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RESUMO

A cistite hemorragica (CH) é um evento inflamatério frequentemente associado ao uso das
oxazafosforinas. Nés demonstramos que amifostina (AMF) pode prevenir o dano tecidual
provocado pela ifosfamida (IFO). Sabendo-se que IFO também altera a funcdo motora do
trato urinario inferior, o presente trabalho foi realizado com o objetivo de investigar se AMF
protege os animais contra as alterac6es da funcdo vesical provocadas por IFO, e se este
efeito ocorre através de mecanismos dependentes do 6xido nitrico (NO) e dos canais de
potassio sensiveis ao ATP (KATP). Camundongos Swiss machos (25-30g, n=8) receberam
salina (CTR)ou IFO (400mg/kg, ip) para inducdo de CH. Outro grupo recebeu, 30min antes
de IFO, AMF (50mg/kg, sc), aminoguanidina (AMG, 50 mg/kg, ip), ODQ (2 mg/kg, vo) ou
glibenclamida (GLI, 10 mg/kg, ip). Outros grupos receberam, 30min antes de AMF, L-
arginina (L-ARG, 600 mg/kg, ip), ODQ ou diazéxido (DIAZ, 2mg/kg, ip). Em outra secao, 0s
grupos que receberam AMG foram pré-tratados com L-arginina e os que receberam GLI
foram pré-tratados com diazéxido, ambos com intervalos de 30 mim. O peso Umido vesical
(PUV) e os parametros macroscépicos e histopatologicos foram analisados 12h apés a
injecdo de IFO. Em experimentos ex vivo, preparagfes de musculo liso vesical foram
mantidas em solucéo fisioldgica aerada com 95% de O, — 5% CO,, pH 7.4 e a 37°C para
registro isométrico das contracdes musculares a solu¢cbes despolarizantes de cloreto de
potassio (KCI) e carbacol (CCh). Para o registro de pressdo intravesical (PIV) por
cistometrograma continuo (CC), foi realizada uma laparatomia e um catéter de polietileno
fixado na bexiga e exteriorizado pela regido abdominal foi conectado a um sistema de
infusdo continua de salina (0.04mL/min) e a um transdutor de pressao acoplado a um
sistema de aquisicdo de sinais biolégicos. Nos animais tratados com AMF o aumento PUV
provocado por IFO foi inibido em 83%. L-ARG e DIAZ nédo preveniram tal efeito de IFO no
PUV (1.1% e 11.4%, respectivamente). Os escores macro e microscéopicos foram
significativamente menores em AMF, comparados ao grupo IFO. L-ARG e DIAZ inibiram os
escores de AMF. IFO diminuiu a contratilidade de tiras de bexiga ao CCh em relacédo ao
grupo CTR (1.36 + 0.24 Vs 0.18 £ 0.02 g forca/mg de tecido seco; p<0.01). AMF preveniu a
hipocontratilidade provocada por IFO ao estimulo com CCh (1.47 + 0.16 g forca/mg de
tecido seco; p<0.01). L-ARG e DIAZinibiram o efeito de AMF (0.6 + 0.08 e 0.79 + 0.12 g
forca/mg de tecido seco, respectivamente; p<0.01 em relagcdo a AMF). Na analise por CC,
AMF reverteu o aumento da frequéncia miccional (FM) provocada por IFO (18 Vs 5.6
mic¢Bes/15 min, IFO e CTR, respectivamente; p<0.01. AMF — 6.5 mic¢fes/15 min; p<0.01
em relacdo a IFO). L-ARG e DIAZ reverteram as FMs de AMF (p<0,01) (L-ARG: 145 e
DIAZ: 11.2 micg¢des/15 min). Os tragados cistometrograficos de CTR e AMF mostraram
ciclos miccionais regulares com contragdes evidentes associadas ao esvaziamento da
bexiga. Nas analises de CC de animais tratados com IFO, os tragados mostraram ciclos
irregulares de micgdo e ndo foram observadas contragdes evidentes associadas ao evento
da miccdo. DIAZ também apresentou tragcados com este padrdo. O tratamento com ODQ
ndo alterou o efeito sobre a disfungdo vesical in vitro e in vivo promovida por IFO e nem
sobre a protecdo pela AMF. AMF inibe as alteragcbes motoras vesicais promovidas por IFO
através de processos multiplos que provavelmente incluem o NO e KATPs, sem envolver,
no entanto, a geracao de GMPc.

Palavras-chave: Cistite.lfosfamida.Amifostina.



ABSTRACT

Hemorrhagic cystitis (HC) is an inflammatory event often associated with the use of
oxazafosforins. We have demonstrated that amifostine (AMF) may prevent tissue
damage caused by ifosfamide (IFO). Considering that IFO also changes the motor
function of the lower urinary tract, the present study aimed to investigate whether
AMF protects animals against IFO-related bladder dysfunction, and if this effect
occurs through anitric oxide (NO) and ATP-sensitive potassium channels (KATP)
dependent mechanism. Male Swiss mice (25-30g, n = 8) were given saline or IFO
(400mg/kg, ip) to induce HC. Another group received, 30min before IFO, AMF
(50mg/kg, sc), aminoguanidine (AMG, 50 mg/kg, ip), ODQ (2 mg/kg, po) or
glibenclamide (GLI, 10 mg/kg, ip ). Other groups received 30min before AMF, L-
arginine (L-ARG, 600 mg/kg, ip), ODQ or diazoxide (DIAZ, 2mg/kg ip). In another
experimental setting, the groups that received AMG were pretreated with L-arginine
and those receiving GLI were pretreated with diazoxide each drug administered at
intervals of 30 min. Bladder wet weight (BWW) and macroscopic and
histopathological parameterswere analyzed 12h after IFO injection. Inin vitro assays,
bladder smooth muscle preparations were kept in saline solution aerated with 95%
02 - 5% CO2, pH 7.4 and at 37 ° C for isometric muscle contractions record the
depolarizing solutions of KCI and carbachol (CCh). For the record of intravesical
pressure (IVP) by continuous cystometrogram (CC), laparotomy was performed and
a polyethylene catheter attached to the bladder and exteriorized through the
abdominal region was connected to a system of continuous infusion of saline
(0.04mL/min) and a pressure transducer coupled to an acquisition system biological
signals. In animals treated with AMF,BWW was reduced by 83% when compared
with IFO-injected mice. L-ARG and DIAZ did not preventlFO-induced BWW effect
(1.1% and 11.4%, respectively). Macroscopic and microscopic criteria were
significantly reduced in AMF injected mice versus IFO group. L-ARG and DIAZ failed
to prevent such criteria in comparison to IFO group. IFO decreased bladder strips
contractility response to CCh versus control group (1.36 + 0.24 Vs 0.18 + 0.02 g force
/ mg of dry tissue, p <0.01). AMF prevented the IFO-related decrease in contractility
response (1.47 £ 0.16 g force / mg of dry tissue, p <0.01). L-ARG and DIAZ did not
alter IFO effect bladder contractility (0.6 + 0.08 and 0.79 + 0.12 g force / mg dry
tissue, respectively, p <0.01 compared to saline control). In CC analysis, AMF
reversed the increased voiding frequency (VF) caused by IFO (18 Vs 5.6
micturition/15 min, IFO and CTR, respectively, p <0.01. AMF — 6.5 micturition/15min;
p <0.01 compared to IFO). The VFs in L-ARG and DIAZ (14.5 and 11.2
micturition/15min, respectively) were significantly different from AMF group, p <0.01.
Cystometrography recordings of control and AMF groups showed regular micturition
cycles with evident contractions associated with bladder emptying, which as
markedly different from IFO-injected animals that presented an irregular trace
concerning micturition cycles and no evident contractions associated with the
urination event. DIAZ also showed similar patterns to that of IFO. Treatment with
ODQ did not alter either the in vitro and in vivo effects on bladder dysfunction
promoted by IFO or upon protection by AMF. AMF inhibited IFO-related functional
alterations in bladders through multiple processes that probably include NO and
KATPs without involvingthe generation of cGMP.

Key words: Cystitis.Ifosfamide.Amifostine.Bladder disfunction.
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1 INTRODUCAO

Ao longo das ultimas décadas, o nimero de agentes antineoplasicos cresceu
exponencialmente contribuindo para o aumento da sobrevida de pacientes com
cancer. No entanto, os regimes de quimioterapia e radioterapia ainda produzem uma
série de efeitos colaterais como nauseas, vomitos, infec¢des, neutropenia, mucosite,
cistite hemorragica, entre outros. Efeitos que, além de afetar negativamente a
qualidade devida dos pacientes, representam prejuizos a eficacia terapéutica por
limitarem, por muitas vezes, a dose e a durag¢ao do tratamento.

Os efeitos adversos dos antineoplasicos levaram ao desenvolvimento de
agentes especificos concebidos para melhorar ou eliminar a toxicidade associada a
quimioterapia e a radioterapia. O agente protetor ideal, além de ser desprovido de
potencial téxico, deve ser de facil administracdo ecapaz de prevenir os efeitos nao
letais como a alopecia, as morbidades irreversiveis como a neurotoxicidade, assim
como os efeitos potencialmente fatais como cardiomiopatia grave, sem afetar

negativamente a eficacia antitumoraldurante o tratamento (HENSLEY et al., 1999).

1.1 Oxazafosforinas

Ifosfamida e ciclofosfamida s&o o0s principais agentes antineoplasicos
alquilantes do grupo das oxazafosforinas. S&o pro-drogas que precisam sofrer
ativacdo no figado para exercerem sua atividade citotoxica (BRADE; HERDRICH,;
VARINI, 1985). Quimicamente estes compostos sao isémeros de férmula
C;H1sCI:NL,O2P, que diferem entre si apenas pela posicdo de um grupamento
cloroetil (Figura 1). Istoimplica em diferentes propriedades fisico-quimicas como, por
exemplo, a solubilidade - a ifosfamida € mais hidrossoluvel que a ciclofosfamida,
além de conferir diferengas naspropriedades farmacologicas e principalmente
toxicolégicas desses compostos. Na ifosfamida, a maior exposi¢cdo do grupamento
cloroetil € responsavel por uma menor afinidadedesta droga pelas enzimas
hepaticas. Isto implica em menor ativagao e, consequentemente, doses maiores de
ifosfamida sdo necessarias para que toxicidades equivalentes de ifosfamida e

ciclofosfamida sejam atingidas (HIGGS; NAGY; EINHARN, 1989). Além disso, a
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oxidacdo deste grupamento cloroetil na ifosfamida implica na formacdo de maiores
guantidade de cloroacetaldeido, provavelmente o metabdlito responsavel pelos
efeitos de nefrotoxicidade e neurotoxicidade associadas ao uso desta droga (PRATT
et al., 1991).

Figura 1 — Estrutura quimica das oxazafosforinas.

IFOSFAMIDA CICLOFOSFAMIDA

Apesar das diferencas estruturais, as vias metabdlicas da ifosfamida e da
ciclofosfamida apresentam etapas em comum, de modo que ambas sofrem
biotransformacdo para entdo exercerem suas atividades citotoxicas, e seus
principais metabdlitos formados consistem na mostarda de fosforamida, como
agente alquilante citotoxico, e a acroleina, como subproduto toxico responséavel pelo
dano urotelial (HILL et al., 1973).

Durante seu metabolismo, inicialmente a ifosfamida sofre hidroxilagdo no
atomo de carbono-4 pelo sistema de oxidases de fun¢do mista do citocromo P-450.
Um via metabdlica do composto hidroxilado, a 4-hidroxi-ifosfamida, consiste na
abertura espontanea do anel oxazafosforinico com a liberacdo da unidade de
acroleina e a formacao da mostarda de fosforamida (Figura 2). Visto que a mostarda
de fosforamida exerce pouca toxicidade in vitro quando comparada a concentracoes

equimolares de 4-hidroxi-ifosfamida, concluiu-se que esta consite no carreador
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molecular que atravessa da membrana celular (HILGARD, 1987; KAIJSER et al.,
1992; KAIJSER et al., 1997).

Figura 2 — Metabolismo da ifosfamida. (Fonte: KAIJSER et al., 1997)

o o o OH
Y W N/ Y
0\ /0 N = N\ H — >N/ H
H\ >P — cncuzcuz/ C|CHQCH2/ Y CICHCH;
NN : OH o H

/ CICH,CH; CICH;CH;, CICH;CH,
CICH;CH,

GICHZCH; 4-Hydroxyifosfamide Aldoifosfamide Isuphosphoramide
Mustard

Ifosfamide +
CH2= CH=CHO

Acrolein

Os autores postulam que a especificidade citotoxica das oxazafosforinas é
baseada na liberacdo dos agentes alquilantes por enzimas do tipo 3,5’-
exonucleases. As mostardas de fosforamidas, por sua vez, provocam a inibicdo de
uma porcdo da enzima DNA polimerase e a alquilagdo especifica do DNA
(VOELCKER et al., 1984; BIELICKI; VOELCKER; HOHORST, 1984; HOHORST et
al., 1986). Em sintese, os agentes aquilantes formados sdo capazes de estabelecer
ligacdes covalentes com as bases nitrogenadas do DNA, promovendo a sua ruptura
através da quebra da ligacdo cruzada da fita dupla que compdeesta molécula
(HASKELL, 1990).

A ifosfamida foi sintetizada em 1965 na Alemanha pelos laboratérios de
pesquisa da Asta e foi incluido em ensaios clinicos no inicio dos anos 70 (HIGGS;
NAGY; EINHARN, 1989). Apesar da ciclofosfamida ser mais comum na pratica
oncolégica, estudos demonstram a eficacia da ifosfamida geralmente como um
componente em regimes de combinacdo em uma variedade de tipos de cénceres
como sarcomas de tecido frouxo, tumores de células germinativas, linfomas, cancer
de pulm&o de ndo pequenas células, tumores solidos pediatricos entre outros
(BROCK et al., 1988; BRADE; HERDRICH; VARINI, 1985; DECHANT et al., 1991;
LOEHRER et al.,, 1990). Muitas vezes a ifosfamida é utilizada com sucesso no

tratamento de pacientes com tumores resistentes a ciclofosfamida. Além de possuir
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um largo espectro de atividade antineoplasica, a ifosfamida ndo proporciona
resisténcia tumoral acentuada e provoca baixa mielossupressao quando comparada
a outros agentes citotoxicos (HIGGS; NAGY; EINHARN, 1989; DECHANT et al.,
1991).

A ifosfamida também é utilizada no tratamento de doencas inflamatérias como
o LuUpus Eritematoso Sistémico ou Esclerose Sistémica e tem uma utilizacdo
importante como agente imunossupressor nos regime de condicionamento de
pacientes submetidos a transplantes de medula 6ssea (FERRARA et al., 1999).

As oxazafosforinas apresentam uma série de efeitos adversos nos pacientes.
Alopecia, nauseas, vomitos, mielossupressao, anemia e complicacées pulmonares
foram reportados apds o tratamento com a ciclofosfamida (RODIN; HAGGARD;
TRAVIS, 1970; PATEL et al.,, 1976; BURKE et al., 1982; COOPER; WHITW;
MATTHAY, 1986). O efeito urotéxico, também associado ao usodesta droga, varia
desde sensacao transitéria de esvaziamento vesical, frequéncia e urgéncia urinaria,
disuria, desconforto suprapubico e cistite hemorragica (BENNET, 1974; SHROM et
al., 1976). Fibrose, necrose, contratura da bexiga e refluxo vesicouretral também
foram reportados (JOHNSON et al., 1971; RENERT; BERDON; BAKER, 1973). Além
disso, alguns estudos demonstraram a incidéncia de cancer secundario de bexiga e
de outras regibes do trato urinario em pacientes que desenvolveram cistite
hemorragica (STILLWELL; BENSON, 1988; FRAISER; KANEKAL; KEHRER, 1991).

Quanto ao uso da ifosfamida, a literatura mostra que diversos efeitos colaterais
também podem estar associados, dentre eles, encefalopatia grave,
mielossupressdo, neurotoxicidade e insuficiéncia cardiaca, esta em propor¢cao
inferior (KLASTERSKY, 2003). Alguns casos de pancreatite foram reportados
(IZRAELI et al.,, 1994; GERSON et al.,, 1997; HUNG et al., 2007). Outro efeito
importante associado ao uso da ifosfamida consiste na toxicidade renal, a Sindrome
de Fanconi. Este efeito ndo ocorre com a utilizacdo de ciclofosfamida por ser
decorrente da formacdo do cloroacetaldeido, metabdlito formado em maior
guantidade apds o uso da ifosfamida, e que possui a propriedade de depletar os
estoques intracelulares de glutationa, provocando danos celulares. A Sindrome de
Fanconi € caracterizada pela disfuncéo geral das células dos tubulos proximais dos
rins e pela excregcdo excessiva de glicose, aminoacidos, fosfato, bicarbonato entre
outros minerais. Insuficiéncia progressiva e raquitismo sdo sequelas desta doenca
(ZAKI; SPRINGATE; TAUB, 2003).
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A cistite hemorragica também é um efeito adverso associado a terapia com
ifosfamida. As bexigas dos pacientes manifestam irritacdo e eventos hemorragicos
que variam desde hematlria macroscopica até o quadro de hemorragia vesical
grave (BRADE; HERDRICH; VARINI, 1985; ZALUPSKI; BAYER, 1988).

Apesar de todos os efeitos associados ao uso das oxazafosforinas, sua
vantagem frente a outros agentes alquilantes consiste na propriedade de exercer
menos efeitos toxicos como a mucosite, a mielotoxicidade e efeitos sobre as células-
tronco. Isto ocorre devido a grande expressdo da enzima aldeido desidrogenase
(ALDH) nas células progenitoras hematopoiéticas, megacariécitos e células-tronco
do epitélio gastrintestinal. A ALDH inativa a aldoifosfamida convertendo-a em
carboxifosfamida, promovendo a resisténcia tecidual a atividade citotoxica da droga

(HILTON, 1984).

1.2 Cistite hemorragica

A cistite hemorragica (CH) é considerada a forma mais grave do espectro de
injarias vesicais provocadas pelos agentes quimioterapicos. E um conjunto de
eventos inflamatorios causados pela acroleina, um metabdlito toxico que € excretado
pela urina provocando a formacdo de edema e a ulceracdo da mucosa associados a
hemorragia. Estas alteracbes podem ser observadas 24h horas apés dose Unica da
oxazafosforina (COX, 1979). Clinicamente esta patologia pode ser caracterizada por
incidéncia de hematuria dolorosa com cultura de urina negativa para bactérias ou
fungos e sem qualquer outra explicacdo como cateterizacdo, calculos urinarios ou
neoplasias na bexiga (HASSAN et al., 2007). E fato que os pacientes com CH
apresentam diversos sintomas no trato urinario inferior incluindo dor suprapubica,
disuria, frequéncia e urgéncia urinaria, nocturia e hemorragia (STILLWELL et al.,
1988).

A incidéncia da CH é varidvel nos pacientes submetidos a terapia com
oxazafosforinas e depende da forma que o tratamento é realizado. Em estudos
realizados em pacientes com cancer de ovario sem a protecdo da bexiga, a
incidéncia de CH foi de 18% entre pacientes que receberam ifosfamida e de 6% em
pacientes que receberam ciclofosfamida (TEUFEL et al., 1976). Em outros estudos,
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foi reportada a incidéncia de CH em 18 a 40% de pacientes tratados com
ciclofosfamida sem regime profilatico de protecdo (VAN DYK et al, 1972;
CREAVENEet al., 1976; UTRACKA-HUTKA et al., 1980), atingindo mais de 70% dos
pacientes submetidos a regimes de condicionamento para transplante de medula
O0ssea (WATSON et al., 1973). Entre aqueles pacientes que desenvolveram
hemorragia vesical grave, foi reportado um nivel de mortalidade entre 2 e 4%
(PHILLIPS et al., 1961; WATSON et al., 1973).

Ao longo da evolucdo, as células humanas desenvolveram mecanismos
bioquimicos de protecdo contra a toxicidade de substancias quimicas reativas como
a acroleina. Um destes mecanismos envolve um composto tiol, a glutationa. No
entanto, os niveis desta substancia sdo muito reduzidos na bexiga (SIDAU; SHAW,
1984) e isto permite que a acroleina permaneca disponivel para exercer seus efeitos
sobre as células epiteliais deste 6rgdo (SHAW; GRAHAM, 1987). A partir deste
raciocinio bioquimico, Brock e colaboradores testaram diversos compostos com
grupamentos tidis com o objetivo de selecionar substancias capazes de proteger
profilaticamente a bexiga do dano provocado pela quimioterapia com
oxazafosforinas, onde o mesna (2-mercaptoetano-sulfonato de sédio) (Figura 3) foi
definido como o agente mais eficaz na uroprotecdo dos pacientes com CH induzida
pelas oxazafosforinas tornando-se, até os dias atuais, a substancia mais utilizada

com esta finalidade.

Figura 3 — Estrutura quimica do mesna.
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A Sociedade Americana de Oncologia Clinica (ASCO) definiu diretrizes para
utilizacado de agentes protetores na quimioterapia e na radioterapia sugerindo que a
dose diaria de utilizagdo do mesna deve corresponder a 60% da dose diéria de
ifosfamida, administrada em 3 bolus, 15 min antes, 4 e 8h apds a administracdo de
cada dose de ifosfamida (HENSLEY et al., 1999). O fracionamento da dose diaria do
mesna se faz necessario devido a sua meia vida ser bastante inferior a das
oxazafosforinas.

O mesna atua como um antagonista quimico da acroleina. ApoOs a
administracdo oral ou intravenosa, € rapidamente oxidado a dimesna no plasma e
apenas pequenas quantidades permanecem na circulagio como composto
fisiologicamente ativo. Mesna e dimesna séo substancias hidrofilicas, portanto, uma
vez no espago intravascular, sao rapidamente eliminados pelos rins. Os
grupamentos tiois livres reagem com a dupla ligacdo da molécula de acroleina
formando um composto inativo (Figura 4). As concentracdes de mesna na urina
excedem bastante as concentra¢des plasmaticas, de modo que a detoxicacao ocorre
no sistema urinério. Tal restricdo local impede que o mesna proteja contra toxicidade
nao urolégica das oxazafosforinas, porém, garante que ndo haja interferéncia do
mesha com sua atividade citotoxica (BROCK et al., 1982; DECHANT et al., 1991).
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Figura 4 — Interacao entre mesna e acroleina.
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Fonte: Adaptado de TAKAMOTO; SAKURA; NAMERE, 2004.

Vérios estudos mostram que a introducdo de medidas profilaticas como a
hiperhidratacéo, a irrigacdo vesical continua e a inclusdo do mesna nos regimes de
guimioterapia diminuem as complicagcbes da CH provocada pela ifosfamida e pela
ciclofosfamida (SHEPHERD et al., 1991; VOSE et al., 1993; MEISENBERG et al.,
1994; HADJIBABAIE et al., 2008).

De fato, mesna teve e tem um papel importante na diminuicdo da gravidade e
da incidéncia da CH, uma vez que possibilita a utilizacdo de doses maiores das
oxazafosforinas e, consequentemente, o aumento da eficacia dos tratamentos
antineoplasicos. No entanto, a CH ainda € uma complicagdo comum, podendo levar
a Obito os pacientes que recebem altas doses de quimioterapia durante o transplante
de medula 6ssea (KOC et al., 2000; EL-ZIMAITY et al., 2004; HADJIBABEI et al.,
2008). Além disso, Lima e colaboradores mostraram que o protocolo padrédo
preventivo nado protege completamente a lesdo da bexiga induzida pela
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guimioterapia, mesmo na auséncia dos sinais clinicos e dos sintomas comuns da
CH. Mesmo com a profilaxia classica com trés doses de mesna, 66,7% dos
pacientes apresentaram lesdes cistoscopicas graves e 100% apresentaram danos

uroteliais, tais como edema, exocitose e hemorragia (LIMA et al., 2007).

1.3 Participacdo de mediadores inflamatorios na cistite hemorragica

induzida pelas oxazafosforinas

As referéncias de que o metabolito urinério das oxazafosforinas, a acroleina,
era o principal desencadeador dos eventos inflamatérios da CH, a principio, era o
anico achado reconhecido da patogénese deste efeito toxico (COX, 1979; THEMAN
et al., 1987). Por essa razdo, modelos experimentais de CH foram desenvolvidos
para auxiliar o estudo para uma compreensdo detalhada da fisiopatologia da CH,
alémdo possivel desenvolvimento de medidas preventivas e terapéuticas.

Desde o inicio da década de 90, pesquisadores do Laboratério de
Farmacologia da Inflamacdo e do Céncer (LAFICA) da Universidade Federal do
Ceard tém se dedicado ao estudo dos mediadores inflamatérios envolvidos na
patogénese da CH induzida pelas oxazafosforinas. Os primeiros estudos
demonstraram o envolvimento de prostaglandinas, leucotrienos e fator de ativacéo
plaquetaria (PAF) (LIMA et al., 1994). Posteriormente, Gomes e colaboradores
demonstraram que citocinas pré-inflamatérias como a interleucina- 1 (IL-1) e o fator
de necrose tumoral (TNF-a) desempenham um papel importante na CH induzida por
ciclofosfamida, uma vez que a prévia neutralizacdo do TNF-a ou da IL-1 end6gena
pelo soro anti TNF-a ou anti IL-1 provocou uma inibicdo significativa dos eventos
inflamatorios da CH (GOMES et al., 1995).

Em 1997, Souza-Filho et al. demonstraram que a hemorragia e os danos
uroteliais da CH podiam ser bloqueados por inibidores da enzima Oxido nitrico
sintase (NOS), e que este bloqueio foi revertido pela L-arginina e nédo pelo seu
isdmero inativo. Em complementacéo, foi demonstrado por imunohistoquimica que o
epitélio de bexigas saudaveis expressou grandes quantidades da enzima NOS
constitutiva. O tratamento com ciclofosfamida foi capaz de aumentar os niveis da

INOS nas células da lamina prépria, apesar de diminuir a marcacdo da NOS
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constitutiva no urotélio pela descamacéo. Este estudo demonstrou a participacdo do
oxido nitrico (NO) como provavel mediador final dos danos uroteliais e da
hemorragia da CH, e que o PAF modula a atividade da enzima NOS de producao de
NO e, consequentemente, o processo inflamatério vesical (SOUZA-FILHO et al.,
1997). Ribeiro e colaboradores demonstraram posteriormente que a acdo do TNF-a
também é imprescindivel para o aumento da expressao da iINOS (RIBEIRO et al.,
1998).

A importancia da migragéo de neutréfilos no desenvolvimento da CH também
foi investigada pelos pesquisadores do nosso laboratério. Neste sentido, foi
demonstrado que lectinas de plantas com afinidade especifica por residuos de
glicose-manose exercem atividade antiinflamatéria na CH induzida por
ciclofosfamida, uma vez que foram capazes de diminuir de forma significativa o dano
urotelial através do provavel bloqueio competitivo da ligacdo com as selectinas e
consequente inibicdo da migracédo de leucocitos para o sitio inflamatério (ASSREUY
et al., 1999).

Morais e colaboradores propuseram alternativas terapéuticas para a
prevencado da CH induzida por ciclofosfamida ou por ifosfamida. Eles demonstraram
gue a incorporacdo de dexametasona nas duas doses finais do mesna foi capaz de
diminuir significativamente o edema vesical e as alteracdes macroscopicas e
microscopicas provocadas pelas oxazafosforinas. No entanto, 0 mesmo nao ocorreu
guando astrés doses de mesna foram substituidas pela dexametasona. Esses
achados sugerem que mesna é necessario para uroprotecao inicial devido ao seu
efeito neutralizador rdpido enquanto que a dexametasona provavelmente atua na
inibicdo dos mediadores do processo inflamatério que ainda estariam em formacao
(MORAIS et al.,, 1999). Este estudo pré-clinico serviu como racional para outro
estudo clinico que utilizou 0 mesmo raciocinio de que a adicdo de dexametasona as
doses convencionais de mesna aumentaria o efeito protetor do esquema (LIMA,
2003).

Em 2002, Ribeiro et al. demonstraram os efeitos do NO ap0s a ativacdo de
TNF-a e IL-1B nos eventos inflamatorios observados apdés a administragdo de
ifosfamida. Posteriormente foi demonstrado o importante papel da enzima
ciclooxigenase-2 (COX-2) e das prostaglandinas (PGEs), e que sua ativacao
também parece ser dependente da ativacdo pelo TNF-a e pela IL-13. Neste estudo,

o inibidor da enzima COX-2, o etoricoxib, foi capaz de inibir a CH induzida pela
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ifosfamida. Além disso, a utilizacdo da talidomida, inibidora da sintese de TNF-q, e
da pentoxifilina, inibidora da sintese de TNF-a e IL-1B, diminuiram a expressao de
COX-2, bem como as alteragBes macroscopicas e microscopicas da CH induzida por
ifosfamida (MACEDO et al., 2008a).

Gifoni e colaboradores demonstraram a participacédo da pentraxina 3 (PTX3)
na CH induzida por ifosfamida e que sua producado esta associada ao estimulo por
TNF-a e, em menor escala, ao estimulo por IL-1B. Além disso, PTX3 parece
potencializar a expresséo de iINOS (GIFONI, 2008).

Um estudo publicado por Korkmaz e colaboradores mostrou que o
peroxinitrito pode contribuir para a patogénese da CH induzida pela ciclofosfamida
(KORKMAZ et al., 2005). Neste sentido foi relatado que o ebselen, uma substancia
conhecida por possuir potentes propriedades de reagir e eliminar o peroxinitrito
(MASUMOTO et al., 1996), protege significativamente contra o desenvolvimento da
CH. Os resultados deste estudo sugerem que a eliminacdo de peroxinitrito e a
inibicdo de INOS possuem efeitos protetores semelhantes.

Nosso grupo de pesquisa mostrou o efeito protetor de citocinas
antiinflamatérias na prevencdo da cistite hemorragica induzida por ifosfamida.
Interleucina-11 (IL-11) reduziu o aumento no peso Umido vesical causado por
ifosfamida e também os achados macroscépicos e microscopicos de hemorragia e
edema (MOTA et al., 2007). Foi também demonstrado através de modelo de cistite
hemorragica experimental em camundongos, que interleucina-4 (IL- 4) exdgena
preveniu parcialmente os eventos inflamatérios da CH induzida por ifosfamida, que
IL- 4 endogena produzida apés a administracdo de ifosfamida € parte importante do
processo de modulacdo do fenbmeno inflamatério exercendo sua atividade
antiinflamatdria através da inibicdo de citocinas pré-inflamatérias como TNF-a e IL-
18 e enzimas pré-inflamatérias como iINOS e COX-2 (MACEDOet al., 2011). Além
disso, dados ainda nao publicados revelam que a interleucina-10 (IL-10), uma
citocina com acédo semelhante a da IL- 4, também € parte da atenuagédo do processo
inflamatorio da cistite apds a administracdo de ifosfamida.

No sentido de sintetizar o conhecimento a respeito da patogénese da CH
induzida pelas oxazafosfoinas, Ribeiro e colaboradores propuseram recentemente

um esquema das vias da sua patogénese,que pode ser observado na Figura 5.
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Figura 5 — Patogénese da cistite hemorragica induzida por oxazafosforinas.

|
Bladder | | NOrmal bladder,  Hemorrhagic cystitis
lumen I
Mucin .
layer
Urothelium =
Submucosa + @
Blood '
Vesse"r : Acrolein
]
Nerve ' B L
= | Terminal 2 Neutrophil
: ' infiltration
: Peroxynitrite
' ROS
; ‘L v
Muscle
() —> ?:1?12?;}2 Hyp:eralgesi Dysfunctiop
(‘)_l '

Fonte: RIBEIRO et al., 2012.

1.4 Cistite hemorragica e as alterac6es da funcao vesical

Durante muito tempo, a Unica funcao atribuida ao urotélio era a de barreira
contra o extravasamento de agua e eletrolitos da urina para os tecidos vesicais.
Posteriormente tornou-se evidente que o urotélio possuia vérias outras funcdes. As
células uroteliais expressam diferentes tipos de receptores e possuem a propriedade

de liberar moléculas de sinalizacdo que determinam a funcdo do musculo detrusor
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(ANDERSON, 2002; DE GROAT, 2004). Estudos mostram a existéncia de todos o0s
tipos de receptores muscarinicos na bexiga de humanos e de ratos (ANDERSSON,
2002; HINATA et al., 2004) e que a contracdo vesical depende principalmente da
ativacdo do receptor muscarinico do tipo Ms. Os receptores do tipo M, parecem agir
predominantemente antagonizando, de forma indireta, os efeitos de relaxamento do
musculo detrusor e 0 esvaziamento vesical (GIGLIO; DELBRO; TOBIN, 2001).

Em casos de patologia vesical, ocorrem alteracbes na populacdo dos
receptores muscarinicos. Neste sentido, os estudos sédo geralmente voltados para a
funcao e a inervacao do musculo detrusor (ANDERSSON, 2004). No entanto, alguns
estudos mostraram que o urotélio também pode ter um papel importante no
desenvolvimento dos disturbios vesicais. Por exemplo, a liberagdo de ATP por
células uroteliais em cultura apds estimulagdo de receptores muscarinicos €
exacerbada em células de gatos com cistite intersticial (BIRDER; BARRICK;
ROPPOLO, 2003). Outro trabalho mostra que a atividade de receptores purinérgicos,
especificamente a sinalizacdo de ATP extracelular, esta aumentada nas células
uroteliais de pacientes com cistite intersticial (SUN et al., 2006).

A CH induzida por agentes alquilantes tem sido modelo de inflamacdo em
varios estudos para a andlise de funcdo vesical. Dados mostram que a cistite
induzida por ciclofosfamida ocorre através da ativagcdo dos nervos aferentes
sensiveis a capsaicina (MAGGI et al.,, 1992). Este evento promove efeitos
importantes na funcdo motora do muasculo detrusor, incluindo a hiperatividade, que
pode ser caracterizada pela diminuicdo da capacidade de armazenamento vesical e
pelo aumento da frequéncia de micgcdo. A hiperatividade da bexiga apOs cistite
experimental por ciclofosfamida tem sido bem estudada e a participacdo de
prostaglandinas ja foi descrita neste fenbmeno (BULTITUDE; HILLS;
SHUTTLEWORTH, 1976; ISHIZUKA; MATTIASSON; ANDERSSON, 1995). Chuang
e colaboradores mostraram que a injecéo de ciclofosfamida promoveu o aumento da
expressdo de COX-2 e PDE4 na bexiga e na medula espinhal, além de induzir
inflamacé&o e hiperatividade vesical. Estes efeitos foram suprimidos pelo tratamento
com toxina botulinica (CHUANG et al., 2009). Lecci e colaboradores realizaram
avaliacdo farmacologica do papel das isoformas da enzima COX-2 na alteracdo do
reflexo de miccdo na cistite experimental induzida por ciclofosfamida em ratos
(LECCI et al., 2000).
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A enzima NOS participa de varios processos de hiperreflexia miccional
associados a irritacdo aguda do trato urinario inferior por substancias quimicas
(RICE, 1995; KAKIZAKI; DE GROAT, 1996) e a hiperalgesia vesical associada a
inflamacgéo colénica (COUTINHO; GEBHART, 1999). Ja foi demonstrado o papel do
NO, a nivel neuronal, na iniciacao da hiperreflexia associada a CH induzida em ratos
por ciclofosfamida (LAGOS; BALLEJO, 2004).

Ainda s&o poucas as evidéncias que mostram a repercussao do tratamento
com ifosfamida nas fun¢gBes motoras do sistema urinério. Neste sentido, nosso grupo
de pesquisa publicou o estudo da funcéo vesical da cistite induzida por ifosfamida,
mostrando que ocorrem alteracfes importantes no processo de esvaziamento
vesical em ratos anestesiados, assim como alteragbes no comportamento contrétil
do musculo detrusor avaliado por metodologia in vitro. Além disso, estes processos
provavelmente estdo envolvidos com o aumento da expressao da enzima COX-2,
uma vez que inibidores desta enzima foram capazes de reverter, pelo menos
parcialmente, as alteragbes motoras vesicais provocadas pelo tratamento com
ifosfamida (MACEDO et al., 2010).

1.5 Amifostina

Apesar dos achados que revelam o mesna como sendo o principal uroprotetor
da CH pelas oxazafosforinas, a literatura mostra que a sua utilizacdo ainda mantém
um residual de cistite em torno de 30%, fato que impulsionou a busca por novas
alternativas terapéuticas. Neste contexto, novos citoprotetores tém sido investigados
e, dentres os compostos tidis, a amifostina (S-2- (3-aminopropilamino) - &cido

etilfésforotidico) tem um papel importante.

Figura 6 — Estrutura quimica da amifostina.
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Ha mais de 50 anos, percebeu-se que o aminoacido cisteina, contendo o
grupamento tiol, apresentava propriedades protetoras contra radiacdo. Durante o
periodo da corrida armamentista nuclear, este achado teve muita importancia e
levou a criacdo de um grande programa de pesquisa pelo Walter Reed Army Institute
of Research dos Estados Unidos na tentativa de identificar e sintetizar substéancias
gue fossem capazes de proteger os soldados e os civis contra os danos da radiacéao
nuclear. Mais de 4000 substadncias com propriedades radioprotetoras foram
testadas, mas apenas o0 composto WR-2721, posteriormente conhecido como
amifostina, recebeu posicédo de destaque (GRDINA; KATAOKA; MURLEY, 2000).

Apesar de nunca ter sido utilizada com esta finalidade, a amifostina tornou-se
uma substéncia de grande utilidade na pratica oncoldgica para proteger os tecidos
normais contra os danos provocados pela quimioterapia e pela radioterapia. Durante
os anos 80, estudos pré-clinicos jA mostravam que a amifostina conferia protecéo
aos tecidos normais contra os danos ndo somente da irradiacdo, como também
aqueles induzidos pelo tratamento com quimioterapicos.

A amifostina € uma substancia hidrofilica incapaz de atravessar as
membranas espontaneamente. ApOs administracdo intravenosa, € rapidamente
desfosforilada convertendo-se no seu metabdlito ativo WR-1065 que contém um
grupamento tiol livre. Esta substancia possui meia-vida plasmatica bastante curta
(SHAW et al., 1988). A desfosforilacdo plasmatica da amifostina pode ocorrer por
hidrolise ndo enzimatica ou através da acdo da fosfatase alcalina ligada a
membrana. Tal processo ocorre num pH 6timo entre 8 e 9 (NAKAMURA; SHAW,
BROWN, 1987).

Atualmente sabe-se que a seletividade da amifostina pelos tecidos normais
ocorre uma vez que a concentracdo desta enzima nas células normais é bem maior
que nas células tumorais. Além disso, os tumores sdo tecidos hipovascularizados,
isto implica em hipoxia tecidual, metabolismo anaerébio e baixo pH. Deste modo, a
protecdo seletiva ocorre devido a captacdo do composto WR-1065 ser baixa nos
tecidos tumorais. O resultado final € a concentracdo até 100 vezes maior do tiol livre
em 0rgaos normais, como a medula 6ssea, rins, glandulas salivares e coragdo, em
comparacao com os tecidos tumorais. Por fim, uma vez que o tiol livre adentra uma
célula normal, esta disponivel para se ligar e desintoxicar as espécies ativas de

agentes alquilantes ou de radiacdo ionizante (CALABRO-JONES et al.,, 1988;
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McCULLOCH; SCHEFFLER; SCHEIN, 1991; HOSPERS; EISENHAUER; VRIES,
1999).

Ao contrario do mesna, para o qual os efeitos protetores sdo dirigidos a um
orgdo especifico, a amifostina € avaliada como um agente citoprotetor de largo
espectro. Fato este evidenciado a partir de estudos pré-clinicos que demonstraram a
capacidade da amifostina de proteger seletivamente quase todos os tecidos
normais, exceto o SNC e os tecidos neoplasicos, contra os efeitos citotdxicos de
alguns agentes quimioterdpicos e da radioterapia (COLEMAN; BUMP; KRAMER,
1988; SCHUCHTER; LUGINBUHL; MEROPOL, 1992).

Em 1996, o FDA aprovou a amifostina como agente citoprotetor na
quimiotarapia com cisplatina no tratamento do cancer de ovério. Posteriormente a
aprovacao foi estendida para tratar a xerostomia em pacientes com cancer de
cabeca e pescoco submetidos a radioterapia, desde que estudos de fase 3
mostraram fortes evidéncias de que amifostina foi eficaz para este fim.
Posteriormente, a ASCO publicou as diretrizes para uso de citoprotores,
recomendando o uso da amifostina para prevenir a nefrotoxicidade em pacientes
tratados com cisplatina, reduzir a neutropenia provocada pelos agentes alquilantes e
diminuir a incidéncia de xerostomia aguda e tardia em pacientes submetidos a
radioterapia na regido de cabeca e pescoco (HENSLEY et al., 1999).

Um dos mecanismos pelos quais a amifostina protege as células normais
provavelmente inclui a sua capacidade de atuar como um “varredor” de radicais
livres e isto protege os tecidos dos danos provocados pelas espécies reativas de
oxigénio que sdo aumentadas por agentes quimioterapicos, radiacao ionizante e
drogas eletrofilicas reativas como os agentes alquilantes. O segundo mecanismo é
baseado na capacidade da amifostina de doar um atomo de hidrogénio promovendo
diretamente um reparo quimico nas regifes danificadas do DNA. O componente tiol
também pode reagir prevenindo a sua ligagdo com as moléculas de agentes
guimioterapicos. Além disso, a conversao intracelular do WR-1065 ao dissulfeto WR-
33278 libera ions hidrogénio que podem auxiliar este mecanismo de reparagdo do
DNA (VAN DER VIJGH; PETERS, 1994; SAVOYE et al., 1997). A protecao conferida
pela amifostina também tem sido atribuida a sua propriedade moduladora dos niveis
de glutationa (UMA DEVI; PRASANNA, 1990). Por fim, é importante considerar que
a amifostina se mostrou capaz de reduzir a morte celular por apoptose em linfocitos
CD4+ e CD8+ através da inibicdo da ativacao da caspase 3 (RUTELLA et al., 2001).
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A amifostina geralmente é bem tolerada pelos pacientes, mas esta associada
a efeitos secundarios transitorios incluindo nausea, vémito, espirro, rubor ou
sensacao de calor, sonoléncia, gosto metalico durante a infusdo, reacdes alérgicas e
hipocalemia (SCHUCHTER; LUGINBUHL; MEROPOL, 1992). Contudo, o maior
efeito dose limitante consiste na hipotensao transitéria e, mesmo com a utilizacdo de
pequenas doses, € necessario 0 monitoramento da pressdo sanguinea do paciente.
As interrupgbes no tratamento ocorrem em menos de 5% dos individuos tratados
com amifostina (KOUVARIS; KOULOULIAS; VLAHOS, 2007). Estudos apontam que
a substituicdo da via de administracao intravenosa pela via subcutanea confere
maior tolerancia pelo paciente, mantendo niveis aceitaveis do metabdlito WR-1065
(VAN DER VIJGH; KORST, 1996).

Os pesquisadores do LAFICA tém se dedicado ao estudo da citoprotecéo da
amifostina em diversos modelos experimentais de inflamacdo. Dentre eles, os
modelos de CH induzida por ifosfamida ou por injecdo intravesical de acroleina. Em
ambos a amifostina foi capaz de prevenir significativamente os classicos eventos
inflamatorios associados a esta patologia (BATISTA et al., 2007). Outros trabalhos
mostram que a lesdo gastrica induzida por indometacina pode ser prevenida pelo
tratamento com amifostina através de mecanismos que envolvem radicais
sulfidrilicos ndo-protéicos e migracdo de neutrofilos (MOTA et al., 2007). Amifostina
também reduziu o dano na mucosa gastrica provocado por alcool etilico através da
restauracdo dos niveis de GSH e estimulacdo dos neurdnios aferentes sensitivos do
estdbmago (JUNQUEIRA-JUNIOR et al., 2011).
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2 JUSTIFICATIVA

O estudo funcional (in vivo e in vitro) de animais portadores de cistite
hemorragica induzida por ciclofosfamida tem sido descrito na literatura. Alguns
desses estudos demonstram o papel de certos mediadores a nivel neuronal,
destacando-se o Oxido nitrico. E bem conhecido o papel evidente do NO na
patogénese da cistite hemorragica e a repercussdo da inibicdo desse mediador
sobre a melhora no quadro geral dacistite (SOUZA-FILHOet al., 1997). Além disso,
NosSso grupo de pesquisa demonstrou que, associado ao desenvolvimento de cistite
hemorragica, h4 uma disfuncdo urinaria detectada por analise de cistometrograma
continuo em animais anestesiados e por metodologias in vitro através do estudo da
contratilidade de tiras de bexiga, e que a enzima COX-2 tem um papel importante
nas alteracGes funcionais observadas na CH induzida por ifosfamida em bexigas de
ratos (MACEDO et al.,, 2008). Paralelalmente, outros dados reportam que a
ciclofosfamida promove importantes efeitos sobre as funcées motoras do musculo
liso dabexiga urinéria, incluindo hiperatividade in vivo, o que pode ser caracterizada
pela diminuicdo da capacidade vesical e aumento da frequéncia da miccao
(BUYUKNACAR et al., 2008). Ahiperatividade do musculo detrusor apods cistite
experimental induzida pela ciclofosfamida tem sido bem estudada, bem como a
participacdo das prostaglandinas produzidas pela enzima COX-2 sobre este
fenbmeno (CHUANG et al., 2008, MACEDO et al., 2010). Apesar dos avancos na
caracterizacdo dapatogénese da cistite hemorragica induzida por ciclofosfamida e
ifosfamida, e que a modulagdo farmacolégica do processo inflamatorio se mostra
crucial no controle da sua patogénese, torna-se licito prosseguir na investigacdo do
envolvimento desses mediadores com a alteracdo da funcdo vesical urinaria. Desta
forma, os resultados oferecem bases para o conhecimento da fisiopatologia da cistite
hemorragica e da disfuncdo vesical a ela associada, bem como fornecem subsidios
para auxiliar na introducdo de condutas terapéuticas complementares na prevencgao

dessa doenca.



40

OBJETIVOS



41

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da amifostina sobre as alteragbes da fungdo motora vesical na
cistite hemorragica experimental induzida pela ifosfamida, bem como verificar o
envolvimento do 6xido nitrico e dos canais de potassio dependentes de ATP neste

efeito.

3.2 Objetivos especificos

» Avaliar o efeito uroprotetor da amifostina sobre a disfungdo vesical induzida
pela ifosfamida, utilizando tiras isoladas de bexiga;

» Avaliar o efeito uroprotetor da Amifostina sobre a disfungcéo vesical induzida
pela ifosfamida, através da metodologia de cistometrograma continuo;

* Avaliar o envolvimento do NO sobre o efeito uroprotetor da amifostina na funcao
vesical “in vitro” e “in vivo”;

* Avaliar o envolvimento da geragao de GMPc no efeito protetor da amifostina na
funcao vesical “in vitro” e “in vivo”;

 Avaliar o envolvimento dos canais de potassio dependentes de ATP sobre o

uroprotetor da amifostina na fungao vesical “in vitro” e “in vivo”.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados camundongos Swiss
(Mus domesticus) machos, com massa corporea entre 25 e 30 gramas, precedentes

do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara — UFC.

Durante o estudo, os animais foram mantidos no Biotério do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia da UFC, abrigados em gaiolas apropriadas, em nimero de
seis ou oito, a temperatura de 24°C, em ciclo circadiano claro/escuro de 12h e com

acesso a agua e alimento ad libitum.

Todos o0s experimentos realizados seguiram rigorosamente as normas
estabelecidas pelos principios éticos da experimentacdo animal adotados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA). O protocolo experimental foi
aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade

Federal do Ceara (protocolo 35/12).

4.2 Aparelhos e instrumentos laboratoriais

e Agitador magnético Thermolyne, mod. M37510/26 (BARNSTEAD);
eAgitador vortex;

¢ Agulhas descartaveis 0,7x30 e 13x4,5;

eAlgoddo (CREMER®);

e Amplificador Dataq (PM-1000, WCE, USA);

¢ Alicate para deslocamento cervical;

« Balanga para pesagem de animais, mod. ID-1500 (FILIZOLA®);

« Balanca analitica, mod. AL200 e Ohaus, mod. AS 260D (MARTE®);



e Base emborrachada para permanéncia do animal;

e Base metalica vasada com suporte para permanéncia do animal;
e Bastéo de vidro;

e Béqueres (SIMAX);

e Bomba de infuséo de liquidos;

e Bomba Radnoti;

e Catéter de polietileno (PE-50 - Clay Adams, USA);

¢ Cubas para banho de 6rgaos (5mL);

e Canula para gavagem;

e Estufa;

e Estante para tubos Eppendorf;

¢ Estante para tubos Falcon;

e Geladeira e freezer (-20°C);

e Laminas e laminulas para microscopia,

e Luvas e mascaras descartaveis;

e Maquina fotogréfica digital SONY® modelo DSC-T99;
e Medidor de pH Hanna Instruments H18519N;

e Material cirdrgico (pingas, bisturis, tesouras, agulhas, etc.);
¢ Microagulhas;

¢ Micropipetas Gilson de 10, 20, 100, 200 e 1000 pL;

« Microscopio 6ptico binocular (EMBRAEME®);

e Microscoépio Optico Leica acoplado a computador;
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e Micrétomo modelo 820 SPENCER — American Opitical Corporation;
¢ Pipetas graduadas (5 e 10mL);

« PowerLab 8/30 (ADInstruments®);

e Placas de Petri;

e Seringas de 1, 5 e 10 mL (BENSON — DIKSON®);

e Sonicador,

e Tubos Eppendorf 3810;

e Tubos plasticos de 15 e 50 mL (FALCON);

e Transdutores de forca Grass, modelo FTO3C (Quincy, Mass; EUA).

4.3 Drogas e solucdes

« Agua destilada;
« Alcool etilico 70% (Reagen);

+ Amifostina (Ethyol® — Schering-plough; 500 mg) diluida em solucédo salina

0,9% estéril;

* Aminoguanidina (Sigma-aldrich; A-7259; 100 g) diluida em solucéo salina 0,9%

estéril;

* Diazéxido (Sigma-aldrich; D-9035; 1g) diluido em solugédo de NaOH 0,05N;
* Eosina (Merck);

* Formol 10% (Formol concentrado — Merck em agua destilada 1:10);

* Glibenclamida (Sigma-aldrich; G-0639; 10 g) diluida em solu¢cdo de NaOH
0,01N glicosada a 4%;
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* Hematoxilina (Reagen);

* Ifosfamida (Holoxane® — ASTA — AG, Frankfurt. Alemanha; 500 mg) diluida em

solucéo salina 0,9% estéril;

» L-arginina (Sigma-aldrich; A-5006; 500 g) diluida em solucdo salina 0,9%

estéril;

+ ODQ (1H-(1,2,4)oxadiazolo(4,3-alpha)quinoxalin-1-ona; 03636; 25mg) diluido
em DMSO 1%;

* Solugéo fisiolégica 0,9%, frasco 250 mL — CEME;
* Solucédo nutridora de Tyrode (Tabela 1);
* Solugdes padrao de KCI 1M e 3M;

* Solucédo padréo de carbacol100uM (Carbamoylcholine chloride; Sigma-Aldrich -
C4382; 25q);

* Uretana (Sigma-Aldrich - U2500; 5009) diluida em agua destilada.

Tabela 1 -Composicao da solucado nutridora de Tyrode

Substéancia Concentragdo (mmol/L)
NaCl 136,00

KCl 5,00

NaH,PO, 0,36

MgCl, 0,98

MgSO, 1,18

CaCl, 2,00

NaHCO3 11,90

Glicose 5,50

Agua destilada g.s.p. 1L
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4.4 Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos aleatoriamente entre 11 grupos (n= 8 animais),
por sua vez divididos em 4 sessoes, recebendo os tratamentos de acordo com o

esquema a seguir:

1)

* CTR: salina 0,9% (i.p.);

* IFO: ifosfamida (400 mg/kg, i.p.);

* AMF: amifostina (50 mg/kg, s.c.) =30mim—>ifosfamida (400 mg/kg, i.p.);
2)

* L-ARG: l-arginina (600mg/kg, i.p.) —30mim—> amifostina (50 mg/kg, s.c.) —
3omim->ifosfamida (400 mg/kg, i.p.);

* AMG: aminoguanidina (50 mg/kg, s.c.) —3omim—>ifosfamida (400 mg/kg, i.p.);

* AMG*: |-arginina (600mg/kg, i.p.) —30mim-> aminoguanidina (50 mg/kg, s.c.) —
3omim->ifosfamida (400 mg/kg, i.p.);

3)
» ODQi: ODQ (10 mg/kg, v.0.) —30mim-> ifosfamida (400 mg/kg, i.p.);

+ ODQa: ODQ (10 mg/kg, v.0.) —3omim—> amifostina (50 mg/kg, s.c.) —30mim—>
ifosfamida (400 mg/kg, i.p.);

4)

*DIAZ: diazéxido (2 mg/kg, i.p.) —30omim—> amifostina (50 mg/kg, s.c.) —30mim—>
ifosfamida (400 mg/kg, i.p.);

* GLI: glibenclamida (10 mg/kg, i.p.) —30mim—>ifosfamida (400 mg/kg, i.p.);

* GLI*: diazoxido (2 mg/kg, i.p.) + glibenclamida (10 mg/kg, i.p.) -
3omim—>ifosfamida (400 mg/kg, i.p.).
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4.5 Inducéo de Cistite Hemorréagica

Os animais receberam injecao intraperitoneal (i.p.) de ifosfamida (400 mg/kg)
e foram sacrificados por deslocamento cervical ap6s 12 horas. Em seguida, através
de uma incisdo abdominal mediana, realizou-se cuidadosa disseccéo vesical (Figura
7). As bexigas foram seccionadas junto ao colo e abertas, desprezando-se o
conteudo urinario. Posteriormenteas mesmas foram pesadas e imersas em formol a
10%. A cistite hemorrégica foi avaliada por altera¢cdes no peso umido vesical e por
alteracfes nos aspectos macroscopicos e histopatoldgicos das bexigas.

Figura 7 — Detalhe da bexiga de camundongo.

4.6 Parametros Avaliados na Cistite Hemorragica
4.6.1 Avaliacdo do peso umido vesical

Apés dissecadas e retirado seu contetdo urinario, as bexigas foram pesadas,
sendo o peso Umido vesical expresso em mg/20 gramas de peso do animal. O
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edema vesical foi quantificado por aumento do peso Umido vesical, reportado como

meédia + EPM/20 g de peso do animal.
4.6.2 Analise macroscopica

Durante a pesagem das bexigas, as mesmas foram examinadas quanto ao
edema e a hemorragia de acordo com os critérios de Gray et al., 1986, descritos a

sequir:
Edema:
e Severo (3+): edema interno e externo;
e Moderado (2+): edema interno (mucosa);
e Leve (1+): intermediario;

e Normal (0): nenhum.

Hemorragia:

¢ (3+): coagulo intra-vesical;

¢ (2+): hematomas na mucosa;

¢ (1+): telangiectasia ou dilatacdo dos vasos da bexiga;

¢ (0): normal.

4.6.3 Analise histopatolégica

Depois de dissecadas, retirado seu conteudo urinario, pesadas e analisadas
macroscopicamente, as bexigas foram imersas em formol a 10% por 12 horas,
desidratadas, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. Foram obtidos cortes de
5 um, posteriormente corados pela técnica da hematoxifilina-eosina (HE) e
analisados a microscopia optica. As alteracdes histolégicas foram determinadas de

acordo com critérios pré-estabelecidos (GRAY et al., 1986), que séo 0s seguintes:



50

¢(0) —Histologia Normal: caracterizada por epitélio urotelial normal, auséncia

de infiltrado inflamatorio e auséncia de Ulceras;

o(1+) —Alteracbes Discretas: caracterizadas por reducdo no numero de
células epiteliais uroteliais em decorréncia de descamacgdo, diminuicdo das
dobras habituais da mucosa em virtude do edema submucoso, hemorragia

discreta e poucas Ulceras;

o(2+) —AlteracOes Intensas: caracterizadas por exulceracdo da mucosa,
multiplas Ulceras, edema acentuado, infiltrado inflamatério, depdsito de fibrina e

hemorragia.

4.7 Avaliacdo dos parametros funcionais em tiras isoladas de bexigas

(estudo in vitro)

Apos 12h da inducédo da cistite hemorragica, outros grupos de animais foram
sacrificados por deslocamento cervical, suas bexigas foram dissecadas e
transferidas para uma placa de Petri com solu¢do nutridora de Tyrode (composi¢cao
em mM: NaCl= 136; KCI= 5; MgCI2 = 0,98; CaCl2 = 2; NaH2PO4 = 0,36; NaHCO3 =
11,9; glicose= 5,5). Cada bexiga foi limpa de seus tecidos adjacentes e dividida em 2
pedacos de dimensdes semelhantes que foram montados em camaras de 5ml
contendo solucao fisiolégica de Tyrode, aerada continuamente a 37°C (Radnoti) com
mistura carbogénica (95% O, — 5% CO,), de acordo com o protocolo adaptado de
Lagos e Ballejo(2004) (Figura 8).
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Figura 8 — Detalhe da montagem da tira de bexiga para registro de contragcao
“in vitro”.

FIO LIGADO AO
TRANDUTOR DE s > CONDUTORDE MISTURA
FORCA > CARBOGENICA

TECIDO

) HASTE FIXA
LIQUIDO CORRENTE
PARA MANUTENGCAO DE . .
TEMPERATURA > ORIFICIO PARA DE~SCARTE/
TROCA DE SOLUCAO

Fonte: Laboratério de Farmacologia do Musculo Liso — UFC (Adaptado).

O sistema de registro isométrico consiste de um amplificador Dataq (PM-
1000, WCE, USA), ao qual foram conectados transdutores de forca Grass, modelo
FTO3C (Quincy, Mass., EUA) (Figura 9). O tempo de equilibrio da preparacao foi de
30 minutos e a tensao de repouso foi de 1 g. As solug@es utilizadas para induzir as
contracdes foram preparadas pela adicdo da substancia pura diretamente na
solucéo fisioldgica e armazenadas em freezer em concentragfes 100 a 1000 vezes
maiores que aquelas usadas nas camaras durante os experimentos. Imediatamente
antes do uso, as solucdes foram frescas e agitadas em aparelho Vortex. Para
avaliagcdo da viabilidade do tecido no inicio dos experimentos, as preparagdes foram
expostas a solugcdes despolarizantes de 60 mM de KCI, até que foram obtidas duas
respostas de mesma amplitude (aproximadamente 30 a 60 minutos, além do tempo

necessario para o equilibrio da preparagao).
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Figura 9 — Sistema para registros de contracdo em tecido isolado.

Fonte: Laboratério de Farmacologia do Musculo Liso — UFC.

Para a realizacdo do estudo foram utilizados protocolos em que a contragéo
foi induzida com KCI e carbacol. As respostas experimentalmente observadas foram
consideradas através das deflexdes dos tragados originais obtidos pelo sistema de
aquisicdo de dados (Power Lab 8/30), sendo entdo expressas em valores absolutos
e posteriormente relacionadas com o peso de tecido seco utilizado em cada
preparacdo. Para tanto, apds a realizacdo das curvas, as tiras de bexigas foram
mantidas em estufa a 65°C até a secagem total do tecido e posteriormente foram
pesadas em balanca de precisdo. Os resultados foram expressos em mg de
forca/mg de tecido seco.
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4.8 Avaliacao dos parametros funcionais em bexigas de camundongos

anestesiados (analise por cistometrografia)

Apbés 12 horas da administracdo da ifosfamida, os animais foram
anestesiados com uretana-50% na dose de 1.2 g/kg por via subcuténea (s.c.). Para
0 registro da pressao intravesical através da técnica de cistometrograma continuo,
foi realizada uma laparatomia e através de perfuracdo no apice da bexiga com
agulha 22G foi introduzido um catéter de polietileno (PE-50, Clay Adams, USA) com
comprimento suficiente para que o extremo distal alcancasse o lumen. O catéter foi
afixado a bexiga por meio da ligadura realizada com fio de seda 4-0 e a extremidade
livre foi exteriorizada pela regido abdominal. A parede abdominal foi fechada em um
plano com fio de algoddo 3-0 (Figuras 10 e 11). Os registros urodinamicos foram
realizados mediante a conexao do catéter exteriorizado a uma chave em T que unia
de forma linear uma seringa pela qual foi infundida solucédo salina continuamente
com fluxo de 0,04mL/min e um transdutor de pressao, por sua vez acoplado a um
sistema de aquisicdo de sinais biologicos (PowerLab/8sp, ADInstruments) (Figura
12); uma adaptacdo do protocolo descrito por Lagos e Ballejo (2004). Os registros
foram gravados em computador e analisados no programa Chart v 4.0
(ADInstruments). Os parametros avaliados neste trabalho para andlise de

cistometrografia sdo definidos na figura 13.

Figura 10 — Detalhe de bexiga de camundongo antes e depois da cirurgia de
implantacdo intravesical de catéter.




Figura 11 — Passo a passo da cirurgia de implantacéao intravesical de catéter.

A — Incisdo abdominal com bexiga exposta. B — Perfuracdo da bexiga com agulha 22G. C —
Catéter introduzido pelo orificio até o alcance do limen da bexiga e fixado com fio cirdrgico. D
— Incisédo abdominal fechada com extremidade do catéter exteriorizada.
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Figura 12 — Sistema para analise de cistometrograma continuo.
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Figura 13 — Parametros avaliados na cistometrografia.
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Pressdo basal de enchimento — Média dos valores de pressao do intervalo B (cmH20)
Frequéncia de mic¢do — quantidade de eventos ® associados ao esvaziamento/15min

4.9 Analise Estatistica

Os resultados de peso umido vesical e de contratilidade de tiras de bexiga
foram reportados como média + EPM, acompanhado pelo nimero de observacoes
(n). A diferenca estatistica entre os grupos foi determinada através de Andlise de
Variancia (ANOVA) e teste de Bonferroni. Os dados de andlise macroscopica e de
avaliacdo histopatologica foram expressos como mediana e intervalo com valores
minimos e maximos e, em seguida, analisados pelos testes de Kruskal-Wallis e
Dunn. Os dados dos parametros avaliados por cistometrograma continuo foram
reportados como meédia + EPM e a diferenca estatistica entre os grupos foi
determinada através de Analise de Variancia (ANOVA) e teste de Holm Sidak. O

nivel de significancia para todas as situacoes foi de p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito da amifostina sobre as alteracgfes inflamatérias e funcionais da

cistite hemorragica induzida pela ifosfamida

5.1.1 Avaliacao das alteracfes inflamatorias

a) Avaliacdo macroscopica e de peso umido vesical

A injecao intraperitoneal de ifosfamida (400 mg/kg, i.p.) provocou o
aumento do peso umido vesical médio para 52,62 + 2,29 mg/ 20 g de peso
animal contra 17,03 £ 1,08 mg/20 g de peso animal do grupo tratado apenas
com salina (p<0,001) (Figura 14). A cistite hemorragica foi caracterizada
macroscopicamente pela presenca marcante de edema com escore 3 (2-3) e
por hemorragia difusa com hematomas na mucosa e coagulos intravesicais
com escore 3 (1-3), valores significativamente diferentes dos atribuidos ao

grupo controle: escore 0 (0-0) para edema e hemorragia, (p<0,05) (Tabela 2).

O pré-tratamento de animais que receberam ifosfamida com amifostina
(50 mg/kg, s.c.) preveniu a cistite hemorragica reduzindo em 83,84% (22,78 +
2,06 mg/20 g de peso animal) o aumento do peso Umido vesical médio
observado no grupo IFO, p<0,001 (Figura 14). Na avaliacdo macroscopica, 0
grupo pré-tratado com AMF recebeu escores 1 (0-1) para edema e 0 (0-1)
para hemorragia (p<0,05 em relacdo ao grupo tratado apenas com IFO)
(Tabela 2).
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Figura 14 - Efeito da amifostina sobre o aumento do peso Umido vesical na
cistite hemorrégica induzida por ifosfamida.
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P.U.V. (mg/20g de peso animal)
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[ Salina 0,9%
T Ifosfamida 400 mg/kg
E= Amifostina 50 mg/kg + ifosfamida 400 mg/kg

A injecdo intraperitoneal de ifosfamida provocou o aumento do peso Umido vesical dos animais. O
pré-tratamento com amifostina (s.c.) reverteu este aumento. Os resultados foram reportados pelas
médias + EPM (n=8). * p <0,001 em relagdo ao grupo tratado com salina e # p <0,001 em relagéo ao
grupo tratado com ifosfamida. Os dados foram analisados pelo teste de Bonferroni (ANOVA).
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Tabela 2 - Efeito da amifostina sobre as alteracdes macroscoépicas e
microscopicas na cistite hemorragica induzida por ifosfamida de acordo com
os critérios de Gray.

Grupo Alteragdes macroscopicas Alteragoes
Edema Hemorragia microscopicas

CTR (salina) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0)

IFO (ifosfamida) 3(2-3)° 3(1-3)° 2 (2-2)°

AMF (amifostina-+ifosfamida) 1(0-1)° 0(0-1)° 1(0-2)°

A injecdo intraperitoneal de ifosfamida (400 mg/kg) provocou alteragBes macroscopicas e
microscépicas que foram avaliadas 12h apds sua administracdo no grupo tratado apenas com
ifosfamida ou com amifostina (50 mg/kg, s.c.) + ifosfamida. Os resultados foram reportados por
mediana e valores minimos e maximos (n=8). *p<0,05 em relacdo ao grupo CTR e b p <0,05 em
relacdo ao grupo IFO. Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal Wallis e Dunn.

b) Anélise histopatoldgica

De acordo com os critérios de Gray, as imagens das laminas de
bexigas de camundongos tratados com IFO (400 mg/kg, i.p.) mostraram
evidéncias histolégicas de cistite com extensa erosdo da mucosa com
ulceracdo, presenca de infiltrado inflamatério e deposicdo de fibrina,
hemorragia extensa com a presenca de codgulos intravesicais, recebendo
escore maximo 2(2-2). O pré-tratamento com AMF preveniu o aparecimento
dessas alteracdes recebendo escore 1(0-2), (p<0,05), conforme visto na

Tabela 2 e na Figura 15.
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Figura 15 — Fotomicrografias representativas de bexigas de camundongos
com cistite hemorragica induzida por ifosfamida — analise histopatoldgica de
paredes de bexiga em secdo corada por H&E, 40 x: efeito do pré-tratamento
com amifostina.

A — bexiga normal; B — bexiga do grupo tratado com IFO (400 mg/kg, i.p.): observa-se intenso
dano urotelial, edema, hemorragia e deposicdo de fibrina. C — bexiga do grupo tratado com AMF
(50 mg/kg, s.c.) + IFO (400 mg/kg, i.p.): observa-se que o urotélio permanece constituido e que a
parede muscular apresenta espessura praticamente normal com quantidade insignificante de
infiltrado inflamatério e sem focos hemorragicos.
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5.1.2 Avaliacao das alteragdes funcionais

a) Andlise de contratilidade de tiras de bexiga

Tiras isoladas de bexigas estimuladas com concentracfes crescentes
de KCI (0,01 - 0,12M) ou carbacol (CCh, 10° — 10 M) produziram curvas
concentracéo-efeito de maneira dependente da concentragdo (P<0,001,
ANOVA).

O tratamento com IFO (400 mg/kg, i.p.) provocou a diminuicdo da
resposta contratil ao KCl em relacédo ao grupo controle (0,15 + 0,01 Vs 0,98 +
0,14 g forca/mg de tecido seco, respectivamente. P<0,001.). O pré-tratamento
com AMF (50 mg/kg, s.c.) reverteu a hipocontratilidade do musculo liso
vesical provocada pela IFO (1,08 + 0,11 g forca/mg de tecido seco, p<0,001)
(Figura 16).

A estimulagcdo com CCh mostrou um padrdao semelhante; as tiras
isoladas obtidas do grupo IFO contrairam menos em relacdo aquelas obtidas
do grupo CTR (0,18 = 0,02 Vs 1,36 + 0,24 g forca/mg de tecido seco,
respectivamente, p<0,001), e as tiras obtidas do grupo AMF mostraram
reversdo da diminuicdo da contratilidade vesical provocada por IFO (1,47 +
0,16 g forca/mg de tecido seco, p<0,001 em relacdo ao grupo IFO) (Figura
17).
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Figura 16 — Curvas concentracdo-efeito de tiras isoladas de bexiga ao estimulo
com KCI: efeito do pré-tratamento com amifostina de animais com cistite
hemorragica induzida por ifosfamida.
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A responsividade contratil do tecido vesical foi determinada através de adicdo de concentracBes
cumulativas de KCI (5 a 120mM) em tecido vesical isolado obtido de animais tratados 12h antes com
salina ou ifosfamida (400 mg/mk, i.p.). Curvas concentragdo-efeito também foram obtidas de tecido
isolado de animais pré-tratados com amifostina (50 mg/kg, s.c.) 30 min antes de ifosfamida. Os
resultados foram reportados pelas médias + EPM (n=8).
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Figura 17 — Curvas concentracdo-efeito de tiras isoladas de bexiga ao estimulo
com CCh: efeito do pré-tratamento com amifostina de animais com cistite
hemorragica induzida por ifosfamida.
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A responsividade contratil do tecido vesical foi determinada através de adigdo de concentracdes
cumulativas de CCh (0,001 a 0,10uM) em tecido isolado obtido de animais tratados 12h antes com
salina ou ifosfamida (400 mg/kg, i.p.). Curvas concentracdo-efeito também foram obtidas de tecido
isolado de animais pré-tratados com amifostina (50 mg/kg, s.c.) 30 min antes de ifosfamida. Os
resultados foram reportados pelas médias + EPM (n=8).
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b) Anadlise de cistometrograma continuo

A aquisicdo de sinais bioldgicos de camundongos anestesiados com
uretana e sob infusdo intravesical de salina (0,04 ml/mim) produziu registros
cistometrograficos tipicos que possibilitaram a avaliacdo de parametros
relacionados a fisiologia da miccdo. A andlise por cistometrograma continuo
revelou que a pressao basal de enchimento foi significativamente maior
(p<0,001) nos animais tratados com IFO (42,36 + 2,92 cm H,0) do que nos
animais tratados apenas com salina (20,58 £ 7,94 cm H,0).

No grupo CTR, a amplitude de contracdo atingiu a média de 21,78 *
3,52 cm H,0 e a frequéncia de miccao foi de 5,66 + 0,84 mic¢des/15 min.
Este valor foi significativamente maior (p<0,001) em animais com cistite
hemorragica (18 + 1,06 mic¢des/15 min). Além disso, o tratamento com IFO
produziu tracados sem a presenca de contracfes evidentes associadas ao
reflexo da miccdo (Figura 33 — pag 93). Neste grupo, o esvaziamento vesical
se deu por gotejamento lento e constante de urina, padrdo notoriamente
diferente do reflexo normal de miccao, onde o esvaziamento da bexiga ocorre
por jato de urina.

O pré-tratamento com AMF preveniu as alterac6es observadas nos
tracados de animais com cistite hemorragica. Houve reversao significativa do
aumento da pressdo basal de enchimento (21,12 + 8,87 cm H,0) e do
aumento da frequéncia de micc¢éao (6,5 + 0,8 mic¢cBes/15 min) provocadas pelo
tratamento com IFO (p<0,001) (Tabela 6).
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5.2 Papel do o6xido nitrico na uroprotecdo da amifostina sobre as
alteracfes inflamatdérias e funcionais da cistite hemorragica

induzida pela ifosfamida

Para a avaliagdo do envolvimento do NO utilizou-se como ferramenta
farmacoldgica a L-arginina, para o aumento da oferta de NO. Além disso, utilizou-se
a aminoguanidina, uma substancia com reconhecida propriedade de inibir a enzima
NOS.

5.2.1 Avaliacdo das altera¢des inflamatorias

a) Analise macroscoépica e de peso umido vesical

O pré-tratamento dos animais com L-ARG na dose de 600 mg/kg
reverteu completamente o efeito protetor da amifostina sobre as alteracdes
inflamatorias macroscopicas quanto ao edema [IFO: 3(3-3), AMF: 1(0-1) e L-
ARG: 3(2-3), p<0,05 em relagédo a AMF] e hemorragia [IFO: 3(2-3), AMF: 0(0-
1) e L-ARG: 3(1-3), p<0,05 em relacdo a AMF] (Tabela 3) e de peso umido
vesical provocadas pela IFO (IFO: 49,73 + 1,77, AMF: 28,72 + 1,12 e L-ARG
52,23 + 2,02, p<0,001 em relacdo a AMF) (Figura 18).

A figura 18 também mostra que o pré-tratamento com aminoguanidina
na dose de 50 mg/kg de animais com CH foi capaz de reverter o aumento do
PUV provocado por IFO (AMG: 29,25 + 2,31, p<0,001 em relacdo a IFO) e
gue a adicdo de L-arginina no tratamento dos animais que receberam
aminoguanidina, preveniu esta protecdo contra a formacdo de edema
guantificada pelo PUV (AMG*: 43,82 = 1,53, p<0,001 em relacdo a AMG).
Estes resultados estdo de acordo com 0s parametros macroscopicos,

conforme visto na tabela 3.
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Figura 18 - Efeito da L-arginina sobre a diminuicdo do peso umido vesical
provocada pela amifostina em animais com cistite hemorragica induzida por
ifosfamida.
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A injecdo intraperitoneal de ifosfamida provocou o aumento do peso Umido vesical dos animais. O
pré-tratamento com amifostina (s.c.) reverteu este aumento. A administracdo intraperitonal de L-
arginina 30 min antes de amifostina foi capaz de prevenir a diminuicdo do peso Umido vesical
provocado pela amifostina. Os resultados foram reportados pelas médias £+ EPM (n=8). * p <0,001 em
relacdo ao grupo tratado com salina, # p <0,001 em relacdo ao grupo tratado com ifosfamida e §
p<0,001 em relagdo ao grupo tratado com amifostina + ifosfamida. Os dados foram analisados pelo
teste de Bonferroni (ANOVA).
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Tabela 3 - Efeito da L-arginina sobre as alteracbes macroscoépicas e
microscopicas de animais com cistite hemorragica induzida por ifosfamida e
pré-tratados com amifostina de acordo com os critérios de Gray.

Grupo Alteragdes macroscopicas Alteragdes
Edema Hemorragia microscopicas

CTR (salina) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0)

IFO (ifosfamida) 3(3-3)° 3(2-3)° 2(2-2)°

AMF (amifostinatifosfamida) 1(0-1)° 0(0-1)"° 1(0-2)°

L-ARG (L-arginina+ amifostina-+ifo) 3(2-3)°¢ 3(1-3)° 2(1-2)°

AMG (aminoguanidina+ifosfamida) 1(0-1)° 1(0-1)°

AMG* (l-arginina+aminoguanidina+ifo) 3 (2-3) *¢ 3(2-3)* -—

A injecdo intraperitoneal de ifosfamida (400 mg/kg) provocou alteracdes macroscopicas e
microscopicas que foram avaliadas 12h apés sua administragdo no grupo tratado apenas com
ifosfamida, com amifostina (50 mg/kg, s.c.) + ifosfamida ou com L-arginina (600 mg/kg, i.p.) +
amifostina (50 mg/kg, s.c.) + ifosfamida. A tabela também mostra alteragdes macroscopicas para 0s
grupos que receberam aminoguanidina (50mg/kg, i.p.) + ifosfamida ou L-arginina + aminoguanidina
+ ifosfamida. Os resultados foram reportados por mediana e valores minimos e maximos (n=8).
p<0,05 em relagdo ao grupo CTR, b p <0,05 em relagdo ao grupo IFO e © p <0,05 em relagdo ao
grupo AMF. Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal Wallis e Dunn.

b) Andlise histopatoldgica

A analise histopatoldgica baseada nos critérios de Gray mostrou que as
bexigas de animais tratados com L-arginina, amifostina e ifosfamida (L-ARG)
apresentaram, assim como as do grupo tratado apenas com IFO, exulceragao
da mucosa vesical, mdltiplas Ulceras, edema acentuado, infiltrado
inflamatorio, depdsito de fibrina e hemorragia, recebendo escore 2(1-2),
p<0,05 em relagcdo ao grupo AMF que foi tratado apenas com amifostina e

ifosfamida (Figura 19).
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Figura 19 — Fotomicrografias representativas de bexigas de camundongos com
cistite hemorragica induzida por ifosfamida — analise histopatoldgica de
paredes de bexiga em secéo corada por H&E, 40 x : efeito da L-arginina sobre
a uroprotecdo com amifostina.

A — bexiga normal; B — bexiga do grupo tratado com IFO (400 mg/kg, i.p.): observa-se intenso dano
urotelial, edema, hemorragia e deposicao de fibrina. C — bexiga do grupo tratado com AMF (50
mg/kg, s.c.) + IFO: observa-se que o urotélio permanece constituido e que a parede muscular
apresenta espessura praticamente normal com quantidade insignificante de infiltrado inflamatorio e
sem focos hemorragicos. D — bexiga do grupo tratado com L-ARG (600 mg/kg, i.p.) + AMF + IFO:
observa-se intensa descamacao do urotélio, com edema marcante, deposic¢ao de fibrina e presenca
de pequenos focos hemorragicos.
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5.2.2 Avaliacao das alteragdes funcionais

a) Analise de contratilidade de tiras de bexiga

A injecdo de L-arginina (600 mg/kg, i.p.) antes da administragdo de
amifostina e ifosfamida promoveu a diminuicdo da resposta contratil do tecido
vesical em relacdo ao grupo AMF tanto ao estimulo com KCI (0,32 + 0,03 Vs
1,09 £ 0,11 g forca/mg de tecido seco, L-ARG e AMF, respectivamente,
p<0,001)(Figura 20), como ao estimulo com CCh (0,6 + 0,08 Vs 1,47 + 0,16 ¢
forca/mg de tecido seco, L-ARG e AMF, respectivamente, p<0,001)(Figura
22).

A administracdo de aminoguanidina, 30 min antes de ifosfamida,
reverteu completamente a hipocontratilidade de tiras de bexiga ao estimulo
com KCI em animais com CH néo tratada (0,99+ 0,09 Vs 0,15 + 0,01 g
forca/mg de tecido seco, AMG e IFO, respectivamente, p<0,001). O pré-
tramento com L-arginina inibiu o efeito da aminoguanidina sobre as tiras de
bexigas de camudongos com CH por IFO (AMG*: 0,59+ 0,06 g forca/mg de
tecido seco, p<0,001 em relagdo a AMG)(Figura 21).

A figura 23 mostra a responsividade de tiras de bexiga ao CCh. L-
arginina inibiu o reestabelecimento da forca contratil, provocado pela
aminoguanidina, de tiras de bexiga de animais tratados com ifosfamida (AMG:
1,25 £ 0,33; AMG*: 0,71 + 0,07 g forca/mg de tecido seco, p<0,001).
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Figura 20 — Curvas concentracao-efeito de tiras isoladas de bexiga ao estimulo
com KCI: efeito da L-arginina sobre o pré-tratamento com amifostina de
animais com cistite hemorragica induzida por ifosfamida.
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A responsividade contratil do tecido vesical foi determinada através de adicdo de concentracBes
cumulativas de KCI (5 a 120mM) em tecido vesical isolado obtido de animais tratados 12h antes com
salina ou ifosfamida (400 mg/kg, i.p.). Curvas concentracdo-efeito também foram obtidas de tecido
isolado de animais pré-tratados com amifostina (50 mg/kg, s.c.) 30 min antes de ifosfamida ou ainda
de animais pré-tratados com L-arginina (600 mg/kg, i.p.) 30 min antes de amifostina e 1h antes de
ifosfamida. Os resultados foram reportados pelas médias + EPM (n=8).
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Figura 21 — Curvas concentracao-efeito de tiras isoladas de bexiga ao estimulo
com KCI: efeito da L-arginina sobre o pré-tratamento com aminoguanidina de
animais com cistite hemorragica induzida por ifosfamida.
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A responsividade contratil do tecido vesical foi determinada através de adigdo de concentracdes
cumulativas de KCI (5 a 120mM) em tecido vesical isolado obtido de animais tratados 12h antes com
salina ou ifosfamida (400 mg/kg, i.p.). Curvas concentracao-efeito também foram obtidas de tecido
isolado de animais pré-tratados com aminoguanidina (50 mg/kg, i.p.) 30 min antes de ifosfamida ou
ainda de animais pré-tratados com L-arginina (600 mg/kg, i.p.) 30 min antes de aminoguanidina e 1h
antes de ifosfamida. Os resultados foram reportados pelas médias + EPM (n=8).
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Figura 22 — Curvas concentracdo-efeito de tiras isoladas de bexiga ao estimulo
com CCh: efeito da L-arginina sobre o pré-tratamento com amifostina de
animais com cistite hemorrégica induzida por ifosfamida.

1,8 -
1,6 ~
1,4 ~

1,2 ~

1,0 ~

0,8

0,6 -

0,4

g de forga/mg de tecido seco

0,2 -

0,0 -

0,0001 0,001 0,01 0,1 1 10 100

concentragao CCh (uM)

—@— Salina 0,9%

—@— |[fosfamida 400 mg/kg

—@— Amifostina 50 mg/kg + ifosfamida 400 mg/kg

—@&— L-arginina 600 mg/kg + amifostina 50 mg/kg + ifosfamida 400 mg/kg

A responsividade contratil do tecido vesical foi determinada através de adicdo de concentracfes
cumulativas de CCh (0,001 a 0,10uM) em tecido vesical isolado obtido de animais tratados 12h antes
com salina ou ifosfamida (400 mg/kg, i.p.). Curvas concentragdo-efeito também foram obtidas de
tecido isolado de animais pré-tratados com amifostina (50 mg/kg, s.c.) 30 min antes de ifosfamida ou
ainda de animais pré-tratados com L-arginina (600 mg/kg, i.p.) 30 min antes de amifostina e 1h antes
de ifosfamida. Os resultados foram reportados pelas médias + EPM (n=8).
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Figura 23 — Curvas concentracdo-efeito de tiras isoladas de bexiga ao estimulo
com CCh: efeito da L-arginina sobre o pré-tratamento com aminoguanidina de
animais com cistite hemorragica induzida por ifosfamida.
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A responsividade contratil do tecido vesical foi determinada através de adicdo de concentracBes
cumulativas de CCh (0,001 a 0,10uM) em tecido vesical isolado obtido de animais tratados 12h antes
com salina ou ifosfamida (400 mg/kg, i.p.). Curvas concentragdo-efeito também foram obtidas de
tecido isolado de animais pré-tratados com aminoguanidina (50 mg/kg, s.c.) 30 min antes de
ifosfamida ou ainda de animais pré-tratados com L-arginina (600 mg/kg, i.p.) 30 min antes de
aminoguanidina e 1h antes de ifosfamida. Os resultados foram reportados pelas médias = EPM (n=8).
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b) Andlise de cistometrograma continuo

A analise dos tracados cistometrogréficos de animais que receberam o
pré-tratamento com L-arginina antes de amifostina revelou um padrdo
urodindmico semelhante ao grupo CTR e ao grupo AMF, com contracdes
evidentes associadas ao evento de miccdo e pressao basal de enchimento
baixa (11,82 = 1,22 cmH,0) em relagdo ao grupo IFO (p<0,001). Por outro
lado, L-ARG foi capaz de reverter parcialmente a diminuigdo da frequéncia de
miccdo provocada por AMF (11,16 + 1,6 Vs 6,5 +0,8 miccdes/15 min,
p=0,009). Resumidamente, diferentemente do que foi observado nas
alteracdes inflamatdrias e na contratilidade vesical in vitro, L-ARG nao foi
capaz de inibir completamente as alteragbes dos parametros urodinamicos de

AMF, com excecdo da frequéncia de micc¢ao (Figura 33 — pag 93, Tabela 6).

Participacdo do GMPc nas alteracdes inflamatérias e funcionais da

cistite hemorragica induzida por ifosfamida e sua correlacdo com a

uroprotecao da amifostina

Para avaliacdo do envolvimento do GMPc, utilizou-se como ferramenta

farmacolégica o ODQ, um reconhecido e ativo inibidor da guanilato-ciclase do

GMPc. Sendo assim, animais foram pré-tratados com ODQ antes de receberem

ifosfamida.

5.3.1 Avaliacdo das alteracdes inflamatorias

a) Analise macroscoépica e de peso umido vesical

O pré-tratamento dos animais com o ODQ na dose de 10 mg/kg
reverteu as alteragcbes macroscopicas de edema e hemorragia promovidas
pela ifosfamida [edema - IFO: 3(2-3) e ODQi: 1(1-2), p<0,05] e hemorragia
[IFO: 3(1-3) e ODQIi: 0(0-2), p<0,05], assim como inibiu 0 aumento peso
umido vesical (IFO: 52,62 + 2,29 e ODQi: 35,67 *+ 2,06, p<0,001).

O pré-tratamento com ODQ e amifostina de animais com CH induzida

por ifosfamida manteve os padrbes semelhantes ao do grupo pré-tratado
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apenas com ODQ, isto para alteracdes macroscoépicas de edema [1(1-1)] e de
hemorragia [1(1-2)], p<0,05 em relacdo a IFO(Tabela 4); bem como para
alteracbes de peso umido vesical, atingindo valor médio de 34,35 + 3,6,
p<0,001 em relagéo a IFO (Figura 24).

Figura 24 - Efeito do ODQ sobre aumento do peso umido vesical na
cistite hemorragica induzida por ifosfamida.
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A injecao intraperitoneal de ifosfamida provocou o aumento do peso Umido vesical dos animais. O
pré-tratamento com ODQ reverteu este aumento, assim como o pré-tratamento com amifostina +
ODQ. Os resultados foram reportados pelas médias + EPM (n=8). * p <0,001 em relagdo ao grupo
tratado com salina e # p <0,001 em relagdo ao grupo tratado com ifosfamida. Os dados foram
analisados pelo teste de Bonferroni (ANOVA).
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Tabela 4 - Efeito do ODQ sobre as alteragcdes macroscépicas de animais com
cistite hemorragica induzida por ifosfamida ou protegidos por amifostina de
acordo com os critérios de Gray.

Grupo Alteragdes macroscopicas Alteragoes
Edema Hemorragia microscopicas

CTR (salina) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0)

IFO (ifosfamida) 3(2-3)° 3 (1-3)° 2 (2-2)°

AMF (amifostinatifosfamida) 1(0-1)° 0(0-1)"° 1(0-2)°

ODQi (0pq+ifosfamida) 1(1-2)" 0(0-2)° L

ODQa (0pQ+amifostina+ifosfamida) 2 (1-2) ° 1(1-2)° L

A injecdo intraperitoneal de ifosfamida (400 mg/kg) provocou alteragbes macroscopicas e
microscopicas que foram avaliadas 12h apés sua administragdo no grupo tratado apenas com
ifosfamida, com ODQ (10 mg/kg v.0.) + ifosfamida ou com ODQ + amifostina + ifosfamida. Os
resultados foram reportados por mediana e valores minimos e maximos (n=8). °p<0,05 em relagéo
ao grupo CTR e b p <0,05 em relacdo ao grupo IFO. Os dados foram analisados pelo teste de
Kruskal Wallis e Dunn.

5.3.2 Avaliacéo das alteracdes funcionais

a) Andlise de contratilidade de tiras de bexiga

Tiras de bexiga de camundongos que receberam ODQ antes de
ifosfamida produziram forca maxima ao estimulo com KCI com valor médio de
0,35 £ 0,03 g forgca/mg de tecido seco, e de 0,44 + 0,04 g forca/mg de tecido
seco para o estimulo com CCh, ambos valores foram semelhantes aos do
grupo tratado apenas com ifosfamida.

O tratamento com ODQ antes de amifostina e ifosfamida produziu
resposta contratil das tiras de bexiga ao KCI de 0,67 £ 0,11 g forca/mg de
tecido seco, e ao CCh de 1,00 £ 0,22 g forca/mg de tecido, valores estes
semelhantes aos do grupo tratado apenas com amifostina e ifosfamida
(Figuras 25 e 26).
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Figura 25 — Curvas concentragcdo-efeito de tiras isoladas de bexiga ao
estimulo com KCI: efeito do ODQ sobre a cistite hemorragica induzida
por ifosfamida e sobre o efeito do pré-tratamento com amifostina.
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A responsividade contratil do tecido vesical foi determinada através de adicdo de concentracfes
cumulativas de KCI (5 a 120mM) em tecido vesical isolado obtido de animais tratados 12h antes com
salina ou ifosfamida (400 mg/kg, i.p.). Curvas concentracdo-efeito também foram obtidas de tecido
isolado de animais pré-tratados com ODQ (10 mg/kg, v.0.) 30 min antes de ifosfamida ou antes de
amifostina (50 mg/kg, s.c.) e ifosfamida. Os resultados foram reportados pelas médias £+ EPM (n=8).
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Figura 26 — Curvas concentracdo-efeito de tiras isoladas de bexiga ao estimulo
com CCh: efeito do ODQ sobre a cistite hemorragica induzida por ifosfamida e
sobre o efeito do pré-tratamento com amifostina.
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A responsividade contratil do tecido vesical foi determinada através de adigdo de concentracdes
cumulativas de CCh (0,001 a 0,10uM) em tecido vesical isolado obtido de animais tratados 12h antes
com salina ou ifosfamida (400 mg/kg, i.p.). Curvas concentragdo-efeito também foram obtidas de
tecido isolado de animais pré-tratados com ODQ (10 mg/kg, v.0.) 30 min antes de ifosfamida ou antes
de amifostina (50 mg/kg, s.c.) e ifosfamida. Os resultados foram reportados pelas médias + EPM
(n=8).

b) Andélise de cistometrograma continuo

A analise dos tracados cistometrogréaficos de animais que receberam o
pré-tratamento com ODQ antes de ifosfamida revelou um padréo urodinamico
semelhante ao grupo IFO, com pressédo basal de enchimento de 38,54 %
3,32cm H,Oe com frequéncia de miccdo de 13,06 £ 1,57 micgbes/15 min

(p<0,05 em relacdo a CTR). Neste grupo os tracados cistometrograficos
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também ndo mostraram contracdes evidentes associadas ao reflexo de

miccéao (Figura 33 — pag 93, Tabela 6).

5.4 Papel dos canais de potassio dependentes de ATP sobre as
alteracfes inflamatorias e funcionais da cistite hemorragica induzida

pelaifosfamida e sua correlagcdo com a uroprotecdo da amifostina

Para a avaliagdo do envolvimento dos canais de potassio dependentes de
ATP, utilizou-se como ferramenta farmacoldgica uma substancia ativadora destes
canais, o diazoxido. Além disso, utilizou-se também a glibenclamida, um agente com

reconhecida propriedade de bloquear os canais de potassio sensiveis ao ATP.

5.4.1 Avaliacdo das altera¢des inflamatorias

a) Analise macroscoépica e de peso umido vesical

O P.U.V. de animais que receberam pré-tratamento com diazoxido (2
mg/kg, i.p.) antes de amifostina atingiu valor médio de 48,55 + 3,89 g/mg de
peso animal, valor maior que o encontrado no grupo CTR (17,24 + 1,32g/mg
de peso animal, p <0,001)(Figura 27). A analise pelos critérios de Gray
demonstrou alteracdes macroscopicas importantes para edema e hemorragia
[3(2-3) e 2(1-3), respectivamente] com p<0,05 quando comparados aos
escores atribuidos ao grupo CTR [0(0-0) para edema e hemorragia] como
também ao grupo AMF [1(0-1) para edema e 0(0-2) para hemorragia](Tabela
5).

A figura 27 também mostra que o pré-tratamento com glibenclamida na
dose de 10 mg/kg de animais com CH foi capaz de reverter o aumento do
P.U.V. provocado por IFO (GLI: 29,52 = 2,07, p<0,001 em relagcdo a IFO) e
que a adicdo de diazdxido ao tratamento dos animais que receberam
glibenclamida, preveniu esta protecdo contra a formacdo de edema
quantificada pelo PUV (GLI*: 49,37 £ 2,59, p<0,001 em relacdo a GLI). Estes
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resultados estdo de acordo com os parametros macroscopicos de Gray,

conforme visto na tabela 5.

Figura 27 - Efeito do diazoxido sobre a diminuicdo do peso Uumido vesical
provocada pela amifostina em animais com cistite hemorragica induzida por
ifosfamida.
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A injecao intraperitoneal de ifosfamida provocou o aumento do peso Umido vesical dos animais. O
pré-tratamento com amifostina (s.c.) reverteu este aumento. A administracdo intraperitonal de
diazoxido 30 min antes de amifostina foi capaz de prevenir a diminuicdo do peso Umido vesical
provocada pela amifostina. Os resultados foram reportados pelas médias £+ EPM (n=8). * p <0,001 em
relacdo ao grupo tratado com salina, # p <0,001 em relacdo ao grupo tratado com ifosfamida e §
p<0,001 em relagdo ao grupo tratado com amifostina + ifosfamida. Os dados foram analisados pelo
teste de Bonferroni (ANOVA).
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Tabela 5 - Efeito do diazéxido sobre as alteragbes macroscoOpicas e
microscopicas de animais com cistite hemorragica induzida por ifosfamida e
pré-tratados com amifostina de acordo com os critérios de Gray.

Grupo Alteragdes macroscopicas Alteragdes
Edema Hemorragia microscopicas

CTR (salina) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0)

IFO (ifosfamida) 3(2-3)° 3(1-3)° 2 (2-2)°

AMF (amifostina+ifosfamida) 1(0-1)° 0(0-2)° 1(0-2)°

DIAZ (diazéxido+ amifostina+ifo) 3(2-3)°¢ 2(1-3)° 2(2-2)°

GLI (glibenclamida-+ifosfamida) 1(1-2) b 1 (0-2) b

GLI* (diazéxido + glibenclamida+ifo) 3(2-3)* 2 (1-3)*°

A injecdo intraperitoneal de ifosfamida (400 mg/kg) provocou alteracdes macroscopicas e
microscopicas que foram avaliadas 12h ap6s sua administragdo no grupo tratado apenas com
ifosfamida, com amifostina (50 mg/kg, s.c.) + ifosfamida ou com diazoxido (2 mg/kg, i.p.) +
amifostina (50 mg/kg, s.c.) + ifosfamida. Os resultados foram reportados por mediana e valores
minimos e maximos (n=8). °p<0,05 em relag&o ao grupo CTR, b p <0,05 em relacdo ao grupo IFO e
° p <0,05 em relagcdo ao grupo AMF. Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal Wallis e
Dunn.

b) Andlise histopatoldgica

Na tabela 5 e na Figura 28 é possivel observar-se que o pré-tratamento
com o diazéxido na dose de 2mg/kg aumentou de forma significativa (p<0,05)
0 edema e a hemorragia das bexigas, recebendo escore 2(2-2), comparando
ao atribuido as bexigas dos animais tratados apenas com amifostina e
ifosfamida [1(0-2)]. Revelando assim o mesmo padrédo histopatolégico do
grupo IFO [2(2-2)](Figura 10).
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Figura 28 — Fotomicrografias representativas de bexigas de camundongos com
cistite hemorragica induzida por ifosfamida — analise histopatoldgica de
paredes de bexiga em secdo corada por H&E, 40 x : efeito do diazoxido sobre a
uroprotecdo com amifostina.

A — bexiga normal; B — bexiga do grupo tratado com IFO (400 mg/kg, i.p.): observa-se intenso dano
urotelial, edema, hemorragia e deposicdo de fibrina. C — bexiga do grupo tratado com AMF (50
mg/kg, s.c.) + IFO: observa-se que o urotélio permanece constituido e que a parede muscular
apresenta espessura praticamente normal com quantidade insignificante de infiltrado inflamatério e
sem focos hemorragicos. D — bexiga do grupo tratado com DIAZ (600 mg/kg, i.p.) + AMF + IFO:
observa-se perda das dobras do urotélio com intensa descamacéo, edema marcante, deposicao de
fibrina e presenga de focos hemorragicos.
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5.4.2 Avaliacao das alteragdes funcionais

a) Analise de contratilidade de tiras de bexiga

A injecao intravesical de diazéxido (2mg/kg, i.p.) antes da administracédo
de amifostina e ifosfamida promoveu a diminuicdo da resposta contratil do
tecido vesical ao estimulo com KCI em relacdo ao grupo AMF, (0,6 £ 0,08 Vs
1,09 + 0,11 g forca/mg de tecido seco, DIAZ e AMF, respectivamente,
p=0,007)(Figura 29). Numa propor¢cdo menor, 0 mesmo ocorreu ao estimulo
com carbacol (0,79 + 0,12 Vs 1,47 + 0,16 g forca/mg de tecido seco, DIAZ e
AMF, respectivamente, p<0,05)(Figura 31).

A administracao de glibenclamida, 30 min antes de ifosfamida, reverteu
completamente a diminuicdo da forca contratil de tiras de bexiga de animais
com CH né&o tratada ao estimulo com KCI (0,79 + 0,11 Vs 0,15 + 0,01 g
forca/mg de tecido seco, GLI e IFO, respectivamente, p<0,001). O pré-
tramento com diazoxido inibiu o efeito da glibenclamida sobre as tiras de
bexigas de camudongos com CH por IFO (GLI*: 0,40 + 0,11 g forca/mg de
tecido seco, p<0,001 em relag&o a GLI)(Figura 30).

A figura 32 mostra a responsividade de tiras de bexiga ao CCh. Nela
observa-se que o diazdxido inibiu o reestabelecimento da forca contratil
provocada pela glibenclamida em tiras de bexiga de animais tratados com
ifosfamida (GLI: 0,59 £ 0,10; GLI*: 1,00 + 0,11 g forca/mg de tecido seco,
p<0,001).
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Figura 29 — Curvas concentracdo-efeito de tiras isoladas de bexiga ao estimulo
com KCI: efeito do diazoxido sobre o pré-tratamento com amifostina de
animais com cistite hemorrégica induzida por ifosfamida.
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A responsividade contratil do tecido vesical foi determinada através de adigdo de concentracdes
cumulativas de KCI (5 a 120mM) em tecido vesical isolado obtido de animais tratados 12h antes com
salina ou ifosfamida (400 mg/kg, i.p.). Curvas concentracdo-efeito também foram obtidas de tecido
isolado de animais pré-tratados com amifostina (50 mg/kg, s.c.) 30 min antes de ifosfamida ou ainda
de animais pré-tratados com diazoxido (2 mg/kg, i.p.) 30 min antes de amifostina e 1h antes de
ifosfamida. Os resultados foram reportados pelas médias + EPM (n=8).
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Figura 30 — Curvas concentracdo-efeito de tiras isoladas de bexiga ao estimulo
com KCI: efeito do diazoxido sobre o pré-tratamento com glibenclamida de
animais com cistite hemorrégica induzida por ifosfamida.
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A responsividade contratil do tecido vesical foi determinada através de adicdo de concentracfes
cumulativas de KCI (5 a 120mM) em tecido vesical isolado obtido de animais tratados 12h antes com
salina ou ifosfamida (400 mg/kg, i.p.). Curvas concentracdo-efeito também foram obtidas de tecido
isolado de animais pré-tratados com glibenclamida (10 mg/kg, v.0.) 30 min antes de ifosfamida ou
ainda de animais pré-tratados com diazéxido (2 mg/kg, i.p.) 30 min antes de glibenclamida e 1h antes
de ifosfamida. Os resultados foram reportados pelas médias + EPM (n=8).
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Figura 31 — Curvas concentracdo-efeito de tiras isoladas de bexiga ao estimulo
com CCh: efeito do diazéxido sobre o pré-tratamento com amifostina de
animais com cistite hemorrégica induzida por ifosfamida.
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A responsividade contratil do tecido vesical foi determinada através de adicdo de concentracdes
cumulativas de CCh (0,001 a 0,10uM) em tecido vesical isolado obtido de animais tratados 12h antes
com salina ou ifosfamida (400 mg/kg, i.p.). Curvas concentragdo-efeito também foram obtidas de
tecido isolado de animais pré-tratados com amifostina (50 mg/kg, s.c.) 30 min antes de ifosfamida ou
ainda de animais pré-tratados com diazoxido (2 mg/kg, i.p.) 30 min antes de amifostina e 1h antes de
ifosfamida. Os resultados foram reportados pelas médias + EPM (n=8).
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Figura 32 — Curvas concentracdo-efeito de tiras isoladas de bexiga ao estimulo
com CCh: efeito do diazoxido sobre o pré-tratamento com glibenclamida de
animais com cistite hemorrégica induzida por ifosfamida.
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A responsividade contratil do tecido vesical foi determinada através de adicdo de concentragcBes
cumulativas de CCh (0,001 a 0,10uM) em tecido vesical isolado obtido de animais tratados 12h antes
com salina ou ifosfamida (400 mg/kg, i.p.). Curvas concentracdo-efeito também foram obtidas de
tecido isolado de animais pré-tratados com glibenclamida (10 mg/kg, v.0.) 30 min antes de ifosfamida
ou ainda de animais pré-tratados com diazoxido (2 mg/kg, i.p.) 30 min antes de glibenclamida e 1h
antes de ifosfamida. Os resultados foram reportados pelas médias + EPM (n=8).
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b) Analise de cistometrograma continuo

A analise dos tracados cistometrogréaficos de animais que receberam o
pré-tratamento com diazéxido mostrou que esta substancia, além de provocar
alteracdes inflamatérias importantes, o aumento do peso Umido vesical e
diminuicdo da resposta contratil de tiras de bexigas, também provocou uma
mudanca do padrdo urodindmico de animais anestesiados. Ocorreu um
aumento da frequéncia de micg¢ao de 6,5 + 0,8 (AMF) para 14,50 = 1,28
miccdes/15 min (DIAZ), p<0,001 (Tabela 6). Os tracados cistometrograficos
deste grupo mantiveram padrdo semelhante ao grupo IFO, sem contracdes
associadas a eventos de miccdo e com pressao basal de enchimento
relativamente alta (32,57 + 2,8 cmH,0), quando comparada ao grupo CTR
(20,58 £ 7,94 cmH,0, p<0,001) (Figura 33).

Tabela 6 -Parametros de cistrometrograma continuo de camundongos
anestesiados.

Parametro: Pressao basal Amplitude de  Frequéncia de
de enchimento contracao miccao
(cm H,0) (cm H,0) (micgbes/15 min)
CTR (salina) 20,58 + 3,94 21,78+ 3,52 5,66+0,84
IFO (ifosfamida) 42,36 £+ 2,92 @ . 18,0+ 1,06 2

AMF (amifostina+ifosfamida) 21,12+3,87° 1457+3,67 65+0,8"
L-ARG (l-arginina+amifostina+ifo) 11,82 + 1,22 b 12,02 £ 2,46 11,16 £ 1,6 ‘
ODAQi (opa+ifosfamida) 38,54 + 3,32 13,06 £ 1,57

DIAZ (diazéxido+ amifostina+ifo) 32,57 +2,81 14,5+ 1,28°¢

12h apds injecdo intraperitoneal de ifosfamida (400 mg/kg, i.p.) os tracados cistometrogréaficos foram
obtidos para andlises dos parametros de pressdo basal de enchimento, amplitude de contracdo e
frequéncia de miccdo. Observa-se que ndo foram atribuidos valores para os grupos IFO e DIAZ no
parametro de amplitude de contracdo visto que as gravacdes ndo mostraram contracdes evidentes
associadas aos eventos de mic¢do. Os resultados foram reportados pelas médias + EPM (n=6). *
P<0,05 em relacdo a CTR, ® P<0,05 em relacdo a IFO e © P<0,05 em relagdo a AMF e a CTR. Os
dados foram analisados pelo teste de Holm Sidak (ANOVA).
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Figura 33 —Tracados cistometrograficos.
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Gravacdes de registro de presséo intravesical de animais tratados com salina (CTR) e de animais
tratados com ifosfamida (400 mg/kg, i.p.) (IFO); amifostina (50 mg/kg, s.c.) + IFO (AMF); l-arginina
(600 mg/kg, i.p.) + AMF + IFO (L-ARG); ODQ (2mg/kg, v.0.) + IFO; (ODQIi) ou diazoxido (2 mg/kg,
i.p.) + AMF + IFO(DIA). Setas abaixo dos tracados indicam os eventos de micgdo. As calibragBes
foram ajustadas de acordo com a escala vertical para presséo em cmH,O. O periodo de gravagdo
para todos os tracados foi equivalente a dez minutos.



91

DISCUSSAO
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6 DISCUSSAO

Ao longo das Ultimas décadas, os avancos no diagnéstico e no
tratamento do cancer tém produzido um aumento consideravel na sobrevida
dos pacientes. SO nos Estados Unidos, a sobrevida triplicou desde 1971, com
uma taxa de crescimento de 2% ao ano. O cancer, quando diagnosticado,
deixou de ser uma sentenca de morte automatica. No entanto, esse
desenvolvimento positivo trouxe consigo novos problemas. Uma pesquisa da
Fundacdo Lance Armstrong (LAF) em 2004, envolvendo sobreviventes de
cancer nos EUA mostrou que outros aspectos do cancer, incluindo depressao
e medo da recidiva, além das sequelas fisicas dos efeitos colaterais do
tratamento ou dos efeitos secundarios da doenca tais como dor cronica,
infertilidade e disfuncdo sexual, preocupacdes financeiras e problemas de
emprego muitas vezes representam desafios maiores do que o proprio
cancer. Nao obstante, este mesmo periodo foi marcado por progressos na
pesquisa da quimioprotecdo, cujo principal fundamento na terapia do cancer é
o de reduzir os efeitos colaterais indesejaveis da droga sob julgamento, sem
afetar sua eficacia (JENA et al., 2010).

O conhecimento da cascata de mediadores inflamatorios envolvidos na
fisiopatologia da cistite hemorragica, assim como de outros efeitos colaterais
provocados por agentes antineoplasicos tornou-se um importante objetivo a
ser alcancado no sentido de se descobrir terapias eficientes capazes de
diminuir ou eliminaras consequéncias deletérias e limitantes dos paraefeitos

da quimioterapia do cancer.

Nesse contexto, o LAFICA deixou contribuicdo importante ao propor
uma cascata de mediadores inflamatdrios envolvidos na patogénese da cistite
hemorragica consequente ao uso de ciclofosfamida ou ifosfamida. Esta
cascata encontra-se muito bem descrita em recente revisdo publicada pelo
grupo (RIBEIRO et al., 2012). Outra importante contribuicdo do LAFICA foi o
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estabelecimento de um modelo experimental que efetivamente e com
parametros e conceitos farmacoldgicos pudesse demonstrar que o metabdlito
acroleina quando injetado intravesicalmente em ratos ou camundongos fosse
capaz de reproduzir com toda fidedignidade os achados inflamatérios
observados no modelo de cistite hemorragica induzida pela injecdo sistémica
de oxazafosforinas (BATISTA et al., 2006).

No presente estudo foi possivel se demonstrar que a injecao
intraperitoneal de ifosfamida além de promover todas aquelas ja muito bem
estudadas alteracfes inflamatorias, foi também capaz de provocar, nas
bexigas removidas e estudadas in vitro, umamarcante diminuicdo da forca
contratil frente a reconhecidos estimulos indutores de contratilidade tais como
cloreto de potassio e carbacol. Dados semelhantes ja haviam sido mostrados
com ciclofosfamida, mas n&o com ifosfamida (HU et al., 2002). Entretanto, o
gue os outros estudos ndao haviam mostrado € que o mesna, além de ser um
otimo protetor das alteracdes inflamatorias, razdo pela qual ele é utilizado na
pratica clinica, também o é das altera¢des funcionais, ndo menos importantes
nesta patologia (MACEDO et al., 2010).

Além do estudo funcional que tomou como parametro a contratilidade
de tiras de bexigas de animais com cistite induzida, foram estudadas também
as alteracfes funcionais através da analise urodinamica in vivo em animais
anestesiados. Dessa forma foi também possivel se demonstrar que ifosfamida
foi capaz de promover o aumento da frequéncia dos eventos de micgéo e,
mais uma vez, demonstrou-se que 0 mesna também bloqueou totalmente
esse outro parametro funcional alterado na cistite experimental, o qual
mimetiza totalmente aquiloque é observado na correspondente patologia

humana.

Nosso laboratério havia demonstrado previamente um efeito protetor da
amifostina sobre os eventos inflamatorios observados na cistite induzida por
ifosfamida e também naquela provocada pela injecéo intravesical de acroleina

(BATISTA et al., 2007). Diante dos nossos novos estudos com funcionalidade
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na cistite experimental, tornou-se racional avaliar se amifostina também inibia

as alteracfes da funcéo vesical.

Os resultados ora apresentados, além de confirmarem a eficacia da
amifostina em promover a protecdo do tecido vesical contra o0s eventos
inflamatorios classicos da cistite desencadeada pela ifosfamida, mostraram
também que amifostina foi capaz de prevenir significativamente a diminuicéo
da responsividade de tiras de bexigas com cistite ao estimulo contréatil do
agonista colinérgico carbacol e de potassio, além de restabelecer para a
normalidade o padrdo urodinamico modificado na vigéncia de cistite. Até onde
foi possivel investigar, esse efeito da amifostina ainda ndo havia sido
demonstrado.

E bem conhecido que o processo inflamatorio vesical provocado pela
ciclofosfamida ocorre concomitante ao desenvolvimento de hiperatividade
vesical caracterizada pela diminuicdo da capacidade de armazenamento de
urina e consequente aumento da frequéncia de miccao (LECCI et al., 1994).
Alguns mecanismos deste processo tém sido desvendados. Hu e
colaboradores demonstraram que as prostaglandinas sintetizadas no
desenvolvimento da CH induzida por ciclofosfamida podem ativar ou
sensibilizar os nervos aferentes, alterando o limiar do reflexo de mic¢éo. Além
disso, um inibidor especifico da enzima COX-2 foi capaz de diminuir ou
eliminar as alteracdes na disfuncdo do trato urinario inferior nesta mesma
patologia (HU et al.,, 2002). Resultados semelhantes foram obtidos pelos
pesquisadores do LAFICA utilizando experimentos de contratilidade em tiras
de bexigas e através de analise de cistometrograma continuo em animais com
cistite induzida por ifosfamida. Os autores sugeriram que prostaglandinas
estavam envolvidas nesse fendbmeno, desde que seu bloqueio com inibidores
seletivo e nao seletivo de COX-2 atenuou significativamente as alteracdes
funcionais(MACEDO et al., 2010).

O NO é uma molécula sinalizadora gasosa que se difunde rapidamente
nas membranas e regula uma ampla variedade de processos fisiolégicos e

fisiopatologicos. Apesar da compreensdao que o NO seria provavelmente o



95

mediador final da cistite induzida pelas oxazafosforinas, os seus alvos
moleculares e 0os mecanismos de prote¢cdo celular que estariam envolvidos
neste processo ainda ndao foram completamente esclarecidos. Como citado
em outro momento, foi demonstrado que a iniciagdo da hiperreflexia vesical
associada ao tratamento com ciclofosfamida é um processo dependente do
aumento da expressao, a nivel neuronal, da enzima NOS.

No sentido de se investigar o envolvimento do NO no efeito protetor da
amifostina, experimentos foram delineados utilizando-se uma maior oferta do
substrato para a sintese de NO, a L-arginina, e depois um inibidor da enzima
NOS, a aminoguanidina. Em assim sendo, foi possivel observar-se que o pré-
tratamento com L-arginina foi capaz de reverter o efeito protetor da amifostina
tanto sobre as classicas alteracfes inflamatdérias como sobre as modificacdes
motoras vesicais observadas na cistite induzida por ifosfamida.
Adicionalmente, o fato da administracdo de aminoguanidina previamente a
ifosfamida causar um efeito protetor semelhante ao demonstrado
anteriormente para a amifostina, e que em ambas as situacdes houve
reversao pela L-arginina, nos permitem sugerir que possivelmente o efeito
protetor da amifostina parece envolver o bloqueio da sintese de NO.

De fato, dados recentes do nosso laboratério, ainda ndo publicados,
reforcam essa hipdtese desde que revelam a presenca de imunoexpresséo de
NOS induzida em amostras de bexigas de animais portadores de cistite
hemorragica provocada pela ifosfamida e uma atenuacéo significativa dessa
imunoexpressao quando do tratamento prévio com amifostina.

Outros dados recentes do nosso laboratério ddo conta de que o
blogueio da sintese de NO por L-NAME inibe a nocicepc¢éao visceral observada
nos animais com cistite hemorragica e que a L-arginina reverte tal efeito, o
gue sugere que o NO parece também participar dos mecanismos da dor
visceral. Utillizando o mesmo modelo experimental de cistite, oS mesmos
autores demonstraram que o bloqueio dos receptores TRPAL, envolvidos na
nocicepgdo, com o0 composto HC-030031, promoveu uma atenuacao

significativa na nocicepc¢ao visceral sendo que tal efeito foi independente da
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geracdo de NO, sugerindo que vias diferentes de nocicepcdo parecem estar
atuando na dor vesical induzida por agentes antineoplasicos (PEREIRA et al.,
2012).

A esta altura nos perguntamos se a aludida participagdo do NO neste
efeito protetor da amifostina sobre as alteracdes inflamatérias e funcionais,
envolvia a geracdo de GMP-ciclico. Para responder a esta questéo, utilizou-se
como ferramenta farmacoldgica um agente blogueador da guanilato-ciclase do
GMPc, o composto ODQ. Dessa forma, demonstrou-se que tal bloqueio por si
s6 foi capaz de promover uma atenuacdo parcial, porém, significativa dos
eventos inflamatorios da cistite e que o tratamento com ODQ concomitante a
amifostina nédo foi capaz de reverter o efeito protetor desta Ultima e nem de
potenciar esta protecdo. Por outro lado, o tratamento com ODQ associado a
amifostina ndo modificou de forma significativa a capacidade deste ultimo
agente em reverter a hipocontratilidade in vitro das bexigas de animais
tratados com ifosfamida. Este dado parece sugerir que a participacdao do NO
nao envolve a via NO-GMPc.

O papel de canais de potassio dependentes de ATP na CH induzida por
ciclofosfamida havia sido demonstrado anteriormente e de forma clara por
Lima-Janior e colaboradores, uma vez que estes autores mostraram que 0
diaz6xido, um conhecido blogueador de canais depotassio sensiveis ao ATP,
foi capaz de inibir de forma significativa os eventos inflamatorios e a
hiperalgesia observados na CH. Este efeito foi revertido pelo pré-tratamento
com a glibenclamida, uma substancia ativadora dos canais de potassio. Foi
demonstrado ainda que a a,f—amirina, um composto terpendide derivado de
plantas, atenuou a dor visceral e a formacdo de edema através de
mecanismos que envolviam o bloqueio da liberacdo de substancia P e a
abertura de canais K* ATP-dependentes (LIMA-JUNIOR et al., 2007).

A luz destes conceitos, decidiu-se avaliar a participacdo dos canais de
potassio dependentes de ATP nas propriedades uroprotetoras da amifostina
na disfungéo vesical da CH induzida por ifosfamida. Os resultados mostraram

gue o diazoéxido inibiu significativamente o efeito protetor da amifostina sobre
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0 peso Uumido vesical e sobre as alteragcbes macroscopicas e microscopicas
de edema e hemorragia observados na cistite por ifosfamida. Estes achados
sugerem que amifostina atua, pelo menos em parte, ativando canais de
K*ATP dependentes.

Tal efeito também foi claramente observado no processo de
reestabelecimento da funcéo vesical pela amifostina. A forca contratil de tiras
de bexigas de animais que receberam tratamento com diazéxido seguido de
amifostina e ifosfamida manteve um padrdo intermediario em relacdo ao
grupo de animais com cistite hemorragica e ao grupo protegido pela
amifostina. No entanto, os valores sao significativamente menores que este
altimo. Isto significa que houve uma inibicdo importante do efeito da
amifostina sobre as tiras de bexiga, ainda que tenha sido a nivel parcial, o que
sugere que provavelmente este evento atua paralelamente a outros
processos, com a participacdo de outros mediadores e receptores.

A analise dos tracados cistometrograficos de animais anestesiados
com uretana mostrou que durante a cistite hemorragica induzida por
ifosfamida foram observadas alteracbes comprometedoras da funcdo motora
vesical de camundongos. N&o encontramos na literatura nenhum estudo em
camundongos que tenha utilizado tal metodologia. Enfatizamos que o
desenvolvimento de modelos em camundongos torna sempre possivela
utilizacdo de animais modificados geneticamente, podendo facilitar a
descoberta de mecanismos envolvidos na patogénese dessa patologia.

De fato, a cistite hemorragica induzida por ifosfamida foi confirmada
pela presenca de edema, descamacao epitelial e hemorragia no tecido
vesical. Além disso, a analise cistometrografica revelou alteracdes
importantes na atividade da bexiga que foram observadas principalmente
através do aumento da pressdo de enchimento vesical e do aumento da
frequéncia micciconal. Neste grupo experimental, todos os tracados obtidos
apresentaram um padrdo irregular, mesmo apds um longo periodo de
estabilizacdo em que o animal se adaptasse melhor a condicdo experimental.

Estes resultados corroboram com estudos prévios que mostram que ocorre o
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aumento na excitabilidade do musculo detrusor na ocorréncia de um processo
inflamatério.

Demonstrou-se também no presente estudo que as tiras de bexigas de
animais tratados com ifosfamida perderam a habilidade geral da musculatura
em produzir respostas contrateis. Em complementacdo a este raciocinio, a
analise por cistometrograma continuo deste grupo confirmou a incapacidade
do musculo liso vesical de produzir contragdes provocadas pelo estimulo de
estiramento, uma vez que nao foi possivel observar, na maioria dos tracados
cistometrograficos, a presenca de contracbes evidentes associadas aos
eventos de miccdo. Aparentemente o tratamento com ifosfamida proporcionou
a perda da capacidade de armazenamento de urina pela bexiga, uma vez que
o volume de urina eliminado por evento de mic¢cao e os intervalos entre estes
eventos foram bastante reduzidos.

O pré-tratamento com a amifostina restabeleceu o padrdo urodindmico
dos tracados de animais com cistite hemorragica induzida por ifosfamida.
Nesta analise, a presenca de contracdes evidentes e regulares associadas ao
evento da micgcao consistem em um dado relevante no que diz respeito ao
restabelecimento da condicdo motora vesical, ainda que a amplitude de
contracdo, em geral, tenha sido menor em relagcdo ao grupo de animais
sadios.

Um achado curioso do nosso estudo mostrou que o pré-tratamento com
L-arginina de animais protegidos da CH com amifostina, apesar de manter a
responsividade de tiras de bexiga ao estimulo contrétil tdo reduzida quanto a
do grupo tratado apenas com ifosfamida, ndo foi capaz de bloquear
completamente o efeito da amifostina sobre as alteragdes urodinamicas
observadas em animais anestesiados. Na analise de cistometrografia deste
grupo foi possivel observar contracées miccionais nos tracados, no entanto as
bexigas foram incapazes de atingir valores de pressdo maxima elevados. Isto
pode ser observado quando sao considerados os valores de presséo basal de

enchimento somada aos de amplitude de contracédo. Além disso, a frequéncia
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de miccdo também se manteve elevada, 0 que mostra que ocorreu uma
alteracao do padrao urodinamico deste grupo de animais.

Como citado anteriormente, durante estudo in vitroda avaliacdo da
participacdo do GMPc na disfuncdo vesical promovida pela ifosfamida, os
resultados de contratilidade de tiras de bexigas sugerem que a participagao
do NO neste processo ndo envolve a via NO-GMPc. No estudo urodinamico
este fato pode ser confirmado quando se mostrou, mais uma vez, que 0 pré-
tratamento com ODQ de animais que receberam ifosfamida foi incapaz de
inibir as alteragdes que esta droga promoveu nas bexigas de animais
anestesiados.

Na fase final do presente trabalho, ainda no estudo urodinamico,
observou-se que o bloqueio de canais de potassio ATP-dependentes pelo
diazoxido foi eficiente em inibir completamente os efeitos da amifostina sobre
0 padrdo urodindmico alterado dos animais com cistite por ifosfamida.
Novamente, todos os animais do grupo mantiveram um padrédo urodinamico
alterado, assim como o0s animais com cistite hemorragica.

Em resumo, o processo da disfungdo motora vesical desencadeada
pela ifosfamida € um evento importante no contexto do estudo da fisipatologia
da cistite por ifosfamida, uma vez que as alteragdes funcionais que s&o
identificadas experimentalmente podem ser associadas a eventos clinicos
comuns na correspondente patologia em pacientes submetidos a
guimioterapia por oxazafosforinas. Os achados deste trabalho sugerem que a
acao protetora da amifostina sobre esta disfungéo vesical provocada pela
ifosfamida, envolve um bloqueio na formacdo de Oxido nitrico e também da
abertura de canais de potassio sensiveis a ATP sem, no entanto, envolver a
geracdo de GMP-c. Os resultados ora apresentados, além de acrescentarem
informacdes inétidas no que diz respeito ao processo que leva a perda da
funcdo vesical do trato urinario inferior na CH, poderdo direcionar estudos
mais aprofundados objetivando identificar os alvos efetores associados ao

processo fisiolégico de miccgao.
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7 CONCLUSOES

) A amifostina preveniu as alteragbes urodinamicas, avaliadas por
metodologia de cistometrograma continuo, de animais com cistite
hemorragica experimental induzida por ifosfamida, bem como a
restabeleceu a capacidade do tecido vesical em responder a estimulos

contrateis “in vitro”.

1)) Tal efeito protetor da amifostina parece ocorrer através da inibicdo da
geracado de NO e da abertura de canais de potassio dependentes de

ATP sem, no entanto, ocorrer via geragcao de GMPc.
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