuito de avaliar melhor o desempenho do

tratamento proposto, determinamos:

e Afuncdo e a hemodinamica renal,

e Os elementos relacionados com a sindrome metabdlica (colesterol e
triglicérides), além da avaliacao da proteinuria;

e Os componentes do SRAA (angiotensina Il e aldosterona) e da via do NO
(ADMA, eNOS e iNOS);

e Asvias de ativacdo do estresse oxidativo (TBARS, GSH, MnSOD, Nrf2, HO-1,
p47phoxe p67ph0x);

e O perfilinflamatorio (expressdo de MCP-1, infiltracdo de macrofagos/linfocitos);

e O escore de leséo tubular, os fatores relacionados a formacéao de fibrose (TGF-

B1) e os componentes da matriz extracelular (colageno 1ll) no tecido renal.

3. METODOLOGIA

3.1 Animais e protocolo experimental

Foram utilizados ratos Wistar machos (Rattus novergicus) com peso corporeo

inicial em torno de 180-200 g, obtidos do biotério central do Instituto de Ciéncias
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Biomédicas da Universidade de Séo Paulo (ICB-USP). Os animais foram mantidos no
biotério do laboratério em temperatura controlada (23+1°C) com ciclo claro/escuro de
12/12 horas. Os procedimentos experimentais utilizados neste estudo foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (CEUA-HCFMUSP protocolo
n. 1287/2019).

O balanco da ingestdo de dieta e agua foi efetuado diariamente. O peso dos
animais foi verificado semanalmente. Os animais receberam o tenofovir adicionado a
dieta (300 mg/kg de dieta, Nuvilab, Parana, Brasil) equivalente a ~30 mg/kg de peso
corporal e o nebivolol (100 mg/kg de dieta) equivalente a ~10 mg/kg de peso corporal.
A dose de tenofovir foi baseada em estudos prévios do nosso laboratorio [14] e a dose

de nebivolol foi baseada em estudos experimentais publicados anteriormente [41, 46].

3.2 Grupos experimentais

Foram estudados quatro grupos de animais:

o
1

Controle (C): ratos que receberam dieta padrao (DP) por 30 dias (n=8).

2- Nebivolol (NBV): ratos que receberam DP por 30 dias e DP adicionada de
nebivolol (100 mg/kg de dieta) do 15° ao 30° dia (n=8).

3- Tenofovir (TDF): ratos que receberam DP adicionada de tenofovir (300 mg/kg
de dieta) por 30 dias (n=9).

4- Tenofovir+Nebivolol (TDF+NBYV): ratos que receberam DP adicionada de
tenofovir (300 mg/kg de dieta) por 30 dias e DP adicionada de tenofovir (300
mg/kg de dieta) e nebivolol (100 mg/kg de dieta) do 15° ao 30° dia (n=9).
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Delineamento do protocolo experimental

c Dieta Padrao (DP)

NBV DP Nebivolol 100 mg/kg de DP

TDF Tenofovir 300 mg/kg de DP
TDF+NBV Tenofovir 300 mg/kg de DP Tenofovir 300 mglkg de DP = Nebivolol 100 mglkg de DP
0 1

5 30 dias

3.3 Estudos de gaiola metabdlica: volume urinério e proteindria

Ao final dos 30 dias de acompanhamento experimental, os animais foram
colocados em gaiola metabdlica para a coleta de urina de 24 horas. O volume urinario
foi avaliado gravimetricamente e as amostras de urina foram centrifugadas para
remocao de material suspenso. O sobrenadante foi utilizado para analise da
proteindria. A concentracdo urinaria de proteina foi mensurada por sistema
colorimétrico usando kit comercial (LabTest, MG, Brasil). A excrecdo urinaria de

proteina (UpretV) foi determinada.

3.4 Determinacao da taxa de filtracdo glomerular avaliada pelo clearance de

inulina, pressao arterial média e fluxo sanguineo renal

Os animais foram anestesiados com tiopental sddico 50 mg/Kg (Cristalia, SP,
Brasil). A traqueia foi canulada com cateter PE-240 e a respiracdo foi mantida
espontaneamente. A veia jugular foi canulada com cateter PE-60 para a infusédo de
inulina e de fluidos. Para o controle da presséao arterial média (PAM) e para a coleta
de amostras de sangue, a artéria carotida foi cateterizada com cateter PE-50. Para a
coleta de amostras de urina, foi feita uma incisdo abdominal e a bexiga do animal foi
canulada com cateter PE-240. Apds o procedimento cirdrgico, uma dose Unica de
inulina (100 mg/kg diluida em 1 mL de solucéo salina 0,9%) foi administrada pela veia
jugular. Em seguida, uma infusdo constante de inulina foi mantida (10 mg/kg em
solucéo salina 0,9%) a 0,04 mL/min do inicio ao fim do experimento. Foram coletadas
amostras de urina aos 30, 60 e 90 minutos e amostras de sangue no inicio e no fim

do experimento. As concentracbes de inulina no sangue e na urina foram
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determinadas pelo método colorimétrico da antrona. Os valores do clearance de
inulina representam a média de trés periodos de experimento. A TFG (mL/min/100g)

foi expressa corrigindo-se por 100 g de peso corporeo.

Para a avaliacdo do fluxo sanguineo renal (FSR) foi feita uma incisdo mediana
abdominal, o pediculo renal esquerdo foi dissecado e a artéria renal isolada.
Cuidadosamente, uma sonda de fluxo ultrassénico (TS420; Transonic Systems, MD,
EUA) foi acoplada na artéria renal para a mensuracdo do FSR em mL/min. A
resisténcia vascular renal (RVR) foi calculada dividindo-se a PAM pelo FSR e o

resultado foi expresso em mmHg/mL/min.

Ao final do experimento de clearance, o sangue total dos animais foi colhido para
as seguintes analises no plasma: sédio (Pna) € potassio (Pk) por eletrodo sensivel
(AVL 9180 Electrolyte Analyser - Roche®, Risch-Rotkreuz, Suica); fosfato (Pp),
colesterol total e triglicérides por sistema colorimétrico (LabTest, MG, Brasil). Os niveis
plasmaticos de aldosterona, angiotensina Il e dimetilarginina assimétrica (ADMA)
foram determinados pelo método de enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)
usando kits comerciais Aldosterone ELISA Kit (Enzo, Life Science Inc., NY, EUA), Rat
Ang-Il (Angiotensin Il) ELISA Kit e ADMA (Asymmetrical Dimethylarginine) ELISA kit
(Elabscience®, TX, EUA).

Apos a coleta do sangue, os rins foram perfundidos com solucéo de tampéo fosfato
salino (PBS). Em seguida, o rim direito foi removido, congelado em nitrogénio liquido
e estocado a -80°C para analise de proteinas pelas técnicas de western blotting (WB)
e ELISA. O rim esquerdo foi fixado em solucdo de methacarn (60% metanol, 30%
acido aceético glacial e 10% cloroformio) e mantido neste mesmo fixador por um
periodo de 24 horas. Apds esse periodo, o fixador foi substituido por alcool 70% e o
tecido foi embebido em parafina e cortado em sec¢des de 4 um para estudos

histomorfométricos e de imuno-histoquimica.

Ao final do experimento, os animais foram submetidos a eutanasia com a infusédo

de uma dose letal do anestésico tiopental sédico e suas carcagas acondicionadas em
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embalagens plasticas préprias para congelamento e em seguida recolhidas para

incineragéao.

3.5 Anédlise Histo-morfométrica

As amostras de tecidos renais foram desidratadas, diafanizadas e incluidas em
parafina. Apés inclusdo em parafina, cortes de 4 ym de espessura de tecido renal

corados com hematoxilina-eosina (HE) foram usados para analise das lesdes renais.

Para avaliacdo da extensao das areas acometidas por les@es renais, entre 40 a 60
campos medindo 0,245 mm? foram sequencialmente analisados. Cada campo foi
avaliado atraves de escores que variam de 0 a 4, de acordo com 0 seguinte critério:
0, menos do que 5% da area apresentando edema celular, degeneracdo vacuolar,
necrose e descamacéao; I, entre 5-25% da area com comprometimento; Il, 25-50% da
area apresentando lesdes renais; lll, alteracdes envolvendo entre 50-75% do campo
analisado; IV, mais do que 75% da area analisada apresentando lesGes renais. Em

seguida, um escore medio para cada bidpsia renal foi calculado [48].

3.6 Analise Imuno-histoquimica

Os cortes de tecido renal foram incubados com os seguintes anticorpos: anti-CD68
(macréfagos, AbD Serotec, Oxford, Reino Unido); anti-CD3 (linfécitos T; Dako,
Glostrup, Dinamarca); e anti-JG12 (Aminopeptidase P; Santa Cruz Biotechnology, CA,
EUA), por um periodo de 18 horas a temperatura de 4° C (overnight). O produto dessa
reacao foi detectado pelo Sistema EnVision HRP — anti-coelho ou anti-camundongo +
3,3’-diaminobenzidina (DAB; Dako North America, CA, EUA). A contracoloracao foi
feita com hematoxilina de Harris (Sigma-Aldrich, MO, EUA). As ligacfes inespecificas
foram bloqueadas pela diluicdo dos anticorpos primarios em solu¢éo de PBS contendo

albumina bovina 1%. Os cortes foram examinados sob microscopia de luz.

Para avaliacdo quantitativa das imunorreagdes foram analisados 30-40 campos de
cortex renal (0,09 mm?). As proporcdes de volume de areas positivas no tecido renal,
determinadas pelo limite de cor, foram obtidas pela analise de imagem usando o

software ZEN (Carl Zeiss, Munich, Alemanha). A proporcao de volume foi expressa
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como a area positiva (um?) para os respectivos marcadores depois de feita a divisédo
pela area total do campo analisado (um?). Os resultados foram expressos como
porcentagem [49].

3.7 Extracao e quantificacdo de proteinas: WB e ELISA

Para a realizacdo da técnica de WB e ELISA foram utilizadas as amostras de tecido
renal dos animais previamente congeladas em nitrogénio liquido e estocadas a —80°C.
A extracdo da proteina seguiu o protocolo descrito por Burnette [50], com pequenas
modificagdes. As amostras dos tecidos renais foram homogeneizadas (Polytron PT
10-35) em solucdo K-Hepes com coquetel de inibidores de protease (Cocktail
Protease Inhibitor, Sigma Chemical Company, MO, EUA). Em seguida, foram
centrifugadas a 4.000 rpm por 30 minutos a 4°C para remover nucleo, mitocondrias e
debris celulares. As proteinas totais foram quantificadas pelo método de Bradford (Bio-
Rad, CA, EUA).

3.8 Andlise da expresséo proteica: WB

As amostras de tecido renal foram separadas de acordo com o peso molecular em
minigéis SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) [50] em tampao de
corrida e a transferéncia para membrana de PVDF foi feita com tampédo de
transferéncia. A membrana foi bloqueada com 5% de leite em p6 desnatado (Molico)
em TBS-T por 1 hora. A incubacgéo primaria foi feita com anticorpo anti-eNOS (BD
Biosciences, CA, EUA); anti-iNOS (My Biosource, CA, EUA), anti-HO1
(AssayDesigns, MI, EUA); anti-MnSOD e anti-Nrf2 (Cayman Chemical, MI, EUA); anti-
p47°Pox e anti-p67°P"™ (Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA); em solucédo de TBS-T,
overnight a 4°C. A incubacao secundéaria foi realizada com anticorpo anti-camundongo
ou anti-coelho (Sigma, MO, EUA) também em solucéo de TBS-T. O procedimento de
deteccéo foi baseado em quimioluminescéncia (Amersham ECL, GE Healthcare, PA,
EUA). A normatizacdo foi feita com uma nova hibridizacdo das membranas com
anticorpo anti-B-actina (Sigma, MO, EUA). A semi-quantificacdo das proteinas foi feita
pelo software Image J (NIH image software). Os resultados foram expressos como

porcentagem.
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3.9 Quantificacdo de Angiotensina Il, MCP-1, TGF-B1 e Colageno lll no

tecido renal

As quantificagBes de angiotensina Il, proteina quimiotatica para mondcitos 1
(MCP-1), fator de crescimento transformador 31 (TGF-B1) e colageno Ill no tecido
renal foram determinadas pelo método de ELISA usando kits comerciais Rat Ang-II
(Angiotensin I1); Rat MCP-1 (Monocyte Chemotactic Protein 1); TGF-B1 (Transforming
Growth Factor Beta 1) e Rat COL3 (Collagen Type Ill) ELISA kits (Elabscience®, TX,
EUA). O sistema de deteccédo e os célculos de quantificacdo seguiram os protocolos
descritos pelo fabricante dos kits. As leituras das absorbancias foram obtidas

utilizando-se o aparelho Epoch/2 (Biotek Instruments, VE, EUA).

3.10 Avaliagéo do estado redox: Ensaio de TBARS e GSH

As quantificacdes de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)
plasmatico, urinario e tecidual renal foram determinadas pelo método colorimétrico,
usando o kit TBARS Assay (Cayman Chemical, MI, EUA). O sistema de deteccéo e
os calculos de quantificacdo seguiram o protocolo descrito pelo fabricante do kit. As
leituras das absorbancias foram obtidas utilizando-se o aparelho Epoch/2 (Biotek
Instruments, VE, EUA). Os niveis plasmaticos e urinarios de TBARS foram expressos

em nmol/mL e umol/mg de creatinina, respectivamente.

Para a avaliacdo da concentracdo de TBARS no tecido renal, inicialmente foi
realizada a extracdo e a quantificacéo das proteinas do tecido renal pelos métodos de
Burnette modificado [50] e Bradford, respectivamente. Em seguida, a avaliacdo do
estresse oxidativo no tecido renal foi realizada pela mesma técnica descrita acima e

expresso em nmol/mg tecido.

A glutationa (GSH) foi determinada no sangue total pelo método descrito por
Sedlak e Lindsay (1968) [51]. O sangue total foi processado através da adicdo de
acido metafosférico 5% e centrifugado a 14.000 g por 10 minutos. O ensaio consiste
na reacdo do sobrenadante do sangue total com o reagente de Ellman’s, formando
um pigmento amarelo que é mensurado no espectrofotdmetro em 412 nm. A GSH foi

quantificada pela média da curva padrdo e expressa em umol/mL [52].
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3.11 Anédlise Estatistica

A andlise estatistica dos dados dos grupos estudados foi o de variancia One-Way
ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls. Todas as andlises foram realizadas
através do programa de estatistica GraphPad Prism 5 e os resultados foram expressos
como média * erro padrdao da média (EPM). Os valores de p<0,05 foram considerados
significantes.
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4. RESULTADOS

Os animais de todos os grupos estudados nao apresentaram diferencas
significativas no peso corporeo (g), uma vez que a ingestdo de dieta foi similar entre
0s grupos (~25 g/dia). O grupo TDF apresentou um comprometimento significativo da
funcdo renal (p<0,001), evidenciado pela menor TFG (mL/min/100g) quando
comparado ao grupo C e NBV. Os animais do grupo TDF+NBV apresentaram uma
recuperacdo parcial e significativa (p<0,001) da funcéo renal, indicando que a
administracdo de nebivolol foi capaz de atenuar a nefrotoxicidade induzida pelo
tenofovir. Os dados referentes ao peso corporeo estao representados na tabela 1
(Anexos - secéo 7). Os valores referentes ao clearance de inulina estéo representados

na figura 3 e na tabela 1 (Anexos - sec¢éo 7).
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Figura 3 - Taxa de filtragdo glomerular avaliada pelo clearance de inulina ao final dos 30 dias de
protocolo de ratos Controle (C, n=8) tratados com dieta padrdo, Nebivolol (NBV, n=8) tratados com
dieta padrao por 30 dias adicionada de nebivolol do 15° ao 30° dia, Tenofovir (TDF, n=9) tratados com
dieta padrao adicionada de tenofovir por 30 dias e Tenofovir+Nebivolol (TDF+NBYV, n=9) tratados com
dieta padréo adicionada de tenofovir por 30 dias e nebivolol do 15° ao 30° dia. Valores expressos como
média = EPM. 2p < 0,001, "p < 0,01 vs. C; 9% < 0,001 vs. NBV e 9% < 0,001 vs. TDF.

Um outro marcador da disfuncdo renal é a proteinaria. Os animais do grupo TDF
apresentaram uma elevacgao significativa (p<0,001) na excreg¢ao urinaria de proteinas
(mg/dia) quando comparados aos animais dos grupos C e NBV. Os animais do grupo
TDF+NBYV apresentaram uma diminuigao significativa (p<0,01) da proteinaria quando
comparados aos animais do grupo TDF, sugerindo que o tratamento com nebivolol,
além de melhorar a fungéo renal, também foi capaz de atenuar a excre¢do urinaria de

proteinas. Nao houve diferenca significativa no volume urinario de 24h (VU, mL) entre
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0s grupos estudados (tabela 2, anexos — secdo 7). Os dados de proteindria estdo

representados na figura 4 e na tabela 2 (Anexos - secéo 7).
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Figura 4 - Excrecéo urinaria de proteinas ao final dos 30 dias de protocolo de ratos Controle (C, n=8)
tratados com dieta padrédo, Nebivolol (NBV, n=8) tratados com dieta padrédo por 30 dias adicionada de
nebivolol do 15° ao 30° dia, Tenofovir (TDF, n=9) tratados com dieta padréo adicionada de tenofovir por
30 dias e Tenofovir+Nebivolol (TDF+NBV, n=9) tratados com dieta padréo adicionada de tenofovir por
30 dias e nebivolol do 15° ao 30° dia. Valores expressos como média + EPM. 3p < 0,001 vs. C; % <
0,001, < 0,05 vs. NBV e "p < 0,01 vs. TDF.

N&o houve diferencas significativas no sédio (mEqg/L) e no potassio (mEg/L)
plasmatico entre os grupos estudados. Como esperado, 0s animais do grupo TDF
apresentaram uma queda significativa (p<0,001) da concentracdo plasmatica de
fosfato (mg/dL) quando comparados aos grupos C e NBV. Os animais do grupo
TDF+NBV apresentaram niveis plasmaticos de fosfato semelhantes ao grupo C,
indicando que o tratamento com nebivolol reverteu a hipofosfatemia previamente
observada no grupo TDF. A tabela 2 (Anexos - se¢ao 7) mostra os achados dos grupos

experimentais em relacdo aos resultados de eletrdlitos.

Além da recuperacao parcial da funcdo renal, os animais do grupo TDF+NBV
apresentaram uma melhora do perfil lipidico, evidenciada pela andlise das
concentragfes de colesterol total (mg/dL) e triglicérides (mg/dL). Os animais do grupo
TDF apresentaram um aumento significativo (p<0,05) nos niveis de colesterol total
guando comparados ao grupo C. Esses valores foram normalizados com o tratamento
com nebivolol. Referente aos niveis de triglicérides, os animais do grupo TDF
apresentaram um aumento significativo neste parametro quando comparados aos
grupos C (p<0,001) e NBV (p<0,01). O grupo TDF+NBV apresentou uma reducao

significativa (p<0,05) na concentracao de triglicérides quando comparado ao grupo
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TDF. Embora essa diminuicdo ndo tenha normalizado os niveis de triglicérides, o
tratamento com nebivolol mitigou a dislipidemia apresentada com o uso continuo de
tenofovir. Os dados referentes ao colesterol total e triglicérides estdo descritos na

tabela 2 (Anexos - segao 7).

O grupo TDF mostrou um aumento significativo (p<0,001) na PAM (mmHg)
guando comparado aos grupos C e NBV. O grupo TDF+NBV apresentou uma queda
significativa (p<0,001) na PAM quando comparado ao grupo TDF. Os dados referentes
a PAM estéo representados na figura 5 e na tabela 1 (Anexos - sec¢ao 7).
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Figura 5 - Presséo arterial média avaliada ao final dos 30 dias de protocolo de ratos Controle (C, n=8)
tratados com dieta padréo, Nebivolol (NBV, n=8) tratados com dieta padréo por 30 dias adicionada de
nebivolol do 15° ao 30° dia, Tenofovir (TDF, n=9) tratados com dieta padrao adicionada de tenofovir por
30 dias e Tenofovir+Nebivolol (TDF+NBV, n=9) tratados com dieta padrao adicionada de tenofovir por
30 dias e nebivolol do 15° ao 30° dia. Valores expressos como média + EPM. 3p < 0,001 vs. C; % <
0,001 vs. NBV e 9 < 0,001 vs. TDF.

O grupo TDF apresentou um aumento significativo nos niveis plasmaticos de
angiotensina Il (pg/mL) quando comparado aos grupos C (p<0,05) e NBV (p<0,01).
Resultados semelhantes foram observados nos niveis de angiotensina Il tecidual
(pg/ug prot). O grupo TDF apresentou um aumento significativo (p<0,05) nesses
parametros quando comparado aos grupos C e NBV. O grupo TDF+NBV apresentou
uma diminuicdo significativa (p<0,05) da concentracdo plasmatica e tecidual de
angiotensina Il quando comparado ao grupo TDF. A concentracdo plasmatica de
aldosterona (pg/mL) foi significativamente (p<0,001) maior no grupo TDF quando
comparado aos grupos C e NBV. Os animais que receberam TDF+NBV mostraram
uma diminuicdo importante e significativa (p<0,001) nos niveis de aldosterona

plasmatica quando comparados ao grupo TDF. Em conjunto, estes dados indicam que
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o tratamento com nebivolol reverteu a hipertensdo observada nos animais TDF
possivelmente pelo seu efeito modulatério sobre a expressdo dos componentes do

SRAA. As concentracBes plasmatica e tecidual dos componentes do SRAA estédo

representadas nas figuras 6 e 7 e nas tabelas 2 e 4 (Anexos - se¢éo 7).
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Figura 6 - (A) Concentracao plasmatica e (B) no tecido renal de angiotensina Il avaliadas ao final dos
30 dias de protocolo de ratos Controle (C, n=8) tratados com dieta padrédo, Nebivolol (NBV, n=8)
tratados com dieta padrdo por 30 dias adicionada de nebivolol do 15° ao 30° dia, Tenofovir (TDF, n=9)
tratados com dieta padréo adicionada de tenofovir por 30 dias e Tenofovir+Nebivolol (TDF+NBV, n=9)
tratados com dieta padrdo adicionada de tenofovir por 30 dias e nebivolol do 15° ao 30° dia. Valores
expressos como média + EPM. °p < 0,05vs. C; ¢p < 0,01, 'p < 0,05 vs. NBV e 'p < 0,05 vs. TDF.
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Figura 7 - Concentracé@o plasmética de aldosterona avaliada ao final dos 30 dias de protocolo de ratos
Controle (C, n=8) tratados com dieta padrdo, Nebivolol (NBV, n=8) tratados com dieta padréo por 30
dias adicionada de nebivolol do 15° ao 30° dia, Tenofovir (TDF, n=9) tratados com dieta padréo
adicionada de tenofovir por 30 dias e Tenofovir+Nebivolol (TDF+NBV, n=9) tratados com dieta padrao
adicionada de tenofovir por 30 dias e nebivolol do 15° ao 30° dia. Valores expressos como média +
EPM. 3p < 0,001, °p < 0,01 vs. C; 9 < 0,001 vs. NBV e 9 < 0,001 vs. TDF.
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A restauracdo da expressao dos componentes do SRAA nos animais
TDF+NBYV foi acompanhada por uma diminui¢do da vasoconstrigdo renal, avaliada
pelo FSR (mL/min) e RVR (mmHg/mL/min). Os animais do grupo TDF apresentaram
uma diminuicao significativa (p<0,001) do FSR quando comparados aos grupos C e
NBV. Os animais do grupo TDF+NBYV apresentaram um aumento significativo (p<0,05)
do FSR quando comparados ao grupo TDF. Além disso, os animais do grupo TDF
apresentaram um aumento significativo (p<0,001) na RVR quando comparados aos
grupos C e NBV. Os animais do grupo TDF+NBV apresentaram uma diminui¢ao
importante e significativa (p<0,001) da RVR quando comparados ao grupo TDF. Os

resultados do FSR e da RVR estao representados na figura 8 e na tabela 1 (Anexos -

secao 7).
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Figura 8 - (A) Fluxo sanguineo renal e (B) resisténcia vascular renal avaliados ao final dos 30 dias de
protocolo de ratos Controle (C, n=8) tratados com dieta padrdo, Nebivolol (NBV, n=8) tratados com
dieta padrao por 30 dias adicionada de nebivolol do 15° ao 30° dia, Tenofovir (TDF, n=9) tratados com
dieta padrao adicionada de tenofovir por 30 dias e Tenofovir+Nebivolol (TDF+NBV, n=9) tratados com
dieta padréo adicionada de tenofovir por 30 dias e nebivolol do 15° ao 30° dia. Valores expressos como
média = EPM. 2p < 0,001 vs. C; 9%p < 0,001, fp < 0,05 vs NBV; e 9p < 0,001, 'p < 0,05 vs. TDF.

A fim de complementar o estudo renovascular, foram avaliados alguns
componentes envolvidos na via de sinalizacdo do NO. A concentracao plasmatica de
ADMA (ng/mL) foi significativamente (p<0,05) maior no grupo TDF quando comparado
aos grupos C e NBV. Os animais do grupo TDF+NBV apresentaram uma diminui¢céo
significativa (p<0,05) nos niveis de ADMA quando comparados aos animais do grupo

TDF. Em suporte aos achados referentes ao ADMA, os animais do grupo TDF
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apresentaram um desequilibrio nas principais enzimas responsaveis pela modulacéo
da via do NO, caracterizado pela diminuicdo significativa da eNOS e um aumento
importante da éxido nitrico sintase induzivel (INOS) quando comparados aos animais
dos grupos C e NBV. Os animais do grupo TDF+NBV apresentaram um aumento
significativo (p<0,01) na expressao proteica de eNOS (%), que foi acompanhado de
uma diminuicdo importante (p<0,01) na expresséo proteica de iINOS (%) no tecido
renal quando comparados aos animais do grupo TDF. A concentragcdo de ADMA
plasmatico e a quantificacdo da expressao de eNOS e iINOS estdo apresentadas nas
figuras 9 e 10 e nas tabelas 2 e 4 (Anexos - se¢ao 7). Em conjunto, esses resultados
sugerem a relevancia biol6gica do ADMA como um inibidor endégeno da NOS e reflete
a importancia dos efeitos do nebivolol na via do NO para a manutencéo da PAM.
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Figura 9 - Concentragdo plasmatica de ADMA avaliada ao final dos 30 dias de protocolo de ratos
Controle (C, n=8) tratados com dieta padrdo, Nebivolol (NBV, n=8) tratados com dieta padrao por 30
dias adicionada de nebivolol do 15° ao 30° dia, Tenofovir (TDF, n=9) tratados com dieta padrao
adicionada de tenofovir por 30 dias e Tenofovir+Nebivolol (TDF+NBV, n=9) tratados com dieta padréao
adicionada de tenofovir por 30 dias e nebivolol do 15° ao 30° dia. Valores expressos como média +
EPM. °p < 0,05vs. C; p < 0,05 vs. NBV e 'p < 0,05 vs. TDF.
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Figura 10 - Andlise semiquantitativa da expresséo proteica de eNOS e iNOS no tecido renal avaliada
ao final dos 30 dias de protocolo. Densitometria da expressao de (A) eNOS e (B) iNOS das amostras
de ratos Controle (C, n=8) tratados com dieta padréo, Nebivolol (NBV, n=8) tratados com dieta padrao
por 30 dias adicionada de nebivolol do 15° ao 30° dia, Tenofovir (TDF, n=9) tratados com dieta padrao
adicionada de tenofovir por 30 dias e Tenofovir+Nebivolol (TDF+NBV, n=9) tratados com dieta padrao
adicionada de tenofovir por 30 dias e nebivolol do 15° ao 30° dia. (C) Foto ilustrativa da expressao de
eNOS, iINOS e B-actina no tecido renal. Valores expressos como média + EPM. 2p < 0,001, °p < 0,05
vs. C; 9p < 0,001, 'p < 0,05 vs. NBV e "p < 0,01 vs. TDF.

As alteracbes relacionadas ao endotélio vascular glomerular foram
acompanhadas de uma melhora, embora nao significativa, da expressdo da
aminopeptidase P (JG12). A imunorreacao para JG12 (%) por area de tufo glomerular
(%), foi significantemente menor nos animais do grupo TDF quando comparados aos
animais dos grupos C (p<0,001) e NBV (p<0,05). Os animais do grupo TDF+NBV
apresentaram uma tendéncia de aumento da area positiva para JG12 quando
comparados aos animais do grupo TDF. Nao houve diferenca significativa na area
glomerular entre os grupos estudados. Os dados referentes a expressao de JG12 por

area glomerular estédo representados na figura 11 e na tabela 5 (Anexos - secao 7).
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Figura 11 — Expresséo da aminopeptidase P (JG12) por area do tufo glomerular no tecido renal. (A)
Gréfico de barras da expresséo de JG12 avaliada ao final dos 30 dias de protocolo de ratos Controle
(C, n=8) tratados com dieta padrdo, Nebivolol (NBV, n=8) tratados com dieta padrdo por 30 dias
adicionada de nebivolol do 15° ao 30° dia, Tenofovir (TDF, n=9) tratados com dieta padrdo adicionada
de tenofovir por 30 dias e Tenofovir+Nebivolol (TDF+NBV, n=9) tratados com dieta padrao adicionada
de tenofovir por 30 dias e nebivolol do 15° ao 30° dia.(B) Fotomicrografias representativas da
imunorreacao para JG12 de um rato C, NBV, TDF e TDF+NBYV (400x). Valores expressos como média
+ EPM. 3p < 0,001, "p < 0,01vs.C; e 'p < 0,05 vs. NBV. Notar que a expressdo de JG12 foi menor nos
ratos TDF e que o tratamento com NBV mostrou uma tendéncia de aumento neste parametro nos
animais do grupo TDF+NBV.
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Adicionalmente, os animais do grupo TDF apresentaram um aumento significativo
(p<0,001) no escore de lesdo tubular renal quando comparados aos animais dos
grupos C e NBV. Foram observadas alteragdes tais como: necrose tubular, perda de
bordura em escova, achatamento das células tubulares e dilatagdo dos tubulos renais.
Os animais do grupo TDF+NBV exibiram uma diminui¢do significativa (p<0,01) no
escore de lesdo tubular quando comparados aos animais ao grupo TDF. Os dados
referentes ao escore de lesao tubular estédo representados na figura 12 e na tabela 5

(Anexos - sec¢ao 7).
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Figura 12 - Escore de leséo tubular renal. (A) Gréfico de barras do escore de lesdo tubular renal avaliado
ao final dos 30 dias de protocolo de ratos Controle (C, n=8) tratados com dieta padréo, Nebivolol (NBV,
n=8) tratados com dieta padrédo por 30 dias adicionada de nebivolol do 15° ao 30° dia, Tenofovir (TDF,
n=9) tratados com dieta padrédo adicionada de tenofovir por 30 dias e Tenofovir+Nebivolol (TDF+NBV,
n=9) tratados com dieta padrao adicionada de tenofovir por 30 dias e nebivolol do 15° ao 30° dia. (B)
Fotomicrografias representativas do cortex renal de um rato C, NBV, TDF e TDF+NBYV (400x). Valores
expressos como média + EPM. 2p < 0,001 vs. C; 9p < 0,001 vs. NBV e 9% < 0,001 vs. TDF. Notar que
0 escore de leséo foi maior nos ratos TDF e que o tratamento com nebivolol foi capaz de restaurar esse
pardmetro nos animais do grupo TDF+NBV.
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Acredita-se que o TGF-B1 seja a citocina pro-fibrotica mais importante na iniciagao
e progressao da fibrose renal. O grupo TDF apresentou um aumento significativo
(p<0,01) da concentragcéao de TGF-B1 (ng/ug prot) no tecido renal quando comparado
aos grupos C e NBV. Os animais do grupo TDF+NBV apresentaram uma queda
significativa neste parametro quando comparados ao grupo TDF (p<0,01). Os dados
referentes a concentracdo de TGF-B1 no tecido renal estdo representados na figura
13 e na tabela 4 (Anexos - sec¢éo 7).
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Figura 13 — Quantificacdo do fator de crescimento TGF-B1 no tecido renal avaliada ao final dos 30 dias
de protocolo de ratos Controle (C, n=8) tratados com dieta padréo, Nebivolol (NBV, n=8) tratados com
dieta padrao por 30 dias adicionada de nebivolol do 15° ao 30° dia, Tenofovir (TDF, n=9) tratados com
dieta padréao adicionada de tenofovir por 30 dias e Tenofovir+Nebivolol (TDF+NBYV, n=9) tratados com
dieta padréo adicionada de tenofovir por 30 dias e nebivolol do 15° ao 30° dia. Valores expressos como
média = EPM. Pp < 0,01 vs.C; ®p < 0,01 vs. NBV e "p < 0,01 vs. TDF.

A concentracao de colageno Il (pg/ug prot) no tecido renal foi determinada a fim
de avaliar a producado e secrecdo desse componente da matriz extracelular (MEC).
Os animais do grupo TDF apresentaram um aumento significativo (p<0,05) da
concentracdo de colageno Il quando comparados aos grupos C e NBV. Os animais
do grupo TDF+NBV apresentaram uma queda significativa (p <0,05) neste parametro
guando comparados ao grupo TDF (p<0,05). Os dados referentes a concentracdo de
colageno Il no tecido renal estdo representados na figura 14 e na tabela 4 (Anexos -

secao 7).



30

Colageno il
1501
S 100-
S _
2 I = —_
2 50-
O 1 1 T
C NBV TDF  TDF+NBV

Figura 14 — Quantificacdo de Colageno do tipo Ill no tecido renal avaliada ao final dos 30 dias de
protocolo de ratos Controle (C, n=8) tratados com dieta padrdo, Nebivolol (NBV, n=8) tratados com
dieta padréo por 30 dias adicionada de nebivolol do 15° ao 30° dia, Tenofovir (TDF, n=9) tratados com
dieta padrdo adicionada de tenofovir por 30 dias e Tenofovir+Nebivolol (TDF+NBV, n=9) tratados com
dieta padréo adicionada de tenofovir por 30 dias e nebivolol do 15° ao 30° dia. Valores expressos como
média + EPM. °p < 0,05 vs. C; p < 0,05 vs. NBV e'p < 0,05 vs. TDF.

O estudo da concentracdo do biomarcador inflamatério da MCP-1 (ng/ug prot) no
tecido renal revelou que o grupo TDF apresentou um aumento significativo (p<0,05)
neste parametro quando comparado aos grupos C e NBV. Os animais do grupo
TDF+NBV apresentaram uma diminuicao significativa (p<0,05) na expressao de MCP-
1 quando comparados aos animais TDF. Os dados referentes a concentracdo de

MCP-1 estédo representados na figura 15 e na tabela 4 (Anexos - se¢ao 7).
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Figura 15 — Quantificacdo da proteina quimiotatica para monécitos 1 (MCP-1) no tecido renal avaliada
ao final dos 30 dias de protocolo de ratos Controle (C, n=8) tratados com dieta padrédo, Nebivolol (NBV,
n=8) tratados com dieta padréo por 30 dias adicionada de nebivolol do 15° ao 30° dia, Tenofovir (TDF,
n=9) tratados com dieta padrédo adicionada de tenofovir por 30 dias e Tenofovir+Nebivolol (TDF+NBV,
n=9) tratados com dieta padrao adicionada de tenofovir por 30 dias e nebivolol do 15° ao 30° dia.
Valores expressos como média = EPM. °p < 0,05 vs. C; fp < 0,05 vs. NBV e'p < 0,05 vs. TDF.
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Em concordancia com os dados referentes a MCP-1, os animais do grupo TDF
apresentaram um aumento significativo (p<0,001) na porcentagem de células CD68+
no compartimento tubulointersticial quando comparados aos animais dos grupos C e
NBV. Os animais do grupo TDF+NBV apresentaram uma diminui¢do significativa
(p<0,001) neste parametro quando comparados aos animais do grupo TDF. A figura
16 e atabela 5 (Anexos - se¢ao 7) mostram os resultados para a expresséao de células
CD68+.

Seguindo com os estudos do perfil inflamatério, os animais do grupo TDF
apresentaram um aumento significativo (p<0,001) da expresséo renal de células CD3+
(%) quando comparados aos animais C e NBV. Os animais do grupo TDF+NBV
apresentaram uma diminuigao significativa (p<0,001) na expressao renal de células
CD3+ quando comparados aos animais do grupo TDF. Os resultados referentes a
expressao renal de células CD3+ estdo representados na figura 17 e na tabela 5

(Anexos - sec¢éao 7).
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Figura 16 - Expressdo de células CD68+ (macréfagos) no cortex renal. (A) Gréfico de barras da
expressdo de células CD68+ avaliadas ao final dos 30 dias de protocolo de ratos Controle (C, n=8)
tratados com dieta padréo, Nebivolol (NBV, n=8) tratados com dieta padréo por 30 dias adicionada de
nebivolol do 15° ao 30° dia, Tenofovir (TDF, n=9) tratados com dieta padrédo adicionada de tenofovir por
30 dias e Tenofovir+Nebivolol (TDF+NBV, n=9) tratados com dieta padrdo adicionada de tenofovir por
30 dias e nebivolol do 15° ao 30° dia. (B) Fotomicrografias representativas da imunolocalizagcdo de
células CD68+ de um rato C, NBV, TDF e TDF+NBV (400x). Valores expressos como média + EPM. 2p
< 0,001 vs. C; % < 0,001 vs. NBV e 9% < 0,001 vs. TDF. Notar que a expressdo de células CD68+ é
maior nos ratos TDF e o tratamento com nebivolol melhorou significativamente este parametro nos
animais do grupo TDF+NBV.
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Figura 17 — Expressao de células CD3+ (linfdcitos T) no cortex renal. (A) Gréafico de barras da expresséo
de células CD3+ avaliadas ao final dos 30 dias de protocolo de ratos Controle (C, n=8) tratados com
dieta padréo, Nebivolol (NBV, n=8) tratados com dieta padréo por 30 dias adicionada de nebivolol do
15° ao 30° dia, Tenofovir (TDF, n=9) tratados com dieta padréo adicionada de tenofovir por 30 dias e
Tenofovir+Nebivolol (TDF+NBV, n=9) tratados com dieta padrédo adicionada de tenofovir por 30 dias e
nebivolol do 15° ao 30° dia. (B) Fotomicrografias representativas da imunolocalizacdo de células CD3+
de um rato C, NBV, TDF e TDF+NBV (400x). Valores expressos como média + EPM. 2p < 0,001 vs.
C; 9p < 0,001 vs. NBV e 9 < 0,001 vs. TDF. Notar que a expressao de células CD3+ é maior nos ratos
TDF e o tratamento com o nebivolol melhorou significativamente este parametro nos animais do grupo
TDF+NBV.
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O estresse oxidativo foi inicialmente avaliado pelas concentragdes de TBARS
plasmético, urinario e tecidual. Os resultados estdo demonstrados na figura 18 e na
tabela 3 (Anexos - sec¢éo 7). A concentragdo plasmatica (nmol/mL) e urinéria (umol/mg
creat) de TBARS estavam aumentadas significativamente no grupo TDF quando
comparado aos grupos C (p<0,001) e NBV (p<0,05). Os animais do grupo TDF+NBV
apresentaram uma diminuicdo significativa (p<0,001) na concentracao plasmatica e
urinaria de TBARS quando comparados aos animais do grupo TDF. Perfil semelhante
foi observado na concentracdo tecidual (nmol/mg prot) de TBARS. Os niveis de
TBARS no tecido renal estavam aumentados significativamente (p<0,05) no grupo
TDF quando comparado aos grupos C e NBV. Os animais do grupo TDF+NBV
apresentaram uma diminuicao significativa (p<0,05) na concentracdo de TBARS no
tecido renal quando comparados aos animais do grupo TDF. Esses resultados
sugerem que o tratamento com nebivolol diminuiu a peroxidacgéao lipidica promovida

pela administracéo de tenofovir.
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Figura 18 — (A) Concentracdo plasmética de TBARS, (B) excrecdo urinaria de TBARS e (C)
concentracao de TBARS no tecido renal avaliadas ao final dos 30 dias de protocolo de ratos Controle
(C, n=8) tratados com dieta padrdo, Nebivolol (NBV, n=8) tratados com dieta padrdo por 30 dias
adicionada de nebivolol do 15° ao 30° dia, Tenofovir (TDF, n=9) tratados com dieta padrdo adicionada
de tenofovir por 30 dias e Tenofovir+Nebivolol (TDF+NBYV, n=9) tratados com dieta padréo adicionada
de tenofovir por 30 dias e nebivolol do 15° ao 30° dia. Valores expressos como média + EPM. 2p <
0,001, °p < 0,05 vs. C; fp < 0,05 vs. NBV; 9 < 0,001, 'p < 0,05 vs. TDF.



35

Outro marcador utilizado na avaliagéo do estado redox é a GSH, um dos principais
agentes antioxidantes intracelulares. Os animais do grupo TDF apresentaram uma
diminuicdo significativa (p<0,05) da concentracdo de GSH (umol/mL) quando
comparados aos animais dos grupos C e NBV. Os animais do grupo TDF+NBV
apresentaram um aumento significativo (p<0,05) na concentracdo de GSH quando
comparados aos animais do grupo TDF. Esses resultados corroboram os dados
apresentados anteriormente referentes ao estresse oxidativo. A figura 19 e a tabela 3
(Anexos - secao 7) mostram os dados da concentracdo de GSH.
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Figura 19 - Concentragdo plasmatica de GSH avaliada ao final dos 30 dias de protocolo de ratos
Controle (C, n=8) tratados com dieta padréo, Nebivolol (NBV, n=8) tratados com dieta padrédo por 30
dias adicionada de nebivolol do 15° ao 30° dia, Tenofovir (TDF, n=9) tratados com dieta padrao
adicionada de tenofovir por 30 dias e Tenofovir+Nebivolol (TDF+NBV, n=9) tratados com dieta padrao
adicionada de tenofovir por 30 dias e nebivolol do 15° ao 30° dia. Valores expressos como média +
EPM. °p < 0,05 vs. C; p < 0,05 vs. NBV; 'p < 0,05 vs. TDF.

Com o propdsito de avaliar mais detalhadamente os efeitos do nebivolol sobre o
estresse oxidativo promovido pelo uso de tenofovir, determinamos as expressdes
proteicas renais das subunidades p47P"°x e p67P"°x da NOX, fonte predominante do
estresse oxidativo renal. Os nossos resultados demonstraram que a expressao
proteica de p47Pho* (%) estava aumentada (p<0,001) no grupo TDF quando
comparado aos grupos C e NBV. Os animais do grupo TDF+NBV apresentaram uma
diminuicdo significativa na expressdo proteica de p47°"* quando comparados aos
animais do grupo TDF. Resultados semelhantes foram observados na expressao
proteica de p67°P"%, Os animais do grupo TDF apresentaram um aumento significativo
(p<0,05) desta subunidade quando comparados aos animais dos grupos C e NBV. Os

animais do grupo TDF+NBYV apresentaram uma diminuig&o significativa (p<0,05) da
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expressao proteica de p67°"* quando comparado aos animais do grupo TDF. Dessa
forma, nossos achados indicam que o tratamento com nebivolol estd associado a
reducdo da expressdo das subunidades necessarias para a atividade da NOX. Os
dados referentes a expressdo proteica de p47Phox e p67Phox estdo representados na

figura 20 e na tabela 4 (Anexos - se¢ao 7).
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Figura 20 - Andlise semiquantitativa da express&o proteica de p47°P"°*e p67°"°* no tecido renal avaliadas
ao final dos 30 dias de protocolo. Densitometria da expresséo de (A) p47°"°* e (B) p67°"°*das amostras
de ratos Controle (C, n=8) tratados com dieta padréo, Nebivolol (NBV, n=8) tratados com dieta padrao
por 30 dias adicionada de nebivolol do 15° ao 30° dia, Tenofovir (TDF, n=9) tratados com dieta padrao
adicionada de tenofovir por 30 dias e Tenofovir+Nebivolol (TDF+NBV, n=9) tratados com dieta padréao
adicionada de tenofovir por 30 dias e nebivolol do 15° ao 30° dia. (C) Foto ilustrativa da expressao renal
de p47Phox p67Pox e B-actina. Valores expressos como média + EPM. 2p < 0,001, °p < 0,05 vs. C; 9p <
0,001, p<0,05 vs. NBV; %9 < 0,001, 'p < 0,05 vs. TDF.

Para finalizar as analises referentes ao estado redox, determinamos a expressao
proteica no tecido renal da manganés superoxido dismutase (MNSOD) e dos principais
elementos da via Nrf2/HO-1. O grupo TDF apresentou um aumento significativo
(p<0,01) na expressao proteica de MnSOD (%) quando comparado aos grupos C e
NBV. O grupo TDF+NBV mostrou uma diminui¢ao significativa (p<0,05) na expressao
proteica da MnSOD quando comparado ao grupo TDF. Os dados referentes a
expressao proteica da MnSOD estéo representados na figura 21 e na tabela 4 (Anexos

- se¢ao 7).
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Figura 21 - Andlise semiquantitativa da expressao proteica de MnSOD no tecido renal avaliada ao final
dos 30 dias de protocolo. (A) Densitometria das amostras de ratos Controle (C, n=8) tratados com dieta
padrdo, Nebivolol (NBV, n=8) tratados com dieta padrdo por 30 dias adicionada de nebivolol do 15° ao
30° dia, Tenofovir (TDF, n=9) tratados com dieta padrdo adicionada de tenofovir por 30 dias e
Tenofovir+Nebivolol (TDF+NBV, n=9) tratados com dieta padréo adicionada de tenofovir por 30 dias e
nebivolol do 15° ao 30° dia. (B) Foto ilustrativa da expressdo de MnSOD e B-actina no tecido renal.
Valores expressos como média + EPM. °p < 0,01 vs. C; ¢p < 0,01 vs. NBV; 'p < 0,05 vs. TDF.

Perfil semelhante foi observado na avaliagdo da expresséao do fator de transcricao
Nrf2 e da enzima HO-1. Os animais do grupo TDF apresentaram um aumento
significativo (p<0,001) na expressao proteica de Nrf2 (%) quando comparados aos
animais dos grupos C e NBV. O grupo TDF+NBV mostrou uma diminuicao significativa
(p<0,001) na expressao proteica deste fator de transcricdo quando comparado ao
grupo TDF. Como esperado, o grupo TDF também mostrou uma elevacéo significativa
na expressao proteica de HO-1 (%) quando comparado aos grupos C (p<0,001) e NBV
(p<0,05). O grupo TDF+NBV apresentou uma diminui¢do significativa na expressao
desta enzima quando comparado aos grupos C (p<0,01), NBV (p<0,01) e TDF
(p<0,01). As quantificacbes da expressdo proteica de Nrf2 e HO-1 estédo

representadas na figura 22 e na tabela 4 (Anexos - secéo 7).
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Figura 22 - Andlise semiquantitativa da expressao proteica de Nrf2 e HO-1 no tecido renal avaliadas ao
final dos 30 dias de protocolo. Densitometria da expressao de (A) Nrf2 e (B) HO-1 das amostras de
ratos Controle (C, n=8) tratados com dieta padrédo, Nebivolol (NBV, n=8) tratados com dieta padrédo por
30 dias adicionada de nebivolol do 15° ao 30° dia, Tenofovir (TDF, n=9) tratados com dieta padrao
adicionada de tenofovir por 30 dias e Tenofovir+Nebivolol (TDF+NBV, n=9) tratados com dieta padrao
adicionada de tenofovir por 30 dias e nebivolol do 15° ao 30° dia. (C) Foto ilustrativa da expresséao renal
de Nrf2, HO-1 e B-actina. Valores expressos como média + EPM. 3p < 0,001, °p < 0,01 vs. C; %p < 0,001,
p < 0,01, p<0,05 vs. NBV; 9 < 0,001 vs. TDF



39

5. DISCUSSAO

O ndmero de individuos infectados com o HIV tem aumentado nos dltimos anos,
acometendo principalmente os paises subdesenvolvidos [1]. O uso continuo de
tenofovir estd associado ao desenvolvimento de nefrotoxicidade podendo levar a IRA
ou a doenca renal cronica (DRC) [11]. Corroborando dados prévios publicados pelo
nosso grupo de pesquisa [14, 22], o presente estudo demonstrou que os animais do
grupo TDF apresentaram comprometimento da fungdo renal, hipofosfatemia,
hipertenséo, dislipidemia, disfungdo endotelial e alteragées no estado redox. Em
contrapartida, o tratamento com nebivolol melhorou a fungédo renal, reduziu a
proteindria, normalizou a PAM, aumentou o FSR e diminuiu a RVR nos animais do
grupo TDF+NBV. Além disso, a administracdo de nebivolol atenuou a lesdo renal,
reverteu o aumento da expressao dos componentes do SRAA e dos marcadores
inflamatorios, mitigou as alteragdes no perfil lipidico, e normalizou os parametros
envolvidos na via do NO e o estado redox nos animais TDF+NBV. Esses achados

indicam que o nebivolol foi capaz de atenuar a nefrotoxicidade induzida pelo tenofovir.

O nebivolol atenuou a lesdo renal em diferentes modelos experimentais
independente da sua acdo anti-hipertensiva [44, 45, 47]. No presente estudo, a
administracdo de nebivolol melhorou a TFG e reduziu a proteindria dos animais
previamente tratados com tenofovir. Essa acdo esta possivelmente associada ao
efeito farmacoldgico especifico do nebivolol na capacidade de aumentar a
biodisponibilidade de NO, melhorar as defesas antioxidantes e reduzir a fibrose renal
[44, 53]. Além disso, Wang et al. reportaram que ratos Zucker obesos diabéticos (ZDF)
tratados com nebivolol apresentaram uma diminuicdo do dano tubular e do
espessamento da membrana basal glomerular e uma restauracdo dos poddcitos,
resultando no aumento do clearance de creatinina e na reducédo da proteinuria [54].
Nossos resultados ainda demonstraram que a integridade vascular do tecido renal dos
animais TDF+NBYV estava mais preservada em relacdo aos animais TDF. A JG12 tem
sido empregada como um marcador de endotélio vascular. Essa proteina é
responsavel por manter as células ancoradas na membrana celular juntamente com o
complexo glicosil-fosfatidil-inositol [55-58]. O dano causado no endotélio vascular é
critico e desencadeia uma série de mudancas patoldgicas presentes na progressao

da doenca renal [56]. O nosso estudo demonstrou que os animais do grupo TDF
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apresentaram uma diminuicdo na expresséo glomerular da JG12 e uma tendéncia de
aumento na expressao dessa proteina no endotélio vascular glomerular dos animais
TDF+NBYV, o que possivelmente contribuiu para a melhora da fungéo renal observada

nesses animais.

A proteindria ocorre geralmente em conjunto com o aumento da PAM em
individuos com DRC. A hipertensdo € um fator de risco bem conhecido e esta
associada ao comprometimento cardiovascular e a progressado da doenca renal [59].
Estudos experimentais [44, 54] e clinicos [60] ja demonstraram que o nebivolol diminui
a PAM e reverte a disfungéo endotelial. Em concordancia com os dados previamente
publicados, nosso estudo demonstrou que 0s animais do grupo TDF+NBV
apresentaram uma normalizacdo da PAM. Esse resultado foi acompanhado de uma
diminuicdo na concentragdo plasmatica e tecidual de angiotensina Il. Corroborando
esses achados, os niveis plasmaticos de aldosterona também foram atenuados com
o tratamento com nebivolol. O SRAA tem um papel importante no controle da
hemodinamica renal, da pressdo sanguinea e na homeostase de sodio [61, 62]. O
néfron possui todos os componentes do SRAA: o angiotensinogénio (AGT) sintetizado
no tubulo proximal, a renina produzida pelo aparelho justaglomerular e tabulo distal, a
enzima conversora de angiotensina (ECA) e os receptores de angiotensina Il
localizados ao longo do néfron [63]. A angiotensina Il € um potente vasoconstritor
sistémico que eleva os niveis da PAM, promovendo a destruicdo de néfrons e,
consequentemente, perda de massa renal e piora da DRC [64]. Apesar da secrecao
renal de renina ser o regulador da formacdo de angiotensina Il, este componente
promove diretamente a vasoconstricdo e a secrecao de aldosterona através da sua
ligacdo com os receptores do tipo 1 de angiotensina Il (AT-1) [22]. Blumenfeld et al.
relataram que os bloqueadores dos receptores B-adrenérgicos sdo geralmente
negligenciados como supressores da secrecdo de renina e da formacdo de
angiotensina Il. Os autores demonstraram que a atividade de renina plasmatica e 0s
niveis de angiotensina Il e aldosterona foram reduzidos notavelmente durante o uso

de B-blogueadores em pacientes hipertensos [65].

Além da restauracdo da PAM, o grupo TDF+NBV apresentou um aumento

significativo do FSR e uma diminuicdo importante da RVR. E conhecido que a reducéo
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da producéo ou disponibilidade de NO, produzido pela L-arginina via eNOS, esta
relacionada a disfuncéo endotelial e hipertenséo [66, 67]. O NO renal é sintetizado
primariamente pela eNOS e pela 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS). A eNOS é
responsavel por manter a TFG e o FSR enquanto a nNOS patrticipa no controle da
hemodindmica glomerular. Entretanto, o NO produzido pela iINOS pode levar a
apoptose e a peroxidacao lipidica. Dessa forma, é plausivel assumir que a regulacao
das 3 isoformas da NOS pelo nebivolol contribui para os seus efeitos protetores no
rim [68]. Nosso estudo demonstrou que a melhora dos padrées hemodinamicos renais
esta possivelmente associada ao aumento da atividade da isoforma endotelial da NOS
e a diminuicdo da isoforma induzivel da NOS, indicando que a ligagdo do nebivolol
aos receptores adreneérgicos B3 induz a vasodilatagdo através da modulacédo destas

enzimas nas células endoteliais [42].

Outra caracteristica importante do nebivolol esta relacionada a redugcédo da ADMA,
um inibidor endégeno competitivo das isoformas da NOS, que também esta associada
a disfuncéo endotelial e a inibicdo da producéo de ERO, conferindo a esta droga uma
propriedade antioxidante importante. A ADMA inibe a atividade da NOS através do
bloqueio da captacdo de L-arginina pelas células, levando a uma reducdo nos niveis
de NO e resultando em um disturbio da funcéo endotelial [66, 69]. Niveis plasmaticos
elevados de ADMA nao estdo ligados somente com a disfuncdo endotelial, mas
também ao aumento do estresse oxidativo [66, 69]. Lin et.al. reportaram que a
elevacao da concentracdo de ADMA estéa relacionada com o aumento da producéo de
ERO no modelo experimental de diabetes mellitus [70]. Nosso estudo demonstrou que
os animais do grupo TDF apresentaram um aumento na concentracdo plasmatica de
ADMA que foi revertido com o tratamento com nebivolol no grupo TDF+NBV. Esses
resultados sugerem que a ADMA é um marcador de disfuncéo endotelial importante e
gue, possivelmente, a sua diminuicdo foi responsavel pela normalizacdo da expressao
proteica de eNOS nos animais do grupo TDF+NBV. A combinacdo dos efeitos
benéficos do nebivolol nas vias do SRAA e do NO resulta em uma protecao
cardiovascular [64] e renal e pode justificar a sua eficiéncia na redugéo da PAM e na
melhora dos parametros hemodinamicos observados em nossos animais do grupo

TDF+NBV. Vale ressaltar que a inducdo da producdo de NO é independente do
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bloqueio dos receptores adrenérgicos B1 e esta caracteristica é especifica do
nebivolol [42].

O tratamento com nebivolol, além de atenuar a proteinaria e os danos vasculares,
foi capaz de reverter o dano renal causado pelo uso continuo de tenofovir. A reducéo
da expressdo de moléculas pro-fibroticas e de marcadores inflamatérios sdo os
principais achados pelos quais o tratamento com nebivolol atenuou o dano renal em
nossos animais do grupo TDF+NBV. O TGF-B1 é uma citocina fibrogénica com papel
importante na iniciacao e progressao da fibrose renal por aumentar a producao e inibir
a degradacao de proteinas da MEC, alterar a interacdo célula-célula, modular a
infiltrac&o de células inflamatodrias e a transformacéo de células residentes [56, 58].
Toblli et al. demonstraram que ratos ZDF apresentaram um aumento importante na
expressdo de TGF-B1 e que essa alteragao foi normalizada ap6s o tratamento com
nebivolol [44]. Corroborando esses achados, nosso estudo demonstrou que os
animais do grupo TDF apresentaram um aumento da concentracao renal do TGF-f31,
o qual foi revertido com o tratamento com nebivolol, sugerindo que esse pode ser um

dos mecanismos envolvidos nos efeitos antifibroticos desse medicamento.

A fibrose intersticial é caracterizada pelo acumulo de proteinas da MEC como os
colagenos | e lll. Em excesso, esse acumulo de proteina da MEC leva a fibrose renal,
a reducéo da taxa de filtracéo e a progresséao para a doenca renal em estagio terminal
[71]. Consistente com estudos experimentais prévios [44], nossos resultados
demonstraram que o tratamento com nebivolol foi eficiente na normalizacéo dos niveis
de colageno 1l no tecido renal no grupo TDF+NBV. Além dos efeitos benéficos do
nebivolol na fibrose renal, estudos reportam que esta droga também esta envolvida
na prevencdo de eventos inflamatérios [44]. A resposta inflamatéria é um dos
primeiros processos imunoldgicos desencadeados apos a lesédo e € caracterizada pela
producédo de varias moléculas que iniciam o recrutamento de células imunes para 0s
locais afetados [72]. Entre fatores e células presentes durante a inflamacéo estdo a
MCP-1, os macréfagos (CD68+) e as células T (CD3+) [56]. A MCP-1 é uma citocina
gue medeia a resposta inflamatéria no rim através do recrutamento e ativagdo de
mondocitos e macrofagos [73]. Além disso, a MCP-1 também estimula a producéo de

citocinas por células inflamatorias, migragédo de células endoteliais e musculares lisas,
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além de proliferacdo celular [56]. Estudos anteriores demonstraram que o nebivolol
promoveu uma reducao significativa de marcadores inflamatérios como a MCP-1 e o
CD68+ [44]. Em concordéancia com esses achados, nossos resultados mostraram que
a quantificacdo de MCP-1 e a expressao das células CD68+ e CD3+ no tecido renal
estavam diminuidas no grupo TDF+NBV quando comparado ao grupo TDF. Desta
forma podemos inferir que as acdes benéficas do nebivolol ndo somente se
estenderam a prevencdo do aumento dos marcadores da MEC, mas também

atenuaram o processo inflamatorio.

A sindrome metabdlica é caracterizada por hipertenséo, resisténcia a insulina e
dislipidemia [44]. A dislipidemia & definida pelo aumento dos niveis de triglicérides e
acidos graxos livres e pela alteracéo do colesterol total, que engloba a diminuicdo da
concentracédo de HDL e o aumento sutil dos niveis de LDL [40]. Os animais do grupo
TDF apresentaram um aumento nos parametros relacionados ao perfil lipidico que foi
atenuado com o tratamento com nebivolol no grupo TDF+NBV. Os B-bloqueadores de
terceira geracado com propriedades vasodilatadoras tém mostrado um efeito favoravel
ou neutro no perfil metabdlico [40]. Dando suporte aos nossos achados, estudos
experimentais demonstraram que o nebivolol tem impacto benéfico na dislipidemia,
evidenciado pela reducdo do acumulo de colesterol total e triglicérides em modelo de
diabetes [44]. A combinacdo do antagonismo de receptores [(-adrenérgicos e a
vasodilatacdo mediada por NO néao so potencializa o efeito hipotensor do nebivolol
como também confere um perfil metabolico favoravel, que é clinicamente importante
no tratamento de pacientes hipertensos. Os diferentes efeitos do nebivolol no
metabolismo lipidico podem estar relacionados com as suas a¢cfes na modulacao do

estresse oxidativo [74].

Estudos sugerem um papel importante dos elementos oxidantes na patogénese da
lesdo renal em diferentes modelos experimentais [22, 54]. As ERO séo fundamentais
no desenvolvimento da injaria renal juntamente com a NOX, que € a maior fonte
citosolica de producdo de ERO [75]. A atividade da NOX é regulada tanto pela
expressdo de suas subunidades quanto pela fosforilacdo de p47Phox e p67PMOX,
proteinas expressas em locais especificos do néfron de rins de ratos adultos [53, 76,

77]. Em contrapartida, a reducédo da defesa antioxidante também contribui para o
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aparecimento de estresse oxidativo [68]. O estresse oxidativo, por sua vez, promove
a proliferacdo de células musculares lisas, hipertrofia e deposicdo de colageno
levando ao espessamento do endotélio e ao estreitamento do Iimen vascular [33].
Além disso, as ERO sdo um importante mediador do dano renal induzido pelo aumento
da atividade do SRAA e séo consideradas moléculas altamente reativas [78]. As ERO
tém capacidade de oxidar lipidios e proteinas, levando a lesdo glomerular e tubular e
ao aparecimento de proteinaria. As ERO também promovem o desacoplamento da
eNOS, suprimindo a atividade desta enzima e causando a redugdo da
biodisponibilidade de NO [78]. Todas essas a¢des em conjunto agravam ainda mais a
disfuncao endotelial, resultando em uma leséo vascular importante na fisiopatologia

da injuria renal [68].

Em nosso estudo, a administracdo de tenofovir levou a um aumento da
peroxidagéo lipidica e a diminuigédo do principal antioxidante intracelular, evidenciado
pela elevacdo da concentracdo de TBARS plasmatico / urinario / tecidual e reducéo
dos niveis plasmaticos de GSH respectivamente, mostrando a influéncia do estresse
oxidativo no desenvolvimento da lesdo renal e no aparecimento da hipertensdo. Em
concordancia com esses achados, o grupo TDF apresentou um aumento importante
da expressdo proteica das subunidades p47°Ph* e p67°P"* da NOX. No grupo
TDF+NBV, o tratamento com nebivolol reverteu completamente os parametros
referentes ao estresse oxidativo, sugerindo que o nebivolol possui propriedades
antioxidantes importantes na melhora da funcédo e na manutencédo da hemodinamica
renal neste modelo experimental. Corroborando nossos resultados, Whaley-Connell
et al. demonstraram que o tratamento com nebivolol normalizou a funcdo endotelial,
reduziu a atividade da NOX e das suas subunidades (Racl, p47Ph°* e p67PhoX),
diminuiu a formacdo de superéxidos dependente da NOX e aumentou a

biodisponibilidade de NO em modelo de ratos transgénicos para Ren2 [53].

A fim de reforcar a participacdo do estresse oxidativo na patogénese da
nefrotoxicidade induzida pelo tenofovir, bem como os efeitos benéficos do tratamento
com nebivolol, foi avaliado a expressao proteica de Nrf2 e HO-1. Nosso estudo
demonstrou que o grupo TDF apresentou um aumento na expressao renal de Nrf2 e

HO-1 e a administracdo de nebivolol normalizou a expressao desses parametros nos
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animais do grupo TDF+NBV, uma vez que o nebivolol corrigiu os niveis de TBARS e
de GSH neste grupo. O estresse oxidativo ativa a sinalizagdo citoprotetora
dependente de Nrf2, um fator de regulacdo transcricional de proteinas antioxidantes
[79]. A atividade constitutiva do Nrf2 é essencial na manutengéo do balango redox em
uma condicdo basal e a sua inducdo acontece em resposta ao estresse oxidativo.
Com o aparecimento da lesdo celular, o Nrf2 é translocado para o nucleo e estimula
a producéao de genes citoprotetores como a HO-1 [80, 81].

Além da participacé@o na via de sinaliza¢éo do Nrf2/HO-1, a mitocdndria possui um
papel essencial na protecdo contra o estresse oxidativo [82]. A mitocondria € a maior
fonte de ERO [83]. Os anions superoxidos sédo produzidos através do processo de
fosforilagdo oxidativa associado ao metabolismo de glicose, aminoacidos e acidos
graxos, resultando na producéo de adenosina trifosfato (ATP) na mitocondria [82]. A
producdo aumentada de agentes reativos oxidantes altera a funcédo celular via
modificacdo oxidativa de proteinas, lipidios e acidos nucleicos. A mitocéndria mantém
um sistema enzimatico antioxidante que elimina o excesso de ERO [82]. A MnSOD é
um dos componentes principais desse sistema e é responsavel por catalisar a primeira
etapa envolvida na eliminacdo das ERO [82, 84]. Nosso estudo demonstrou que o
grupo TDF apresentou um aumento na expressao renal de MnSOD, provavelmente
em resposta ao aumento do estresse oxidativo, e o tratamento com nebivolol
normalizou esse parametro nos animais do grupo TDF+NBV. E conhecido que a
nefrotoxicidade induzida pelo tenofovir esta relacionada a anormalidades estruturais
da mitocéndria que incluem deplecdo mitocondrial e mudancas importantes no seu
tamanho e forma [11]. Além disso, o tenofovir € capaz de comprometer o DNA
mitocondrial, resultando em estresse oxidativo [23]. Corroborando os nossos achados,
Mustafi et al. reportaram que o0 aumento das taxas metabdlicas e a disfuncéo
mitocondrial contribuiram para a elevacdo da concentracdo das ERO, a qual foi
suprimida pelo aumento dos niveis endégenos de MnSOD, em células cancerigenas.
Esses mesmos autores também relataram que o estresse por calor induziu um
aumento moderado de MnSOD nos midcitos cardiacos, conferindo uma protecéo

contra a injuria por hipoxia-reoxigenacao [85].
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Em conjunto, nossos achados demonstraram que o grupo TDF apresentou um
aumento dos trés elementos antioxidantes (Nrf2, HO-1 e MnSOD) possivelmente em
resposta ao aumento de TBARS e a diminuicdo de GSH, sugerindo que tanto o
sistema enzimético mitocondrial quanto a via de sinalizacao do Nrf2 sdo ativados na
presenca de estresse oxidativo. Entretanto, existem estudos controversos que
evidenciaram uma diminuicdo do Nrf2 e do seu gene citoprotetor HO-1, mesmo na
presenca de estresse oxidativo e inflamagdo, indicando que o rim lesado
provavelmente comprometeu a ativacédo do Nrf2 [75, 81, 86, 87]. Apesar do Nrf2, HO-
1 e MnSOD serem considerados elementos protetores, o grupo TDF+NBV apresentou
uma diminuicdo da expressdo renal dessas moléculas. Esse resultado pode ser
explicado devido a acdo antioxidante potente do nebivolol, que ja € bem descrita na
literatura, e possivelmente pela lesdo renal moderada encontrada neste grupo, uma

vez que a HO-1 € uma proteina de choque térmico responsiva ao dano tecidual [88].

O presente estudo demonstrou que o tratamento com nebivolol foi eficaz na
atenuacdo da nefrotoxicidade induzida pelo TDF através de uma variedade de
mecanismos. Primeiro, o nebivolol melhora a disfuncéo endotelial via modulacéo da
cascata do NO e esta envolvido na manutencéo da atividade do SRAA. Segundo, 0
nebivolol possui uma acdo antioxidante sistémica e renal importante devido ao seu
efeito modulatorio nas vias de sinalizacdo da NOX e do Nrf2/HO-1 e na restauracéo
do desequilibrio EROS/NO relacionado a ADMA. Por fim, o nebivolol possui uma acao

anti-inflamatéria e antifibrética, resultando em uma atenuacgéo da lesédo renal.
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6. CONCLUSAO

O tratamento com nebivolol foi capaz de atenuar a nefrotoxicidade induzida pelo
tenofovir através do seu envolvimento na modulacdo da cascata do NO e na atividade
do SRAA, além das suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e
antifibréticas. Dessa forma, o nebivolol pode ser considerado uma estratégia
terapéutica benéfica para retardar a progressao da doenca renal em pacientes em

tratamento com tenofovir.
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7. ANEXOS

Tabela 1 - Peso corporal, parametros funcionais e hemodinamicos

Parametros C NBV TDF TDF+NBV
PC () 3614 3514 3417 34414
TFG (muUmin/100g) 0,91+0,04 0,82+0,04  0,40+0,04% 0,74+0,03%
PAM (mmHg) 11544 11945 146+3 11729
FSR (mL/min) 7,03+0,10 6,78+0,13 5,57+0,06% 5,89+0,15
RVR (mmHg/mL/min) 16,53+0,63  17,83+0,79 26,05+0,46% 20,71+0,873f9

PC, peso corpéreo; TFG, taxa de filtragdo glomerular; PAM, pressao arterial média; FSR, fluxo
sanguineo renal; RVR, resisténcia vascular renal. Os dados sdo expressos como média + EPM. ?p <
0,001;°p < 0,01 vs C; 9p < 0,001; 'p < 0,05 vs NBV; 9 < 0,001, 'p< 0,05 vs. TDF.

Tabela 2 - Parametros bioguimicos

Parametros C NBV TDF TDF+NBV
Plasma

PNa (mEqiL) 137+1 133+3 138+2 139+1
Pk (mEqL) 3,96+0,13  3,85%0,26 4,02+0,08 4,30+0,11
Pp (mg/dL) 6,7240,21  7,09+0,24  5,04+0,14% 6,12+0,40"
Colesterol Total mg/dL) 39,0+2,8 46,2+2,5 51,7+2,2°¢ 39,2+3,7'
Triglicérides (mg/dL) 46,0749,9 74,0£14,4 158,4+19,3%¢ 111,2+11,1"
Angiotensina Il (pgimL) 138,8+12,0 110,1+6,9 186,8+14,7°®  147,8+10,9'
Aldosterona (pg/mL) 1128+141 1532+98 2970+192 1903+190"9
ADMA (ng/mL) 56+3 5816 74+4° 554
Urina

VU mu 19+1 16+2 16+2 19+1
Proteindria (mg/dia) 9,3+1,4 11,9+0,8 18,4+1,1% 14,8+0,43™

Pna, concentracdo de sodio; Pk, concentracdo de potéssio; Pe, concentracdo de fosfato; ADMA,
concentracao de dimetilarginina assimétrica; VU, volume urinario. Os dados séo expressos como média
+EPM. 3p < 0,001, °p < 0,01,°p < 0,05 vs. C; 9p < 0,001, ¢p < 0,01, p < 0,05 vs. NBV; 9% < 0,001, 'p <
0,01,'p < 0,05 vs. TDF.
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Tabela 3 - Avaliacdo do estado redox

Parametros C NBV TDF TDF+NBV
TBARS, (nmol/mL) 2,46+0,21 2,92+0,20 3,970,424 2,47+0,159
TBARS, (umol/mg creat) 0,18+0,01 0,21+0,01 0,25+0,01 0,17+0,01¢

TBARS: (nmol/mg tecido)  13,22+1,07  15,20+1,73 19,63+1,24% 14,38+0,94

GSH (umol/mL) 2,84+0,36 2,41+0,44 1,00+0,26% 2,19+0,37'

TBARS,, concentragdo plasmatica de TBARS; TBARSy, concentracdo urinaria de TBARS; TBARS:,
concentracdo de TBARS no tecido renal; GSH, concentragdo plasmatica de glutationa. Os dados s&@o
expressos como média zEPM. 2p < 0,001, °p < 0,05 vs. C; 'p < 0,05 vs. NBV; 9 < 0,001, 'p < 0,05 vs.
TDF.

Tabela 4 - Avaliacdo da expressdo / concentracdo proteica no tecido renal
Parametros C NBV TDF TDF+NBV

Western Blotting

eNOS ) 1066 100£15 55+10¢f 124+18"
INOS %) 100+4 103+4 213+25 135+19"
PA 7PN (o5 100+1 108+11 167+123d 100+12¢9
P67PNOX (o5 100+1 119+7 169+35¢ 10413
MnSOD () 98+2 9745 124+4b¢ 109+7!

Nrf2 (%) 100+3 89+11 157+102 112+89

HO-1 %) 1006 133+12 177+£15% 49+16°°9
ELISA

Angiotensina Il pgugproty  3,84+1,19 4,51+1,01  8,29+1,31¢ 3,82+0,74

TGF-B1 (ngiug de prot) 0,10+0,02 0,11+0,01 0,21%0,02¢ 0,10+0,02"
Col Il (pgiug de prot) 63,949,1 67,945,9 93,3+9,7¢ 63,8+2,7'
MCP-1 (ng/ug de prot) 0,36+0,03 0,38+0,03 0,52+0,04° 0,43+0,03!

eNOS, oxido nitrico sintase endotelial; INOS, éxido nitrico sintase induzivel; MnSOD, manganés
superoxido dismutase; Nrf2, fator nuclear eritroide 2; HO-1, heme-oxigenase 1; TGF-B1 fator de
crescimento transformador B1; Col lll, coldgeno Ill; MCP-1, proteina quimiotatica para mondcitos 1. Os
dados s&o expressos como média +EPM. p < 0,001, °p < 0,01, °p < 0,05 vs. C; 9p < 0,001, ®p < 0,01,
fp<0,05 vs. NBV; 9 < 0,001, "p < 0,01, 'p < 0,05 vs. TDF.
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Tabela 5 — Analise histomorfolégica e avaliacdo imuno-histoquimica em tecido renal

Parametros C NBV TDF TDF+NBV
Escore de leséo 0,072+0,009 0,086+0,013 0,200+0,0202¢  0,112+0,0089
Area glomerular @) 8813241 8075+243 8091+159 8379279
CD68+ (% areapositivay ~ 0,07+0,01 0,09+0,01 0,24+0,03% 0,10+0,019
CD3+ (% érea positiva) 0,17+0,02 0,14+0,01 0,42+0,07% 0,17+0,029
JG12 (% area positiva) 18,2+1,1 15,9+1,5 12,3+0,62 14,2+0,4°

CD68+, células CD68 positivas; CD3+, células CD3 positivas; JG12, aminopeptidase P. Os dados sao
expressos como média + EPM. 2p < 0,001, °p < 0,01, vs. C; % < 0,001, p<0,05 vs. NBV; 9 < 0,001 vs.
TDF.
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