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RESUMO

Pacientes com anemia falciforme (AF) apresentam hemdlise intravascular, resultando em niveis
elevados de hemoglobina plasmatica. A hemoglobina em excesso reage com o 6xido nitrico (NO),
resultando em baixa biodisponibilidade do NO. Este déficit de NO contribui para os problemas de
salde decorrentes dessa condicdo, como o acidente vascular cerebral, hipertensdo pulmonar,
vasoocluséo, ulceras de perna e priapismo. Estudos recentes do nosso grupo mostraram que a baixa
biodisponibilidade de NO contribui para o desenvolvimento de bexiga hiperativa em camundongos
falciformes. Até o momento nenhum estudo investigou o papel exclusivo da hemdlise intravascular
na disfuncdo miccional. O objetivo geral de nosso estudo é explorar o impacto da hemolise
intravascular na funcéo do trato geniturinario inferior em camundongos C57BL/6J, com a hemolise
intravascular induzida através do uso de fenilhidrazina (PHZ). Os camundongos foram submetidos
a técnica de mancha de micgdo em papel de filtro e as contracdes e relaxamento do DSM foram
avaliadas em banhos de 6rgdos para andlises in vitro. Adicionalmente, a quantificacdo de proteinas
foi realizada pelo método de Western Blot. O grupo PHZ exibiu aumento da frequéncia urinaria e
aumento do volume miccional. As respostas contrateis do detrusor induzidas por carbacol (1 nM —
100 uM), KC1 (1 — 300 mM), a-B-metileno-ATP (1, 3 e 10 uM) e a contragdo neurogénica por
estimulacdo elétrica (EFS; 1-32 Hz) foram significativamente maiores (P < 0.05) em detrusor do
grupo PHZ. O relaxamento induzido pelo isoproterenol (1 nM — 10 pM), mirabregon (InM —
100uM) e SNP (1nM — 300uM) avaliado através de curvas concentracdo-efeito ndo mostrou
alteracdo para os valores de resposta maxima (Emax) e poténcia (pECso) entre o grupo controle e
PHZ. A expressdo proteica da NO sintase endotelial fosforilada (p-eNOS) (Ser-1177), da NO
sintase neuronal fosforilada (p-nNOS) (Ser-1417) e da VASP fosforilada (p-VASP) (Ser-239)
diminuiu na bexiga do grupo PHZ. A expressdo proteica da NOX-2, 3-nitrotirosina, marcador de
estresse nitrosativo (3-NT) e 4-hidroxinonenal, marcador de estresse oxidativo (4-HNE) foi maior
(P < 0.05) no detrusor do grupo PHZ. Nosso estudo mostra que a hemdlise intravascular promove
disfunc@o miccional devido a alteracdes na via de sinalizacdo do NO na bexiga, evidenciada pelos
niveis reduzidos de p-eNOS (Ser-1177), nNOS (Ser-1417) e p-VASP (Ser- 239). Em conclusao, a
hemdlise intravascular, promoveu hipercontratilidade do musculo detrusor, sintomas observados
em pacientes e camundongos com AF.

Palavras-chave: Disfuncdo miccional. Estresse Oxidativo. Oxido nitrico. Musculo Detrusor da
Bexiga.
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ABSTRACT

Patients with sickle cell anemia (SCA) experience intravascular hemolysis, resulting in elevated
plasma hemoglobin levels. Excess hemoglobin reacts with nitric oxide (NO), resulting in low NO
bioavailability. This NO deficit contributes to the health problems resulting from this condition,
such as stroke, pulmonary hypertension, vasoocclusion, leg ulcers and priapism. Recent studies
from our group have shown that low NO bioavailability contributes to the development of
overactive bladder in sickle cell mice. To date, no study has investigated the exclusive role of
intravascular hemolysis in voiding dysfunction. The overall objective of our study is to explore the
impact of intravascular hemolysis on the function of the lower genitourinary tract in C57BL/6J
mice, with intravascular hemolysis induced through the use of phenylhydrazine (PHZ). The mice
were subjected to the urination stain technique on filter paper and DSM contractions and relaxation
were evaluated in organ baths for in vitro analyses. Additionally, protein quantification was
performed using the Western Blot method. The PHZ group exhibited increased urinary frequency
and increased voiding volume. Detrusor contractile responses induced by carbachol (1 nM — 100
uM), KCI (1 — 300 mM), a-B-methylene-ATP (1, 3 and 10 uM) and neurogenic contraction by
electrical stimulation (EFS; 1 -32 Hz) were significantly higher (P < 0.05) in the detrusor of the
PHZ group. The relaxation induced by isoproterenol (1 nM — 10 uM), mirabregon (1nM — 100uM)
and SNP (1nM — 300uM) evaluated through concentration-effect curves showed no change in the
values of maximum response (Emax) and power (pEC50) between the control group and PHZ. The
protein expression of phosphorylated endothelial NO synthase (p-eNOS) (Ser-1177),
phosphorylated neuronal NO synthase (p-nNOS) (Ser-1417) and phosphorylated NO synthase (p-
VASP) (Ser-239) decreased in the bladder from the PHZ group. The protein expression of NOX-
2, 3-nitrotyrosine, a marker of nitrosative stress (3-NT) and 4-hydroxynonenal, a marker of
oxidative stress (4-HNE) was higher (P < 0.05) in the detrusor of the PHZ group. Our study shows
that intravascular hemolysis promotes voiding dysfunction due to changes in the NO signaling
pathway in the bladder, evidenced by reduced levels of p-eNOS (Ser-1177), nNOS (Ser-1417) and
p-VASP (Ser-239 ). In conclusion, intravascular hemolysis promoted hypercontractility of the
detrusor muscle, symptoms observed in patients and mice with SCD.

Keywords:. Voiding dysfunction. Oxidative stress. Nitric oxide. Bladder Detrusor Muscle.
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1. INTRODUCAO

A anemia falciforme (AF), um disturbio genético autossémico recessivo, é caracterizada pela
producao anormal de hemoglobina S (HbS) (SUNDD; GLADWIN; NOVELLI, 2019). Essa muta-
¢do genética desencadeia a polimerizacdo da HbS, formando eritrocitos em forma de foice. Essas
células alteradas apresentam maior rigidez e menor tempo de vida, levando a hemdlise intravascu-
lar e extravascular, que s&o caracteristicas criticas da AF e contribuem para suas diversas manifes-
tacdes clinicas (KATO et al., 2018). Uma consequéncia molecular significativa da hemolise intra-
vascular é a reducdo da biodisponibilidade do éxido nitrico (NO) devido a interacdo direta NO-
hemoglobina e ao aumento da producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que atuam como
sequestradores de NO (REITER et al., 2002; VONA et al., 2021). A reducdo da biodisponibilidade
de NO esta associada a varias complicacdes graves da AF, incluindo Ulcera de perna, hipertensao
pulmonar, priapismo e bexiga hiperativa (BH) (ANELE et al., 2016; CITA et al., 2016; KATO et
al., 2006; NOLAN et al., 2005).

As fungdes da bexiga urinéria, que englobam o armazenamento e a eliminacdo de urina, séo
reguladas por uma complexa interacdo de neurotransmissores (ANDERSSON; ARNER, 2004). A
BH, uma condicao clinica marcada por urgéncia persistente para urinar, pode ocorrer com ou sem
incontinéncia por urgéncia e é comumente acompanhada por aumento da frequéncia urinéria e
noctaria (EAPEN; RADOMSKI, 2016). Em pacientes com AF, a prevaléncia de BH € significativa,
com estudos clinicos sugerindo que até 40% desses pacientes podem apresentar sintomas de BH
(ANELE et al., 2016; PORTOCARRERO et al., 2012). Um contribuinte comum para a BH é o
aumento da contracdo do musculo liso detrusor durante a fase de armazenamento de urina, levando
a hiperatividade do detrusor (MICHEL; CHAPPLE, 2009).

A via de sinalizacdo do NO-GMPc (monofosfato ciclico de guanosina) desempenha um papel
essencial no funcionamento normal do trato urinario. O NO, sintetizado pela éxido nitrico sintase
endotelial (eNOS) e pela 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS), € essencial para manter o ténus e
a funcionalidade do musculo liso detrusor (BURNETT et al., 1997; MONICA et al., 2008). A
deficiéncia de NO tem sido associada ao fenotipo de BH e ao aumento da contragcdo do musculo
liso detrusor em camundongos com AF e varios modelos experimentais (KARAKUS et al., 2019,
2020; KHAN et al., 1999; LEE et al., 2021; LEIRIA et al., 2013, 2014; MONICA et al., 2011;
MUSICKI et al., 2019). Além disso, 0 aumento da producao de superdxido pela isoforma NOX-2
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da NADPH oxidase, que atua ativando o NO, também contribui para a fisiopatologia da BH em
modelos animais (AKAKPO; MUSICKI; BURNETT, 2017; ALEXANDRE et al., 2016, 2018; DE

OLIVEIRA et al., 2022), mas ainda ndo foi avaliado no trato urinario inferior na AF.

Considerando o papel relevante da hemdlise intravascular na AF e seu potencial impacto na
via de sinalizacdo do NO na bexiga, € plausivel que a hemolise intravascular tenha uma
contribuicdo significativa para a disfuncdo miccional. Até o presente momento, os efeitos
especificos da hemdlise intravascular na disfuncdo miccional ainda ndo foram avaliados. Diante
disso, formulamos a hipotese de que a hemolise intravascular desempenha um papel importante na
disfuncdo miccional associada a AF. Para testar essa hipotese e investigar os efeitos exclusivos da
hemdlise intravascular, utilizamos um modelo de hemolise intravascular induzida por

fenilhidrazina (PHZ) em camundongos.

A compreensdo dos mecanismos envolvidos na hemolise intravascular e seus agravantes
contribui para o melhor conhecimento da fisiopatologia desta doenca, sendo essencial para
identificar novas abordagens terapéuticas. Investigar o impacto da hemdlise intravascular na funcdo
miccional e nas vias de sinalizacdo do NO pode fornecer novas informacGes para o
desenvolvimento de tratamentos direcionados a disfuncdo urinaria na AF. Nossas pesquisas tém o
potencial de melhorar a qualidade de vida dos pacientes falciformes, abrindo caminho para
intervencgdes mais eficazes e especificas para este aspecto da doenca.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Anatomia

A bexiga urinéria pode ser classificada em corpo vesical, localizada acima dos orificios
ureterais, e pela base a qual é formada pela parede anterior, trigono, juncdo uretrovesical e detrusor
profundo, com o musculo liso revestido por uma membrana mucosa (HOLSTEGE, 2016). Sendo
a parede muscular da bexiga formada por células musculares lisas, as quais constituem o musculo
detrusor (TYAGI et al., 2014). Localizado no tronco encefalico, situado onde ocorre a coordenagédo
da miccéo, se encontra o centro pontino da mic¢do onde fica situado o fim da via comum dos
neurdnios da bexiga (FRY; MCCLOSKEY, 2019).
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A bexiga é composta por quatro camadas, sendo elas uma serosa externa; camada de musculo
liso detrusor; uma l&mina propria e urotélio que formam a mucosa, exercendo uma atividade
integrada na atividade espontanea (QUAGHEBEUR et al., 2021). Em relacdo a uretra, € importante
mencionar a diferenca entre o sexo masculino e feminino, sendo a uretra masculina, formada pelo
esfincter interno, esfincter externo e prdéstata diferente da uretra feminina, a qual é composta por
esfincter interno (sendo este menor comparado ao sexo masculino) e esfincter externo
(HOLSTEGE, 2016).

A uretra é composta pelos masculos estriados e liso, onde a parte proximal é revestida pelo
epitélio de transicdo, mas quando tem sua abertura na parte externa, o revestimento é modificado
para epitélio pseudoestratificado cilindrico e estratificado pavimentoso (FRY; VAHABI, 2016)
(Figura 1).

Corpo Vesicale— Orificios uretais

Jungéo uretrovesical

Trigono vesical

Misculo Detrusor

Esfincter interno da uretra
Prostata

—»Esfincter externo da uretra

Created with BioRender.com

FIGURA 1. Anatomia da Bexiga urinaria.

2.2. Inervacgéao

A bexiga é inervada por uma grande rede nervosa, sendo feita pelo plexo hipogastrico,
originado da T10 ao L4 o qual contém apenas fibras simpaticas (plexo hipogastrico), ja o plexo
pélvico originado de S2 e S4, contém tanto fibras simpaticas como parassimpaticas

(QUAGHEBEUR et al., 2021). Este sistema promovera acfes de contracdo e relaxamento



17

esfincteriano através da ativacdo de neurotransmissores como acetilcolina (ACh) e noradrenalina
(NA) que atuardo no receptor muscarinico colinérgico/acetilcolina (M3) e beta-adrenérgicos (FRY;
VAHABI, 2016).

Outro regulador das funcdes da bexiga € a inervacdo eferente e somatica (nervo pudendo),
sendo localizada no nudcleo de Onuf localizado na medula sacral, inervando o esfincter uretral
externo e os musculos do assoalho pélvico (HOLSTEGE, 2016). Ha também a inervacdo aferente,
partindo dos receptores, raizes dorsais, nervos, ganglios, tratos espinotalamicos, vias espinhais
ascendentes, centros superiores e regido L leva impulsos sensitivos da bexiga até os centros
corticais (BIRDER, 2014).

Em relacdo ao reflexo de armazenamento responsavel pelo enchimento da bexiga, ocasionada
pelo relaxamento do musculo liso detrusor, o principal agente serd o reflexo pélvico-pudendo
somatico de guarda (DRAKE et al., 2017). Enquanto ocorre as contracdes dos musculos do
assoalho pélvico a superficie medial do lobo frontal bilateral (area motora primaéria), séo ativadas
giro pré-central esquerdo e a &rea motora suplementar bilateral, com a parada da contragdo do
mausculo liso detrusor (KRHUT et al., 2014).

2.3. Ciclo miccional do trato urinério inferior

O ciclo miccional é compreendido pelo armazenamento e eliminagdo da urina na bexiga,
ocasionados por movimentos de relaxamento e contracdo do musculo detrusor, sendo o0s principais

Orgaos responsaveis por essa acdo a uretra e bexiga (DRAKE et al., 2017).

2.3.1. Fase de armazenamento

O comeco do ciclo miccional ocorre com o enchimento vesical, tendo inicio com as fibras
nervosas simpaticas ocasionando o relaxamento na parede vesical, acarretando a distensdo e o
estreitamento do esfincter interno da uretra (musculo liso) (FRY; VAHABI, 2016). A bexiga se
expande causando a ativacdo dos nervos aferentes vesicais, consecutivamente ocorre a suspensao
temporéria reflexa da bexiga pelo nervo hipogastrico (BOLLA et al., 2023). Paralelamente

acontece a indugdo do esfincter externo pelo nervo pudendo, o qual é constantemente verificado,



18

mantém sua acao inibitoria sobre o centro medular sacral, gradativamente fazendo a liberagdo da
ativacdo do esfincter externo (FRY; MCCLOSKEY, 2019).

Em condicdes fisioldgicas, durante a fase de preenchimento a presséo intravesical € baixa e
constante até o volume abaixo do limiar de pressdo que estimula o esvaziamento da bexiga
(DRAKE et al., 2017). Durante o armazenamento urinario da bexiga, o esfincter uretral e a
musculatura lisa da uretra estdo contraidos para manter a continéncia urinaria (BOLLA et al.,
2023).

2.3.2. Fase de esvaziamento (micgéo)

O inicio do esvaziamento ocorre depois da bexiga atingir seu estado maximo de
armazenamento, bloqueando o centro sacral de mic¢édo (FRY; MCCLOSKEY, 2019). Através da
inducdo de receptores do estiramento no detrusor, ocorre a ativacdo das contracdes vesicais por
intermédio do nervo pélvico (HOLSTEGE, 2016). Os receptores enviam sinais de forma aferente,
para a regido de S2 e S4 da medula espinal através dos nervos esplancnicos pélvicos (FRY:;
VAHABI, 2016). Concomitantemente a atividade inibitoria exercida na bexiga por meio do sistema
simpatico, através do nervo hipogastrico, é interrompida de forma simultanea a inibicdo da ativacédo
somatica do esfincter, ocasionando o relaxamento do aparelho esfincteriano ao decorrer da micgao
(FRY; VAHABI, 2016).

O sistema nervoso simpatico exerce sua influéncia sobre o trato urinario inferior através da
estimulacdo adrenérgica, atuando principalmente na acdo de liberacdo da NA nos receptores do
corpo vesical, da prostata e uretra (HOLSTEGE, 2016). Em ambas as fases de armazenamento e
miccdo podemos notar a agao do urotélio. J& a adenosina trifosfato (ATP) atua nos receptores P2X
e P2Y (FRY; MCCLOSKEY, 2019). Quando oportuno, ocorre o relaxamento de forma voluntéria
do esfincter esterno da uretra, tanto no sexo masculino quanto feminino, acarretando na miccao,
por meio dos nervos eferentes somaticos, através do nervo pudendo (S2-S4) (FRY; VAHABI,
2016). No esvaziamento vesical, temos a contracdo do esfincter externo, deixando a bexiga vazia

(no sexo masculino o responsavel por expulsar as Ultimas gotas de urina € o musculo bulbo
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esponjoso), ap6s o esvaziamento o detrusor se relaxa novamente através do sistema nervoso
simpatico (BOLLA et al., 2023; FRY; VAHABI, 2016) (Figura 2).
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FIGURA 2. Ciclo miccional da bexiga, fases de armazenamento e esvaziamento.

Em suma a acdo de miccdo em condicdes fisioldgicas, se resume a um processo de desliga e

liga, se alternando entre atividades de enchimento e esvaziamento (DRAKE et al., 2017).

2.3.3. Mecanismos contrateis e relaxante da bexiga durante o ciclo miccional

No corpo vesical ha duas vias para se ter o relaxamento do musculo detrusor, para assim ser
armazenada a urina dentro da bexiga (BOLLA et al., 2023). Em uma das vias, quem ira promover
o relaxamento vesical € a NA, sendo este o principal neurotransmissor do sistema nervoso
simpatico (SNS). A NA se liga ao receptor 3 o qual esta ligado a proteina Gs, que estimula a
adenilato ciclase sintetizando o segundo mensageiro monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) a

partir do ATP (DRAKE et al., 2017). A elevagdo de niveis citoplasmaticos de AMPc, ira ativar a
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proteina kinase (PKA), reduzindo os niveis de calcio (Ca%*) promovendo o relaxamento do musculo
detrusor (FRY; VAHABI, 2016) (Figura 3).
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FIGURA 3. Relaxamento do musculo liso detrusor: receptor B3/AMPc/PKA. NA,
Noradrenalina; 33, receptor beta 3; G, Proteina Gs; AC, Adenilato Ciclase; AMPc, Monofosfato Ciclico de
Adenosina; ATP, Adenosina trifosfato; PKA, Proteina Kinase A; Ca?*, Calcio.

A via NO-GMPc atua da seguinte forma para promover o relaxamento do detrusor: O NO é
originado pela L-arginina (L-arg) através do 6xido nitrico sintase (NOS) (BALKE; ZHANG;
PERCIVAL, 2019; DRAKE et al., 2017). O NO interage com o ferro do grupo heme localizado na
enzima guanilato ciclase soltvel (GCs), alterando a conformacdo desta enzima e a tornando ativa,
a qual converte o trifosfato de guanosina (GTP) em monofosfato ciclico de guanosina (GMPc)
(FRY; VAHABI, 2016). Com a elevacdo de GMPc ocorre a ativagdo da proteina kinase dependente
de GMPc (PKG), assim reduzindo os niveis de Ca?" intracelular e promovendo o relaxamento do
detrusor (TENOPOULOU; DOULIAS, 2020) (Figura 4).
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FIGURA 4. Via de relaxamento do musculo liso detrusor: Sinalizagdo NO/GCs/GMPc. eNOS,
Oxido nitrico sintase endotelial; L-arg, L-arginina; NO, 6xido nitrico; GCs, Guanilato ciclase soltvel; GTP,
Guanosina trifosfato; GMPc, Monofosfato ciclico de guanosina; PKG, Proteina kinase dependente de
GMPc; Ca?*, Célcio.

Em relacdo as vias de esvaziamento, quem atua no corpo vesical € a ACh, principal
neurotransmissor do fibras parassimpéticas (DRAKE et al., 2017). Nesta via a ACh se liga e
estimula o receptor M3 que ativam a fosfolipase C que converte o fosfatidilinositol (PIP2) no
diacilglicerol (DAG) e também em inositol trifosfato. O inositol trifosfato vai ativar seu receptor
no reticulo endoplasmatico, aumentando os niveis de Ca®" intracelular (FRY; MCCLOSKEY,
2019). O Ca?* se acopla com calmodulina originando um complexo que ativa a kinase de cadeia
leve de miosina (MLC-kinase) aumentando a fosforilagdo MLC-kinase, deixando a fibra muscular
contraida (DRAKE et al., 2017) (Figura 5).

As concentragdes intracitoplasmaticas de Ca?" também podem ser alteradas através de
diferentes neurotransmissores, sendo estes liberados em terminacGes nervosas de eferéncia
parassimpéticas exercendo agdo no trato urinario inferior (TENOPOULOU; DOULIAS, 2020).

Estes mecanismos acarretam na potencializacdo ou promocgao da contragdo da bexiga. O principal
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entre eles € o ATP, que atua em receptores do tipo P2X auxiliando na contracdo e P2Y gerando o
relaxamento da bexiga (FRY; MCCLOSKEY, 2019).
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FIGURA 5. Principal via de contragdo do musculo liso detrusor. ACh, acetilcolina; M3, receptor
muscarinico de acetilcolina; PLC, Fosfolipase C; PIP,, fosfatidinositol; IPs, Inositol trifosfato; Dag,
Diacilglicerol; PKC, Proteina Kinase C; Re, Reticulo endoplasmético; Ca?*, Calcio; Cam, Calmodulina;
MLC, Kinase da cadeia leve de miosina; MLC-P, Fosfatase de cadeia leve de miosina; Rho-A/ Rho-kinase,

Rock; ATP, adenosina trifosfato, P2X3, receptor de ATP.

2.4. Anemia falciforme

A AF, disturbio monogénico hereditério, de carater autossémico recessivo, é caracterizada
por apresentar uma hemoglobina (Hb) atipica. A Hb normal ¢ classificada como hemoglobina A
(HbA), ja na AF é classificada como HbS. A HbS apresenta caracteristicas bioquimicas
particulares, que se deve ao fato da troca de um &cido glutdmico por uma valina na 6° posi¢édo da
cadeia beta, permitindo a polimerizagdo da HbS quando houver a desoxigenacdo (PINTO et al.,
2019; SUNDD; GLADWIN; NOVELLI, 2019; WILLIAMS; THEIN, 2018). Esta polimerizagéo
permite que os globulos vermelhos obtenham um formato de foice, causando deformacéo,

enrijecimento e falta de flexibilidade necessaria para atravessar os pequenos capilares (KATO et
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al., 2018; PINTO et al., 2019). Como consequéncia desta deformagéo ocorre a obstrugéo do fluxo
sanguineo, acarretando em outras manifestacdes fisiologicas (PINTO et al., 2019).

O eritrécito é danificado pelo polimero de HbS levando a uma populacdo heterogénea de
células falciformes, resultando na deterioracdo do citoesqueleto membranoso (PACE;
STARLARD-DAVENPORT; KUTLAR, 2021). A substancia de cétions e agua é diminuida
fazendo uma distribuicdo alterada de lipidios na membrana (SUNDD; GLADWIN; NOVELLI,
2019). Quanto a vascularizacdo, ocorre uma interacdo das células falciformes com o endotélio e
outras células do sangue, o que acarreta em vasoclusdo (PACE; STARLARD-DAVENPORT;
KUTLAR, 2021).

2.5. Hemolise intravascular na AF

A hemdlise intravascular é uma das principais alteracbes que ocorre na AF
(DELESDERRIER et al., 2020; PICCIN et al., 2019; SUNDD; GLADWIN; NOVELLI, 2019). A
hemolise intravascular libera uma grande concentracdo de HbS para o plasma. O excesso de HbS
pode reagir com o NO, assim reduzindo a sua biodisponibilidade (PACE; STARLARD-
DAVENPORT; KUTLAR, 2021). Além disso, a hemolise intravascular pode aumentar a producao
de anion superdxido que também pode reagir com o NO e reduzir a sua biodisponibilidade
(NOMIYA et al., 2012). A reducédo da biodisponibilidade de NO est4 associada com crise vaso
oclusivas acompanhadas de dores intensas, sindrome toracica aguda, lesdo renal e priapismo na AF
(CHENOU et al., 2021; DELESDERRIER et al., 2020; PACE; STARLARD-DAVENPORT;
KUTLAR, 2021).

Nas condicdes fisioldgicas normais, a proteina haptoglobina é responsavel em combater o
excesso de hemoglobina no plasma (BUEHLER; HUMAR; SCHAER, 2020). A haptoglobina
reage com a hemoglobina formando um complexo que é metabolizado pelos macr6fagos no sistema
reticulo endotelial (BUEHLER; HUMAR; SCHAER, 2020; DI MASI et al., 2020). Entretanto, a
concentracédo de haptoglobina esta reduzida no plasma de pacientes com AF devido ao excesso de
hemoglobina no plasma (DI MASI et al., 2020).
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2.8. Sintomas do trato urinario inferior: visao geral

Sintomas do trato urinério inferior (LUTS), do inglés "Lower Urinary Tract Symptoms")
englobam uma variedade de sinais clinicos que afetam o sistema urinario inferior, incluindo a
bexiga e a uretra. Esses sintomas sdo comuns em homens e mulheres e podem ter um impacto
significativo na qualidade de vida. Os LUTS sdo frequentemente classificados em trés categorias
principais: sintomas de armazenamento, sintomas de esvaziamento e sintomas pds-miccional
(ABRAMS et al., 2003).

Sintomas de Armazenamento: Estes sintomas ocorrem durante a fase de enchimento da
bexiga e incluem urgéncia urinéria (necessidade subita e forte de urinar), aumento da frequéncia
urinéria (necessidade de urinar frequentemente), noctlria (necessidade de acordar a noite para

urinar) e incontinéncia urinaria (perda involuntaria de urina).

Sintomas de Esvaziamento: Estes sintomas estdo relacionados a dificuldades na fase de
eliminacdo da urina e incluem hesitacdo (dificuldade em iniciar a micgdo), jato urinario fraco ou

interrompido, esforgo para urinar e sensagéo de esvaziamento incompleto da bexiga.

Sintomas Pds-miccional: Estes sintomas ocorrem apds a mic¢do e incluem a sensacao de
esvaziamento incompleto e gotejamento pos-miccional (liberacdo de pequenas quantidades de

urina apds a miccao).

2.9. Disfungéo miccional na AF

A associacdo entre a AF e os LUTS tem sido documentada em diversos estudos
epidemioldgicos, os quais destacam o impacto significativo desses sintomas na qualidade de vida
dos pacientes (ANELE et al., 2016; PORTOCARRERO et al., 2012). Observa-se que a
incontinéncia urinaria é mais prevalente em individuos com AF em comparacdo com a populacéo
saudavel, evidenciando uma correlagdo entre a doenca e a disfuncdo miccional
(PORTOCARRERO et al., 2012). Em criancas e adolescentes com até 16 anos portadores de AF,
hd uma maior prevaléncia de BH, caracterizada por urgéncia miccional aumentada e maior
incidéncia de nocturia (PORTOCARRERO et al., 2012). Estudo também indica que adultos com
AF apresentam uma incidéncia maior de BH quando comparados a individuos saudaveis, com

aproximadamente 38% dos pacientes com AF relatando sintomas de BH (ANELE et al., 2016).
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Apesar da evidéncia clinica da relacdo entre a AF e 0s LUTS, os mecanismos fisiopatoldgicos
subjacentes a essas altera¢des ainda ndo foram amplamente investigados. No contexto de modelos
animais para estudo da AF, até o0 momento, apenas quatro estudos foram realizados focando nas
alteracdes de disfuncdo miccional associadas a doenca (CLAUDINO et al., 2015; KARAKUS et
al., 2019, 2020; MUSICKI et al., 2019). Estudo publicado recentemente por nosso grupo,
constatou que a bexiga de camundongos com AF apresentam disfuncdo miccional associada a
diminuicdo de eNOS fosforilada (Ser-1177) e nNOS fosforilada (Ser-14120) nos sitios regulatorios
positivos na bexiga, indicando disfuncao da via NO-GMPc (MUSICKI et al., 2019), assim como
aumento das contracbes do masculo detrusor induzidas pelo carbacol e pela estimulacéo
neurogénica (KARAKUS et al., 2019, 2020). Em outros modelos experimentais, a disfuncdo
miccional também tem sido associado com a reducao da biodisponilibilidade de NO no trato
urinario inferior (BURNETT et al., 1997; MONICA et al., 2011, 2008). Conforme mencionado
anteriormente, na AF, o excesso de hemoglobina resultante da hemdlise intravascular reduz a
biodisponibilidade de NO. Portanto, é plausivel que a hemolise intravascular contribua
significativamente para a disfuncdo miccional observada na AF, reforcando a necessidade de uma

investigacdo mais aprofundada dos mecanismos envolvidos.

Na AF, o estresse oxidativo, definido como um desequilibrio entre a producéo de EROs e a
capacidade antioxidante do tecido, desempenha um papel importante na fisiopatologia,
contribuindo para a lesdo de 6rgdos em pacientes. O excesso de superdxido podem reagir
rapidamente com o NO, reduzindo a biodisponibilidade deste importante neurotransmissor (NUR
et al., 2011). Em modelos experimentais com roedores, tem-se observado que o aumento do
estresse oxidativo, associado a diminui¢do da biodisponibilidade de NO na uretra e bexiga, esta
relacionado a disfuncdo miccional (ALEXANDRE et al.,, 2014; NOMIYA et al.,, 2012;
YAMAGUCHI; NOMIYA; ANDERSSON, 2014). Dessa forma, é plausivel que a reducdo da
biodisponibilidade de NO, devido ao excesso de EROs, possa contribuir para a disfuncdo miccional
na AF. No entanto, até o0 momento, nenhum estudo investigou especificamente o impacto do

estresse oxidativo na disfungdo miccional em pacientes com AF.
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2.10. Modelo de hemolise intravascular induzida por PHZ

O modelo de hemolise intravascular induzida por PHZ provoca peroxidacéo lipidica nas
hemaécias, resultando em lise celular e consequente extravasamento de hemoglobina para o plasma
(GOLDSTEIN; ROZEN; KUNIS, 1980) (Figura 6). A PHZ leva a diversas alteracfes
hematoldgicas semelhantes as observadas na AF, como anemia, redugdo no numero de hemécias,
reducdo do hematdcrito e aumento da hemoglobina no plasma, sendo um modelo amplamente
utilizado para avaliar os efeitos da hemdlise intravascular apenas (HENRIQUE SILVA et al., 2018;
IACOPUCCI et al., 2022).

Um recente estudo publicado pelo nosso grupo mostrou que a hemdlise intravascular
induzida pela PHZ em camundongos gera um fen6tipo de priapismo (IACOPUCCI et al., 2022),
caracterizado pelo aumento do relaxamento do musculo liso dos corpos cavernosos e aumento do
estresse oxidativo e da isoforma da NADPH oxidase (NOX-2), complexo enzimatico responsavel
pela producdo de anion superoxido. No trato urinério inferior, os efeitos exclusivos da hemdlise

intravascular ainda ndo foram investigados.
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FIGURA 6. Modelo de hemdlise intravascular induzida por PHZ. PHZ, fenilhidrazina; Hb,

hemoglobina.
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3. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE DO ESTUDO

Estudos epidemioldgicos relataram a associacdo entre a AF e 0os LUTS, mas 0s mecanismos
fisiopatoldgicos envolvidos ainda sdo pouco compreendidos. Na AF, ocorre a liberacédo de elevadas
concentracdes de hemoglobina no plasma. Esse excesso de hemoglobina pode reduzir a
biodisponibilidade de NO e aumentar a producdo de EROs, que também comprometem a
biodisponibilidade de NO. Em modelos animais de bexiga hiperativa, estudos anteriores mostraram
que camundongos machos deficientes em NO exibem hipertrofia e hiperatividade detrusora. Com
base nesses estudos, levantamos a hipdtese de que a reducédo da biodisponibilidade de NO, devido
a presenca de hemoglobina no trato geniturinario inferior, contribui para a bexiga hiperativa na AF.
Assim, propomos investigar o papel da hemdlise intravascular na fungdo do trato geniturinario
inferior em camundongos C57BL/6 submetidos a hemolise intravascular induzida por PHZ. Este
modelo especifico € ideal para o estudo isolado dos efeitos da hemdlise intravascular, permitindo
uma analise detalhada das alteracfes fisioldgicas, bioquimicas e moleculares associadas a este

fendmeno.

4. OBJETIVO GERAL

Analisar o efeito da hemdlise intravascular na fungdo do trato geniturinério inferior em

camundongos C57BL/6J com hemdlise intravascular induzida pela PHZ.

4.1. Objetivos especificos:

(1) Determinar as altera¢6es hematoldgicas promovidas pela PHZ;

(I Avaliar o efeito da hemdlise intravascular na funcdo miccional;

(1) Investigar as alteragdes funcionais in vitro do masculo liso detrusor;

(IV) Avaliar a expressao das proteinas envolvidas na via NO-GMPc na bexiga;

(V) Avaliar os marcadores de estresse oxidativo e nitrosativo na bexiga,;
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5. MATERIAL E METODOS
5.1. Animais e modelo de hemodlise intravascular

No presente estudo, foram utilizados camundongos machos da linhagem C57BL/6J, com
idade entre 3 e 5 meses, fornecidos pelo Centro Multidisciplinar de Investigacdo Biologica
(CEMIB) da UNICAMP. Os animais foram alojados no Biotério da Universidade S&o Francisco
(USF), mantidos em condigOes controladas com temperatura de 24°C e ciclo claro/escuro de 12/12
horas, tendo acesso livre a agua e ragdo. Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da USF, conforme o protocolo ndimero 002.03.2021,

garantindo o cumprimento das diretrizes éticas para experimentagdo animal.

No modelo de hemdlise intravascular adotado neste estudo, foram utilizadas duas injecGes
intraperitoneais de PHZ (50 mg/kg) em camundongos C57BL/6J. Este modelo ja havia sido
padronizado e utilizado em um estudo anterior realizado no laboratério (IACOPUCCI et al., 2022).
A segunda dose de PHZ foi administrada 8 horas apés a primeira. Decorridas 96 horas da primeira

dose, os camundongos foram eutanasiados.
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FIGURA 7. Modelo de hemdlise intravascular. PHZ, fenilhidrazina.
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5.2 Preparagéo do musculo liso detrusor para o estudo funcional in vitro

A bexiga foi retirada através de um corte horizontal na regido dos ureteres. A base da bexiga
foi removida para o isolamento apenas do musculo detrusor. Apos esse procedimento o tecido foi
colocado na solucdo de Krebs-Henseleit na sequinte composi¢do (mM): NaCl, 130; NaHCO3, 14.9;
dextrose, 5.5; KCI, 4.7; KH2PO4, 1.18; MgSO47H20, 1.17 e CaCl2.2H20, 1.6. Cortes foram
realizados nas laterais direita e esquerda do tecido e posteriormente um corte ao meio, formando
assim dois segmentos. Os segmentos da bexiga foram colocados ao meio de um transdutor de forca
de unidade fixa de forma que ficassem suspensos. A tensdo empregada na bexiga (5,0 mN) foi
regulada inicialmente e a cada 15 minutos até chegar a estabilizacdo que foi de 60 minutos. Ao
decorrer o periodo de estabilizacdo a solucdo de Krebs foi trocada a cada 15 minutos. Todas
alteracbes de tensdo foram medidas usando-se transdutores isométricos (AD Instruments,
Australia) e gravadas em sistema PowerLab 4/35 de aquisicdo de dados (software versdo 7.0, AD
Instruments, Australia). Foram obtidos gréaficos tracados pelo programa computacional “GraphPad
PRISM” (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA) e os parametros de resposta méaxima (Emax)

e poténcia (pECso) calculados.

Protocolos de contracdo

Para a realizacdo dos protocolos de contragdo, ap6s o periodo de estabilizacdo, foram
realizadas curvas concentracdo-resposta cumulativas ao agonista muscarinico pleno carbacol (10
nM- 100 uM) e ao KCI (1 — 300 mM). Adicionalmente, foram realizadas curvas concentragdo-
resposta ndo cumulativas ao agonista purinérgico (P2X), a-p-metileno-ATP (1-10 puM). As

respostas contrateis foram quantificadas em mN/mg, considerando o peso imido do tecido.

No estudo da contracdo neurogénica induzida por estimulacdo elétrica (EFS), os tecidos
foram posicionados entre dois eletrodos de platina dispostos paralelamente. A estimulacdo elétrica
foi realizada com uma voltagem de 20 V, duracéo de pulso de 1 milissegundo e intervalo entre 0s
pulsos de 0,2 ms. A duracédo da estimulacdo foi de 10 segundos, aplicada em frequéncias de 1, 2,
4, 8, 16 e 32 Hz, com intervalos de 2 minutos entre os estimulos, seguindo a metodologia adotada

em experiéncias prévias realizadas no laboratério.
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Protocolos de relaxamento

Nos protocolos de relaxamento do musculo liso, os detrusores foram inicialmente pré-
contraidos com carbacol na concentracdo de 300 nM. Apos alcancar a estabilizacdo da contracéo,
foram realizadas curvas concentracao-resposta para avaliar o relaxamento induzido pelos agentes
farmacolodgicos. Utilizou-se o isoproterenol, um agonista ndo seletivo de receptores B-adrenérgicos,
em concentra¢des variando de 1 nM a 10 uM. Também foram aplicadas concentragdes de 1 nM a
100 uM do mirabegron, um agonista seletivo de receptores P3-adrenérgicos. Além disso,
empregou-se o doador de NO, nitroprussiato de sodio (SNP), nas concentracdes de 1 nM a 300

MM, para investigar o relaxamento mediado pelo NO.

5.3. Western Blotting

As proteinas da bexiga foram separadas utilizando eletroforese em gel de poliacrilamida a 4-
20% com lauril sulfato de sodio a 0,1% (SDS-PAGE). Apo6s a eletroforese, as proteinas foram
transferidas eletroforeticamente para uma membrana de PVDF, utilizando um sistema de
transferéncia submerso. Para minimizar ligacGes inespecificas das proteinas a membrana, realizou-
se uma pré-incubacdo da membrana com um tampéo de bloqueio contendo 5% de leite em po, Tris
10 mM, NaCl 100 mM e 0,02% de Tween 20 por uma hora a temperatura ambiente. Posteriormente,
as membranas foram incubadas com anticorpos primérios especificos para NOX-2, 4-
hidroxinonenal (4-HNE), 3-nitrotirosina (3-NT), p-eNOS (Ser-1177), p-NOS (Ser-1417) e p-
VASP (Ser-239) por 15 a 18 horas a 4°C. Apo0s a incubacdo, as membranas foram lavadas e
incubadas com o0s respectivos anticorpos secundarios. As bandas imunorreativas foram entéo

visualizadas utilizando um kit de quimiluminescéncia (ECL).

5.4. Técnica de mancha de micgdo em papel de filtro

A técnica de mancha de micgdo em papel de filtro consiste na avaliacdo da fun¢do miccional
utilizando um papel filtro. Os camundongos foram colocados individualmente em gaiolas vazias,
forradas com papel de filtro qualitativo (250 g), durante 4 horas. Durante esse periodo, eles
receberam comida, mas ndo agua. Apos quatro horas, os papéis de filtro foram removidos e secos

naturalmente por 24 horas. Os ensaios foram realizados para cada animal entre 9h e 14h. As
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imagens foram fotografadas utilizando tansluminagéo de luz UV e capturadas com o sistema
ChemiDoc MP Image System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). O nimero de micgdes foi
avaliado, e a area de miccdo foi quantificada utilizando o programa ImageJ (ImageJ Software, NIH,
Maryland, EUA). Para a determinagdo do volume de miccao, realizou-se uma curva de calibracao
com volumes conhecidos de urina aplicados no papel filtro, e os resultados foram relativizados
com a area obtida. A analise de mancha de miccdo foi realizada em manchas maiores que 0,02 cm?
para reduzir areas de fluorescéncia inespecifica e artefatos que podem ter sido gerados por detritos
e fezes (KEIL et al., 2016).

A andlise foi conduzida 96 horas apds a administracdo da primeira dose de PHZ ou solucéo
salina para o grupo controle. Antes disso, os animais foram submetidos a um periodo de adaptacéo
de trés dias consecutivos. Durante esse periodo, os camundongos foram mantidos isolados em

caixas individuais por quatro horas diarias.

5.5. Analise estatistica

Foram apresentados os resultados de acordo com a média + erro padrdo das médias (E.P.M.)
de n experimentos indicados em cada caso. Foi utilizado o Teste t ndo-pareado de Student na

comparacéo de dois grupos. Foram considerados significativos valores de P < 0.05.
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6. RESULTADOS
6.1. Parametros hematoldgicos

Os camundongos tratados com PHZ apresentaram niveis significativamente reduzidos de
hemacias (Figura 8A) e hemoglobina total (Figura 8B) em compara¢do com o grupo controle (P <
0.05). Além disso, houve um aumento acentuado nas concentracdes plasmaticas de hemoglobina
no grupo PHZ (P < 0.05) em comparacao ao controle (Figura 8C), confirmando a ocorréncia de
hemolise intravascular.
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Figura 8. (A) Hemacias, (B) hemoglobina total e (C) hemoglobina plasméatica. Os dados sdo
apresentados como média + SEM de 5-7 camundongos por grupo. *P < 0.05, indicando uma diferenca

significativa em comparagdo com o grupo controle.

6.2. Caracterizacdo do perfil de mic¢ao

A Figura 9A mostra exemplos de papel de filtro do grupo controle e PHZ. O grupo PHZ
apresentou aumento significativo no nimero de micgdes em comparagao com o grupo controle (P
< 0.05) (Figura 9B). Os volumes totais de mic¢do também foram significativamente maiores no

grupo PHZ em comparagéo com o grupo controle (P < 0.05) (Figura 9C).
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Figura 9. (A) Imagens representativas de mancha de micgdo em papel de filtro, (B) nimero de

micc¢oes, (C) volume de micg¢bes normalizado pelo peso corporal. Os dados sdo apresentados como média
+ SEM de 5 camundongos por grupo. *P < 0.05, indicando uma diferenca significativa em comparagdo com
0 grupo controle.

6.3. Contracio de detrusor induzida pela EFS, carbacol, KCL e a-p-metileno-ATP:

efeito da hemolise intravascular

A estimulacéo elétrica (EFS; 1-32 Hz) gerou contragdes frequéncia-dependentes no masculo
liso detrusor de camundongos controle e PHZ. No entanto, as contracGes foram significativamente
maiores (P < 0.05) nos camundongos PHZ em comparagdo com o grupo controle nas frequéncias
de 4-32Hz (Figura 10).



34

Y

[ Controle *
Bl PHZ

w
1
*

Contragao (mN/mg)
- N

32

*

* I
ol il ﬁ_i |I|_i |I| .
1 2 4 8 16
Frequéncia (Hz)

Figura 10. Contragdes de detrusor em resposta a estimulagdo elétrica em camundongos controles e
PHZ. Os dados estdo expressos como média * erro padrdo da média de 6 animais. *P < 0.05, indicando uma

diferenca significativa em comparagéo com o grupo controle.

A contracdo ao carbacol foi analisada através da construcao de curvas concentracdo-efeito a
este agonista (10 nM — 100 uM) em detrusor de camundongos PHZ e controle (Figura 11A). A
resposta maxima (Emax) do carbacol foi significativamente maior (P < 0.05) no detrusor do grupo
PHZ em comparagdo com o grupo controle (Figura 11B). N&o houve alteracfes para os valores de
poténcia (pECso) do carbacol entre o grupo controle e PHZ (Figura 11C).
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Figura 11. (A) Contracdes de detrusor em resposta ao carbacol em camundongos controles e PHZ.
Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média de 6 animais. (B) Valores de resposta maxima
e (C) poténcia (pECso) do carbacol. *P < 0.05, indicando uma diferenca significativa em comparacdo com
0 grupo controle.
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Nas curvas cumulativas de contragdo receptor-independente ao agente contratil KCI também
foram obtidas em tiras de detrusor isolado de camundongos PHZ e controles (Figura 12A). O KCI
(1 — 300 mM) produziu contragdes concentragdo-dependentes nos dois grupos, mas a resposta
méaxima (Emax) do KCI foi significativamente maior (P < 0.05) no detrusor do grupo PHZ quando
comparado ao grupo controle (Figura 12B). Nao houve alteragcfes para os valores de poténcia
(pPECs0) do KClI entre o grupo controle e PHZ (Figura 12C).
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Figura 12. (A) ContracOes de detrusor em resposta ao KCI em camundongos controles e PHZ. Os
dados estdo expressos como média + erro padrdo da média de 5 animais. (B) Valores de resposta maxima e

(C) poténcia (pECso) do KCI. *P < 0.05, indicando uma diferenca significativa em comparagdo com o grupo
controle.

A contragao ao a-B-metileno-ATP foi avaliada por meio da constru¢cdo de curvas
concentragdo-efeito ndo cumulativas (1 — 10 uM) em detrusor de camundongos PHZ e controle
(Figura 13). A resposta contratil induzida pelo a-f-metileno-ATP se mostrou significativamente
maior (P < 0.05) no detrusor do grupo PHZ em comparacao ao grupo controle (Figura 13) em todas
as concentracdes estudadas.



1 Controle 36

B PHZ
= 1.0 %
= *
> *
£
,3 0.5 - 1
©
I= T
(@)
© 0.0

-6.0 55 -5.0

Log [a-b-metileno-ATP]: M
FIGURA 13. Contragdes do detrusor em resposta ao a-p-metileno-ATP em camundongos controles
e PHZ. Os dados estdo apresentados como média + erro padrdo da média de 6 animais. * P < 0.05, indicando

uma diferenca significativa em comparagdo com o grupo controle.

6.4. Relaxamento induzido pelo isoproterenol, mirabegron e nitroprussiato de sodio em
detrusores de camundongos PHZ

O relaxamento induzido pelo isoproterenol foi avaliado através da construgdo de curvas
concentracdo-efeito para este agonista (1 nM — 10 pM) em detrusor de camundongos PHZ e
controle (Figura 14A). Nao houve alteracdo para os valores de resposta maxima (Emax) e poténcia

(PECso) do isoproterenol entre o grupo controle e PHZ (Figura 14B e 14C, respectivamente).
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Figura 14. (A) Relaxamento de detrusor em resposta ao isoproterenol em camundongos controles e
PHZ. Os dados estdo expressos como média + erro padrdo da média de 6 animais. (B) Valores de resposta
méaxima (Emax) e (C) poténcia (pECso) do isoproterenol.
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Figura 15. (A) Relaxamento de detrusor em resposta ao mirabegron em camundongos controles e

PHZ. Os dados estdo expressos como média + erro padrdo da média de 5 animais. (B) Valores de resposta

méaxima (Emax) e (C) poténcia (pECso) do mirabegron.

O relaxamento induzido pelo mirabegron foi avaliado através da construcdo de curvas
concentragdo-efeito a este agonista (1 nM — 100 uM) em detrusor de camundongos PHZ e controle
(Figura 15A). N&o houve alteragdo para os valores de resposta maxima (Emax) e poténcia (pECso)
do mirabegron entre o grupo controle e PHZ (Figura 15B e 15C, respectivamente).
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Figura 16. (A) Relaxamento de detrusor em resposta ao nitroprussiato de sédio (SNP) em

camundongos controles e PHZ. Os dados estdo expressos como média * erro padrdo da média de 5 animais.

(B) Valores de resposta méxima (Emax) e (C) poténcia (pECso) do SNP.

O relaxamento induzido pelo SNP foi avaliado através da construcao de curvas concentragao-

efeito a este agonista (1 — 300 uM) em detrusor de camundongos PHZ e controle (Figura 16A).
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N&o houve alteracdo para os valores de resposta maxima (Emax) e poténcia (pECso) do SNP entre
0 grupo controle e PHZ (Figura 16B e 16C, respectivamente).

6.5. Expressdo da p-eNOS (Ser-1177), p-nNOS (Ser-1417) e p-VASP (Ser-239) em
detrusores de camundongos PHZ

A expressao proteica da p-eNOS (Ser-1177) (Figura 17A), p-nNOS (Ser-1417 (Figura 17B)

e p-VASP (Ser-239) (Figura 17C) foi significativamente menor (P < 0.05) no detrusor do grupo

PHZ em comparagdo com o grupo controle.
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Figura 17. Expressdo proteica da p-eNOS (Ser-1177), p-nNOS (Ser-1417) e p-VASP (Ser-239) no
detrusor de camundongos controles e PHZ. Western blotting representativo e densitometria para (A) p-
eNOS (Ser-1177), (B) p-nNOS (Ser-1417) e (C) p-VASP (Ser-239). Os dados representam as médias + erro
padrdo da média de 7 animais. *P < 0.05 comparado com o grupo controle. A densitometria das proteinas
foi normalizada em relacéo a beta-actina.
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6.6. Expressdo da NOX-2, 3-NT e 4-HNE em detrusores de camundongos PHZ

A expresséo proteica da NOX-2 (Figura 18A), 3-NT (Figura 18B) e 4-HNE (Figura 18C) foi

significativamente maior (P < 0.05) no detrusor do grupo PHZ em comparacdo com 0 grupo

controle.
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Figura 18. Expressdo proteica da NOX-2, 3-NT e 4-HNE no detrusor de camundongos controles e
PHZ. Western blotting representativo e densitometria para (A) NOX-2, (B) 3-NT e (C) 4-HNE. Os dados

representam as médias + erro padrdo da média de 7 animais. *P < 0.05 comparado com o grupo controle. A

densitometria das proteinas foi normalizada em relagdo a beta-actina.
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7. DISCUSSAO

Nossos resultados expandem o conhecimento atual sobre os efeitos da hemolise intravascular
no trato geniturinario inferior. No presente estudo, a hemolise induzida pela PHZ em camundongos
promoveu alteracdes hematoldgicas, semelhantes as observadas na AF. O aumento da frequéncia
urinéria e o aumento do volume urinério observado nos camundongos tratados com PHZ alinha-se
com os sintomas de BH, sugerindo uma ligacdo entre a hemdlise intravascular e a disfuncdo
miccional. O aumentado da contratilidade do muasculo detrusor no grupo PHZ indica um impacto
direto da hemolise intravascular nos mecanismos contrateis. A expressao diminuida de p-eNOS
(Ser-1177), nNOS (Ser-1417) e p-VASP (Ser-239) na bexiga indica que a sinalizacdo da via do
NO esté prejudicada. Além disso, 0 aumento da expressao de marcadores do estresse oxidativo na

bexiga de camundongos tratados com PHZ reforcam o papel do estresse oxidativo na BH.

Um aspecto central na fisiopatologia da AF é a hemolise intravascular, onde o contetdo dos
glébulos vermelhos, como hemoglobina, arginase e outros componentes celulares, é liberado no
plasma (KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2017). O modelo de hemdlise intravascular induzida
por PHZ em camundongos € amplamente utilizado para avaliar apenas os efeitos da hemolise
intravascular (GOTARDO et al., 2023; HENRIQUE SILVA et al., 2018; VANNUCCHI et al.,
2001). Nosso estudo corrobora achados anteriores e confirma que a hemélise intravascular induzida
pela PHZ em camundongos levou a alteragcGes hematoldgicas significativas, replicando o ambiente
hemolitico observado na AF. A hemoglobina livre (HbFe?*) no plasma ou espaco intersticial reage
rapidamente com o NO, levando & produc&o de nitrato e & formacio de metemoglobina (HbFe®*),
a forma oxidada da hemoglobina (REITER et al., 2002). Este processo reduz significativamente a
biodisponibilidade do NO, contribuindo para danos teciduais (GLADWIN; KANIAS; KIM-
SHAPIRO, 2012; KATO et al., 2018; KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2017). Uma estratégia
farmacoldgica eficiente que tem sido estudada para limitar os efeitos da hemoglobina envolve o
tratamento com haptoglobina. Essa proteina plasmatica liga-se a hemoglobina livre, formando um
complexo que é eliminado da circulacdo pelos macrofagos do sistema reticuloendotelial
(BUEHLER; HUMAR; SCHAER, 2020).

O NO desempenha um papel importante na fisiologia do trato urinario inferior, sendo que
sua biodisponibilidade reduzida esta ligada a disfuncdo miccional. Estudos anteriores mostraram

que a BH em camundongos com AF esté associada a diminui¢édo da expressdo de eNOS e nNOS
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fosforiladas em seus sitios regulatérios positivos Ser-1177 e Ser-1412, respectivamente (MUSICKI
et al., 2019). Da mesma forma, em nosso estudo, camundongos tratados com PHZ também
apresentaram reducdo na expressdo de p-eNOS (Ser-1177) e p-nNOS (Ser-1417), sugerindo uma
menor producdo de NO na bexiga. O NO ativa a GCs no musculo liso, aumentando a producdo de
GMPc. O GMPc ativa a PKG , que fosforila a VASP no sitio Ser-239, um biomarcador confivel
para monitorar a via NO-GMPc-PKG (FRANCIS et al., 2010; OELZE et al., 2000). Em nosso
estudo, a expressao proteica para p-VASP (Ser-239) foi menor na bexiga do grupo PHZ, indicando
niveis reduzidos de GMPc. Estudo prévio mostrou que camundongos deficientes para nNOS
apresentam hipertrofia de bexiga e aumento da frequéncia urinaria (BURNETT et al., 1997),
enquanto ratos tratados cronicamente com inibidores de NOS desenvolvem um fenétipo de BH
(MONICA et al., 2011, 2008). Alteracdes nos padres de miccdo também foram relatadas em
camundongos deficientes na proteina quinase | dependente de GMPc (PERSSON et al., 2000).
Camundongos tratados com PHZ exibiram aumento na frequéncia urinéria e volume urinério,
resultados que estdo alinhados com estudos com modelos animais deficientes para eNOS e nNOS
e camundongos falciformes, (KARAKUS et al., 2019, 2020; MUSICKI et al., 2019), reforcando a

importancia da via do NO na funcdo urinaria.

A acetilcolina € o principal neurotransmissor excitatorio nas terminagGes nervosas
parassimpaticas do musculo liso detrusor, atuando principalmente através dos receptores M3
(ANDERSSON; ARNER, 2004). Além disso, o0 ATP, que é co-armazenado e co-liberado com a
acetilcolina, também desempenha um papel importante na contracdo da bexiga mediada pelos
nervos, contribuindo para a eliminacéo eficiente da urina (BURNSTOCK, 2011). Em nosso estudo,
as contragdes do detrusor induzidas pela EFS foram significativamente maiores no grupo PHZ. De
maneira similar, as respostas do musculo liso detrusor aos agonistas dos receptores muscarinicos e
purinérgicos (carbacol e a, B-metileno ATP, respectivamente), bem como ao agente independente
do receptor, KCI, também foram aumentadas no grupo PHZ. Estes resultados sugerem que a
hemolise intravascular resulta em hipercontratilidade do detrusor. O aumento da contracdo do
musculo detrusor é provavelmente decorrente da baixa acumulacdo de GMPc na bexiga, um
conhecido segundo mensageiro que neutraliza 0os mecanismos contracteis do musculo liso
(MONICA; ANTUNES, 2018). Ratos tratados cronicamente com um inibidor néo seletivo da NOS
(L-NAME) apresentaram aumento da contracdo do detrusor induzida por agonistas de receptores

muscarinico.



42

O aumento do estresse oxidativo, caracterizado pela producéo elevada de EROs ou pela
reducdo da capacidade antioxidante, esta associado com o desenvolvimento de BH em modelos
experimentais e participa da fisiopatologia da AF (AKAKPO; MUSICKI; BURNETT, 2017,
ALEXANDRE et al., 2016, 2018; DE OLIVEIRA et al., 2022; SILVA et al., 2016; VONA et al.,
2021). A NOX-2, uma isoforma da NADPH oxidase, catalisa a transferéncia de elétrons para o
oxigénio, gerando anion superéxido (VERMOT et al., 2021). O excesso de superoxido reage com
0 NO, produzindo peroxinitrito, uma espécie reativa de nitrogénio altamente toxica (PACHER,;
BECKMAN; LIAUDET, 2007). Estudos mostraram um aumento na expressdao de NOX-2 em
modelos animais de BH (AKAKPO; MUSICKI; BURNETT, 2017; ALEXANDRE et al., 2016,
2018; DE OLIVEIRA et al., 2022). No presente estudo, identificamos aumento na expressao de
NOX-2 no grupo PHZ, juntamente com marcadores de estresse oxidativo e nitrosativo, como 4-
HNE e 3-NT. Estes resultados estdo de acordo com estudo anterior, que também mostrou aumento
na expressao de marcadores de estresse oxidativos/nitroativo e NOX-2 no pénis de camundongos
tratados com PHZ (IACOPUCCI et al., 2022). Pesquisa anterior indicou que a NOX-2 pode ser
regulada negativamente por mecanismos dependentes de NO-GMPc (TEIXEIRA; PRIVIERO;
WEBB, 2007). Por outro lado, o0 NO pode inibir a producdo de anion superdxido dependente da
NADPH oxidase por um mecanismo independente de GMPc, sem alterar a expressdo proteica da
NOX-2 (SELEMIDIS et al., 2007). Neste contexto, é plausivel que o aumento dos niveis de
hemoglobina plasmatica possa resultar em um aumento do estresse oxidativo através da redugdo
da biodisponibilidade de NO e GMPc, conforme evidenciado pela reducédo de p-VASP (Ser-239).

Durante a fase de enchimento, o musculo liso detrusor relaxa devido a acdo da noradrenalina,
liberada pelas fibras simpaticas, que ativa os receptores B3 adrenérgicos (FRY; VAHABI, 2016).
Essa ativacdo estimula a via adenilato ciclase-AMPc-PKA, facilitando o relaxamento do detrusor
(FRY; VAHABI, 2016). No nosso estudo, utilizamos o isoproterenol, um agonista ndo seletivo de
receptores beta-adrenérgicos, e o mirabegron, um agonista seletivo de receptores 33 adrenérgicos,
para avaliar o relaxamento do musculo liso detrusor. Adicionalmente, empregamos o SNP, um
doador exogeno de NO, para avaliar o relaxamento mediado pela via NO-GMPc. Observamos que
o relaxamento induzido tanto pelos agonistas dos receptores B adrenérgicos quanto pelo SNP nao
foi alterado no grupo PHZ, sugerindo que a hemdlise intravascular ap6s 4 dias ndo afeta os

mecanismos de relaxamento do detrusor. No entanto, estudos com hemolise intravascular cronica
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s80 necessarios para investigar os efeitos mais prolongados da hemolise intravascular sobre esses

mecanismos de relaxamento.

8. CONCLUSAO

A hemolise intravascular promove disfuncdo miccional devido a alteracbes na via de
sinalizacdo do NO na bexiga, evidenciada pelos niveis reduzidos de p-eNOS (Ser-1177), nNOS
(Ser-1417) e p-VASP (Ser-239). O estudo também mostrou que a hemdlise intravascular aumenta
0 estresse oxidativo na bexiga. Nosso estudo indica que a hemolise intravascular promove fenotipo
de bexiga hiperativa semelhante aos observados em pacientes e camundongos com AF. Esses
achados sugerem que intervencGes farmacoldgicas direcionadas a hemdlise intravascular podem

melhorar a disfuncdo miccional na AF.
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