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RESUMO

EFEITO PROTETOR DA LECTINA DE SEMENTES DE Moringa oleifera Lamarck NA
CISTITE HEMORRAGICA INDUZIDA POR IFOSFAMIDA EM CAMUNDONGOS

A cistite hemorragica ¢ um efeito colateral de agentes antineoplasicos pertencentes ao
grupo das oxazafosforinas (ifosfamida e ciclofosfamida) e isso ocorre devido a formagao do
metabolito urotoxico acroleina. Moringa oleifera Lamarck ¢ uma planta pertencente a familia
Moringaceae encontrada principalmente no Nordeste do Brasil. A lectina isolada de suas
sementes denominada de Mo-CBP4 (Mo: Moringa oleifera ¢ CBP: “chitin-binding protein™)
possui potentes atividades anti-inflamatoria e antinociceptiva, portanto, o presente estudo teve
como objetivo avaliar o efeito de Mo-CBP4 na cistite hemorragica induzida por ifosfamida. A
cistite hemorrégica foi induzida em camundongos swiss fémeas (n=6) pela administracdo de
ifosfamida (400 mg/kg i.p.) e como grupo controle negativo os animais foram tratados com
solugdo salina estéril (NaCl 0,9%, i.p.). Nos outros grupos experimentais os animais foram
tratados com mesna (80 mg/kg i.p.) e Mo-CBP4 (10, 20 e 40 mg/kg e.v.) 30 min antes, 4h e 8h
apos a inje¢do de ifosfamida. Apos 12 horas de administracdo de ifosfamida, os animais foram
eutanasiados e coletadas as bexigas para avaliar o edema, hemorragia, atividade de
mieloperoxidase (MPO), contagem diferencial de leucocitos (neutrofilos e linfocitos),
parametros histopatoldgicos, dosagem de citocinas (IL-1B, IL-8 e TNF-a), imunomarcagao de
COX-2 e quantificagdo de glutationa (GSH). A andlise estatistica foi realizada utilizando os
testes ANOVA/Bonferroni ou Kruskal Wallis/Dunn; Os valores de P<0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. Inicialmente, Mo-CBP4 nas doses de 10, 20 e 40 mg/kg
promoveu a redu¢do do peso umido vesical em 24,29%, 50,80%, 61,18% respectivamente.
Apresentou um efeito protetor na analise em escores macroscopica e histopatologica, onde Mo-
CBP4nas doses de 20 e 40 mg/kg foi capaz de prevenir a formacdo de edema, porém apenas a
dose de 40mg/kg foi eficaz em prevenir a hemorragia e a lectina na dose de 10 mg/kg nao teve
nenhum efeito sobre a formacdo de ambos os parametros. Mo-CBP4 (20 mg/kg) preveniu o
aumento da permeabilidade vascular (60%) e promoveu a reducao da atividade de MPO (85%).
Na contagem diferencial tecidual de leucocitos também promoveu redugdo do numero de
linfécitos (75%) e neutrofilos (77%) e foi capaz de prevenir a liberacdo de citocinas
inflamatorias IL-1B (26,69%), IL-8 (53,16%) e TNF-a (19,75%). Além disso, promoveu
redu¢do da imunomarcagao de COX-2 e manteve a concentracao de GSH (80,55%) semelhante
a dos animais normais. Assim, o conjunto de resultados demonstrou que Mo-CBP4 tem agao

anti-inflamatdria na cistite hemorragica experimental induzida pela ifosfamida atuando na



prevengdo da formag¢do de edema, diminuicdo da migragdo leucocitaria, reducdo das
concentragdes de citocinas inflamatdrias (IL-18, IL-8 e TNF-a), reducdo da imunomarcagao de

COX-2 ¢ inibindo a reducao da concentra¢ao de GSH.

Palavras chave: Cistite hemorragica, Moringa oleifera, proteina ligante a quitina.



ABSTRACT

PROTECTIVE EFFECT OF LINGING OF Moringa oleifera Lamarck IN
HEMORRHAGIC CYSTITE INDUCED BY IFOSFAMIDE IN MICE

A hemorrhagic cystitis is a side effect of antineoplastic agents belonging to the
oxazaphosphorines group (ifosfamide and cyclophosphamide) and this occurs due to the
formation of the urotoxic metabolite acrolein. Moringa oleifera Lamarck is a plant belonging
to the family Moringaceae found mainly in the Northeast of Brazil. An isolated molecule of its
Mo-CBP4 (Mo: Moringa oleifera and CBP: "chitin-binding protein") seeds has potent anti-
inflammatory and antinociceptive activities, therefore the present study had as objective to
evaluate the effect of Mo-CBP4 in hemorrhagic cystitis induced by ifosfamide. Hemorrhagic
cystit was induced in female swiss mice (n=6) by administration of ifosfamide (400 mg/kg i.p.)
and as negative control group the animals were treated with sterile saline solution (NaCl 0.9%,
i.p.). In the other experimental groups of animals treated with Mesna (80 mg/kg i.p.) and Mo-
CBP4 (10, 20 and 40 mg/kg e.v.) 30 min before, 4 h and 8 h after an ifosfamide injection. After
12 hours of ifosfamide administration, the animals were euthanized and collected as bladders
to evaluate edema, hemorrhage, myeloperoxidase activity (MPO), differential leukocyte count
(neutrophils and lymphocytes), histopathology, cytokine (IL-1pB, IL-8 and TNF-a), COX-2
immunoblotting and quantitation of glutathione (GSH). Statistical analysis was performed
using the ANOVA/Bonferroni or Kruskal Wallis/Dunn tests; Values of P <0.05 were considered
statistically significant. Initially, Mo-CBP4 at doses of 10, 20 and 40 mg/kg promoted a
reduction in bladder weight in 24.29%, 50.80%, 61.18% respectively. It had a protective effect
in macroscopic and histopathological analysis, where Mo-CBP4 at doses of 20 and 40 mg/kg
for preventing edema formation, but only a dose of 40 mg/kg was effective in preventing
bleeding and lectin at the dose of 10 mg/kg had no effect on the formation of both parameters.
Mo-CBP4 (20 mg/kg) prevented vascular permeability (60%) and reduced the MPO activity
(85%). In the differential leukocyte count also promoted a reduction in the number of
lymphocytes (75%) and neutrophilis (77%) and was able to prevent the release of inflammatory
cytokines IL-1B (26.69%), IL-8 (53.16%) and TNF-a (19.75%). In addition, it promoted
reduction of COX-2 immunostaining and maintained the GSH concentration (80.55%) similar
to that of normal animals. Thus, the set of results demonstrated that Mo-CBP4 has anti-
inflammatory action in the experimental hemorrhagic cystitis induced by ifosfamide acting on
the prevention of edema formation, decreasing leukocyte migration, reducing of inflammatory

cytokines concetrations (IL-1B, IL-8 and TNF-a), reduction of COX-2 immunolabeling and



inhibiting reduction of concentration from GSH.

Keywords: Hemorrhagic cystitis, Moringa oleifera, chitin binding protein.
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1. INTRODUCAO

1.1 Cancer

O cancer ¢ uma patologia caracterizada por uma multiplicacdo exacerbada de
células cancerosas. A célula se torna cancerosa quando a célula normal sofre mutagdo
genética e passa a receber instrucdes erradas para as suas atividades. As alteracdes podem
ocorrer em genes denominados de protooncogenes, que a principio sao inativos em
células normais. Quando se tornam ativos, os protooncogenes transformam-se em
oncogenes, responsaveis pela maligniza¢ao das células normais. Essas células malignas
podem se espalhar rapidamente por diversos oOrgdos desencadeando um processo
chamado de metastase (INCA, 2017).

Essa patologia representa um grave problema de satide publica, principalmente
entre os paises em desenvolvimento, pois representa a causa de morte que gera um maior
impacto econdmico, especialmente para o Sistema Unico de Saude (SUS), sendo a
segunda maior causa de mortes em todo o mundo (KNUST et al., 2017).

Estima-se que para o ano 2030, a ocorréncia de 27 milhdes de casos e 12,6 milhdes
de mortes pela doenca (WHO, 2014). Segundo a OMS, em 2015 essa patologia ocasionou
8,8 milhdes de mortes e os tipos de cancer que mais causam Obito sdo: pulmao (1,69
milhdo de mortes), figado (788.000 mortes), colorretal (774.000 mortes), gastrico
(754.000 mortes) e mama (571.000 mortes). Esse alto indice de mortalidade tem maior
destaque para os paises africanos e isso estd diretamente relacionado a sua baixa
disponibilidade de centros para tratamento, cirurgia e quimioterapia. Apenas dois tergos
dos paises em todo o mundo t€m esses servigos geralmente disponiveis, com destaque
para os paises desenvolvidos (OMS, 2017).

De acordo com o Instituto Nacional de Cancer (2016), a estimativa para o Brasil
no biénio 2016-2017 aponta a ocorréncia de cerca de 600 mil novos casos de cancer. Com
excecdo do cancer de pele ndo melanoma (aproximadamente 180 mil casos novos),
ocorrerdo cerca de 420 mil casos novos dessa patologia. O perfil epidemioldgico
observado destaca os canceres de prostata (61 mil) em homens e mama (58 mil) em
mulheres como os mais frequentes. Os tipos mais frequentes em homens sdo prostata
(28,6%), pulmao (8,1%), intestino (7,8%), estomago (6,0%) e cavidade oral (5,2%). Nas
mulheres, os canceres de mama (28,1%), intestino (8,6%), colo do tutero (7,9%), pulmao
(5,3%) e estobmago (3,7%) estardo entre os principais.

A alta incidéncia dos diferentes tipos de cancer esta relacionada, principalmente,
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aos fatores de risco relacionados, tais como: consumo de tabaco, excesso de peso ou
obesidade, ma alimentagdo, sedentarismo, consumo de bebidas alcoodlicas, infecgdes
causadas por papilomavirus humano, infec¢des causadas pelo virus da hepatite, radiagcdes
ionizantes ou ultravioletas e poluicao do ar. O tabagismo ¢ o fator de risco que ocasiona
cerca de 22% das mortes mundialmente. Portanto, cerca de 30 a 50% dos canceres podem
ser evitados e se detectado precocemente as chances de cura sdo bastante elevadas (OMS,
2017).

A terapia clinica para tratamento do cancer ¢ realizada com diferentes classes de
drogas antineoplasicas que atuam de forma inespecifica lesando células neoplésicas e
normais, ocasionando os efeitos colaterais desses farmacos. Ja é bem relatado na literatura
a alta prevaléncia de efeitos colaterais associados a quimioterapia do cancer, com
destaque para nauseas, alopécia, vomitos, mielossupressdao, mucosite intestinal e oral,
cistite hemorragica, dentre outros (BOKEMEYER; HARTMANN, 1999).

Efeitos colaterais como mucosite intestinal e oral bem como a cistite hemorragica
comprometem de forma consideravel a qualidade de vida dos pacientes, visto que
acarretam, principalmente, a dor por consequéncia do processo inflamatério e, apesar da
busca incessante por novas moléculas que possam vir a serem utilizadas como fairmacos,
ainda ndo ha nenhum tratamento medicamentoso especifico curativo, ha somente
tratamentos paliativos e profilaticos que objetivam minimizar o desconforto dos

pacientes.

1.2 Oxazafosforinas

As oxazafosforinas, ciclofosfamida e ifosfamida, sdo agentes alquilantes que estao
entre as drogas citotoxicas mais utilizadas, sendo ativas contra muitos tipos de doencas
neoplasicas e benignas (HUNTER; HARRISON, 1982). A ciclofosfamida comegou a ser
introduzida a quimioterapia clinica do cancer em meados da década de 1940 e a
ifosfamida foi desenvolvida em meados dos anos 60 e introduzida na préatica clinica no
inicio da década de 1970. Esses farmacos sdo usados como um unico agente para o
tratamento de doencgas auto-imunes e neoplasias, mas mais frequentemente vém sendo
utilizados em combinagdo com outros agentes antineoplasicos para o tratamento de um
amplo espectro de tumores sélidos e neoplasias malignas hematologicas. Essa associagao
com outros agentes quimioteradpicos tem como objetivo obter um efeito antineoplasico
aditivo (ZHANG et al., 2006).

As oxazafosforinas por serem pro-farmacos necessitam passar pelo metabolismo
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hepatico para formar sua forma ativa. A ciclofosfamida ao ser metabolizada pelas enzimas
do citocromo P450 ¢ convertida em 4-hidroxiciclofosfamida e seu tautdmero a
aldoifosfamida, a qual ¢ responsavel pela formagdo de mostarda de fosforamida e
acroleina. A mostarda ¢ o metabolito responsavel pela acao alquilante do farmaco, onde
promove alquilagdo do DNA para formar ligacdes cruzadas DNA-DNA, inibicdo da
sintese de DNA e apoptose celular, e a acroleina pelo dano urotelial. A via de formacao
de 4-hidroxiciclofosfamida também pode originar outros metabolitos, tais como 4-
oxociclofosfamida, iminociclofosfamida e carboxifosfamida (LI ef al., 2010).

A ifosfamida apresenta uma transformagao metabdlica bastante semelhante com
a ciclofosfamida, mas necessita de doses superiores por sofrer maior inativagio
metabolica. Durante o metabolismo, um grupamento cloroetil ¢ deslocado para o anel
nitrogenado e isto conduz a diferengas fisico-quimicas, como maior solubilidade em agua.
Uma via metabdlica principal para esse farmaco ¢ a desalquilagdo de cadeia lateral para
produzir 2- e 3-decloroetilifosfamida juntamente com 2-cloroacetaldeido e 2-
cloroetilamina. Sabe-se que 2-cloroacetaldeido pode levar a formagdo de S-
carboximetilcisteina através da conjugacdo com cisteina ou glutationa e ¢ transformado
em acido tiodiglicélico. S-carboximetilcisteina pode ser responsavel por encefalopatia e
acido tiodiglicdlico por disfungdo mitocondrial, que também pode contribuir para os
efeitos colaterais associados ao tratamento com ifosfamida. A ifosfamida também
promove maior formacgdo de cloroacetaldeido, metabolito que pode ocasionar

nefrotoxicidade e neurotoxicidade (LI ef al., 2010; ZHANG et al., 2006).
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Legendas

CP: Ciclofosfamida

AOHCP: 4-hidroxiciclofosfamida
AP: Aldofosfamida

40CP: 4-oxociclofosfamida
ICP: Iminociclofosfamida

CXP: Carboxifosfamida

Fi: Mostarda de fosforamida
AC: Acroleina

IF: Ifosfamida

40OHIF: 4-hidroxifosfamida

AlF: Aldoifosfamida

SCMC: S-carboximetilcisteina
CEA: 2-cloroetilamina

CAL: 2-cloroacetaldeido

TDGA: Ac. Tiodiglicélico

IPM: Mostarda de isofosforamida
AC: Acroleina

Figura 1. Ativagdo e metabolismo da ciclofosfamida e da ifosfamida (Adaptado de LI et al., 2010).

Em comparagdo com a ciclofosfamida, a ifosfamida ¢ mais eficaz em uma

diversidade de neoplasias malignas e apresenta atividade contra uma variedade de

tumores, incluindo carcinoma de pulmao, cancer de mama, cancer de ovario, cancer de

bexiga, cancer do colo do utero, osteosarcoma, neuroblastoma, mieloma multiplo e
linfomas (ARLAND et al., 2001; BERRAK et al., 2005; BIAGI et al., 2005; BUDA et
al., 2003; DONFRANCESCO et al., 2004; GONZALEZ-MARTIN et al., 2002;
HUSSAIN; JAMES, 2003; KIM et al., 2004; KOSMAS et al., 2003; MASTERS et al.,

1998).

Assim como outras classes de antineoplasicos, as oxazafosforinas desencadeiam

uma série de efeitos colaterais e isso se dad devido a a¢do ndo-especifica dos agentes

quimioterapicos, lesando células malignas e normais (MURAD; KATZ, 1996).

Inicialmente, a ifosfamida comegou a ser administrada em pequenas doses didrias

mostrando boa tolerancia. Em seguida, doses tinicas elevadas foram utilizadas mostrando
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uma maior eficdcia, mas gerando urotoxicidade grave. A urotoxicidade representa o
principal efeito colateral ocasionado pelas oxazafosforinas, bem como nefrotoxicidade e
neurotoxicidade. A fim de reduzir a urotoxicidade, inicialmente era necessario o
fracionamento da dose de ifosfamida durante 5 dias. Apesar de desencadear esses efeitos
colaterais, a ifosfamida ¢ um farmaco relativamente bem tolerado, mas também pode
originar, ocasionalmente, complicagcdes potencialmente fatais como: arritmias,
insuficiéncia cardiaca e encefalopatia grave, que ocorrem quando ¢ administrada em altas

doses (COHEN et al., 1975; ZHANG et al., 2006).

1.3 Cistite hemorragica induzida por oxazafosforinas

A cistite hemorragica (CH) ¢ um processo inflamatério ndo-infeccioso
caracterizado principalmente por hemorragia difusa e edema na bexiga urinaria. E
ocasionada de forma dose-dependente, mais frequente com o uso da ifosfamida, através
da inativagdo da ifosfamida por N-descloroetilagio gerando a acroleina que entra em
contato com o urotélio causando ulceracio (BRYANT et al., 1980). Alguns autores
sugerem que a excre¢do urinaria da mostarda de fosforamida, mostarda de isofosforamida
e metabolitos como o cloroacetaldeido também podem estar envolvidos na urotoxicidade
(COLVIN, 1982; NORPOTH, 1976; WAGNER et al., 1980).

Em um estudo com pacientes pediatricos e adultos jovens com tumores solidos
em tratamento com ifosfamida, a cistite hemorragica foi prevalente em 9 dentre 70
pacientes em 14 de 425 ciclos de quimioterapia, além disso foi demonstrando que o risco
de CH ¢ dependente da dose de ifosfamida (SAITO et al., 2016).

O diagnostico de CH ¢ realizado através de sintomas como: hemattria, distria,
urgéncia e aumento da frequencia urindria e ¢ confirmado através da citoscopia
(DEVRIES; FREIHA, 1990). Essa patologia pode ser classificada em trés estagios: leve,
moderada e severa. O tratamento dessa inflamagdo em estagio leve pode ser realizado em
regime ambulatorial com hidratacdo e € um processo de natureza transitoria. A moderada
pode requerer a extracdo do coagulo via cistoscopia, irrigacdo continua da bexiga e
instilacdo de agentes na bexiga. A severa pode requerer transfusdes e até mesmo

cistectomia (MATZ; HSIEH, 2017).

1.3.1 Patogénese da cistite hemorragica induzida por oxazafosforinas
A patogénese da cistite hemorragica pode ser classificada em 4 fases: iniciagao,

sinalizagdo ou inflamatoria, ulcerativa ou sintomadtica ¢ fase de resolu¢do, como
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demonstra a figura 2 (RIBEIRO et al., 2012). A fase de iniciagdo ocorre apds o acumulo
de acroleina na bexiga, causando o dano urotelial. A acroleina é encontrada em fumaca
de cigarros e industrialmente ¢ utilizada como herbicida. E um aldeido altamente reativo
a,pB-insaturado que reage com nucleofilos de acidos nucléicos (DNA e RNA) e depleta as
reservas de agentes nucle6filos como a glutationa (KEHRER; BISWAL, 2000).

Além dos efeitos diretos sobre as macromoléculas celulares, a acroleina ativa
espécies reativas de oxigénio intracelular (ROS) que induzem a ativag¢ao de fatores de
transcricao como o NF-kB que ¢ encontrado no citoplasma ligado a proteina inibitoria I-
KB. A ser exposta a ROS, fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e interleucina-1f (IL-1p),
I-xB ¢ degradada e libera NF-kB para o nicleo celular e 14 promove a ativagao de genes
relacionados a inflamagao. A fase inflamatoria da CH ocorre devido a essa ativacao de
NF-«B e liberagdo de citocinas pro inflamatdrias pelas células epiteliais e conjuntivas
residentes como os macréfagos. Além disso, também ocorre a ativagao das enzimas 6xido
nitrico sintase induzivel (iNOS), cicloxigenase 2 (COX-2) e hd o recrutamento de
leucocitos que sdo contribuintes importantes para a resposta inflamatoria (LAWRENCE,
2009; LIU, 2005; RIBEIRO et al., 2012).

A ativacao de iNOS ocasiona a formacao de 6xido nitrico (NO) e peroxinitrito
(ONOQ"). Quando o peroxinitrito ¢ formado, ele pode desencadear danos a proteinas,
DNA e lipidios, onde o acimulo de danos no DNA resulta na deplecdo de nicotinamida
adenina dinucleotideo oxidada (NAD™) e adenosina trifosfato (ATP) acarretando morte
celular (LAWRENCE, 2009; LIU, 2005).

A fase sintomatica da CH ¢ caracterizada por formagao de ulceras, ocasionando
dor visceral e disfun¢do da bexiga. A fase de resolucdo envolve o reparo tecidual com
possivel sinalizacdo dos fibroblastos e a liberagdo local de fatores de crescimento de

queratindcitos promovendo assim a cura (MACEDO et al., 2012; ULICH et al., 1997).
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Figura 2. Cascata de eventos sequenciais na cistite hemorragica (Adaptado de RIBEIRO et al., 2012).

A ifosfamida induz a cistite hemorrdgica através da formacdo de varios
mediadores inflamatorios como: TNF-qa, IL-1B, COX-2, NO e ONOO™. O TNF-a ¢ uma
citocina pro6 inflamatoria que pode interagir com dois receptores distintos: TNF-R1 ou
TNF-R2. O TNF-R1 ¢ expresso na maioria dos tecidos e ambos podem ser expressos nas
células do sistema imunologico. A interacdo de TNF-a com TNF-R1 provoca a ativagao
da cascata de caspase que leva a apoptose e a ativagdo de NF-xB (LOGAN et al., 2007).
Gomes et al. (1995) demonstraram o papel fundamental dessa citocina na cistite
hemorragica ao realizarem o pré-tratamento de animais com soro anti-TNF-o e
observaram reducao do peso umido vesical e redugdo da permeabilidade vascular. A
analise histopatologica das bexigas dos grupos pré-tratados com anti-TNF-a e anti-IL-18
demonstrou uma reducdo significativa de erosdo da mucosa, hemorragia, edema,
migracao de leucdcitos, deposicao de fibrina e ulceragdes.

A interleucina-1p € outra citocina pro6 inflamatdria que também pode interagir com

dois receptores distintos: IL-1R tipo I e IL-1R tipo II. A sinaliza¢do de IL-1f ocorre com
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sua ligacdo a IL-1R tipo I, ocasionando a fosforilagdo de proteinas acopladas ao receptor
MyD88 e IRAK4 e entdo ocorre uma sequéncia de fosforilagdo de proteinas que
promovem a ativagao de NF-xB (DINARELLO, 2011). Leite et al. (2015) avaliaram o
papel do anakinra, um bloqueador de receptor de IL-1, e do infliximabe, um inibidor de
TNF-a, na cistite hemorragica e apesar de ambas as citocinas terem participacao
fundamental na patogénese da doenca, apenas o anakinra mostrou-se capaz de controlar
a hemorragia e atenuar os parametros inflamatérios e funcionais, incluindo hiperalgesia
abdominal e disfungdao da bexiga. O Infliximabe promoveu redugcdo de edema e
hiperalgesia, mas ndo foi capaz de inibir a inflamacdo da bexiga. Dietrich et al. (2015)
demonstraram que a fra¢do purificada de glicosideos de acido quinovic, obtida de
Uncaria tomentosa, ocasionou reducdao de: concentragdes de IL-1B, infiltrado
neutrofilico, edema, hemorragia, peso imido vesical e promoveu a estabilizagdo da dor
visceral. Além disso, impediu o aumento da expressdo dos purinorreceptores P2X7
induzido pela ciclofosfamida, a ativagdo desses receptores esta envolvida na infiltragdo
de neutréfilos e na maturagao e liberagao da IL-1p.

A enzima cicloxigenase-2 ¢ uma enzima que atua na cascata do acido araquidonico
e ¢ a isoforma de cicloxigenase mais expressa durante o processo inflamatorio. Pode ter
sua expressdo aumentada por IL-1, TNF-a e LPS. COX-2 ¢ responsavel pela formagao
de prostanodides (prostaglandinas, prostaciclina e tromboxano), onde o aumento da
formacao de prostaglandinas (PGs) ird promover a sensibiliza¢do nos receptores de dor
ocasionando a hiperalgesia (DRAY; URBAN, 1996, DUBOIS et al., 1998).

Macedo et al. (2007, 2010) demonstraram que o aumento na expressao de COX-
2, que tem pico de expressdo 24h apds a administracdo de ifosfamida, na cistite
hemorragica acarretou mudangas na responsividade do musculo liso urinirio e em
animais tratados com etoricoxib, um inibidor de COX-2, houve uma reducao significativa
de PGE2. Etoricoxib, em um modelo de cistite hemorragica por administracao
intravesical de acroleina, promoveu redugcdo do peso umido vesical apos 12h de
administracao de acroleina (MACEDO et al., 2008).

No processo inflamatério, o 6xido nitrico ¢ um mediador resultante da ativacao
da INOS que possui agdo citotoxica e citostatica, promovendo a destrui¢do de
microrganismos, parasitas e células tumorais. Em processos infecciosos, células ativadas
como macréfagos, neutrofilos e células endoteliais secretam simultaneamente NO que
quando interage com ROS promove agdo citotoxica indireta. Quando NO combina-se

com o anion superoxido (O2") resulta na formagao de peroxinitrito (ONOO"). O ONOO"
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pode na presenga de ion hidrogénio (H"), originar o hidroxil (HO"), um radical altamente
reativo e toxico, desencadeando um aumento na acao téxica do NO e do Oz, que pode
acarretar em morte celular (BECKMAN; KOPPENOL, 1996; DUSSE; VIEIRA;
CARVALHO, 2003).

Souza-Filho et al. (1997) demonstraram que ha um pico de expressao de iNOS 6h
apods a administracdo de ciclofosfamida em animais que manteve-se elevada durante 48
horas e 6xido nitrico sintase constitutiva (cNOS) que diminuiu ao longo de um periodo
de tempo semelhante. A administracao de um antagonista do fator ativador das plaquetas
diminuiu o extravasamento da proteina plasmatica induzida por ciclofosfamida, bem
como o aumento da atividade iNOS, mas ndo teve efeito sobre a queda na atividade de
cNOS. Estes resultados sugerem que o NO endogeno derivado de iNOS participa no dano
urotelial, e o fator ativador de plaquetas também parece estar envolvido na patogénese
desta condi¢do, atuando através do aumento do peso umido vesical ¢ aumento da
atividade de iNOS. Gomes et al. (1995) demonstraram que a indugao da iNOS no urotélio
¢ dependente da produgdo de IL-1p e TNF-a, porque os anticorpos contra estas citocinas
reduziram a expressao de iNOS.

O peroxinitrito, também envolvido na patogénese da cistite hemorragica, ¢
formado a partir da reagdo de NO com radicais livres de superdxido (Oz’) durante o
estresse oxidativo. Um dos mecanismos de lesdo celular ¢ um aumento dependente de
peroxinitrito na quebra da cadeia do DNA, que desencadeia a ativacdo da PARP, uma
enzima de reparo do DNA. Danos no DNA causam a ativa¢do dessa enzima, resultando
em deplecao de dinucledtido de nicotinamida adenina oxidada e trifosfato de adenosina
e, consequentemente, morte celular necrotica (KORKMAZ et al., 2005; ZINGARELLI
et al., 1996). Batista et al. (2007) demonstraram que a glutationa, potente antioxidante
que atua contra espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, inibiu de forma dose
dependente o aumento no peso umido vesical, edema, hemorragia e achados
histopatologicos caracterizados por dano urotelial intenso, edema, infiltragdo de
leucocitos, hemorragia e deposicdo de fibrina induzidos pela ifosfamida. Além disso,
quando administrada sistemicamente ou intravesicamente também promoveu uroprote¢ao
no modelo de cistite hemorragica por administragao intravesical de acroleina.

Alguns estudos j& relataram a presenca de outros mediadores envolvidos na
patogénese da cistite hemorragica. Nishii et al. (2006) observaram o envolvimento de IL-
6 apos a administragdo de ciclofosfamida em ratos, a expressdo do gene IL-6 atingiu o

pico as 6h e diminuiu com o tempo, sugerindo que a fonte primaria dessa citocina pode
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ser fibroblastos na bexiga.

Em acréscimo ao envolvimento de citocinas nessa patogénese, ja foi demonstrado
a acdo de citocinas anti-inflamatorias na cistite hemorragica. Macedo et al. (2012)
demonstraram que 1L-4, modula, pelo menos parcialmente, negativamente o processo
inflamatorio na cistite hemorragica induzida por ifosfamida em camundongos e atua
através da inibi¢ao da liberagcdo de TNF-a e IL-13 bem como da reducdo da expressao de
iNOs e COX-2 com consequente redu¢do na formagao de NO e prostaglandinas, como
demonstra a figura 3.

Mota et al. (2007) constataram que o pré tratamento de animais com a interleucina
11 humana recombinante (rhIL-11) foi capaz de prevenir a formagdo de edema, de
maneira dose-dependente, por reducdo do peso umido vesical e da permeabilidade
vascular na cistite hemorragica induzida por ifosfamida em camundongos, demostrando

o papel protetor dessa citocina.
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Figura 3. Caminhos propostos para a patogénese da cistite hemorragica (Fonte: Adaptado de RIBEIRO et
al., 2012).
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1.3.2 Uroprotecao na cistite hemorragica

Com o objetivo de minimizar a ocorréncia da cistite hemorragica, ha algumas
formas de uroprote¢do ja estabelecidas, como a utilizagdo do mesna, hidratagao
intravenosa, uso de diuréticos, alcalinizagdo urindria, irrigacdo da bexiga com N-acetil-
L-cisteina, catéteres permanentes e instilagdo intravenosa de aluminio sulfato de amonio
ou aluminio sulfato de potéssio. Alguns autores determinam que a hiperhidratacao ¢ uma
medida profilatica segura e barata, a qual objetiva diminuir o tempo de contato da
acroleina com as paredes da bexiga minimizando a toxicidade. No entanto, a hiper-
hidratacdo pode ndo ser possivel em pacientes com disfuncdo renal, pulmonar ou hepatica
devido aos riscos de sobrecarga de fluidos (BENJAMIN et al., 1993; SCHEEF et al.,
1979; SCHEULEN et al., 1983; SHEPHERD et al., 1991; WESTERMAN; BOORJIAN;
LINDER, 2016).

Apesar da descoberta de variadas medidas de uroprotecao, o agente mais utilizado
na clinica com maior efeito uroprotetor permanece sendo o mesna, que ¢ um tiol que age
nos metabolitos toxicos formados pela ifosfamida, como a acroleina, 4-hidroxi-
ifosfamida e o cloroacetaldeido. Ao entrar na circulagdo, mesna ¢ oxidado por
constituintes inibidores de acido etilenodiaminotetracético para ditiodietasulfonato de
sodio (DIMESNA), que ¢ entao excretado pelos rins (GOREN, 1992). O DIMESNA,
através da glutationa redutase, pode originar o mesna novamente no epitélio tubular renal
e sao os seus grupos sulfidrilo livres resultantes que podem combinar-se com uma ligagao
dupla de acroleina ou com outros metabolitos toxicos na bexiga para formar compostos

nao téxicos, como demonstra a figura 4 (STOFER-VOGEL et al., 1993).



31

MESNA DIMESNA RIM
8- Coi-CIe-80; NA* /S-S\ Filtragdo glomerular
Chy =
I I "

?0* Isc’i Reabsorg¢do tubular e redugdo através

i Na* MNa* da GSH redutase
BEXIGA URINARIA

.
1
.

Dimesna, 4h apds
a administragdo

erssssnsnnasnannn
.

MESNA, 1h apds a admin.
Complexo §-CH,-CH,-S03Na*
inativo

EXCREGAO

i

CHy-CHy-CHO :

3 O
Acroleina cH,-CH-C i
H

"
]
o i PRSI PP ISP PSPPI &

[ [~ c cl 1 o]

“u M metabolizagio  “y §= a C\"N N- s g
\P: : . ;P: R ;p: Alquilagdo
00 d'% AN do DNA

fosfamida 4-hidroxifosfamida Aldoifosfamida  Mostarda de

isofosforamida

Figura 4. Representacdo esquematica da inativacdo de metabolitos de ifosfamida por mesna na bexiga
urindria (Fonte: DORR, 1991)

Por ser uma molécula polar, o mesna ¢ incapaz de atravessar membranas ¢
adentrarem células, devido a essa propriedade a co-administragdo de mesna nao interfere
no efeito antineoplasico da ifosfamida. O mesna ¢ um farmaco bem tolerado onde relatos
de efeitos adversos sdo incomuns. O uso por via intravenosa tem demonstrado um efeito
uroprotetor superior que a profilaxia com hidratagdo e alcaliniza¢do da urina. O esquema
posologico que esta padronizado envolve a administragdo desse farmaco em uma dose
igual a 60% da dose de ifosfamida, administrada em trés doses divididas, em simultaneo
ou a 15 min antes e as 4 h e 8 h apds a ifosfamida, onde esse fracionamento ¢ realizado
devido a sua curta meia-vida plasmatica de aproximadamente 1,5h (BRYANT et al., 1980;
SIU; MOORE, 1998).

No entanto, esse protocolo padrao utilizado com trés administragdes de mesna nao
impede completamente o dano causado a bexiga pois € um farmaco restritamente
profilatico. Lima et al. (2007) demonstraram que a cistoscopia da bexiga de pacientes
tratados com mesna apresentou discretas alteragdes macroscopicas como: edema leve,
hemorragia com hematomas mucosos e telangiectasia em uma porcentagem significativa
de pacientes. Em relacdo a avaliagdo microscopica, houveram alteracdes histopatologicas

como: edema, erosdo, exocitose, hialinizacdo e esclerose significativas nas bexigas, no
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entanto, ndo foram detectadas alteragdes nos pardmetros de urindlise como: globulos
vermelhos, hematuria, leucécitos ou proteinas em pacientes tratados com ifosfamida e
mesna em comparagao com as bexigas antes da administra¢ao da ifosfamida.

Alguns farmacos ja foram testados para a uroprotegao, a glutationa em associagao
com o0 mesna demonstrou um potencial de prevengdo semelhante a ele quando utilizado
isoladamente. J4 a cetamina quando em associagdo com o mesna demonstrou uma
redugdo no peso imido da bexiga e quando utilizada isoladamente foi capaz de evitar
alteragdes microscopicas associadas a cistite hemorragica (ALI et al., 2014; OZGUVEN

etal., 2014).

A)

Na+

B)

Na*

Figura 5. A) Estrutura molecular do Mesna (2-mercaptoetanossulfonato de sédio). B) DiMESNA
(ditiodietasulfonato de sodio) (Fonte: National Center for Biotechnology Information).

Jiang et al. (2015) sugeriram que o mesna, quando administrado em infusdo
continua, foi mais eficaz na prevencdo da cistite hemorragica, pois permitiu uma
administragdo de dose de até 8§ g/min numa infusdo continua de 24h. Além de ser um
método seguro para preveni-la em pacientes que se submeteram a transplante de células-
tronco hematopoiéticas, isso melhora a qualidade de vida dos mesmos, sendo vantajosa a
aplicagdo em grande escala (BRYANT et al., 1980; COHEN et al., 1975). No entanto,
essa forma de administra¢do ndo apresenta uma boa comodidade posologica ao paciente,
sendo assim necessarias novas buscas por alternativas terapéuticas isoladas ou mesmo

associadas com as ja existentes para profilaxia e/ou tratamento da cistite hemorragica.

1.4 Lectinas e atividades bioldgicas: inflamacao
As lectinas sdo proteinas/glicoproteinas de origem nao imune que possuem pelo

menos um dominio nao catalitico que liga-se de forma especifica e reversivel a um mono-
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ou oligossacarideo especifico por ligagdes que podem ser através de pontes de hidrogénio
ou forcas de Van Der Waals (PROCOPIO et al., 2016; SHARON; LIS, 2004; VAN
PARIJS et al., 1991). Podem estar presentes em diversas partes da planta: folhas, raizes,
caule, flores e nas sementes sdo encontradas em maiores quantidades (VAN DAMME;
PEUMANS, 1990).

Essas proteinas podem ser classificadas em merolectinas, hololectinas,
quimerolectinas e superlectinas, conforme mostra a figura 6. Merolectinas sdo
constituidas exclusivamente de um tnico sitio de ligagdo a carboidratos e devido a sua
natureza monovalente sdo incapazes de precipitar glicoconjugados ou células aglutinantes
(VAN PARIJS et al., 1991). Hololectinas também sdo constituidas de sitios de ligacdo a
carboidratos, mas contém dois ou mais desses dominios que sdo idénticos ou muito
homodlogos, sdo capazes de aglutinar células ou precipitar glicoconjugados. As
quimerolectinas sdo proteinas de fusdo possuindo um dominio de ligacdo a carboidratos
e atuam independentemente desse dominio de ligacdo, também comportam-se como
merolectinas ou hololectinas e as superlectinas consistem em moléculas com dois ou mais
dominios de ligacdo a carboidratos distintos (PEUMANS; VAN DAMME, 1995; VAN
DAMME et al., 1998).

Merolectina Hololectina Quimerolectina

@88@@

Superlectina

-
Sitio de ligagado

Figura 6. Representagio esquemadtica de merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e superlectinas
(Fonte: VAN DAMME et al., 1998).

As lectinas tém demonstrado diversas aplicagdes que vao desde medicina a
agricultura. Ja foram comprovadas as suas potentes agdes antifungicas, antitumorais,
antivirais e contra pragas de insetos. Podem ser obtidas através de diversas fontes, tais
como animais, cogumelos e plantas, sendo as de plantas as mais estudadas devido a sua
importancia econdmica e nutricional e sdo encontradas em abundincia em sementes de

leguminosas ou de plantas superiores (LAM; NG, 2011). As lectinas de plantas superiores
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tém sido as mais estudadas, tanto pela importancia economica de suas espécies como pela
facilidade de isolamento (LIS; SHARON, 1998).

Considerando-se o processo inflamatorio como uma resposta de defesa do sistema
imune, porém com potencial lesivo aos tecidos, sendo em varias doengas causa de
mortalidade, o estudo dos mecanismos e dos mediadores envolvidos no processo
inflamatério e de novos farmacos para controla-lo torna-se de extrema importancia.

Nos dltimos anos, t€m sido feitos estudos no sentido de investigar o envolvimento
dos carboidratos na resposta inflamatéria. Alencar et al. (2004) j4 mostraram que as
lectinas podem exibir atividades pr6 ou anti-inflamatérias, dependendo da via pela qual
sdo administradas. Vdrias lectinas da subtribo Diocleinae ja demonstraram
experimentalmente atividade anti-inflamatoria, como a lectina de Canavalia boliviana
que foi capaz de inibir a migrag¢do de neutréfilos e o edema de pata, ambos induzidos por
carragenina (BEZERRA et al., 2014) bem como as lectinas de Acacia farnesiana, Dioclea
violacea, Cratylia floribunda, Dioclea guianensis, Dioclea virgatta que também
reduziram a migracdo de neutr6filos nesse modelo (ABRANTES et al., 2013). Dioclea
Violacea, Cratylia floribunda, Dioclea guianensis também reduziram a migracdo de
neutréfilos induzida por fMLP e carragenina de forma dose dependente e o edema de pata
induzido por carragenina (ASSREUY et al., 1997). Lectinas de Canavalia grandiflora
mostraram um efeito redutor na migragdo de neutréfilos induzida por carragenina, no
rolamento de leucdcitos e na liberagdo de citocinas pré-inflamatdrias como IL-18 e TNF-
a (NUNES et al., 2009).

As lectinas de Diocleinae também podem exercer agdes pro-inflamatorias.
Alencar et al. (2013) demonstraram que lectina de Dioclea violacea induziu edema de
pata e aumento da permeabilidade vascular dependente de dose bem como infiltragdo de
neutréfilos quando administrada por via subcutanea. E importante ressaltar que os efeitos
anti-inflamatorios ou pro-inflamatorios dessa lectina demonstrados em modelos de
inflamacao aguda podem ser inibidos pela sua associagdao com residuos de manose, ja que
possui uma especificidade de ligagcdo para glicose-manose. Assim, pode-se sugerir que 0s
residuos de manose sdo importantes para que a reversdo do efeito da lectina ocorra
(ASSREUY et al., 1997).

Assreuy et al. (1999) mostraram o potencial anti-inflamatorio dose-dependente de
lectinas de D. violacea e D. guianensis na cistite hemorragica. Essas lectinas foram
capazes de reduzir: o peso umido vesical, o aumento da permeabilidade vascular e o

infiltrado leucocitario. Mostrando o potencial promissor da utilizagao de lectinas como
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agentes uroprotetores para profilaxia e/ou tratamento da cistite hemorragica.

1.5 Moringa oleifera Lamarck
Moringa oleifera Lamarck ¢ uma arvore de tamanho médio que pertence a familia
monogenérica Moringaceae. A familia ¢ caracterizada pela placentagdo parietal, fruto
com 3 valvas, folhas pinadas, baga alongada e sementes aladas (RAMACHANDRAN et
al., 1980). M. oleifera cresce em qualquer pais tropical e subtropical com caracteristicas
ambientais de clima seco ou umido tropical ou subtropical, e temperatura entre 18 ¢ 28 °C,
geralmente cresce até 10 a 12 m de altura. E amplamente cultivada no Sudeste Asiatico,
indias Ocidentais, Africa ¢ em algumas areas da América do Sul, como o Nordeste do
Brasil (JAHN et al., 1986; NOUMAN et al., 2014; PALADA, 1996).
M. oleifera apresenta a seguinte classificagdo taxondmica (SACHAN; JAIN;
SINGH, 2011):
Reino: Plantae
Sub-reino: Tracheobionta
Super-divisdo: Espermatophyta
Divisao: Magnoliophyta
Classe: Eudicotiledonea
Ordem: Brassicales
Familia: Moringaceae
Género: Moringa

Espécie: Moringa oleifera Lamarck
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Figura 7. Moringa oleifera Lamarck. (A) Arvore de Moringa oleifera; (B) Frutos imaturos; (C) Frutos
maduros; (D) Sementes aladas (Fonte: Pereira, 2010).

M. oleifera foi inicialmente utilizada no tratamento de dgua, enquanto s6 mais
tarde foram descobertas suas diversas propriedades nutricionais e medicinais, onde quase
todas as partes desta planta: raiz, casca, goma, folha, fruto (vagens), flores, sementes e
6leo de sementes ja sdo utilizadas no tratamento das doengas inflamatdrias, infecciosas,
cardiovasculares, gastro-intestinais, hematologicas e hepatorrenais. A planta exibe essas
atividades por possuir mais de 46 antioxidantes (&cido ascorbico, caretendides,
flavonodides e compostos fendlicos) e 36 compostos anti-inflamatorios (isotiocianato e
derivados fenolicos) (ANWAR et al., 2007).

Experimentalmente, o extrato de M. oleifera demonstrou atividade antibiotica
contra uma variedade de microorganismos e isso ocorre devido a presenga da substincia
pterigospermina. Pterigospermina ¢ um composto que ¢ facilmente dissociado em 2
moléculas de isotiocianato de benzilo que origina os compostos 4—(o—L—
ramnopiranosiloxi) de glucosinolato de benzil e seu isotiocianato correspondente, e
estudos demonstram que 4—(o—L-ramnopiranosiloxi) de isotiocianato de benzilo e outros
isotiocianatos tém atividade contra a bactéria Helicobacter pylori (OLSON; FAHEY,
2011).

Mehta et al. (2003) demonstraram que o fruto verde dessa planta ocasionou

reducdo do colesterol no sangue e triglicerideos em animais tratados através da reducgdo
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da lipoproteina de baixa densidade e o aumento da lipoproteina de alta densidade em
animais com concentracdes elevadas de colesterol total. Ndong et al. (2007)
demonstraram também que o tratamento com as folhas de moringa tem a¢ao de melhorar
a intolerancia a glicose em animais com com diabetes mellitus tipo I quando comparados
aos nao tratados. Essa regulagdo da glicose pode ocorrer devido ao seu elevado teor de
substancias polifenodlicas, tais como quercetina e kempferolo.

Os extratos hidroetandlicos de folhas e flores de M. oleifera tiveram agao contra
a hepatotoxicidade induzida pelo acetaminofeno em ratos. As enzimas marcadoras de
dano hepatico foram significativamente reduzidas quando os animais foram tratados com
os extratos. Além disso, nao foram observadas alteracdes significativas nos marcadores
clinicos da fun¢do renal (SHARIFUDIN et al., 2013). Corroborando com esses achados,
Fakurazi et al. (2008) demonstraram que a atividade hepatoprotetora do extrato de M.
oleifera foi capaz de promover a redu¢do da concentracdo de alanina aminotransferase
(ALT), aspartato aminotransferase (AST) e fosfatase alcalina (ALP) em grupos pré-
tratados com o extrato, foi observado que a concentra¢do de glutationa ¢ restaurada em
animais tratados com M. oleifera em comparacdo com os grupos tratados com
acetaminofeno. Sugerindo que o extrato de moringa pode prevenir lesdes hepaticas
através da prevencao do declinio da concentracdo de glutationa.

O extrato da semente de moringa foi capaz de neutralizar espécies reativas de
oxigénio (ROS) gerados em camundongos com dietas ricas em gordura e protegendo os
danos nucleares devido a radicais hidroxila e isso ocorre devido a riqueza em polifendis
(DAS et al., 2015).

Além disso, diversos estudos realizados abordam a potente atividade anti-
inflamatoria de diversas partes desta planta. Tan ef al. (2015) demostraram que o extrato
da flor reduziu significativamente a liberacdo de NO e diminuiu a expressdo de
mediadores inflamatérios como: NF-kB, iNOS, COX-2, PGE2, IL-6, IL-1pB e TNF-a,
enquanto aumentou a expressao de IL-10 e [kB-a, em macrofagos estimulados com LPS.
Corroborando com esses resultados, Lee et al. (2013) demonstraram que o extrato da fruta
também reduz as concentra¢des de mediadores pro-inflamatodrios incluindo o NO, IL-18,
TNF-a e IL-6 através da inibicao da ativacao de NF-kB em células RAW264.7

O extrato de folhas de M. oleifera inibiu significativamente a producao de NO e
outros marcadores inflamatérios como: PGE2, TNF-q, IL-6 e IL-1f; e induziu a produgdo
de IL-10 de uma forma dependente da dose. Além disso, suprimiu efetivamente a

expressao de marcadores inflamatérios como: iNOs, COX-2 e NFkB-p65 em macrofagos
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RAW264.7 induzidos por LPS de uma forma dependente da dose (FARD et al.,, 2015).

Os extratos metandlicos e etandlicos das folhas também foram capazes de
estimular a resposta imune celular ¢ humoral em animais tratados com ciclofosfamida,
promovendo um aumento significativo de globulos brancos, neutrofilos e
imunoglobulinas. Além disso, o extrato metanolico, de maneira dose dependente, teve
acao de reduzir o edema de pata induzido por carragenina e histamina, as contorgdes
abdominais induzidas por acido acético e apresentou elevado efeito analgésico e
antioxidante. Em todos esses parametros, M. oleifera apresentou melhores resultados que
o farmaco de referéncia indometacina, principalmente na analgesia (ADEDAPO;
FALAYI; OYAGBEMI, 2015; GUPTA et al., 2010; SUDHA et al., 2010).

O extrato hidroalcoolico das folhas além do efeito anti-inflamatorio, demostrou
um bom efeito antioxidante em aliviar a urotoxicidade ocasionada pela cistite
hemorragica induzida por ciclofosfamida em ratos, pois ocasionou a normalizagdo das
concentragdes de malonaldeido (MDA) e glutationa (GSH), provavelmente por efeitos
antioxidantes diretos, eliminacdo de radicais livres ou através de protecdo contra a
peroxidacado lipidica e ROS (TAHA; AMIN; SULTAN, 2015). MDA ¢ um dos principais
produtos de decomposicdo dos hidroperoxidos de acidos graxos poli-insaturados,
formado durante o processo oxidativo (DRAPER; HADELY, 1990) e GSH ¢ o tiol celular
mais prevalente e o peptideo de baixo peso molecular mais abundante presente nas células
atuando como um antioxidante (DENEKE; FANBURG, 1989). Além do efeito
antioxidante na cistite hemorragica induzida por ciclofosfamida, ratos tratados com o
extrato hidroalcoolico das folhas apresentaram inibi¢do do aumento do peso umido
vesical e mantiveram histologicamente uma arquitetura da bexiga bem preservada, sem
evidéncia de ulceracdo, edema e distribuicdo normal de fibras de coldgeno (TAHA;
AMIN; SULTAN 2015). Alguns autores sugerem que a a¢do anti-inflamatoria das folhas
¢ devido a presenca de flavonoides e acidos fenolicos (LEONE et al., 2015).

O extrato bruto de metanol da raiz inibiu o edema de pata induzido por carragenina
de uma forma dependente da dose, e na inflamagdo aguda o extrato ¢ muito mais potente
para a inibi¢do do acumulo celular e exsudacdo de fluidos. No entanto, o extrato quando
utilizado na inflamacao cronica ¢ bem menos eficaz (EZEAMUZLE et al., 1996).

Minaiyan ef al. (2014) demonstraram que o extrato hidroalcodlico de sementes de
M. oleifera foi eficaz em reduzir a gravidade da lesdo, a area da ulcera, a hemorragia,
intensidade da inflamacgao, a extensdo da inflamac¢ao, o dano da cripta e o indice de colite

total e MPO em animais com colite induzida por acido acético e isso se deve aos
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componentes biofendis e flavonodides presentes. O extrato aquoso e as lectinas isoladas
das sementes: cMoL (“coagulant M. oleifera lectin”) e WSMoL (“water-soluble M.
oleifera lectin) foram capazes de reduzir a produgdo de NO in vivo em ratos € in vitro
em macrofagos estimulados com LPS. O extrato aquoso promoveu também uma redugao
na migra¢do dos leucoécitos, além de reduzir as concentragdes de TNF-a, IL-13, MPO ¢ a
infiltragcdo de polimorfonucleares de forma dose dependente em um modelo de pleurisia
induzida por carragenina em camundongos (ARAUJO et al., 2013). Todos esses achados

descritos revelam um potente efeito anti-inflamatoério dos extratos de M. oleifera.

1.6 Lectina isolada das sementes de Moringa oleifera Lamarck: Mo-CBP4

Pereira et al. (2011) isolaram uma proteina ligante a quitina a partir de sementes
de M. oleifera, denominada de Mo-CBP4 (Mo: Moringa oleifera e CBP: “chitin-
binding protein), o nimero 4 representa a ordem na qual essa proteina foi eluida com
um tampao de equilibrio acrescido de 60% de NaCl 1M e foi escolhida dentre as outras
lectinas eluidas por apresentar maior pico protéico. Essa proteina ¢ uma glicoproteina de
massa molecular aparente de 9,8 kDa em condi¢des redutoras, atividade floculante e
ponto isoelétrico de 10,55, que ndo aglutina eritrocitos humanos ou de coelho indicando
que tem apenas uma unico local de ligagdo a carboidratos sendo classificada como
merolectina. A estrutura indica que essa proteina € rica em residuos de glutamina e
aminodacidos basicos, tratando-se de uma proteina alfa-beta, com alta estabilidade frente
a variagdes de temperatura e pH (PEREIRA, 2014).

Mo-CBP4 mostrou-se ser uma lectina com potente atividade anti-inflamatoria e
antinociceptiva. Os testes farmacoldgicos mostraram que essa proteina reduziu a
ocorréncia de contor¢des abdominais induzidas por acido acético de uma maneira dose-
dependente e com poténcia semelhante a da indometacina. Quando administrada por via
oral mostrou efeito significativo em reduzir a migracdo de neutrofilos induzida por
zymosan e carragenina e quando administrada por via endovenosa reduziu a migracao de
neutrdfilos induzida também por carragenina, no entato, Mo-CBP4 quando ligada ao
carboidrato N-acetil-D-glucosamina teve seu efeito anti-inflamatorio inibido, pois nao foi
capaz de causar reducao significativa na migracao de neutréfilos induzida por zymosan.
Além disso, promoveu diminui¢do das concentragdes de IL-1B e aumento de IL-10 no
soro de animais em modelo de peritonite induzida por zymosan, inibi¢do do aumento da
permeabilidade vascular e reducdo de contorgdes abdominais quando administrada por

via oral (PEREIRA, 2014).
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A atividade analgésica dessa proteina estd relacionada com reducdo do processo
inflamatério. Mo-CBP4 foi capaz de diminuir o tempo de lambedura da pata na fase
inflamatéria da dor de uma forma dose-dependente quando administrada por via
endovenosa. Porém, na fase neurogénica da dor, a lectina s6 apresentou atividade
antinociceptiva na maior dose administrada. Essa proteina quando administrada por via
oral apresentou atividade antinociceptiva, diminuindo a intensidade de hipernocicepgao
causada ap6s 1, 3 e 5 horas da administra¢ao de carragenina, respectivamente (PEREIRA,
2014).

Para investigar a toxicidade, Pereira (2014) fez dois tratamentos distindos por via
oral: Mo-CBP4 administrada na dose tnica de 2000 mg/kg e administrada diariamente
por 28 diasem trés doses diferentes (10, 40 e 100 mg/kg). Assim, a lectina em estudo
ndo afetou o comportamento e a massa corporea de camundongos quando administrada
por via oral, em uma dose elevada (2000 mg/kg). Também ndo desencadeou efeitos
adversos quando administrada diariamente, por 28 dias, em doses de até 10 vezes
a terapéutica. Além de estudos in vivo, avaliagdes in vitro utilizando diversas
metodologias e linhagens de células saudaveis ou cancerigenas mostraram que Mo-
CBP4 ndo apresentou efeitos cito- e genotoxicos. Portanto, Mo-CBP4 demonstrou ser uma
proteina considerada segura quando administrada em diferentes doses o que garante
vantagem em relagdo aos anti-inflamatdrios nao esteroidais (PEREIRA et al., 2011).

Recentemente, em nosso grupo de pesquisa, foi demonstrado que Mo-CBP4
protegeu contra a pancreatite aguda edematosa induzida por ceruleina em camundongos.
Mo-CBP4 administrada por via oral nas doses de 20, 40 e 80 mg/kg reduziu o edema
pancreatico de forma dose-dependente, a amilase, lipase, AST, ALT, atividade de MPO
no pancreas, no pulmao e no figado. A lectina adiminstrada na dose de 40 mg/kg por via
oral diminuiu as concentragdes pancredticas das citocinas TNF-a, IL1-f e IL-6 e também
plasmaticas de TNF-o, IL1-B, reduziu significantemente MDA no plasma e na andlise
histologica foi capaz de atenuar significantemente o infiltrado inflamatorio, a necrose no
pancreas e também de reduzir o dano pulmonar e hepatico. Em células acinares
estimuladas com colecistocinina 8, reduziu as concentra¢des de calcio citosolico e
preveniu a necrose dessas células induzida por acido taurolitocélico. Atenuou a producao
de espécies reativas de oxigénio em neutrofilos estimulados com fMLP e PMA,
respectivamente. Além disso, foi capaz de reduzir a imunomarcagdo de COX-2, TNF-o,
iNOS e NFkB no pancreas (LUZ, 2017).

Além das atividades anti-inflamatoria e antinociceptiva, Mo-CBP4 ja demonstrou
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atividade antidermatofitica em ensaios in vivo e in vitro. Lopes (2016) demonstrou que
Mo-CBP4 na concentracao de 250 pg/ml foi capaz de inibir em 35% o crescimento de
cepas de T. mentagrophytes e foi capaz de inibir em 50% a germina¢do dos microconidios
deste fungo. Foi constatada que a ag¢do antifungica da lectina independe do seu sitio de
ligagdo a N-acetil-D-glucosamina. Em ensaios in vivo em camundongos, Mo-CBP4 nas
doses de 5 e 10 mg/g foi capaz de reduzir a gravidade das lesdes e o tempo de infecgdo
causados por 7. mentagrophytes. Curiosamente, a lectina mostrou melhor agdo na menor
dose utilizada (5 mg/g) e pode ter exercido sua agdo antifungica por ter se ligado a quitina

da parede celular ou interferindo na permeabilidade da membrana celular fingica.
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2. JUSTIFICATIVA

A cistite hemorragica induzida por oxazafosforinas continua a ser um problema
ameacador da vida de pacientes que utilizam essa classe de antineoplésicos. Apesar da
utilizacao frequente do mesna, um tio-composto utilizado na profilaxia, a cistite ¢ um
efeito colateral clinicamente significativo e ainda continua sendo tema de diversos

ensaios experimentais.

Mesna, apesar de ser o agente uroprotetor mais usado na clinica, ndo impede
completamente o dano causado a bexiga pois € um farmaco restritamente profilatico. De
acordo com Lima et al. (2007), uma porcentagem significativa de pacientes tratados com
mesna apresentaram discretas alteragdes macroscopicas como: edema leve, hemorragia
com hematomas mucosos e telangiectasia bem como alteracdes histopatoldgicas: edema,

erosao, exocitose, hialinizagdo e esclerose significativas nas bexigas.

Diante disso, a busca por alternativas terapéuticas que possam ter eficacia
quando administradas isoladamente ou concomitante ao uso de mesna podem trazer
contribuicdes significativas para a prevengdo e tratamento dos efeitos colaterais destes

quimioterapicos.

Atualmente, ¢ grande o interesse da industria farmacéutica pelo uso da
biodiversidade como fonte de novos medicamentos. O uso de produtos naturais como
ponto de partida para o desenvolvimento de novos medicamentos oferece vantagens
como: existéncia de uma grande variedade de estruturas quimicas, economia, fonte de
novas moléculas para alvos moleculares complexos, considerando-se ainda o fato de
serem uma fonte bioldgica renovavel, cuja obtengdo racional ndo causara efeitos sobre o
meio ambiente. Além disso, efeitos colaterais associados a terapia convencional,
justificam o crescimento destas pesquisas € o aumento na venda desses produtos. Assim,

a busca de alternativas terapéuticas em recursos naturais deve ser vista como uma

importante estratégia cientifica.

E bem relatado na literatura que as lectinas vegetais podem apresentar atividade
anti-inflamatéria em diversos modelos de inflamacgao, inclusive no modelo de cistite
hemorragica como demonstrado por Assreuy et al. (1999), tornando relevante a

investigagdo da atividade de Mo-CBP4 neste estudo.

Mo-CBP4 € uma lectina isolada das sementes da Moringa oleifera Lamarck que

apresenta um bom rendimento protéico (6,33%) quando submetida ao processo de
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purificagdo, apresentando uma vantagem em relagdo a outras lectinas vegetais.
Experimentalmente, ja demonstrou desempenhar potente atividade anti-inflamatoria e
antinociceptiva em modelos de inflamacao aguda quando administrada por via oral,
endovenosa e intraperitoneal (PEREIRA et al., 2011; PEREIRA, 2014; LUZ, 2017).
Diante disso, devido a sua potente acdo anti-inflamatéria e por apresentar estabilidade a
variagoes de pH sendo resistente a acdo de proteases do trato gastrointestinal e a altas
temperaturas, além de ser uma lectina bastante segura quando administrada em altas doses
ndo causando efeitos toxicos ou adversos, garantindo vantagem em relacdo aos anti-
inflamat6rios ndo esteroidais, Mo-CBP4 neste estudo também pode vir a ser uma opgao

terapéutica futura para profilaxia da cistite hemorragica.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar o efeito da lectina isolada de sementes de Moringa oleifera Lamarck (Mo-

CBP4) na prevengao da cistite hemorragica induzida por ifosfamida em camundongos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito da Mo-CBP4 sobre a formacdo de edema e hemorragia no modelo
de cistite hemorrdgica induzida por ifosfamida;

e Avaliar a atividade anti-inflamatéria da Mo-CBP4 na anélise histopatoldgica;

e Investigar se a atividade anti-inflamatdria da Mo-CBP4 ocorre através da inibi¢do
da migracdo leucocitaria, via modulacdo da liberacdo de citocinas inflamatdrias
(IL-1B, IL-8, TNF-a), via reducdo da imunomarcacdo de COX-2 e através do
aumento da atividade de GSH.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Farmacos, corantes, reagentes e anticorpos

Acido 5,5-ditiobis(2-nitrobenzoico);

Acido etilenodiamino tetra-acético;

Acido tricloroacético;

Anticorpo biotinilado secundério de cabra anti-IL-1p (R&D Systems)
Anticorpo biotinilado secundario de cabra anti-TNF-a (R&D Systems)
Anticorpo primdrio policlonal anti-IL-1p (R&D Systems);
Anticorpo primario policlonal anti-IL-8 (Dako);

Anticorpo primario policlonal anti-TNF-a (Abcam);
Anticorpo primadrio policlonal de cabra Anti-COX-2 (Abcam);
Azul de Evans (Sigma);

Cloreto de sodio estéril 0,9% (Pharmace);

Cloridrato de ketamina 10% (Dopalen®- Vetbrands);
Cloridrato de xilazina 2% (Anasedan®- Vetbrands);

Eosina (Merck);

Formamida (Dindmica);

Formol tamponado a 10%;

Glutationa (Sigma);

Hematoxilina (Merck);

Heparina sédica (Cristalia);

Ifosfamida (Holoxane®) (Baxter);

Mesna (Mitexan®) (Baxter);

NADPH (Sigma);

Nitrato redutase (Sigma);

Nitrito de sédio;

O-dianisidine (Sigma);

Tampdo 1 (NaCl, EDTA dissédico e tampdo fosfato de s6dio);
Tampao fosfato de sédio;

Tampao HTAB (hexadeciltrimetilamo6nio);

Tris-Acido cloridrico;

45
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4.2 Equipamentos e materiais

Agitador para tubos de ensaio (Labnet);

Balanca analitica digital, modelo Ay220 (Shimadzu);
Balanca para pesagem de animais, modelo ID-1500 (FILIZOLA);
Banho maria, modelo 100 (Fanem);

Camera fotografica Nikon 1.20;

Computador, modelo Flatron (LG);

Estufa, modelo MAO033 (Marconi);

Freezer -80°C (Thermo Scientific);

Homogeneizador (Ultra Sirrer);

Lamina lisa para miscroscopia 26x76 mm;

Laminula 24x32 mm;

Leitor de Elisa, modelo Expert Plus (ASYS);

Luva cirurgica (luvatex);

Micro centrifuga refrigerada, modelo NT 805 (Nova técnica);
Micropipeta 1000 ul (Peguepet);

Micropipeta 20 ul (Digipet);

Micropipeta multicanal (Eppendorf);

Microscépio 6ptico (ZEISS);

Pingas cirurgicas;

Placa estéril de 96 pocos;

Tesoura de ponta fina 11,5cm (QUINELATO fRICL);
Tubos de falcon de 15 ml.

4.3 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss albinos (Mus musculus) fémeas, com massa

corpdrea entre 25 a 30 gramas, provenientes do Biotério Central do Campus do Pici —

UFC e mantidos no Biotério setorial do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de

Medicamentos (NPDM). Todos os animais foram acondicionados em gaiolas apropriadas,

recebendo racdo e agua a vontade, sob condi¢des adequadas de luz e temperatura,

permanecendo nas mesmas condi¢cdes ambientais durante os experimentos. O protocolo

experimental foi submetido & Comissdo de Etica para o Uso de Animais (CEUA) da
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Universidade Federal do Ceara e foi aprovado sob protocolo n® 91/2015.

4.4 Isolamento e purificacao da lectina de Moringa oleifera Lamarck (Mo-CBPy)

O processo de purificacdo e liofilizagao foi realizado no Laboratdrio de Toxinas
Vegetais do Departamento de Bioquimica e Biologia Molelular - UFC sob coordenagao
da Profa. Dra. Ilka Maria Vasconcelos seguindo a metodologia descrita por Pereira et al.
(2011) e Pereira (2014). Esta proteina purificada foi fornecida para o nosso laboratério na
sua forma liofilizada.

Inicialmente a farinha das sementes de Moringa oleifera foi colocada em contato
com tampao Tris-HCI 0,05 M, pH 8,0, contendo NaCl 0,15 M, na propor¢do 1:10 (m/v)
e deixada sob agitagdo moderada por 4 horas a 4 °C. Em seguida, a suspensao foi filtrada
e centrifugada a 15.000 x g, 30 minutos a 4 °C. O sobrenadante obtido foi filtrado e
denominado extrato total. Este extrato foi entdo submetido a dialise exaustiva contra agua
destilada, em membrana de porosidade de 12 kDa, 4 °C, sob agitagdo moderada. A
suspensdao obtida foi centrifugada novamente. O material proteico presente no
sobrenadante (fragao albuminica) foi liofilizado e ressuspendido em tampao de equilibrio
para a cromatografia de afinidade em matriz de quitina equilibrada com tampao Tris-HCl
0,05 M, pH 8,0, contendo NaCl 0,15 M. As proteinas ligantes a quitina foram eluidas com
acido acético 0,05 M. As fragdes eluidas foram monitoradas por leitura de absorbéncia a
280 nm. O pico proveniente da eluicdo com acido acético (Pac) foi reunido e dialisado
contra agua destilada e liofilizado. O Pac foi ressuspendido em 2 mL de tampao de
equilibrio e centrifugado a 8.000 x g, por 5 minutos, a 4 °C e o sobrenadante foi aplicado
na coluna de matriz de CM-Sepharose™ Fast Flow (GE Helthcare), previamente
equilibrada com tampao acetato de sodio 0,05 M, pH 5,2. As proteinas foram eluidas em
fluxo continuo de 30 mL/h, em fra¢des de 3 mL. A cromatografia foi monitorada através
de leituras de absorbancia a 280 nm. Todas as proteinas eluidas receberam a denominagao
de Mo-CBP, acrescidas de um niimero na ordem em que foram eluidas. Mo-CBP4 foi o
pico eluido com tampao de equilibrio acrescido de NaCl 0,6 M. O rendimento protéico
de Mo-CBP4 foi de 6,33% a partir de 100% do extrato total (PEREIRA, 2014).

Mo-CBPy liofilizada foi armazenada a 4 °C em microtubos de polietileno e
solubilizada em solucdo salina estéril (0,9%) imediatamente antes de iniciar os

procedimentos experimentais.
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Figura 8. Esquema de purificagdo de Mo-CBP4 a partir da farinha delipidada das sementes de Moringa
oleifera (Fonte: PEREIRA, 2014).

4.5 Protocolo experimental

4.5.1 Indugio da Cistite Hemorragica

Os camundongos Swiss fémeas receberam injecdo intraperitoneal (i.p.) de
Ifosfamida (400 mg/kg) para inducdo da cistite hemordgica. Os animais foram
eutanasiados por deslocamento cervical apds 12h, de acordo com outros estudos (LEITE
et al., 2015; MACEDO et al., 2012, MOURAO, 2012). Em seguida, através de incisdao
abdominal as bexigas foram removidas, desprezando-se o conteido urindrio através de
uma leve pressao. As bexigas foram entdo pesadas e algumas imersas em formol a 10%

para posterior confec¢ao das laminas para anélise histopatoldgica.
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4.5.2 Avaliacao do efeito da Mo-CBP4 na cistite hemorragica induzida por
ifosfamida

Para a investigacdo dos efeitos anti-inflamatdrios da Mo-CBP4 0s camundongos
receberam injecdo endovenosa da lectina nas doses de 10, 20 e 40 mg/kg. Essas doses
foram escolhidas baseadas no estudo de Pereira (2014) tendo como objetivo a escolha da

menor dose capaz de desencadear um efeito anti-inflamatério desejado.

4.5.3 Grupos experimentais
A. Grupo salina
Esse grupo foi constituido por 6 animais que receberam apenas solucao fisioldgica
estéril 0,9% por via intraperitoneal.
B. Grupo Ifosfamida
Esse grupo foi constituido por 6 animais que receberam Ifosfamida (Holoxane®-
Asta Médica, Brasil; 400 mg/kg) diluida em solugdo fisioldgica estéril 0,9% por via
intraperitoneal.
C. Grupo Ifosfamida + Mesna
Esse grupo foi constituido por 6 animais que receberam Mesna (Mitexan®;
80mg/kg) por via intraperitoneal como droga padrido comercializada diluida em solucdo
fisiologica estéril 0,9% 30 min antes, 4 e 8h apds a ifosfamida. A dose de mesna utilizada
corresponde a 20% da dose de ifosfamida conforme ocorre na clinica e a via de
administracdo de mesna foi escolhida baseada em estudos experimentais (BATISTA et
al., 2007; VIEIRA et al., 2003, 2004).
D. Grupo Ifosfamida + Mo-CBP4
Esse grupo foi constituido por 18 animais que receberam Mo-CBP4 por via
endovenosa diluida em solugdo fisioldgica estéril 0,9% 30 min antes, 4 e 8h apds a
ifosfamida nas seguintes doses:
o 10 mg/kg (6 animais);
o 20 mg/kg (6 animais);
o 40 mg/kg (6 animais).
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Figura 9. Protocolo experimental. Os animais foram divididos em 4 grupos experimentais: salina 0,9%
(grupo A); Ifosfamida 400 mg/kg (grupo B); Ifosfamida 400 mg/kg + mesna 80 mg/kg (grupo C) e
ifosfamida 400 mg/Kg + Mo-CBP4 10; 20 e 40 mg/Kg (grupo D). Foi realizado um pré tratamento com
mesna e Mo-CBP; meia hora antes e 4 e 8h apds a administragdo de IFO; IFO e salina 0,9% foram
administradas isoladamente como controles. Apds 12h da administracdo de IFO e salina 0,9% foi realizada
a eutandsia em todos os grupos experimentais. (Fonte: préprio autor).

4.6 Parametros avaliados na Cistite Hemorragica

4.6.1 Avaliacao do Peso Umido Vesical

Ap6s a remocao da bexiga e desprezo do contetido urinério, as bexigas foram
pesadas, sendo o peso imido vesical expresso em mg/20g de peso de animal. O edema

vesical foi quantificado por aumento do peso imido vesical, reportado como média +

EPM/20g de peso de animal.

4.6.2 Analise Macroscépica
ApOs a avaliagdo do peso umido vesical as bexigas foram removidas, cortadas e
analisadas visualmente quanto ao edema e hemorragia de acordo com os Critérios de Gray
et al. (1986):
Edema:
e Severo (3+): quando fluido € visto externa e internamente na parede da bexiga;
e Moderado (2+): quando o edema € confinado a mucosa interna;
e Intermedidrio (1+): aspecto entre normal e moderado;

e Ausente (0): aspecto normal.
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Hemorragia:
e (3+): codgulos intra-vesicais;
e (2+): hematomas na mucosa;
e (1+): telangiectasia ou dilatagdo dos vasos vesicais;

e (0): normal.

4.6.3 Quantificacdo da Permeabilidade Vascular pelo Método do Azul de
Evans

O aumento da permeabilidade vascular vesical foi avaliada por meio do
extravasamento do corante Azul de Evans, que é um corante que se liga a albumina
plasmidtica, e quando ha o extravasamento de albumina e formacdo de edema, o corante
estard presente. O corante foi injetado por via endovenosa no plexo retro orbital na dose
de 25 mg/kg meia hora antes dos animais serem eutanasiados. As bexigas foram
removidas, o contetido urindrio foi desprezado e foram incubadas em eppendorfs
contendo solucao de formamida (1 ml/bexiga) a 56°C por 72h para a extracao do corante.
O corante extraido foi determinado pela medida na mudanca da absorbancia a 630 nm em
leitor de ELISA. A permeabilidade vascular foi medida como parametro e expressa em

pg de Azul de Evans/20g do peso da bexiga (média + EPM).

4.6.4 Analise Histopatologica

Todo o processo de confeccgao das 1aminas e andlise histopatoldgica foi realizada
em colaboracdo com o Nucleo de Estudos em Microscopia e Processamento de Imagens
do Departamento de Morfologia — UFC, sob coordenagado da Profa. Dra. Gerly Anne Brito
e sob orientacdo da Profa. Dra. Renata Leitao.

Ap6s o desprezo do contetido urindrio, as bexigas foram imersas em formol
tamponado a 10% durante 24h, posteriormente foram imersas em édlcool, desidratadas e
incluidas em parafina. Foram cortadas longitundinalmente ao meio e divididas em lado
direito e esquerdo. Os cortes foram obtidos na espessura de 5 um e corados pelas técnicas
da hematoxilina-eosina (HE). Posteriormente, foram analisadas no microscépio optico.
As alteragdes histolégicas coradas pelo HE foram determinadas de acordo com os

Critérios de Gray et al. (1986):
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e Alteracdes intensas (2+) — Caracterizadas por exulceracdo da mucosa, varias
ulceras, edema acentuado, infiltrado inflamatério, depdsito de fibrina e
hemorragia;

e Alteracdes discretas (14+) — Caracterizadas por reducdo do nimero de células
epiteliais uroteliais devido a descamacdo, apagamento das dobras de mucosa
habituais em virtude do edema submucoso, hemorragia discreta e poucas tlceras;

e Histologia normal (0) — Caracterizada por epitélio urotelial normal, auséncia de

infiltrado inflamatério e de dlceras.

4.6.5 Imunohistoquimica

Todo o processo de confecccdo das laminas e andlise imunohistoquimica foi
realizada em colaboragdo com o Nicleo de Estudos em Microscopia e Processamento de
Imagens do Departamento de Morfologia — UFC, sob coordenacdo da Profa. Dra. Gerly
Anne Brito e sob orienta¢ao da Profa. Dra. Renata Leitao.

Para avaliar a marcacdo da enzima COX-2 na bexiga foi realizada a
imunohistoquimica para esse imunomarcador. Inicialmente as bexigas foram removidas
em inclusas em formol tamponado a 10% por 24h, posteriormente os tecidos foram
inclusos em parafina e foram realizados cortes de 4 pum para insercdo na lamina
histologica. Em seguida as laminas foram submetidas a desparafinizagdo: inseridas em
estufa a 60°C overnight e trés banhos de xilol por 5 minutos cada. Entdo os cortes foram
hidratados com dois banhos de etanol absoluto, um banho em etanol: a 90%, 80% e 70%
por 3 minutos cada. Ao final dessa etapa os cortes foram submersos em agua destilada
por 10 minutos e foi realizada a recuperagdo antigénica com tampao citrato (pH 7) por 20
minutos em banho maria (95°C). Em seguida os tecidos foram lavados com tampao
fosfato-salino (PBS) por 5 minutos. Na etapa seguinte realizou-se o bloqueio da
peroxidase com perdxido de hidrogénio a 3% por 30 minutos. Apds esse tempo, as
laminas foram lavadas com PBS e foram incubadas com os anticorpos primarios para
anti-COX2 (Abcam) por lh em temperatura ambiente. Para confec¢do dos controles
negativos os anticorpos primarios foram omitidos. Apds esse periodo, os cortes foram
lavados 3 vezes com PBS e incubados com polimero por 30 minutos. Em seguida, as
laminas foram lavadas 3 vezes com PBS durante 3 minutos cada, secadas e foi aplicado
o DAB (3,3 diaminobenzidina). DAB ¢ um cromdgeno que reage com a peroxidase do

antigeno alvo resultando em uma coloragdo marrom. Apos esse tempo a reacao foi parada
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imediatamente e a laminas foram contra coradas com hematoxilina de Mayer e
processadas para inser¢ao da laminula.

Para a analise qualitativa as bexigas foram fotografadas (aumento de 400x) e para
quantificar as células imunomarcadas foi realizada a contagem total de células (aumento
de 1000x) sem marcag¢do ¢ com marcacdo em 10 campos da lamina em um total de 4

amostras por grupo, entdo foi realizada uma regra de trés da seguinte forma:

N° total de células ---------------- 100%

N° de células marcadas -------- X

Os resultados foram expressos em Células COX-2"/%/grupo.

4.6.6 Avaliacao da Atividade de Mieloperoxidase (MPO)

A MPO € uma enzima encontrada predominantemente em granulos azuréfilos de
leucécitos polimorfonucleares e tem sido usada como indice quantitativo para avaliar a
inflamac¢do em varios tecidos (SOUZA et al., 2001).

As bexigas foram coletadas e incluidas em 200 pL de tampao (NaCl 0,1 M,
NaPO4 0,02 M, NaEDTA 0,015 M, pH 4,7), posteriormente as amostras foram maceradas
com a utilizag@o de um Pollytron e centrifugadas a 3.000 rpm durante 15 min, a 4°C. Foi
realizado um choque hipotdnico no sedimento celular (pellet) com 1.000 uLL de solugdo
NaCl 0,2%. Apés a nova centrigugacdo a 3.000 rpm durante 15 min a 4°C, o pellet foi
ressuspenso em tampao NaPO4 0,05 M (pH 54) com 0,5% de brometo de
hexadeciltrimetilamonio (HTAB) e macerou-se novamente com o Pollytron.
Posteriormente, o homogenato foi centrifugado a 10.000 rpm durante 15 min a 4°C, e
apos centrifugacao, 50 uL. do sobrenadante obtido foi colocado em placa de 96 pocos para
o ensaio. Em cada poco foram adicionados 25 pL de TMB (3, 3°, 3, 3-
tetramethylbenzidine; 1,6mM) e 100 uL de H202 (0,5 mM) e a placa foi incubada em
estufa por 5 min a 37°C. Posteriormente, a reacao foi interrompinda com acido sulfurico
4M. A quantificacdo dos neutréfilos foi realizada & partir de uma curva padrdo de
neutréfilos (1x10° neutréfilos/S0 uL no primeiro pogo). A leitura das absorbancias foi
realizada em espectofotometro a 450 nm e os resultados foram expressos como numero

de neutréfilos/mg de tecido (ALVES-FILHO et al, 2006).
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4.6.7 Contagem Diferencial Leucocitaria

Para confirmar a redu¢do da migracdo leucocitéria e identificar quais os tipos de
leucdcitos predominantes, foi realizada uma contagem diferencial nas laminas teciduais
coradas com HE no microscépio Optico na objetiva de maior aumento (1000x). Foram
contados 10 campos por 1amina em regides com predominancia de células leucocitarias e
os resultados foram expressos através da média dos 10 campos por lamina (média +

EPM).

4.6.8 Dosagem de Citocinas

Foram realizadas as dosagens das citocinas IL-1p, IL-8 e TNF-a no sobrenadante
das bexigas e IL-1p e TNF-a no soro (CUNHA et al., 2000; SAFIEH-GARABEDIAN ef
al., 1995). Inicialmente, as placas foram incubadas overnight a 4°C com anticorpos anti-
TNF-a, anti-IL-1p e anti-IL-8 murino. Apods esse processo, os anticorpos foram
removidos e as placas foram lavadas 3x com tampao PBS/Tween-20, entdo foi adicionado
290 uL de BSA para realizar o bloqueio e a incubagdo por 1h a 4°C. Apos o bloqueio, foi
realizada a lavagem das placas e 100 pL das amostras foram adicionadas. A curva padrao
foi adicionada e incubada por 2h a 4°C. Posteriormente, as placas foram lavadas e
incubadas com anticorpo monoclonal biotinilado anti-TNF-a, anti-IL-1p e anti-IL-8
diluidos (1:1000 com BSA/Tween 1%). Apds a incubagdo, as placas foram lavadas e 100
uL do complexo HRP-avidina diluido 1:5000 foram adicionados. Apds 20 min foi
adicionado o-fenilenodiamina (OPD 100uL) e as placas foram incubadas no escuro a
tamperatura ambiente por 20 min. Para interromper a reacdo enzimatica foi adicionado
H>SO4 (IM 50uL) e a densidade Optica mensurada a 450 nm em leitor de ELISA. As
concentragdes de citocinas contidas nas amostras foram calculadas a partir de uma curva
padrdo obtida por dlui¢do seriada. Os resultados foram expressos em picograma de

citocinas/mL de sobrenadante.

4.6.9 Quantificacdo de Glutationa Reduzida

A glutationa desempenha um papel central na biotransformacao e eliminacao de
xenobidticos e na defesa das células contra o estresse oxidativo (JOSEPH;
MANNERVIK; MONTELLANO, 1997). O método baseia-se no desenvolvimento de cor
amarela ao se adicionar acido 5,5 ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB), conhecido como

reagente de Ellman, a compostos de sulfidrila. DTNB e GSH reagem formando o acido
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2-nitro-5-tiobenzoico e glutationa oxidada (GSSG). As amostras sdo desproteinizadas
com 4cido tricloroacético (TCA) (SEDLAK; LINDSAY, 1968).

As amostras foram processadas a 10% com EDTA 0,02M, posteriormente 40pL
de homogenato foram colocados em eppendorf juntamente com 60ul de &cido
tricloroacético (TCA) a 10%. O material foi centrifugado a 5000rpm durante 15min a
4°C. Posteriormente foi realizada a montagem da curva padrao na placa onde inicialmente
foi adicionado 60uL de EDTA 0,02M do pogo 2A ao pogo 12A, apds isso foi adicionado
60uL de GSH 100pg/mL nos pogos 1A e 2A para entdo prosseguir com a diluicao até o
pogo 11A e descartar 60uL desse poco, pois o 12A ¢é o branco e contém somente EDTA
0,02M. 60uL das amostras foram adicionadas por poco na placa. Imediatamente antes da
leitura, foi misturado 25mL do tampao Tris EDTA + 0,65ml (650uL) do DTNB 0,01M e
foi adicionado 102pL da solugdo em cada poco. A leitura das absorbancias foi realizada

em leitor de ELISA a 412 nm e os resultados foram expressos como mg GSH/g tecido.

4.7 Analise Estatistica

Os dados foram apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). As
diferengas significativas entre os grupos foram determinadas através de Andlise de
Variancia (ANOVA) seguido do pos teste de Bonferroni. Para a analise histopatologica e
macroscopica os dados foram apresentados em medianas e determinados através do teste
de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunns. Os testes foram realizados através do
software GraphPad Prism® versdo 5.0. Valores de P<0,05 foram considerados

significativos.
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5. RESULTADOS

5.1 Efeito de Mo-CBP4 no peso imido vesical na cistite hemorragica induzida por
ifosfamida

A administragdo intraperitoneal de ifosfamida (400 mg/kg) ocasionou um
aumento significativo (67,06%) do peso iimido vesical 12h apds a sua administragdo
quando comparado ao grupo tratado apenas com salina 0,9% (p<0,05). Este aumento foi
atenuado pelos tratamentos com Mesna (80 mg/kg) em 46% e pelos tratamentos com Mo-
CBP;, nas doses de 10; 20 e 40 mg/kg que preveniram o aumento do peso umido vesical
em 24,29%, 50,80%, 61,18% respectivamente, quando comparados ao grupo tratado

apenas com ifosfamida (p<0,05), conforme mostra o gréafico 1.
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Grifico 1. Efeito de Mo-CBP4se Mesna no peso umido vesical na cistite hemorragica induzida por
ifosfamida. A Ifosfamida (400 mg/kg i.p.) induziu a um aumento no peso imido vesical 12h apos a sua
administracdo que foi atenuado pelos tratamentos com Mesna (80 mg/kg i.p.) ¢ Mo-CBP4. Os resultados
foram apresentados pelas médias =+ EPM (n=6). * p<0,05 em relagao ao grupo salina e # p<0,05 em relagdo
ao grupo que recebeu apenas ifosfamida. ANOVA seguido do teste de Bonferroni.

5.2 Efeito de Mo-CBP4 na analise macroscopica para edema e hemorragia na cistite
hemorragica induzida por ifosfamida

A cistite hemorragica observada 12h apds a administragdo de ifosfamida (400
mg/kg) foi macroscopicamente caracterizada pela presenca de edema moderado a intenso,

recebendo, de acordo com os critérios Gray et al. (1986), escores 3 (2-3) e por marcante
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hemorragia com codgulos intra-vesicais € hematomas na mucosa recebendo escores 2,5
(2-3) e sendo significativamente diferente do grupo controle tratado com salina 0,9% que
recebeu escores 0 (0-0) para ambos os parametros, conforme visto nas figuras 10 e 11 e
tabela 1. O tratamento com mesna nao foi eficaz em prevenir a formag¢do de edema,
recebendo escores 1 (0-2) e nem de hemorragia 1,5 (0-3). Os tratamentos com Mo-CBP4
nas doses de 20 e 40 mg/kg foram capazes de prevenir a formagdo de edema recebendo
escores de 1(0-1) e 0 (0-0), respectivamente, porém apenas a maior dose administrada foi
eficaz em prevenir a hemorragia com escores 0 (0-1). A lectina na dose de 10 mg/kg ndo
preveniu a formagdo de edema 2 (0-2) e hemorragia 1,5 (0-3), conforme mostram os

grificos 2 A e B e a tabela 1.
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Grifico 2 A e B. Efeito de Mo-CBP4 e Mesna sobre os aspectos macroscopicos de edema e hemorragia
na cistite hemorragica induzida por ifosfamida. A cistite hemorragica induzida por Ifosfamida (400
mg/kg i.p.) é caracterizada por presenca de intenso edema e hemorragia. Os tratamentos com Mo-CBP4 (20
e 40 mg/kg e.v.) foram eficazes em prevenir a formagdo de edema, mas apenas o tratamento com Mo-CBP4
(40 mg/kg e.v.) foi eficaz em prevenir a hemorragia na analise macroscopica. Os resultados foram
apresentados por medianas e valores minimos e maximos (n=6). * p<0,05 em relagdo ao grupo salina ¢ #
p<0,05 em relacdo ao grupo que recebeu apenas ifosfamida. Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunns.

Grupos Analise macroscopica Analise macroscopica
(Edema) (Hemorragia)
Salina 0,9% 0 (0-0) 0 (0-0)
Ifosfamida (400mg/kg) 3 (2-3)* 2,5 (2-3)*
Mesna (80mg/kg) 1(0-2) 1,5 (0-3)
Mo-CBP4 (10mg/kg) 2 (0-2) 1,5 (0-3)
Mo-CBP4 (20mg/kg) 1(0-1)# 1 (0-1)

Mo-CBP4 (40mg/kg) 0 (0-0)# 0 (0-1)#




58

Tabela 1. Efeito de Mo-CBPs e Mesna sobre os aspectos macroscépicos de edema e hemorragia na
cistite hemorragica induzida por ifosfamida. Os resultados foram apresentados por medianas e valores
minimos e maximos (n=6). * p<0,05 em relag@o ao grupo salina e # p<0,05 em relacdo ao grupo que recebeu
apenas ifosfamida. Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunns.
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Figura 10. Fotografias das bexigas dos grupos experimentais na analise macroscopica. A ifosfamida
induz a alteracdes macroscopicas na bexiga caracterizados por edema e hemorragia quando comparada ao
grupo tratado com salina. Observa-se uma redugio importante de edema nos grupos tratados com Mo-CBP4
em diferentes doses quando comparados ao mesna e a [FO (Fonte: proprio autor).

5.3 Efeito de Mo-CBP4 no aumento da permeabilidade vascular vesical na cistite
hemorragica induzida por ifosfamida

O tratamento com ifosfamida (400 mg/kg) induziu a um aumento significativo da
permeabilidade vascular (86,82%) medida através do extravasamento do Azul de Evans
nas bexigas 72h apds a administra¢do do corante quando comparado ao grupo que recebeu
apenas salina 0,9%. O tratamento com mesna (80 mg/kg) ndo foi capaz de promover uma
redugdo significativa, no entanto, o tratamento com Mo-CBP4 na dose de 20 mg/kg, que
foi escolhida para dar continuidade aos experimentos, preveniu em 60% o aumento da
permeabilidade vascular vesical quando comparado ao grupo tratado apenas com

ifosfamida (p<0,05), conforme mostra o grafico 3.



59

— 0.008+ *
1]
>
=
3
2 0.006+
(=]
£
2 0.004
2
&
o 0.0021
-]
3 ——
N
<
0.000 T Y T
Salina - Mesna Mo-CBP, 20mg/kg

Ifosfamida

Grafico 3. Efeito de Mo-CBP4 e Mesna no aumento da permeabilidade vascular na cistite
hemorragica induzida por ifosfamida. A ifosfamida (400 mg/kg ip.) induziu a um aumento na
permeabilidade vascular 72h apés a administracdo do corante Azul de Evans, que foi atenuada pelo
tratamento com Mo-CBP4 (20 mg/kg e.v.), o tratamento com mesna (80 mg/kg i.p.) ndo apresentou uma
reducdo significativa da permeabilidade vascular. Os resultados foram apresentados pelas médias + EPM
de azul de Evans (n=6). * p<0,05 em relacdo ao grupo salina e # p<0,05 em relag@o ao grupo que recebeu
apenas ifosfamida. ANOVA seguido do teste de Bonferroni.

5.4 Efeito de Mo-CBPs em parametros histopatolégicos na cistite hemorragica
induzida por ifosfamida

De acordo com os Critérios de Gray et al. (1986), ap6s 12h da administragdo de
ifosfamida (400 mg/kg) a bexiga ¢é caracterizada por intenso edema, vasos congestos,
focos hemorrdgicos, areas com predominancia de leucdcitos, predominantemente
neutrdfilos e linfocitos, e perca de fibras colagenas, recebendo escores de 2 (2-2) como
mostrado na figura 11 B, quando comparada a bexiga normal 0 (0-0) mostrada na figura
11 A. Nas bexigas tratadas com mesna (80 mg/kg) ha ainda intenso edema e perda de
fibras colagenas como mostrado em 11 C. Mas as altera¢des causadas por ifosfamida
foram reduzidas pelo tratamento com Mo-CBP4 (20mg/kg) e observa-se que praticamente
ndo ha foco hemorragico, edema, presenca de leucocitos e as fibras coladgenas estdo
integras recebendo escores 1 (0-1), como mostrado na figura 11 D. Os escores com

parametros de Gray sdo mostrado na tabela 2.
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Salina 0,9%

Ifosfamida (400 mg/kg)

Ifosfamida (400 mg/kg) + Mesna (80 mg/kg)

Ifosfamida (400 mg/kg) + Mo-CBP4 (20 mg/kg)

Figura 11. Fotomicrografias de bexigas. Analise histopatolégica representativa das paredes da
bexigas coradas por HE (Aumento de 40x). A. Bexiga normal; B. Bexigas com cistite hemorragica em
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animais tratados com Ifosfamida (400 mg/kg, i.p.). Observa-se intenso edema (setas vermelhas), vasos
congestos e focos hemorragicos. Observa-se no quadro em destaque em maior aumento (200x) vasos
congestos (seta preta) e hemacias no tecido (seta azul). C. Bexigas tratadas com Mesna (80 mg/kg i.p.).
Observa-se a presenga de intenso edema (seta vermelha) e perda de fibras colagenas. D. Bexigas tratadas
com Mo-CBP4 (20 mg/kg e.v.). Observa-se que praticamente ndo ha foco hemorragico, edema e presenga
de leucocitos, as fibras colagenas estdo integras. (Fonte: proprio autor).

Grupos Analise histopatologica
Salina 0,9% 0 (0-0)
Ifosfamida (400mg/kg) 2 (2-2)*
Mesna (80mg/kg) 1,5 (0-2)
Mo-CBP4 (20mg/kg) 1 (0-1)#

Tabela 2. Efeito de Mo-CBPs na andlise histopatologica na cistite hemorragica induzida por
ifosfamida. Os resultados foram apresentados por medianas e valores minimos ¢ maximos (n=6). * p<0,05
em relagdo ao grupo salina e # p<0,05 em relacdo ao grupo tratado apenas com ifosfamida. Kruskal-Wallis
seguido do teste de Dunns.
5.5 Efeito de Mo-CBP4 na imunomarcacio de COX-2 na cistite hemorragica
induzida por ifosfamida

O tratamento com ifosfamida (400 mg/kg) induziu a uma imunomarcagdo média
significativa de 33,72% de células marcadas quando contados 10 campos por amostra de
bexiga em um total de 4 amostras por grupo, o mesmo foi realizado com os grupos
tratados com mesna e Mo-CBP4. Os grupos tratados com mesna (80 mg/kg) e com Mo-
CBP4 (20mg/kg) apresentaram 15,27% e 6,02% de células marcadas, respectivamente,
em um total de 100% de células em 10 campos/amostra, conforme mostra o grafico 4. A

figura 12 mostra as fotomicrografias de bexigas imunomarcadas por COX-2 (400x).
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Figura 12. Fotomicrografias de bexigas. Analise imunohistoquimica representativa das bexigas com
imunomarcac¢io para COX-2 (400x). A. Bexiga normal; B. Bexigas com cistite hemorragica em animais
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tratados com Ifosfamida (400 mg/kg, i.p.). Observa-se intensa imunomarcagdo para COX-2; C. Bexigas
tratadas com Mesna (80 mg/kg i.p.). Observa-se a presenga de moderada imunomarcacdo para COX-2; D.
Bexigas tratadas com Mo-CBP4 (20 mg/kg e.v.). Observa-se uma imunomarcacao semelhante ao grupo
tratado com salina. (Fonte: proprio autor). Grafico 4. Efeito de Mo-CBPs e mesna na reducdo da
imunomarcacio de COX-2 na cistite hemorragica induzida por ifosfamida. A ifosfamida (400 mg/kg
i.p.) induziu a um aumento significativo do percentual de células imunomarcadas com COX-2, que foi
reduzido pelos tratamentos com Mo-CBP4 (20 mg/kg e.v.) e mesna (80 mg/kg i.p.). Os resultados foram
apresentados pelas médias + EPM (n=4). * p<0,05 em relagdo ao grupo salina e # p<0,05 em relagdo ao
grupo que recebeu apenas ifosfamida. ANOVA seguido do teste de Bonferroni.

5.6 Efeito de Mo-CBP4 na atividade de mieloperoxidase na cistite hemorragica
induzida por ifosfamida

O tratamento com ifosfamida (400 mg/kg) induziu a um aumento significativo
(85%) da quantidade de leucdcitos polimorfonucleares que foi quantificado indiretamente
pela atividade de MPO, quando comparado ao grupo que recebeu apenas salina 0,9%
(p<0,0001). Este aumento foi atenuado pelos tratamentos com mesna (80 mg/kg) e Mo-
CBP4 (20 mg/kg) que preveniram o aumento da atividade da enzima MPO em 94,7% e
85%, respectivamente, quando comparados ao grupo tratado apenas com ifosfamida

(p<0,0001), conforme mostra o grafico 5.

Neutréfilos
x 10%/mg de tecido

# —

e _
Mesna Mo-CBP, 20mg/kg

Ifosfamida

Grifico 5. Efeito de Mo-CBP4 e Mesna sobre a migracio de neutrofilos na cistite hemorragica
induzida por ifosfamida. A Ifosfamida (400 mg/kg i.p.) induziu a um aumento significativo da quantidade
de leucécitos polimorfonucleares, que foi atenuado pelos tratamentos com Mo-CBP4 (20mg/kg e.v.) e
Mesna (80mg/kg i.p.). Os resultados foram apresentados pelas médias + EPM do niimero de neutréfilos/mg
de tecido (n=6). * p<0,0001 em relagdo ao grupo salina e # p<0,0001 em relagdo ao grupo que recebeu
apenas ifosfamida. ANOVA seguido do teste de Bonferroni.
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5.7 Efeito de Mo-CBP4 na reducio do infiltrado linfocitario e neutrofilico na cistite
hemorragica induzida por ifosfamida

O tratamento com ifosfamida (400 mg/kg) induziu a um aumento significativo
(93%) da quantidade leucocitos totais no tecido. Dentre os leucdcitos, 54% eram
neutrofilos e 46% linfocitos. Esse aumento foi considerado significativo quando
comparado ao grupo que recebeu apenas salina 0,9% (p<0,05) e foi atenuado pelo
tratamento com mesna (80 mg/kg) que foi capaz de reduzir o infiltrado linfocitario e
neutrofilico em 42% e 54% respectivamente ¢ Mo-CBP4 (20 mg/kg) que reduziu o
infiltrado linfocitario e neutrofilico em 75% e 77% respectivamente, quando comparados
ao grupo tratado apenas com ifosfamida (p<0,05), conforme mostram os graficos 6 A, B

e C.
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Graficos 6 A, B e C. Efeito de Mo-CBP4e Mesna no infiltrado inflamatério de leucécitos, linfécitos e
neutréfilos na cistite hemorragica induzida por ifosfamida. A ifosfamida (400 mg/kg i.p.) induziu a um
aumento significativo da quantidade de leucdcitos totais, linfocitos e neutrofilos na contagem de 10 campos
de tecido (aumento de 1000x), que foi atenuado pelos tratamentos com Mo-CBP4 (20 mg/kg e.v.) e Mesna
(80 mg/kg i.p.). Os resultados foram apresentados pelas médias £ EPM do numero de células/lamina (n=6).
* p<0,05 em relagdo ao grupo salina e # p<0,05 em relagdo ao grupo que recebeu apenas ifosfamida.
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ANOVA seguido do teste de Bonferroni.

5.8 Efeito de Mo-CBPs nas concentracoes de IL-1B, IL-8, TNF-a na cistite
hemorragica induzida por ifosfamida

O tratamento com ifosfamida (400 mg/kg) induziu a um aumento significativo das
concentragdes de IL-1B (27%), IL-8 (95%) e TNF-a (21%) no tecido quando comparado
ao grupo que recebeu apenas salina 0,9% (p<0,05). O aumento das concentragdes de IL-
1B, IL-8 e TNF-a no tecido foi atenuado pelos tratamentos com mesna (80 mg/kg) e Mo-
CBP4 (20 mg/kg) que preveniram o aumento da liberag¢do de IL-1p em 16,24% e 26,69%,
respectivamente, bem como TNF-a em 21,17% e 19,75% quando comparados ao grupo
tratado apenas com ifosfamida (p<0,005), porém em relacdo a IL-8 apenas o tratamento
com Mo-CBPs (20 mg/kg) preveniu o aumento da liberagdo em 53,16%, conforme

mostram os graficos 7 A, B e C.
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Grificos 7 A, B, C. Efeito de Mo-CBP4e mesna na reducao da liberacio de IL-1p, IL-8 e TNF-a na
cistite hemorragica induzida por ifosfamida. A ifosfamida (400 mg/kg i.p.) induziu a um aumento
significativo das concentra¢des de IL-1p, IL-8 e TNF-a na bexiga, que foi prevenido pelos tratamentos com
Mo-CBP4 (20 mg/kg e.v.) e mesna (80 mg/kg i.p.). Os resultados foram apresentados pelas médias + EPM
(n=6). * p<0,05 em relagdo ao grupo salina e # p<0,05 em relacdo ao grupo que recebeu apenas ifosfamida.

ANOVA seguido do teste de Bonferroni.
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5.9 Efeito de Mo-CBPs4 na concentracio de glutationa na cistite hemorragica
induzida por ifosfamida

O tratamento com ifosfamida (400 mg/kg) induziu a uma redugdo significativa (78,97%)
da concentracao de glutationa quando comparada ao grupo que recebeu apenas salina
0,9% (p<0,05) e foi recuperada pelo tratamento com Mo-CBP4 (20 mg/kg) que foi capaz
de induzir um aumento da concentragdo de GSH em 80,55%, quando comparado ao grupo
tratado apenas com ifosfamida (p<0,05), No entanto, o tratamento com mesna (80 mg/kg)

nao foi capaz de promover um aumento significativo, conforme mostra o grafico 8.
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Grifico 8. Efeito de Mo-CBPs e mesna no aumento da concentracio de glutationa na cistite
hemorragica induzida por ifosfamida. A ifosfamida (400 mg/kg i.p.) induziu a uma reducao significativa
da concentragdo de glutationa na bexiga, que foi aumentada pelos tratamentos com Mo-CBP4 (20 mg/kg
e.v.) e mesna (80 mg/kg i.p.). Os resultados foram apresentados pelas médias + EPM (n=6). * p<0,05 em
rela¢do ao grupo salina e # p<0,05 em relagdo ao grupo que recebeu apenas ifosfamida. ANOVA seguido
do teste de Bonferroni.
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6. DISCUSSAO

Neste modelo de cistite hemorragica foi demonstrado que a lectina de sementes
de Moringa oleifera Lamarck (Mo-CBPs) exerceu efeito anti-inflamatorio através da
redugdo de: edema, migragdo de leucocitos, liberacdo de citocinas pro-inflamatorias,
imunomarcagdo de COX-2 e aumento da concentragdo de glutationa, apresentando efeito
protetor na cistite hemorragica.

A diminuicdo do rolamento e migracao neutrofilica atraves do processo de
quimiotaxia estd diretamente relacionada a diminuigdo das concentracdes de TNF-a e IL-
1B liberadas por macrofagos teciduais, ambas as citocinas apresentam varios papéis na
resposta inflamatéria, principalmente ativagdo dos leucocitos e ativacdo de outros
mediadores inflamatdrios (iNOS, COX-2 e ROS), onde COX-2 promove a formacao de
PGE2. Todos esses mediadores desempenham um papel fundamental na patogénese da
cistite hemorragica (RIBEIRO et al., 2012) e baseado no conhecimento acerca deles,
inimeras vias pré-inflamatorias iniciadas pela acroleina podem ser alvos terapéuticos de
novos farmacos uroprotetores para reduzir esse processo inflamatoério.

Os estudos com lectinas e, em especial com a Mo-CBP4, veem demonstrando a
ampla variedade de efeitos farmacoldgicos, onde as atividades anti-inflamatoria e
antinociceptiva se destacam em modelos de inflamagao (LUZ, 2017; PEREIRA et al.,
2011; PEREIRA, 2014)

Baseado nos dados obtidos por Pereira (2014), que utilizou trés doses de Mo-CBP4
(0,1; 1T e 10 mg/kg) para tratamento por via endovenosa, no presente estudo para
tratamentos pré e pos a administracdo de ifosfamida foram estabelecidas trés doses
atoxicas (10, 20 e 40 mg/kg), de acordo com estudos toxicoldgicos ja realizados, que
foram administradas também por essa via a fim de reduzir o processo inflamatorio.
Também foi utilizado um grupo tratado com mesna (80 mg/kg) por via intraperitoneal por
ser a droga mais utilizada na clinica atualmente por pacientes em tratamento com
oxazafosforinas (MATZ; HSIEH, 2017).

De acordo com Ribeiro et al. (2002) os principais mediadores relacionados a
patogénese da doenca (IL-1B e TNF-a) comecam a ser liberados ou expressos somente
12h apds a administracao de ifosfamida, portanto a escolha das doses das drogas, vias de
administracao, tempo de pré-tratamento e de eutanasia dos animais foram determinados
de acordo com a padroniza¢do do modelo de cistite hemorragica, que € bastante efetivo e
aplicavel, estabelecido pelo laboratério LAFICA que h4 anos vem estudando os

mediadores inflamatorios envolvidos na patogénese e os possiveis agentes uroprotetores
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para essa patologia (BATISTA et al., 2007; LEITE et al., 2015; LIMA et al., 2007;
MACEDO et al., 2007, 2008, 2010, 2011, 2012; MOURAO, 2012; RIBEIRO et al.,
2002).

Neste estudo, o modelo foi reproduzido apropriadamente e inicialmente foi
realizada a mensuragdo do peso umido vesical, que ¢ um médodo bastante usado para
quantificar a formacao de edema. Posteriormente foi realizada a analise macroscdpica de
acordo com os Critérios de Gray (GRAY et al., 1986), que apesar de terem sido descritos
ha alguns anos ainda sao utilizados atualmente em boa parte dos estudos relacionados a
cistite hemorragica com o intuito de avaliar a presenga de edema e hemorragia. O grupo
tratado com ifosfamida apresentou evidéncias caracteristicas de cistite hemorrdgica pois
na andlise macroscopica as bexigas foram caracterizadas pela presenca de edema
moderado a severo, corroborando com a andlise do peso imido vesical, e hemorragia
marcada com hematomas na mucosa e codgulos intravesicais, corroborando com Ali et
al. (2014).

O processo inflamatorio € caracterizado por sinais cldssicos que sdo: edema,
calor, rubor, dor e perda da fungdo. Para que ocorra a formagdo de edema, inicialmente
ocorre vasodilatagdo que funciona como aumento na pressao hidrostatica, onde acarreta
a saida do liquido do interior dos vasos para o intersticio. Quando isto acontece ha
também uma diminuicao da pressdo osmotica, por conta desse desequilibrio a reabsorc¢ao
do liquido fica comprometida resultando em acimulo de liquido no meio extravascular.
A hemorragia ¢ ocasionada por ruptura de um vaso sanguineo e morfologicamente ha
formacao de petéquias, purpura, equimose ¢ hematoma (ROBBINS et al., 2010).

Mo-CBP4 quando administrada nas doses de 20 e 40 mg/kg mostrou-se capaz de
prevenir a formacdo de edema na andlise macroscopica e em relagdo a analise
macroscopica para avaliar a hemorragia, apenas a dose de 40 mg/kg da lectina foi capaz
de reverter esse parametro, demonstrando com esses dados que o efeito de Mo-CBP4 ¢
dose-dependente.

Apesar da maior dose analisada ter demonstrado melhores resultados, foi
escolhida a dose de 20 mg/kg para dar continuidade aos experimentos seguintes, visto
que apesar da lectina apresentar bom rendimento protéico (6,33%) durante o processo de
purificagdo, sabe-se que uma dose para ser ideal deve ser a minima necessaria para que
se tenha o efeito terapéutico desejado.

Mo-CBP4 (20 mg/kg) mostrou-se bastante eficaz em prevenir a formagdo de

edema causado pela ifosfamida que foi confirmado pela redu¢do da permeabilidade
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vascular. Esse modelo de avaliagdao do aumento da permeabilidade vascular consiste na
administracdo do corante azul de Evans por via endovenosa, este corante liga-se a
albumina plasmatica, consequentemente se houver formac¢do de edema na bexiga urindria
o corante estara presente. Os dados obtidos corroboraram com Pereira ez al. (2011) e LUZ
(2017) que observaram que esse efeito antiedematogénico de Mo-CBP4 nos modelos de
permeabilidade vascular induzida por 4dcido acético e pancreatite aguda induzida por
ceruleina foi dose-dependente. As lectinas de Dioclea violacea e D. guianensis também
promoveram a redu¢do de ambos os pardmetros na cistite hemorragica (ASSREUY et al.,
1999), bem como a lectina das sementes de Lonchocarpus araripensis e Acacia
farnesiana que ocasionaram a mesma acao farmacoldgica em reduzir a permeabilidade
vascular e prevenir a formacdo de edema de pata provocados por carragenina
(ABRANTES et al., 2013; PIRES et al., 2016). As lectinas de Bauhinia bauhinioides
(BBL) e de Clitoria fairchildiana também preveniram a formacdo de edema de pata
ocasionado por carragenina (GIRAO et al., 2015; LEITE et al., 2012).

A prevencdo da formacdo do edema através da inibicao do aumento do peso imido
vesical e da permeabilidade vascular pode ter sido desencadeada devido a diminui¢do da
liberacdo de TNF-a. De acordo com Gomes et al. (1995) que realizaram um pré-
tratamento de animais com soro anti-TNF-o foi obeservada uma redug¢do de ambos os
parametros e segundo Leite ef al. (2015) quando os animais foram tratados com inibidor
de TNF-a (infliximabe) também houve redugdo do edema, ambos na cistite hemorréagica.

A andlise histopatoldgica das bexigas tratadas com ifosfamida mostrou um tecido
com cistite hemorrdgica que é caracterizado por intenso edema, congestdo vascular,
hemorragia, degradacdo de fibras coldgenas e dreas com predominéncia de neutréfilos e
linfécitos. A intensidade dessas alteracdes estd semelhantes ao observado em outros
estudos (ASSREUY et al., 1999; RIBEIRO et al., 2002). Porém, também ha evidéncias
histoldgicas de erosdo extensa na mucosa com ulceracdo (ALI et al., 2014; MACEDO et
al., 2012) o que nao foi constatado neste estudo.

Mo-CBP4 apresentou efeitos semelhantes a lectina de D. violacea, pois promoveu
a preservacdo de uma grande area de urotélio com integridade de fibras colagenas, mas
ainda com a presenca de hemorragia (ASSREUY et al., 1999). A andlise histopatoldgica
para edema das bexigas tratadas com a lectina na dose de 20 mg/kg corroborou com o0s
dados macroscopicos.

A migracdo leucocitdria para o tecido ¢ um evento importante da resposta

inflamatéria e o nimero de polimorfonucleares esta elevado em processos inflamatorios
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agudos, sendo a primeira linha de defesa contra patégenos (ASSREUY et al., 1999). O
processo de deslocamento dos neutréfilos ao local da lesio é chamadado de
extravasamento, que se divide em 3 etapas: 1- Marginacdo, rolamento e adesdo dos
leucdcitos para o endotélio; 2 - Transmigragdo através do endotélio (diapedese) e 3 -
Migragdo nos tecidos intersticiais em diregao ao estimulo quimiotatico (ROBBINS et al.,
2010). A liberacao de mediadores inflamatérios como histamina, PGE2 e prostaciclina ird
ocasionar vasodilatagdo e marginacdo dos neutréfilos para a periferia do vaso, apds esse
processo se inicia o rolamento. O processo de rolamento por toda a periferia vascular ¢
mediado por selectinas que, através de seu dominio lectinico, vao interagir com
carboidratos especificos presentes da membrana dos neutrofilos (ALVES-FILHO et al.,
2010). As selectinas sdo glicoproteinas existentes em 3 tipos: endotelial, plaquetéria e
leucocitaria. A selectina plaquetaria (P-selectina) € encontrada nao somente nas plaquetas
mas também em corpos Weibel-Palade nas células endoteliais. O TNF e a IL-1 induzem
uma maior expressdo de E-selectina, molécula de adesdo intracelular-1 (ICAM-1) e
molécula de adesdo vascular-1 (VCAM-1), essas células endoteliais ativadas aumentam
a adesdo dos leucdcitos (ROBBINS ef al., 2010). As selectinas participam do processo de
adesdo juntamente a imunoglobulinas e integrinas, mas as selectinas sdo as principais
envolvidas nesse processo (PANES et al, 1999). Apés essa forte adesdo ocorre a
migracdo do neutrdéfilo que atravessa para o tecido por quimiotaxia, sendo guiado por
quimiocinas, leucotrieno B4, componentes bacterianos exogenos, fragmentos do
complemento, dentre outros (JANETOPOULOS; FIRTEL, 2008; ROBBINS ez al., 2010).

Diante disso, para avaliar a presenca de leucocitos polimorfonucleares, foi
realizada a dosagem de mieloperoxidase, que tem sido usada como indice quantitativo
para avaliar a inflamacdo aguda em varios tecidos (SOUZA et al., 2001). Nas bexigas
tratadas com ifosfamida houve um aumento de MPO, sugerindo ter ocorrido infiltracdo
de neutrofilos. No presente estudo, Mo-CBP4 promoveu a diminuicdo da migracdo de
neutrofilos induzida por ifosfamida, corroborando com os resultados obtidos com a
mesma lectina nos modelos de migracdo de neutréfilos induzida por 4cido acético e
pancreatite aguda induzida por ceruleina (LUZ, 2017; PEREIRA et al., 2011),
aumentando as evidéncias de que Mo-CBP4 possui efeito inibitdrio sobre a migracao de
neutrofilos. Além disso, demonstrou ter agao semelhante as lectinas de Dioclea violacea,
D.guianensis, D.virgata, Cratylia floribunda, Canavalia boliviana e lectina das sementes
de Lonchocarpus araripensis (LAL) que inibiram a migracdo de neutrofilos para a

cavidade peritonial induzida por carragenina ou fMLP, bem como a lectina das sementes
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de Bauhinia bauhinioides, Parkia biglobosa, Clitoria fairchildiana, Canavalia
grandiflora, Acacia farnesiana e o extrato aquoso de sementes de Moringa oleifera que
ambos tiveram o mesmo efeito sobre a migracao leucocitaria induzida apenas por
carragenina (ABRANTES et al., 2013; ALENCAR et al., 1999; ARAUIJO et al., 2013;
BEZERRA et al., 2014; GIRAO et al., 2015; LEITE et al., 2012; NUNES et al., 2009;
PIRES et al., 2016; SILVA et al., 2013).

Para confirmar o resultado obtido da dosagem da atividade de MPO foi realizada
a contagem celular diferencial no tecido e de acordo com os resultados obtidos os
neutréfilos e, curiosamente, os linfocitos s@o as principais células envolvidas no efeito
anti-inflamatério da lectina. Esses achados corroboram com Macedo et al. (2012), no
entanto, a presenca de mononucleados praticamente nio € descrita em outros estudos
relacionados a cistite hemorragica.

LUZ (2017) mostrou que na anélise histopatologica Mo-CBP4 foi capaz de atenuar
significativamente o infiltrado inflamatério no pancreas de animais com pancreatite
aguda induzida por ceruleina. Pires et al. (2016) constataram que a lectina das sementes
de Lonchocarpus araripensis foi capaz de promover a reducdo da concentragdo de
neutréfilos mas ndo teve efeito sobre a concentracdo de mononucleares em modelo de
peritonite induzida por fMLP e carragenina, a lectina promoveu essa a¢cao por inibi¢ao do
rolamento e adesao leucocitéria.

A diminuicdo da migracdo de leucdcitos neste estudo, especialmente
polimorfonucleares, pode estar relacionada com a competicdo entre Mo-CBP4 e selectinas
por ligacdo a carboidrato comum presente em membranas de leucdcitos e/ou células
endoteliais, pois a inflamag¢do € mediada por lectinas de membrana (selectinas, integrinas,
imunoglobulinas) que devido a mecanismos de interacdo entre essas moléculas de adesdo,
leucécitos e células endoteliais promovem o processo de rolamento e migragdao
(ASSREUY et al., 1999; BARI et al., 2016).

De acordo com Pereira (2010), quando Mo-CBPs foi incubada com seu
carboidrato especifico (N-acetil-D-glucosamina) houve inibi¢do das contor¢des
abdominais induzida por 4cido acético, mostrando que a atividade antinociceptiva da
proteina parece independer do sitio de ligagdo a carboidrato, mas a atividade anti-
inflamatoéria parece depender dessa ligacao, pois Pereira (2014) constatou que Mo-CBP4
teve seu efeito inibido de reduzir a migragdo de neutrofilos apods a incubagdo com N-
acetil-D-glucosamina.

Vérios estudos ja demonstraram que o dominio lectinico estd diretamente
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relacionado a atividade prd ou anti-inflamatéria das lectinas (ALENCAR et al., 2013;
PINTO-JUNIOR et al., 2015). Pires et al. (2016) mostraram que lectina de sementes
isolada de Lonchocarpus araripensis, que € especifica por N-acetil-D-glucosamina, teve
seu efeito anti-inflamatdrio revertido quando incubada a esse carboidrato e foi capaz de
bloquear completamente o seu efeito inibitdrio na migrac¢ao de leucécitos, corroborando
com Alencar et al. (1999; 2005) que demonstraram que lectinas de Lonchocarpus
sericeus € Dioclea virgata inibiram a migragao de neutrofilos e o edema de pata induzidos
por carragenina. As atividades inibitorias dessas lectinas foram revertidas quando
incubadas com seus agticares especificos (a-metil mannoside e N-acetil-D-glucosamina).
Devido a semelhancga dessas lectinas em serem especificas ao mesmo carboidrato e por
Pereira (2014) ter mostrado que Mo-CBP4 teve seu efeito de reducdo da migracao de
neutrofilos inibido apds a incubacdo, esses dados nos levam a sugerir que o dominio
lectinico deve estar envolvido na atividade anti-inflamatéria da lectina também neste
modelo.

De forma pioneira neste estudo foi demonstrado que Mo-CBPs promoveu
diminui¢do da liberacdo de IL-8 e esse € outro mecanismo sugestivo para a diminui¢ao
da migracdo de leucdcitos. A interleucina 8 (IL-8/CXCLS), gerada por macréfagos e
células endoteliais, estd envolvida predominantemente nas respostas inflamatdrias agudas
e pertence a familia das quimiocinas. As quimiocinas sdo definidas como citocinas
quimiotdxicas que controlam a migracdo de leucdcitos, atuando como coordenadoras de
trafego celular durante reagdes imunoldgicas e inflamatérias. Essa citocina € classificada
em CXCLS8 pois contém duas cisteinas separadas por um residuo (RANG et al., 2016). A
IL-8 induz a reorganizagdo do citoesqueleto, alteracdes nas concentracdes de célcio
intracelular, ativacdo de integrinas e exocitose de proteinas granulares (PACCAUD;
SCHIFFERLI; BAGGIOLINI, 1990).

E pouco relatada na literatura a atividade das lectinas em relagéo a IL-8, mas os
resultados obtidos neste estudo corroboram com os estudos envolvendo a lectina de
sementes Lonchocarpus sericeus. Essa lectina reduziu a concentragdo de IL-8 no
exsudato peritoneal de camundongos estimulados com carragenina de forma dose-
dependente, no entanto apenas a maior dose administrada (10 mg/kg) promoveu esse
efeito na pata de camundongos também estimulada com carragenina (MOTA, 2008;
NAPIMOGA et al., 2007).

Outro mecanismo sugestivo para essa diminui¢do da migracdo de leucdcitos € a

diminui¢do das concentra¢des de TNF-a e IL-1p, pois o primeiro atua como um agente
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quimiotético potente, enquanto que o segundo estimula a expressdo de moléculas de
adesdo em células endoteliais (NILSSON, FOWLER, JACOBSSON, 2006; YU et al.,
2007). Ribeiro et al. (2002) demonstraram que os soros anti-TNF-a e anti-IL-1 inibiram
a capacidade das respectivas citocinas para induzir migracio de neutréfilos.

A lectina em estudo promoveu a redu¢do das concentragdes teciduais de TNF-a e
IL-1p mas ndo teve efeito sobre o aumento da liberacdo de IL-10 (dados nao
apresentados), corroborando com LUZ (2017). No entanto em outros estudos, Mo-CBP4
foi capaz de reduzir a concentragao de IL-1P e aumentar a de IL-10 no soro (PEREIRA,
2014) e reduzir as concentracdes de TNF-a e IL-1p plasmaticas (LUZ, 2017). Por conta
disso foi investigada a acdo da lectina no soro dos animais neste modelo de cistite
hemorrégica e, confirmando o descrito na literatura sobre a patogénese da doenga ser
restrita a bexiga, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos tratados com salina,
ifosfamida, mesna e Mo-CBP4 (dados ndo apresentados).

Ja foi demonstrado que o extrato aquoso de sementes de M. oleifera ¢ cMoL
(“coagulant M. oleifera lectin”) reduziram as concentragdes de TNF-a e IL-1p tanto in
vitro como in vivo, bem como as lectinas de Bauhinia bauhinioides (BBL), Lonchocarpus
sericeus ¢ Canavalia grandiflora que reduziram apenas in vivo (ARAUJO et al., 2013;
GIRAO et al., 2015; NAPIMOGA et al., 2007; NUNES et al., 2009). O bloqueio do
receptor de IL-1PB pode estar relacionado a diminui¢do do processo hemorragico, visto
que ao ser utilizado um bloqueador de receptor de IL-1 (anakinra) houve um maior
controle desse parametro na cistite hemorragica (LEITE ef al., 2015).

A reducdo da expressio de COX-2 por Mo-CBPs pode estar diretamente
relacionada a diminui¢do das concentracdes de TNF-a e IL-1p liberadas por macrofagos,
pois a COX-2 € induzida principalmente nas células inflamatdrias quando ativadas por
ambas as citocinas (RANG et al., 2016; RIBEIRO et al., 2012). Ribeiro et al. (2002)
demonstraram que ao ser utilizado um inibidor de sintese TNF-a (talidomida) e um
inibidor de sintese IL-1f (pentoxifilina) esses agentes preveniram a formagao de edema
vesical e alteracdes histopatoldgicas quando em comparagao ao grupo tratado apenas com
ifosfamida.

A COX-2 ¢ uma enzima que atua na cascata do acido araquiddnico e ¢ a isoforma
de cicloxigenase mais expressa durante o processo inflamatorio. Essa enzima € a principal
responsavel pela formagao de prostandides (prostaglandinas, prostaciclina e tromboxano)
na inflamac¢ao, onde o aumento da formacao de prostaglandinas (PGs) ird promover a

sensibilizacao nos receptores de dor ocasionando a hiperalgesia (DRAY; URBAN, 1996;
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DUBOIS et al, 1998). Porém existem algumas excecdes, pois COX-2 ¢é expressa
constitutivamente no rim, gerando prostaciclina que atua na homeostase renal e no
sistema nervoso central, onde sua fung¢ao nao esta bem elucidada (RANG et al., 2016).

Macedo et al. (2007, 2011) demonstraram que a ifosfamida promoveu alteragdes
nas fungdes motoras do trato urinario inferior dos animais, comprometendo o processo de
esvaziamento da bexiga urindria em ratos anestesiados e alterando o comportamento
contratil. Essas alteracdes podem ter sido desencadeadas pela expressdao de COX-2 na
bexiga urinaria, que tem pico de expressao 24h apos a administragao de ifosfamida, com
consequente aumento das concentragdes plasmaticas de PGE2. Além disso, em animais
tratados com etoricoxib, um inibidor de COX-2, houve uma redugdo significativa de
PGE?2. Etoricoxib, em um modelo de cistite hemorragica por administracdo intravesical
de acroleina, promoveu redugdo do peso umido vesical ap6s 12h da administracao de
acroleina, pois entre 3 e 6h nao ha expressao suficiente da enzima COX-2 para ocasionar
a diminui¢do do peso umido no animais tratados com a acroleina, comprovando que ha a
liberacdo de outros mediadores inflamatorios mais precocemente (MACEDO et al.,
2008).

Os dados obtidos neste trabalho corroboram com LUZ (2017) que também
demonstrou que Mo-CBP4 reduziu a imunomarcagdo de COX-2 na pancreatite aguda
induzida por ceruleina. Além disso, em animais tratados com o extrato hidroetandlico das
folhas e da flor de Moringa oleifera houve reducdo da marcacdo de COX-2 em
macrofagos estimulados com LPS (FARD et al., 2015; TAN et al., 2015). Bem como o
glicosidio fenolico bioativo 4 - [(2'-O-acetil-a-L-rhamnosyloxy) benzil] isotiocianato
(RBITC) obtido da M. oleifera que atenuou a expressao COX-2 de maneira dependente
da concentragao em em células RAW 264.7 também estimuladas com LPS (PARK et al,,
2011).

Mo-CBP4 também inibiu que houvesse redu¢do da concentragdao de glutationa. A
glutationa (GSH) ¢ um tiol celular de baixo peso molecular prevalente em tecidos de
animais, vegetais e microorganismos. Sua principal fungdo ¢ manter um adequado
potencial de oxidacao-reducdo nas células e atua, principalmente, na defesa celular contra
radicais livres, peroxidos e xenobidticos atuando em conjunto com as enzimas glutationa
peroxidase e glutationa-S-transferase (SIES, 1999). Para que a atividade protetora da
glutationa expressa pela reducdo de espécies oxidantes, e conseqiiente oxidagdo da GSH
a glutationa dissulfeto (GSSG) seja mantida, a GSH precisa ser regenerada através do

ciclo catalitico que ¢ desencadeado devido a atividade de trés grupos de enzimas:
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glutationa oxidase, glutationa peroxidase e glutationa redutase, onde as duas primeiras
enzimas catalisam a oxidacdo de GSH a GSSG e a glutationa redutase ¢ responsavel pela
regeneracdo de GSH, a partir de GSSG, na presenga de nicotinamida adenina
dinucleotidio fosfato (NADPH) (HUBER; ALMEIDA; FATIMA, 2008).

Ja foi demonstrado que a glutationa exerce um efeito protetor contra o processo
inflamat6rio na cistite hemorragica. Ali ef al. (2014) mostraram que animais com cistite
hemorragica induzida por ifosfamida apresentaram macroscopicamente edema moderado
a severo e hemorragia marcada com hematomas da mucosa e codgulos intravesicais. Além
disso, também tiveram alteragdes histoldgicas caracterizadas por erosdo na mucosa com
ulceragdes multiplas, infiltrado de células inflamatorias e deposicao de fibrina, alteragdes
essas que foram praticamente abolidas nos animais tratados com glutationa. Batista et al.
(2007) corroborando com esses achados demonstraram que a glutationa exerce efeito
protetor na cistite hemorragica induzida tanto por ifosfamida quanto por administracao
intravesical de acroleina, ocasionando inibi¢do do aumento do peso umido vesical bem
como prote¢do contra alteragdes histopatologicas e macroscopicas para edema e
hemorragia.

Alguns estudos ja demonstraram a importante atividade antioxidante das folhas
de M. oleifera. O extrato hidroalcoolico das folhas de Moringa oleifera ocasionou efeito
antioxidante em modelo de cistite hemorragica induzida por ciclofosfamida em ratos, pois
ocasionou a normalizagdo das concentragdes de malonaldeido e glutationa,
provavelmente por efeitos antioxidantes diretos, eliminagdo de radicais livres ou através
de protegdo contra a peroxidagdo lipidica (TAHA; AMIN; SULTAN, 2015).
Corroborando com esses dados, o extrato das folhas de Moringa oleifera também
ocasionou uma elevacdo significativa da concentracdo de glutationa no figado de animais
pré tratados com esse extrato quando comparados aos animais tratados com
acetaminofeno, que ¢ um composto responsavel por ocasionar toxicidade hepatica quando
administrado em superdosagem desencadeando o estresse oxidativo (FAKURAZI;
HAIRUSZAH; NANTHINI, 2008). Em um estudo recente em ratos com
hepatotoxicidade induzida por niquel, foi constatado que o niquel induziu a um aumento
de malondialdeido no plasma e redug¢do da concentragdo de glutationa reduzida. Foi
demonstrado que os animais que receberam uma dieta a base de folhas de M. oleifera
tiveram reducdo da concentragio de MDA e aumento da concentracdo de GSH
(ADEYEMI; AROGE; AKANIJI, 2017).

Apesar de ser o uroprotetor mais utilizado na clinica, muitos pacientes em
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tratamento com mesna ainda apresentam discretas alteragdes macroscopicas como:
edema leve, hemorragia com hematomas mucosos e telangiectasia. Em relagdo a
avaliacdo microscopica, alteracdes histopatologicas como: edema, erosao, exocitose,
hialinizagdo e esclerose sao significativas nas bexigas (LIMA et al., 2007) por ser um
farmaco restritamente profilatico. Portanto, € imprescindivel a busca por novas
alternativas terapéuticas que tenham agdo protetiva na cistite hemorrigica, visto que um
sinal caracteristico do processo inflamatério € a hiperalgesia que pode acarretar
desconforto aos pacientes.

Com base nestes resultados experimentais podemos sugerir que Mo-CBP4
desempenhou acdo anti-inflamatoria superior a0 mesna em varios pardmetros € com uma
dose 25% menor, ocasionando diminuicdo de: edema, migracdo de leucdcitos, liberagdo
de citocinas pro-inflamatdrias, imunomarcagdo de COX-2 e ocasionando efeito
antioxidante por aumento da concentracdo de GSH. Estudos ainda devem ser realizados
a fim de esclarecer o mecanismo de agdo nesse modelo para um possivel uso de Mo-CBP4
como farmaco, mas muitas proteinas ja vém sendo utilizadas como agentes terapéuticos
em condi¢des especificas sendo chamadas de biofarmacos e podem ocasionar menos
efeitos colaterais pois sdo utilizadas em baixas concentragdes. Sendo assim, Mo-CBP4
podera ser um composto natural promissor para profilaxia da cistite hemorragica atuando

isoladamente ou em associa¢ao com mesna.
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7. CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste estudo mostram o efeito anti-inflamatério da
lectina de sementes de Moringa oleifera Lamarck (Mo-CBP4) no modelo de cistite
hemorréagica induzida por ifosfamida em camundongos, a qual atua na prevencdo da
formacdo de edema, diminuicdo da migracao leucocitdria, redu¢do das concentragdes de
citocinas inflamatérias (IL-1p, IL-8 e TNF-a), reducdo da imunomarcacdo de COX-2 e
preservando a concentragdo de GSH. No entanto, mais estudos sdo necessarios para

melhor elucidar e confirmar seu exato mecanismo de acao.
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