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RESUMO 
Efeito protetor da amifostina e da via sulfeto de hidrogênio / canais de 
potássio atp- dependentes na cistite hemorrágica experimental 
 
A cistite hemorrágica (CH) é um importante efeito adverso das oxazafosforinas 
atribuído ao seu metabólito urinário Acroleína (ACR). A Amifostina (AMF), é um 
agente que protege tecidos normais contra uma grande variedade de efeitos 
tóxicos induzidos pela quimioterapia anticâncer. O envolvimento Sulfeto de 
Hidrogênio (H2S) em diversas funções fisiológicas e patológicas, bem como sua 
produção pelos tecidos dos mamíferos tem sido demonstrado em estudos 
recentes. Assim, o presente estudo objetivou avaliar efeito protetor da Amifostina 
e do H2S na CH induzida por ifosfamida (IFO) em camundongos. Para tanto, a 

CH foi induzida em camundongos Swiss machos com ACR (75 g, ive) e com 
IFO (400 mg/Kg, ip) e, após 3 e 12 horas, respectivamente, foram sacrificados e 
tiveram suas bexigas analisadas, grupos receberam administração sistêmica (ip) 
de AMF (50mg/Kg), 30 minutos antes da ACR ou IFO. Analisamos o efeito da 
AMF na apoptose, nas alterações motoras funcionais no trato urinário inferior, in 
vivo e in vitro, na expressão de mediadores e citocinas e na atividade da NOS 
induzida presentes nas bexigas dos animais com CH. Para avaliar o efeito do 
H2S  os animais foram tratados com L-cisteína (25. 50 ou 100 mg/Kg, vo) ou 
reagente de Lawesson (9, 27 ou 81 µmol/Kg, vo), num outro grupo os animais 
foram tratados com glibenclamida (10 mg/Kg, vo) 1 hora antes da L-cisteina (50 
mg/Kg, vo) ou do reagente de Lawesson ( 27 µmol/Kg, vo), após quarenta 
minutos foi induzida CH com IFO e 6 horas depois da IFO a L-cisteina e o 
reagente de Lawesson foram readministrados. Verificamos por modelagem 
computacional que a AMF tem probabilidade de interação química com a 
acroleína. Em estudos in vivo, detectamos que a ifosfamida induziu significativo 
(P<0,05) aumento do peso úmido vesical, alterações macroscópicas e 
histopatológicas, imunoexpressão de citocinas TNF-alfa, IL-1beta, e das enzimas 
iNOS e COX-2, além de aumentar o índice de apoptose e disfunção vesical. De 
forma interessante, o pré-tratamento com AMF significativamente preveniu todas 
estas alterações (P<0,05 versus ifosfamida), sugerindo seu potencial efeito 
uroprotetor. Em outra abordagem experimental, o H2S exerceu uroproteção 
(P<0,05 vs IFO) contra na lesão vesical induzida pela IFO em camundongos, 
avaliando-se o peso úmido vesical, a permeabilidade vascular, análises 
macroscópicas e microscópicas, dosagem da atividade de mieloperoxidase,  bem 
como as alterações funcionais in vitro. Tal proteção foi revertida com o pré-
tratamento dos animais com glibenclamida (P<0,05 vs L-cisteína+IFO). Portanto, 
o presente estudo evidenciou o efeito uroprotetor da amifostina, provavelmente 
por um efeito quelante de acroleína e pela modulação de eventos vasculares e 
inflamatórios da cistite hemorrágica. Adicionalmente, o sulfeto de hidrogênio 
também demonstrou efeito uroprotetor de forma dependente de canais de 
potássio ATP-dependentes. 
Palavras-chaves: Cistite Hemorrágica. Acroleína. Amifostina. Ifosfamida. Sulfeto 

de Hidrogênio.    
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ABSTRACT 
Protective effect of amifostine and hydrogen sulfide pathway / ATP-

dependent potassium channel in experimental hemorrhagic cystitis 

 Hemorrhagic cystitis (HC) is an important side effect of acrolein (ACR), a 
metabolite of the anticancer agents oxazaphosphorines. Amifostine (AMF) is a 
cytoprotective agent, which protects normal tissues from anticancer 
chemotherapy-associated toxic effects. Recent studies reported the involvement 
of hydrogen sulfide (H2S) in various physiological and pathological conditions, as 
well as the constitutive production in mammalian tissues. This study aimed to 
investigate the protective effect of Amifostine and H2S in IFO-induced HC in mice. 
Swiss male mice were injected with either ACR (75 mcg, ive) or IFO (400 mg/kg, 
ip), and were killed 3 or 12 hours, respectively. Another group of animals received 
Amifostine (AMF, 50mg/kg) 30 minutes before the ACR or IFO. Cell apoptosis, in 
vivo and in vitro bladder motor function, expression of pro-inflammatory cytokines 
and enzymes were measured. To investigate the protective effect of H2S, the 
mice were treated with L-cysteine (25. 50 or 100 mg/kg, po) or Lawesson's 
reagent (9, 27 or 81 mmol/kg, po) or glibenclamide (10 mg/kg, po) + L-cysteine 
(50 mg/kg, po). The in silico analysis showed the likely chemical interaction 
between AMF and acrolein. In in vivo studies, ifosfamide induced significant 
(P<0.05) increase in bladder wet weight, gross and histopathological changes, 
immunostaining of TNF-alpha, IL-1beta and iNOS and COX-2, as well as 
increased apoptotic index and bladder dysfunction. Interestingly, AMF 
pretreatment significantly prevented all these changes (P<0.05 versus 
ifosfamide), suggesting its potential uroprotective effect. In another experimental 
approach, the uroprotective activity of H2S was showed by the reduction of 
bladder wet weight, vascular permeability, macroscopic and microscopic injury, 
myeloperoxidase activity as well as in vitro bladder dysfunction (P<0.05 vs IFO). 
Such protection was reversed by pretreatment of animals with glybenclamide 
(P<0.05 vs L-cysteine + IFO). Therefore, the present study showed the protective 
effect of amifostine on IFO-induced HC, probably by a chelate effect on acrolein 
and the modulation of vascular and inflammatory events. Additionally, hydrogen 
sulfide also demonstrated uroprotective effect by an ATP-dependent potassium 
channel dependent manner. 

 

Keywords: Hemorrhagic cystitis.  Acrolein.  Amifostine. Hydrogen sulfide. 

Ifosfamide.
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I – INTRODUÇÃO     

 

O termo câncer é utilizado genericamente para representar um conjunto de 

mais de 100 doenças, incluindo tumores malignos de diferentes localizações. No 

Brasil, de acordo com um relatório da Organização Mundial da Saúde (OMS) as 

neoplasias malignas constituem-se importante causa de morte na população, 

representando quase 16% dos óbitos de causa conhecida (OMS, 2011).  

Não menos relevante é o impacto global do câncer, que segundo recente 

estimativa da GLOBOCAN 2012, a incidência de neoplasias malignas mais que 

dobrou nos últimos 30 anos, tendo sido notificados em  2012 cerca de 14.1 

milhões de novos casos de câncer com 8.2 milhões de óbitos. Adicionalmente, 

tem-se expectativa de 32,6 milhões de pessoas vivendo, em todo o mundo, com 

diagnóstico de câncer, após 5 anos do diagnóstico. O contínuo crescimento das 

populações, bem como seu envelhecimento afetará ainda mais significativamente 

a importância do câncer no mundo, sobretudo nos países de médio e baixo 

desenvolvimento, bem como adoção de estilos de vida que poderiam propiciar o 

aparecimento de câncer (JEMAL et al, 2011; GLOBOCAN, 2012).   

 No Brasil, as estimativas, para o ano de 2016 , serão válidas também para 

o ano de 2017 que apontaram para a ocorrência de aproximadamente 596.000 

casos novos de câncer, sendo os mais incidentes os cânceres de pele não 

melanoma, próstata, pulmão, cólon e reto e estômago, no sexo masculino e os 

cânceres de pele não melanoma, mama, colo do útero, cólon e reto e tireoide, no 

http://www.who.int/en/
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sexo feminino. Confirma-se a estimativa que o câncer de pele do tipo não 

melanoma (175.760 novos casos) será o mais incidente na população brasileira 

(INCA, 2015). 

Considerando que os sobreviventes ao câncer estão ou estarão em 

tratamento, tem-se a expectativa de que estes sofram as consequências tóxicas 

dessa terapêutica, o que constitui fator, muitas vezes, limitante para a obtenção 

de adequadas respostas clínicas aos fármacos antitumorais.  

Muitos dos efeitos colaterais decorrentes do uso de antineoplásicos se 

iniciam a partir do momento em que a renovação de tecidos normais é 

comprometida. Algumas destas substâncias, mesmo em doses terapêuticas, 

podem apresentar grande toxicidade e alguns órgãos podem ser afetados de 

forma precoce ou tardia, aguda ou crônica e em menor ou maior escala 

(BLIJHAN, 1993). 

Existem alguns efeitos adversos que são mais específicos de algumas 

classes de antineoplásicos, como a cardiotoxicidade induzida pela doxirubicina, a 

nefrotoxicidade dos derivados da platina, a neurotoxicicidade da vincristina, a 

ototoxicidade da Cisplatina e a cistite hemorrágica induzida pelas 

oxazafosforinas, ciclofosfamida e ifosfamida, a qual nos deteremos de forma mais 

detalhada a seguir (CASCIATO; LOWITZ, 1995). 

1.  Oxazafosforinas   

 As oxazafosforinas, ciclofosfamida (CFM) e ifosfamida (IFO), são ésteres 

fosforamidídicos, quimioterápicos do grupo dos alquilantes. Através dos seus 
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grupos alquilas estabelecem ligações covalentes com as bases nitrogenadas do 

ácido desoxirribonucleico (DNA), ou seja, através de radicais de hidrocarbonetos 

que se ligam a cadeias principais de compostos orgânicos. Esta alquilação leva 

então a quebra da molécula de DNA e a ligação cruzada em seu duplo filamento 

(HASKELL, 1990; CALABRESI ; CHABNER, 1990). 

 A ifosfamida é um isômero estrutural da ciclofosfamida que difere dela por 

esta conter ambos os grupos cloroetil ligados ao mesmo nitrogênio do exociclo e 

já a ifosfamida apresenta um destes grupos cloroetil ligados ao nitrogênio do 

endociclo (FIGURA 1) (SAROSY, 1989). Estas diferenças na estrutura molecular 

da ifosfamida se relacionam diretamente com suas propriedades fisico-químicas, 

como maior solubilidade em água da ifosfamida em relação a ciclofosfamida, bem 

como com diferentes propriedades farmacológicas e toxicológicas (CREAVEN et 

al., 1974; WAGNER et al., 1981; BROCK,1977 apud BRADE et al., 1986;). 

 

FIGURA 1. Estruturas químicas da ciclofosfamida e da ifosfamida 
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 1.1. Metabolismo das oxazafosforinas   

  

 As oxazafosforinas são pró-drogas, terapeuticamente inativas, ou seja, 

precisam ser primeiramente biotransformadas para se tornarem citotóxicas. Os 

metabólitos ativos tanto da ciclofosfamida como da ifosfamida são originados 

preferencialmente no fígado, (CONNORS et al., 1974 ; FRAISER et al, 1991) , 

pelo sistema de oxidases de função mista do citocromo P450. 

 Inicialmente ocorre a hidroxilação do carbono 4 do anel resultando em 4-

hidroxioxazafosforinas que se encontram em equilíbrio dinâmico com seus 

tautômeros  de anel aberto a aldofosfamida e a aldoifosfamida. Estes são 

transportados pela circulação até os tecidos susceptíveis onde são clivados por 

reação de -eliminação para mostarda de fosforamida ou mostarda de 

isofosforamida (mostardas nitrogenadas) e acroleína (ACR)               (CONNORS 

et al., 1974 ; LOW et al., 1983; CALABRESI ; CHABNER, 1990). As mostardas 

são responsáveis pelos efeitos terapêuticos citotóxicos (FISCHER, 1982 ; 

FRAISER et al., 1991), enquanto que a acroleína responderia pelo dano ao 

epitélio vesical  (COX, 1979 ; BROCK et al., 1979 apud BRADE et al., 1986 ).  

 A figura a seguir descreve o metabolismo da ifosfamida. (FIGURA 2) 

 

 

 

 

 

 

 

CICLOFOSFAMIDA  
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FIGURA 2. Metabolismo da ifosfamida 
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demonstrem uma atividade maior da aldeído desidrogenase podem apresentar-

se resistentes a oxazafosforinas   (BROCK, 1989;          LIND ; ROBERTS, 1990).  

 

1.2.  Aplicações clínicas da ifosfamida e efeitos colaterais 

 

 A ifosfamida é utilizada no tratamento de grande variedade de tumores, 

como: câncer de testículo, sarcomas de partes moles, câncer de pulmão, 

osteossarcomas, câncer de ovário e linfomas. Também pode ser utilizada como 

agente imunossupressor (BRADE et al., 1985 ; BROCK et al., 1988  ZALUPSKI; 

BAKER, 1988 ; LOEHRER, 1990. DECHANT et al., 1991).  Em alguns casos 

tumores resistentes a ciclofosfamida apresentam-se sensíveis a ifosfamida. A 

ifosfamida proporciona baixa mielossupressão e apresenta baixa resistência 

tumoral, quando comparada a ciclofosfamida, sendo portanto uma droga bem 

indicada para ser incluída em regimes combinados de quimioterapia 

antineoplásica (HIGGS et al., 1989).  

 A administração de oxazafosforinas tem sido associada a diversos efeitos 

tóxicos gerais que são comuns a outros quimioterápicos antineoplásicos como 

alopécia, náuseas e vômitos e mielossupressão relacionada à dose, 

manifestando-se por neutropenia ou trombocitopenia (KLASTERSKY, 2003).   A 

mielossupressão representa uma toxicidade dose-limitante (DE PAS et al, 2002) 

que pode ser reduzida quando é utilizado um esquema com doses fracionadas 

(MORGAN et al., 1982). 
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 As oxazafosforinas também são reponsáveis por  outras toxicidades mais 

específicas que são potencialmente ameaçadoras da vida como: cistite 

hemorrágica, nefropatia, neuropatia e cardiopatia (KLASTERSKY, 2003). 

 O aparecimento de cistite hemorrágica (CH) é bastante comum com o uso 

de ciclofosfamida e de ifosfamida, podendo este efeito urotóxico ser limitante 

para o seu uso (MOY, 2012). Essa complicação potencialmente grave é vista 

coma tendência maior com o uso da ifosfamida, possivelmente devido ao fato de 

serem usadas doses maiores que resultariam em quantidades também maiores 

de acroleína, metabólito urotóxico das oxazafosforinas, além da ifosfamida em 

seu metabolismo, também produzir cloroacetaldeído.  As manifestações deste 

efeito urotoxico são agrupadas em um conjunto de sintomas denominados 

genericamente de “LUTS” (Lower urinary tract syntoms) que vão desde sensação 

transitória de esvaziamento e irritação com freqüência e urgência urinária, disúria,  

noctúria,  desconforto suprapúbico, microhematúria até cistite hemorrágica com 

hematúria (BENNETT,  1974; SHROM et al., 1976; MOY, 2012).  

 

2. Cistite hemorrágica  

 

 Trata-se de um processo inflamatório vesical associado à hemorragia, que  

pode ser causada por diversas patologias como carcinomas, amiloidose, artrite 

reumatoide e doença do enxerto x hospedeiro; por vírus, como adenovírus, vírus 

BK, citomegalovírus, vírus do herpes simples, vírus da influenza A, vírus JP e 

papovavírus; por radiação ionizante, por toxinas, como corantes e inseticidas e 
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principalmente por algumas drogas, como esteróides anabolizantes, ela acontece 

mais frequentemente seguindo-se ao uso de agentes antineoplásicos como as 

oxazafosforinas (ciclofosfamida ou ifosfamida) (DEVRIES ; FREIHA, 1990: 

WEST, 1997; SEBER et al., 1999). 

 Cogins relatou pela primeira vez em 1959 a cistite hemorrágica induzida 

pelo uso de Ciclofosfamida (COGINS et al., 1959). Este importante efeito tóxico 

das oxazafosforinas é observado em mais de 40% dos pacientes quando são 

utilizados esquemas com altas doses para tratamento de tumores sólidos, sem 

medidas profiláticas, e foram relatadas taxas de mortalidade entre 2 a 4% quando 

ocorria hemorragia vesical maciça (PHiLlIPS et al.,1961 ; WATSON and 

NOTLEY,1973) e esta incidência de CH ocorria em mais de 70% dos pacientes 

pós transplante de medula óssea (SHEPHER et al., 1991). Crianças apresentam 

CH com doses menores quando comparadas com adultos (COGGINS et al., 1959 

; STIELLWELL; BENSON, 1988), bem como ocorre com maior frequência quando 

são feitas infusões rápidas de ifosfamida (BISOGNO et al., 2001).  

 O metábólito final tanto da ciclofosfamida como da ifosfamida, a acroleína , 

um aldeído altamente reativo e tóxico, é apontado como o agente causal da 

cistite hemorrágica. (COX, 1979 ; BROCK et al., 1979 ; KOLB et al., 1994 ; 

WAGNER, 1994)  A acroleína é formada pela quebra da aldofosfamida ou 

aldoifosfamida, no metabolismo das oxazafosforinas. Esta formação ocorre 

provavelmente dentro da bexiga, uma vez que a acroleína é muito reativa, com 

pequena meia vida biológica, além de que uma vez liberada pelo metabolismo 
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das oxazafosforinas é amplamente excretada, na urina, como ácido                     

3 – hidroxipropilmercaptúrico   (COX, 1979).  

 Estudos de Cox sugeriram a acroleína como o metabólito das 

oxazafosforinas responsável pela cistite hemorrágica (aumento do peso das 

bexigas)  (COX, 1979).  

 Chaviano e colaboradores infundiram acroleína na bexiga de ratos e 

demonstraram que esta infusão vesical provocava efeitos inflamatórios mais 

pronunciados do que aqueles induzidos pela injeção de ciclofosfamida ip, 

caracterizados por maior peso das bexigas e por maior absorção de azul de 

metileno, um indicador de dano tecidual (CHAVIANO et al., 1985).  Estes dados 

dão consistência à hipótese inicial proposta por Cox de que a acroleína é a 

substância promotora da cistite hemorrágica. 

 Batista e colaboradores demonstraram, pela primeira vez, um modelo de 

cistite hemorrágica induzida por acroleína em camundongos usando curva dose-

resposta farmacológica (25,75 e 225 µg/ bexiga) (BATISTA et al., 2006). Este 

estudo demonstrou que a administração intravesical de acroleína induziu, de 

maneira dose e tempo-dependente (3, 6, 12, 24 horas), a aumento da 

permeabilidade vascular e peso úmido vesical, confirmados pelos critério 

histopatológicos de Gray. Neste modelo, o pré tratamento com MESNA inibiu 

todas as alterações induzidas pela acroleína (BATISTA et al., 2006). Este modelo 

possui como vantagem potencial sobre a administração sistêmica de 

ciclofosfamida ou ifosfamida o fato de não exigir o metabolismo hepático para 
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formação da acroleína, além poder ser um modelo simples e útil para a avaliação 

da patogênese da CH e de novas drogas uroprotetoras (RIBEIRO et al., 2012).  

 

 

2.1.  Fisiopatologia da Cistite Hemorrágica   

 

 Até recentemente o único fato reconhecido na patogênese da Cistite 

Hemorrágica era que o metabólito urinário das oxazafosforinas, a acroleína 

(FIGURA 3), seria o principal responsável pelos eventos inflamatórios da 

inflamação vesical (COX, 1979).  

FIGURA 3. Estrutura química da acroleína 

 

 

 (COX, 1979) 

 

 No entanto, um conhecimento mais detalhado da patogênese da CH 

induzida pelas oxazafosforinas é um ponto fundamental para o desenvolvimento 

de novas estratégias de prevenção e de tratamento que sejam mais eficientes do 

que as disponíveis atualmente (RIBEIRO et al. 2012). No intuito de estudar dos 

mecanismos envolvidos na patogênese da CH foram desenvolvidos modelos 

animais. Basicamente existem dois modelos experimentais  de cistite 

hemorrágica induzida por oxazafosforinas em ratos ou camundongos: injeções 

sistêmicas de ciclofosfamida (PHILIPS et al., 1961; CAMPOBASSO ; BERRINO, 

1972; TOLLEY ; CASTRO, 1975) ou ifosfamida (RIBEIRO et al., 2002; VIEIRA et 

CH2 =CH - CHO 
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al., 2003) e injeção intravesical de acroleína (CHAVIANO et al. 1985; BATISTA et 

al., 2006 ). A escolha de um modelo animal depende de vários fatores, tais como 

acessibilidade ao animal, custos, via de administração além do que se deseja 

investigar. Nos modelos animais a CH é avaliados através de um sistema de 

escores macroscópicos de edema e hemorragia e também escores de alterações 

histológicas definidos por Gray e colaboradores (GRAY et al., 1986). O edema 

vesical também pode ser avaliado na CH experimental através da medida do 

peso úmido vesical e da permeabilidade vascular pelo extravasamento do Azul 

de Evans (SOUZA-FILHO et al., 1997). 

 As hipóteses mais recentes indicam a participação de vários fatores de 

transcrição, citocinas e enzimas induzidas. Os pesquisadores de Laboratório de 

Farmacologia da Inflamação e do Câncer (LAFICA), do Departamento de 

Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do 

Ceará vêm estudando o envolvimento de mediadores inflamatórios na 

patogênese da CH induzida por oxazafosforinas. Passaremos agora, então a 

descrever as vias e mediadores implicados na geração da cistite hemorrágica. 

 A acroleína, uma vez dentro da célula, é capaz de depletar de forma fugaz 

as reservas de agentes nucleófilos como a glutationa bem como reagir com 

proteínas e ácidos nucleicos. Também, em altas concentrações da substância, 

possui um potencial citotóxico direto. Estudos de monitoração das concentrações 

urinárias de acroleína de pacientes submetidos a tratamento antineoplásico não 

evidenciaram concentrações tão elevadas deste metabólito urinário das 

oxazafosforinas.(TAKAMOTO et al., 2004) Este fato fortalece a ideia de que o 
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dano urotelial promovido pela acroleína não decorre somente do seu efeito tóxico 

direto, mas também de outros efeito biológicos que têm sido comprovados em 

ensaios experimentais com cistite hemorrágica, eventos estes que potencializam 

ou amplificam o dano urotelial, envolvendo, principalmente os mediadores da 

resposta inflamatória. 

 O estudo pioneiro do LAFICA em cistite Hemorrágica induzida por 

oxazafosforinas foi realizado em 1994 por Lima que evidenciou o envolvimento 

de prostaglandinas, leucotrienos, PAF e NO em sua patogênese. (LIMA, 1994)  

Considerado como primeiro trabalho sobre a patogênese da cistite hemorrágica, 

o papel essencial de citocinas pró inflamatórias, como Fator de Necrose Tumoral 

 (TNF-) e Interleucina-1 (IL-1)  na patogênese da cistite hemorrágica induzida 

por ciclofosfamida, foi realizado no LAFICA  por Gomes e colaboradores com a 

inibição das manifestações inflamatórias da cistite hemorrágica pela prévia 

neutralização do TNF- ou da IL1 endógena com soro anti TNF- ou anti IL 

(GOMES et al., 1995).  

 O TNF- regula várias funções celulares incluindo proliferação, 

sobrevivência, diferenciação e apoptose. Desempenha papel central na 

orquestração de cascata das citocinas em diversas doenças inflamatórias e 

exatamente por isso tem sido utilizado como alvo terapêutico nessas patologias 

(PARAMESWARAN – PATIAL, 2010). Os receptores de TNF- tanto são 

expressos constitutivamente na maioria dos tecidos dos mamíferos como são 

altamente regulados e expressos nas células do sistema imune (LOGAN et al., 

2007). 
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 O papel do TNF- na CH que foi demonstrado inicialmente por Gomes e 

colaboradores foi confirmado pelo fato de que a Talidomida, que aumenta a 

degradação do RNAm inibindo a produção de TNF- (SAMPAIO et al., 1991), 

também preveniu a lesão vesical induzida pela ifosfamida (RIBEIRO et al., 2002).  

Já a IL-1β é uma citocina altamente próinflamatória que afeta quase todos os 

tipos celulares e que geralmente trabalha em conjunto com outras citocinas ou 

pequenas moléculas mediadoras. Os receptores de IL-1 fazem parte de uma 

família de receptores que incluem correceptores, proteínas de ligação e 

receptores inibitórios (DINARELLO, 2009). A IL-1β também tem sido implicada na 

patogênese de várias doenças (DINARELLO, 2011a; DINARELLO, 2011b). Com 

base nesse conhecimento, agentes que reduzem a produção ou atividade da IL-1 

devem ter importância no manuseio de patologias inflamatórias como CH 

(RIBEIRO et al., 2012). Então assim, a Pentoxifilina, que possui diversos efeitos 

imuno-moduladores,  entre estes fazer a down-regulation da síntese de IL-1β e 

TNF- (KRETH et al., 2010), também se mostrou eficaz em inibir a o edema 

vesical e alterações microscópicas induzidas pela administração de ifosfamida 

(RIBEIRO et al., 2002). De fato, a IL-1β é altamente expressa, por 

imunohistoquímica, nas células epiteliais e subepiteliais de camundongos que 

foram tratados com ifosfamida      (MACEDO et al., 2011a). 

 Uma grande contribuição dos pesquisadores do LAFICA foi a primeira 

demonstração descrita da participação do óxido Nítrico (NO) como provável 

mediador final dos danos uroteliais da cistite hemorrágica. Souza-Filho e 

colaboradores evidenciaram o bloqueio dos eventos inflamatórios e hemorrágicos 
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da cistite hemorrágica por inibidores da óxido nítrico sintase (NOS), como Éster 

Metil L-N G-Niitroarginina (L-NAME) e L-NG-Nitroarginina (L-NOARG). Neste 

estudo, adicionalmente, demonstraram por histoquímica para NADPH (Fosfato de 

Nicotinamida Adenina Dinucleotídeo) diaforase, que as células epiteliais das 

bexigas dos ratos controle exibiam grandes quantidades da enzima NOS 

constitutiva e que após o desenvolvimento da cistite hemorrágica induzida por 

ciclofosfamida, esta marcação desaparecia com a descamação e que passava a 

apresentar níveis mais altos de NOS induzida em células que surgiram na lâmina 

própria, semelhantes a células inflamatórias (LIMA , 1994; SOUZA-FILHO et al., 

1997).  

 O óxido nítrico é sintetizado por uma família de enzimas conhecidas por 

óxido nítrico sintases (NOSs). Foram descritas três isoformas distintas de NOSs: 

a endoltelial (eNOS), a neuronal (nNOS) e a induzida (iNOS), esta distinção se 

baseia no tipo celular na qual foram primeiramente identificadas, purificadas e 

clonadas (FORSTERMANN et al., 2011). 

 Estes primeiros estudos, que indicavam a participação da NOS induzida e 

não a constitutiva, foram confirmados por estudos posteriores de Oter e 

colaboradores com a uroproteção demonstrada com utilização de um inibidor 

seletivo da iNOS, na lesão vesical devido a injeção de ciclofosfamida (OTER et 

al., 2004) e por Alfieri e colaboradores que demonstrou que  a inibição seletiva da 

NOS neuronal não resultava em efeito uroprotetor (ALFIERI et al., 2001). 

 Ribeiro e colaboradores que já haviam confirmado a participação do TNF-

 e do óxido nítrico produzido pela NOS induzida (NOSi) no dano urotelial e 
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eventos inflamatórios da cistite hemorrágica, também indicaram a ação do TNF-  

para a indução da NOS, bem como concluíram que a indução da NOSi no 

urotélio parece depender de efeito sinérgico de IL-1 e TNF-. (RIBEIRO, et al., 

1998; RIBEIRO, 2002)  

 Após duas décadas o óxido nítrico tem sido cada vez mais reconhecido 

como um importante neurotransmissor e mediador celular com um grande 

espectro de funções no trato urinário inferior (RIBEIRO et al., 2012)  

A utilização de lectinas de plantas em estudos no LAFICA, que provavelmente 

competiam com as selectinas, inibiram a migração de leucócitos para o sítio 

inflamatório e diminuíram de forma significativa o dano urotelial demonstrando a 

importância deste evento no desenvolvimento da cistite hemorrágica (ASSREUY 

et al., 1999).  

 E desde esses primeiros estudos um progresso notável tem sido feito no 

que diz respeito a compreensão da  patogênese da CH. 

Uma outra via da inflamação também tem sido estudada na patogênese da CH 

induzida por oxazafosforinas, a via da ciclo-oxigenase-2 (COX-2). A COX é um 

grupo de enzimas com dupla atividade, de cicloxigenase e peroxidase. As COXs 

catalisam a conversão do ácido araquidônico em prostaglandinas e tromboxanos 

que possuem efeitos biológicos que desencadeiam diversas respostas 

fisiológicas e fisiopatológicas (JAWABRAH AL-HOURANI et al., 2011; 

DANNENBERG et al., 2001). Das três isoformas existentes da COX, a COX-2 é  

expressa durante os processos inflamatórios. No que diz respeito a CH induzida 

por oxazafosforinas a expressão de COX-2 foi demonstrada após tratamento com 
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ciclofosfamida (HU et al., 2003), ifosfamida (MACEDO et al., 2008a) e acroleína 

(MACEDO et al., 2008b). 

 Em estudo publicado por grupo do LAFICA, Macedo e colaboradores 

demonstraram que o etoricoxibe inibiu parcialmente a cistite hemorrágica 

induzida por ifosfamida, além de mostrar a diminuição da expressão de COX-2 

por imunoistoquímica em bexigas de ratos pré tratados com ifosfamida. 

(MACEDO et al., 2008a).   

 Em outra publicação do mesmo grupo foi verificada a mediação parcial do 

aumento da expressão de COX-2 no modelo de CH induzida pela injeção 

intravesical de acroleína, onde esse aumento dessa expressão só ocorria após 

12 horas da indução da cistite, mesmo com a presença de importantes 

manifestações inflamatórias, sugerindo que nas primeiras horas da CH induzida 

por acroleína houvesse a participação de outros mediadores inflamatórios. De 

maneira semelhante o inibidor de COX-2, etoricoxibe, só demonstrou atividade 

uroprotetora após 12 horas da injeção da acroleína (MACEDO et al., 2008b). 

 Os eventos inflamatórios induzidos pela COX-2 na bexiga durante a CH 

induzida pelas oxazafosforinas e seus metabólitos são parcialmente responsáveis 

pelas alterações funcionais encontradas na CH   in vivo (HU et al., 2003 ; 

MACEDO et al., 2011) e in vitro (MACEDO et al., 2011a). 

 Na cascata de eventos inflamatórios que acontecem da cistite hemorrágica 

o óxido nítrico (NO) é aceito como sendo o mediador final, no entanto o 

mecanismo molecular intracelular através do qual exerceria seus efeitos ainda é 

alvo de investigação. 
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 A FIGURA 4 demonstra esquematicamente a participação de mediadores 

inflamatórios na cistite hemorrágica induzida por oxazafosforinas. 

FIGURA 4. Representação esquemática da participação de mediadores 

inflamatórios na patogênese da cistite hemorrágica induzida por oxazafosforinas 

                          

 

 

(RIBEIRO et al., 2012). 
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3. Citoprotetores na oncologia clínica   

 

 A toxicidade dos quimioterápicos utilizados na oncologia clínica pode ser 

um fator limitante primário do seu uso, uma vez que afetam inúmeros órgãos e 

tecidos, em especial: a medula óssea, as mucosas intestinais e da bexiga, os 

rins, o sistema nervoso central, o pulmão, o coração e as gônadas. 

 Em alguns casos existe a necessidade de se intensificar as doses de 

quimioterapia / radioterapia para se otimizar as respostas, no entanto 

ocasionalmente os efeitos adversos destas não permitem este procedimento e 

como consequência do uso de doses menores do que as planejadas no plano 

terapêutico inicial pode alterar a qualidade de vida do paciente oncológico ou 

ainda, mais importante, na sua sobrevida. (DE VITA; KELLMAN; ROSENBERG, 

1994). 

 Três drogas, que detêm atividade citoprotetora, são aprovadas, atualmente 

pela Food and Drug Administration (FDA) e estão disponíveis no Brasil. Duas 

dessas drogas possuem atividade específica: o Dexzarazone, agente quelante 

intracelular utilizado para reduzir a incidência e a severidade da cardiomiopatia 

associada ao uso da doxorrubicina, o MESNA, utilizado como uroprotetor na 

cistite hemorrágica induzido pelas oxazafosforinas e a amifostina, outra droga 

que apresenta amplo espectro (RODRIGUES ., 2010). A TABELA 1 apresenta as 

principais ações e aplicações na oncologia clínica. (PHYSICIANS’ DESK 

REFERENCE, 1998)  
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TABELA 1. Citoprotetores aprovados pelo FDA disponíveis no Brasil 

 

 

AGENTE 

 

NOME 

COMERCIAL 

 

INDICAÇÂO CLÍNICA 

Dexrazoxane Cardioxane® Redução da incidência e 

severidade da 

cardiotoxicidade 

associada ao uso da 

doxorrubicina. 

Mesna Mitexan® Profilaxia da cistite 

hemorrágica decorrente 

do uso da ciclofosfamida 

e da ifosfamida. 

Amifostina Ethyol® Redução da toxicidade 

renal cumulativa 

relacionada ao uso da 

cisplatina e de agentes 

alquilantes. 

Redução da xerostomia 

decorrente do 

tratamento radioterápico 

 

PHYSICIANS’ DESK REFERENCE, 1998 
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3.1. MESNA - Citoproteção vesical   

 

 Quando ficou bem estabelecida a relação entre o uso das oxazafosforinas 

e o aparecimento de cistite hemorrágica diversos procedimentos passaram a ser 

propostos para prevenir ou tratar este importante efeito adverso. Dentre estas 

medidas iniciais podemos destacar práticas que visavam diminuir o tempo de 

contato dos metabólitos urotóxicos com a mucosa vesical bem como que 

tentavam acelerar sua eliminação como: a hiperidratação, associada ou não ao 

uso de diuréticos de alça, a irrigação da bexiga, esvaziamento freqüente e 

drenagem com cateter ureteral.  (PHILIPS et al., 1961; REYNOLDS et al., 1969; 

GOLIN ; BENSON, 1977; DROLLER et al., 1982;; HASELBERGER ; 

SCHWINGHAMMER, 1995). Estas medidas muitas vezes podem não ser 

eficazes, já que a ciclofosfamida age diretamente no túbulo renal levando a uma 

retenção inapropriada de água com risco de hipervolemia com sobrecarga de 

líquidos, principalmente em idosos e cardiopatas, aonde o quadro pode 

complicar-se com convulsões e morte      (DE FRONZO et al., 1973).  

 No importante estudo de Brock o composto tiol selecionado foi o 2- 

mercaptano-sulfonato de sódio (MESNA) (BROCK et al., 1981) (FIGURA 5)      

 

 

    

 

 

 

SO3Na 

CH2 

CH2 

SH 

 

CH2 

 

SH 

BROCK et al., 1981 

FIGURA 5: Estrutura química do MESNA 
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 Para que um composto tiol seja selecionado como citoprotetor vesical 

durante a quimioterapia com oxazafosforinas, é essencial a escolha de uma 

droga que não penetre nas células tumorais e, portanto interfira na ação 

alquilante dos antineoplásicos, diminuindo assim sua eficácia terapeutica (SHAW 

& GRAHAM, 1987). O MESNA não entra na maioria das células, pois é muito 

hidrofílico para atravessar a membrana lipídica passivamente (SHAW, GRAHAM 

& JONES, 1986) (BROCK, 1980) (ORMSTAD et al., 1983), e seu uso clínico tem 

demonstrado que não interfere com a resposta tumoral a oxazafosforinas 

(BRYANT et al., 1980).  

 Ao entrar na circulação sangüínea, quase que imediatamente o MESNA é 

oxidado a sua forma dimérica, o ditiodietanosulfonato (diMESNA),(BROCK, 1989)  

pela formação de pontes dissulfeto entre duas unidades monoméricas (FIGURA 

6). O diMESNA é menos reativo que o MESNA. Esta propriedade química é 

relevante, pois como os metabólitos das oxazafosforinas circulam pela corrente 

sangüínea poderiam ser inativados caso ali se encontrasse altas concentrações 

de MESNA (SHAW ; GRAHAM, 1987).  

FIGURA 6. Estrutura química do diMESNA 

 

 

 (SHAW ; GRAHAM, 1987). 

 

 Tanto o MESNA como o diMESNA apresentam alta solubilidade o que 

facilita seu rápido clearence do plasma para o rim, refletindo-se em meias- vidas 

plasmáticas (em torno de 1,5 horas) muito mais curtas do que a da ifosfamida 

SO3Na – CH2 – CH2 – S – S – CH2 – CH2 – SO3Na 
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(entre 6-8 horas) (BROCK et al., 1981; SHAW ; GRAHAM,  1987. 

SAROSY,1989). A excreção urinária rápida do MESNA é importante para a 

detoxificação dos metabólitos urinários das oxazafosforinas. 

 Este composto tiol livre é excretado na urina devido a presença de 

enzimas renais, a tiotransferase e glutationa redutase, capazes de realizar a 

redução do diMESNA em MESNA (ORMSTAD ; UEHARA, 1982). A FIGURA 7 

representa oxidação do MESNA (M-SH) em diMESNA (M-S-S-M) no plasma, 

seguido de sua redução de diMESNA em MESNA nos rins e a excreção urinária 

do MESNA.  

FIGURA 7 . Representação esquemática da oxidação do MESNA (M-SH) em 

diMESNA (M-S-S-M) no plasma, seguido de sua redução de diMESNA em 

MESNA nos rins e a excreção urinária do MESNA 

 

 

(ORMSTAD;UEHARA, 1982) 

 

Quando o MESNA reage com metabólitos das oxazafosforinas pode 

resultar ou não na sua inativação, como a já conhecida interação entre o MESNA 

e as   4-hidroxioxazafosforinas resultando na formação de um composto com 

atividade antineoplásica alquilante, denominada de malfosfamida (BROCK, 1980)  

(FIGURA 8).  

 A administração do MESNA pode ser feita pelas vias intravenosa (ev) e 

oral (vo), sendo por esta última via citada, bem absorvido e tolerado. Como a 

meia vida do MESNA é menor do que das oxazafosforinas, ele deve ser repetido 

para que se obtenha uma uroproteção adequada. A administração do MESNA em 

Absorção  2M-SH  Circulação  M-S-S-M  Rins  2M-SH Excreção urinária 
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geral é feita ev, em bolus ou em infusão contínua imediatamente antes da 

ciclofosfamida ou ifosfamida com dose inicial de 20% da dose da oxazafosforina, 

a seguir doses semelhantes são administradas após 2 e 6 horas (na 

administração oral), ou após 4 e 8 horas na (administração intravenosa) (KATZ et 

al., 1995 ; GOREN et al., 1997).  

FIGURA 8. Quebra da hidroxiciclofosfamida (I) para formar a acroleína e a 

mostarda de fosforamida, reação da acroleína com o MESNA (II) A reação da 4 – 

hidroxiciclofosfamida com o MESNA (III) 

 

( ASTA Z7557 ) 

( ASTA Z7557 ) 
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 Na sua avaliação pré-clínica, o mesna apresentou baixa toxicidade aguda 

e crônica. Não apresentou mutagenicidade ou teratogenicidade.   (SHAW- 

GRAHAM, 1987) Clinicamente foram descritos efeitos colaterais foram descritos 

como diarréia, dores nas pernas e cefaléia (SHAW;GRAHAM, 1987).  

 O mecanismo de ação do MESNA na CH induzida por agentes alquilantes 

está relacionada, conforme descrevemos anteriormente, a sua capacidade de se 

ligar a acroieína, o metabolito final urotóxico, formando um produto não tóxico, 

desta forma então, prevenindo a iniciação da cascata inflamatória (LINKS ; 

LEWIS, 1999). No entanto levando em consideração que o MESNA também é um 

composto que possui um grupamento sulfidril, não se pode descartar a 

possibilidade de que a sua uroproteção possa ser devido a capacidade de atuar 

como scavanger de radicais livres (BATISTA et al, 2007), uma vez que esta 

propriedade já foi demonstrada quando em estudos de lesão de isquemia-

reperfusão o MESNA atuou como tal (SENER et al. 2005).  

 O uso do MESNA profilaticamente reduziu a incidência de CH por 

oxazafosforinas, que girava em torno dos 40% (HOEFER ; JANKER et al., 1975), 

para cerca de 4% (SCHEEF ; SOEMER, 1980). 

 

3.2. Amifostina - Citoproteção de amplo espectro  

FIGURA 9.   Estrutura química da amifostina 

 

 

 

 
 (SWEENEY, 1979). 

H2N-(CH2)3-NH-(CH2)2-S-PO3H2 
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 A amifostina (AMF) ( FIGURA 9) é um tiofosfato orgânico conhecido 

quimicamente como 2-[(3-aminopropil)amino]-etilsulfanil ácido fosfônico, que foi 

desenvolvido num programa iniciado em 1959, pelo Exército dos Estados Unidos 

da América, foi testado dentre mais de 4000 compostos. Este programa tinha 

como objetivos identificar e sintetizar drogas que fossem capazes de proteger os 

indivíduos que trabalhassem em ambientes radioativos. Foi codificada com o 

nome WR-2721 (SWEENEY, 1979).  

 Um agente citoprotetor para ser considerado como ideal deve possuir três 

propriedades: (a) Seletividade – proteger os tecidos normais enquanto as células 

tumorais continuam vulneráveis aos efeitos tóxicos da radio ou quimioterapia. (b) 

Amplo espectro de atividade – um citoprotetor de amplo espectro poderia 

proteger vários tipos de tecidos contra a toxicidade induzida por diversos agentes 

citotóxicos. (c) Poucos ou nenhum efeitos adversos – o citoprotetor deve ser bem 

tolerado pelos pacientes  (GRIGGS, 1998).  

 Ao contrário do mesna e do dexrazoxane que possuem efeitos protetores 

direcionados para órgãos específicos, a amifostina tem sido estudada como 

agente citoprotetor de amplo espectro sendo capaz de proteger todos os tecidos 

normais, exceto o sistema nervoso central contra os efeitos citotóxicos de alguns 

quimioterápicos e da radioterapia (VIEIRA ; LOPES.,2011). 

A amifostina é uma pró-droga que quando é desfosforilada, por uma fosfatase 

alcalina ligada a membrana, adquire atividade por conter um grupamento tiol livre 

(SH), recebendo então o código WR-1065  (NAKAMURA et al., 1987).   (FIGURA 

10) 
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 A amifostina protege seletivamente os tecidos normais, esta característica 

explica-se, em parte, pelo fato de que nessas células a concentração da 

fosfatase alcalina ligada a membrana é aproximadamente 275 vezes maior do 

que nos tecidos neoplásicos fazendo com que a conversão da amifostina em seu 

metabólito ativo lá ocorra preferencialmente e com grande diferença          (YANG 

et al., 1995).  

Os tecidos normais também apresentam pH neutro o que favorece o 

metabolismo da amifostina , em contrapartida o ambiente dos tecidos tumorais é 

relativamente ácido dificultando esta conversão (CALABRO-JONES et al., 1988; 

McCULLOCH et al., 1991;).  (FIGURA 10) 

FIGURA 10. Mecanismo proposto para a seletividade da amifostina 
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 Apenas o metabólito ativo, o composto com um grupamento tiol livre (SH), 

entra nas células. Este é formado nos tecidos por uma fosfatase alcalina (FA) 

ligada à membrana; Células tumorais têm atividade reduzida desta enzima 

comparada à células normais. 

 A concentração da forma ativa da amifostina nas células normais também 

sofre interferência do seu modo de transporte. Nestas células a droga entra por 

difusão facilitada, no entanto nas células tumorais este transporte ocorre por 

difusão passiva (YUHAS, 1980).  Todas estas diferenças levam a uma 

concentração do composto tiol livre 50 a 100 vezes superior nos tecidos normais, 

mesmo após múltiplas e consecutivas doses (CAPIZZI, 1996).  

 Alguns estudos experimentais, in vivo e in vitro, demonstraram o efeito 

protetor da amifostina em células normais expostas a diversos esquemas 

terapêuticos anticâncer, sem, no entanto interferir na ação citotóxica antitumoral 

destes compostos (ALBERTS et al., 1996; YUHAS, 1979; PAINE et al., 1996). 

Dentre estes estudos citamos o uso da amifostina como protetor na 

mielotoxicidade induzida por ciclofosfamida (DOUAY et al., 1995)  e na 

nefrotoxicidade induzida pela cisplatina (YUHAS ; CULO, 1980 ).  

 Batista e colaboradores demonstraram que a amifostina e glutationa, 

ambos agentes antioxidantes, foram capazes de proteger contra a cistite 

hemorrágica induzida por ifosfamida e por acroleína. Os efeitos protetores no 

modelo de CH induzida por acroleína estiveram presentes tanto com a 

administração sistêmica (i.p.) como local (i.ve.)  (BATISTA et al., 2007). 
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 Ao longo dos anos vários estudos divergentes sobre a eficácia deste 

agente têm sido publicados na literatura. A amifostina  tem sido utilizada em 

diversos estudos clínicos como citoprotetor contra diversos agentes tóxicos em 

pacientes com neoplasias de diferentes tipos e origens (CAPIZZI ; OSTER, 1995; 

SCHILLER et al., 1996; WAGNER et al., 1998). O uso de maior experiência da 

amifostina, até o momento, é como protetor contra os derivados da platina. Estes 

compostos são excretados pelos rins com diversos mecanismos de toxicidade, 

onde uma insuficiência renal ocorre de forma dose dependente, dose cumulativa 

e geralmente permanente, limitando não só o uso dos derivados da platina como 

também de outros tratamentos (VOGELZANG et al., 1985).  A amifostina reduziu 

a incidência tanto da nefrotoxicidade como da neurotoxicidade e mielossupressão 

causadas pelos compostos da platina (GLOVER et al., 1986; WADLER, et al., 

1996).  

 A proteção contra toxicidade cumulativa da platina à medula óssea foi 

demonstrada em estudo randomizado, em pacientes portadoras de câncer de 

ovário. Pacientes protegidas tiveram redução dos eventos de febre neutropênica 

(62% a menos), e significante redução das transfusões de plaquetas e hemácias, 

dias de internação e uso de antibióticos sem afetar a atividade tumoral (HILPERT 

et al., 2004). 

 Pacientes em uso de esquema combinado de cisplatina e ciclofosfamida 

que usaram amifostina apresentaram redução significativa na incidência de 

neutropenia, febre, infecções, dias de internação, dias de antibioticoterapia, 
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transfusões de plaquetas e hemácias, demonstrando que a amifostina possui 

também importante atividade mieloprotetora ( KEMP et al., 1996).  

 Ainda em relação à proteção contra agentes alquilantes, a Amifostina foi 

utilizada em um estudo de fase II, como protetor contra alta dose de 

ciclofosfamida (7 g/m2) que é utilizada para mobilizar célula progenitora periférica 

e reduzir a massa tumoral antes da realização de transplante autólogo. Os 

principais resultados foram a redução da intensidade da toxicidade cardíaca, 

pulmonar, e hepática e uma significante redução da frequência e severidade da 

mucosite (HWANG et al, 2004).                                                                          

 Outro fármaco, com atividade citotóxica, onde a amifostina demonstrou 

atividade citoprotetora é o paclitaxel. A utilização prévia de amifostina (30 minutos 

antes), seguida do uso conjunto do paclitaxel e amifostina, demonstrou uma 

diminuição da citotoxicidade em pacientes portadores de neoplasias avançadas, 

bem como demonstrou redução da ação lesiva sobre os fibroblastos normais do 

pulmão e uma significante melhora da citotoxicidade em pacientes afetados de 

câncer pulmonar, não de pequenas de células (HILPERT et al.2004 ; MOVSAS et 

al., 2005). 

 A utilização da amifostina como protetor da radioterapia também foi 

estudada por vários autores. A variação da dose que deve ser utilizada antes da 

irradiação diária foi estabelecida entre 200 a 340 mg/m2/dia, administrada em 

infusão de 5 a 7 minutos, 15 a 30 minutos antes da radiação. Os pacientes 

devem ser adequadamente hidratados e devem receber antieméticos antes do 

seu uso e mantido em decúbito dorsal em posição supina (SOUZA et al., 2000). A 
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toxicidade gastrointestinal induzida por radioterapia ou quimioterapia pode ter sua 

incidência e severidade reduzidas com o pré-tratamento com a amifostina, 

conforme demonstrado em alguns estudos clínicos (SHAW et al., 1988; 

KOUKOURAKIS et al., 2000; SINGH et al., 2006). 

 Atualmente a prevenção da xerostomia induzida por radiação é uma das 

principais indicações da amifostina, uma vez que resultados de vários estudos 

randomizados demonstraram esta proteção em pacientes irradiados portadores 

de câncer de cabeça e pescoço (SASSE et al., 2006). 

A amifostina é geralmente bem tolerada, porém não isenta de efeitos 

adversos. Náuseas e vômitos ocorrem principalmente quando os tempos de 

infusão são superiores a 15 minutos (TURRISI et al., 1986).  Recomenda-se o 

uso de medicação antiemética, 1 hora antes da amifostina, incluindo 

dexametazona e antagonistas dos receptores 5- HT3 (ondasetron 32 mg ev ou 

granisetron 1 mg ev). O lorazepan pode também ser útil no controle de náuseas 

refratárias (SCHUCHTER, 1996).  

Hipotensão transitória ocorre em mais de 60% dos pacientes que usam 

amifostina e agentes antihipertensivos devem ser temporariamente 

descontinuados um dia antes do tratamento (SCHUCHTER, 1996) e os pacientes 

não devem estar hipovolêmicos antes do início da infusão da amifostina. A 

hidratação com pelo menos 1 litro de solução salina atenua a hipotensão que 

geralmente ocorre no final da infusão ou um pouco antes (BUKOWSKI, 1996).  

Coriza e espirros são comuns, ocorrendo em aproximadamente 25% dos 

pacientes (TURRISI et al., 1986). A inibição da liberação dos hormônios das 
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paratireóides resultando em hipocalcemia é comum no entanto raramente possui 

significância clínica (SCHUCHTER, 1996).  

 A amifostina protege as células normais através de mecanismos que ainda 

estão sob investigação, no entanto esta citoproteção possivelmente inclui os 

mecanismos descritos a seguir: 

a) “Scavenger “de radicais livres: Sua forma ativa, o tiol livre WR-1065 faz 

uma “varredura” das espécies reativas de oxigênio geradas a partir de agentes 

quimioterápicos, radiação ionizante e drogas eletrofílicas reativas como os 

agentes alquilantes (SHAW et al., 1986; TRESKES et al., 1994; CAPIZZI, 1996; 

FOSTER-NORA ; SIDDEN, 1997;; GRIGGS, 1998). 

b) Neutralização dos agentes quimioterápicos: Através de seu 

componente tiol se liga aos agentes quimioterápicos impedindo assim sua ligação 

com o DNA (VALERIOTE ; TOLEN, 1982; VAN DER VIJGH ; PETERS, 1994; 

TANNEHILL ; MEHTA, 1996; LIST et al., 1996; MCCAULEY, 1997) 

c) Modulação dos níveis de glutationa(UMA DEVI ; PRASANNA, 1990). 

d)  Reparo do DNA: Durante a formação do segundo metabótito da 

amifostina, o componente WR-1065 ocorre a liberação de íons hidrogênio que 

facilitam diretamente o reparo químico nos locais de destruição do DNA (VAN 

DER VIJGH ; PETERS, 1994; CAPIZZI, 1996; FOSTER-NORA & SIDEN, 1997; 

GRIGGS, 1998).  

e) Condensação do DNA: Altas concentrações do componente WR-33278 

poderiam condensar o DNA e limitar os alvos potenciais dos radicais livres, 
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reduzindo assim o número de quebras do DNA após radioterapia (RUBIN et al., 

1996). 

 A diminuição no dano do DNA promovido pela amifostina pode ter 

importante papel na recuperação do endotélio e da mucosa irradiados uma vez 

esta redução pode levar a um aumento na proliferação celular (RUBIN et al., 

1996; KOUKOURAKIS et al., 1999).  

 Adicionalmente, alguns estudos têm descrito que a amifostina é capaz de 

aumentar a expressão de uma variedade de proteínas envolvidas com o reparo 

do DNA e inibição da apoptose, tais como Bcl-2 e HIF-1  (CARMELIET et al., 

1998; KAJSTURA et al. 1996, SHIMIZU et al., 1996). 

 O envolvimento de espécies reativas de oxigênio e peroxinitrito na cistite 

hemorrágica induzida por oxazafosforinas tem sido sugerido (KORKMAZ et al., 

2005; TOPAL et al., 2005).  Desta forma também pode ser sugerido que os 

efeitos da amifostina na cistite hemorrágica, pelo menos em parte, se deva em 

consequência da inativação dos radicais livres liberados na bexiga devido ao 

tratamento com ciclofosfamida ou ifosfamida. 

 

4. Sulfeto de Hidrogênio (H2S): Química, toxicidade e síntese. 

 

 O termo gasotransmissor foi introduzido para denominar gases de baixo 

peso molecular que atuariam como neurotransmissores neuronais (WANG, 

2002). 
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 O conhecimento de que a transdução de sinais entre as células poderia 

ser feita especificamente através da liberação de um gás, o óxido nítrico (NO), 

pelos neurônios, levando a estimulação neural, foi uma descoberta que modificou 

o entendimento dessa sinalização nos anos noventa (KASPAREK  et al, 2008). 

Posteriormente o monóxido de carbono (CO) e o H2S também foram 

reconhecidos como neurotransmissores gasosos (ABE; KIMURA, 1996). 

 O H2S é um gás com odor característico de ovo podre que é 

tradicionalmente bem conhecido por ser um gás tóxico para o SNC e inibidor do 

Sistema respiratório (BEUCHAMPS et al, 1984; GUIDOTTI, 1996). Já tem sido 

investigado há muito tempo em estudos de poluição ambiental associado às 

indústrias de mineração, derivados do petróleo e de celulose e papel (MILBY; 

BASSELT, 1999).  Estudos sugerem ser produzido endogenamente nos tecidos 

dos mamíferos por três enzimas (FIGURA 11), a cistationina β-synthetase (CBS), 

cistationina γ-lyase (CSE), e 3-mercaptosulfurtransferase e  que desempenha 

importante papel em condições fisiológicas ou fisiopatológicas HOSOKI  et al, 

1997; MOORE et al, 2003; KIMURA et al, 2005; TANG et al, 2006). 

Quimicamente, o H2S é uma pequena molécula que atravessa livremente as 

membranas plasmáticas das células. Um terço do H2S permanece não-

dissociado em solução aquosa enquanto sua solubilidade em solventes lipofílicos 

é 5 vezes maior do que em água (WANG, 2002). O H2S queima em extensa faixa 

de inflamabilidade no ar e sendo misturado ao ácido nítrico ou outros oxidantes 

fortes, como ácido sulfúrico, se torna perigosamente reativo. (MAINIER; VIOLA, 

2005). 
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FIGURA 11: Principais vias de produção endógena do sulfeto de hidrogênio 
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 O sulfeto de hidrogênio é metabolizado, principalmente, a sulfato e a 

tiossulfato através de metabolismo de oxidação nas mitocôndrias e reação com a 

glutationa. Apenas uma pequena parte do H2S pode ser convertido, através de 

metabolismo de metilação no citosol, em metilmercaptano e dimetil sulfato, 

compostos menos tóxicos, podendo ser eliminados como metahemoglobina ou 

glutationa oxidadada  (WANG, 2002). Os produtos metabóticos podem ser 

excretados através dos rins, trato intestinal e pulmões em 24 horas, deste modo o 

H2S gerado endogenamente, sob condições fisiológicas, dificilmente se 

acumulará ou terá efeitos tóxicos para as células (FURNE et al, 2001).  

 Uma possível interação entre os gasotransmisores tem sido sugerida, uma 

vez que todos interagem com a Hemoglobina (FIORUCCI et al, 2006) e de 

maneira semelhante aos outros gasotransmissores, NO e CO, o H2S não atua 

sobre receptor específico de membrana e devido a sua alta reatividade não é 

armazenado em vesículas pré sinápticas, mas sim produzido enzimaticamente 

sob demanda e com produção regulada (KASPAREK et al, 2008). 

 A toxicidade do H2S, em concentrações muito acima das fisiológicas, é 

uma propriedade comum dos neurotransmissores gasosos, especificamente por 

esse motivo a princípio foram identificados como toxinas ou poluentes (WU  et al, 

2005; BECKMAN  et al, 1993).  

 A via enzimática para produção do sulfeto de hidrogênio é específica de 

cada tecido, por exemplo, enquanto a CBS é a enzima que gera 

predominantemente o H2S no sistema nervoso central a CSE o faz no sistema 
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vascular (WANG, 2002; ZAHO et al, 2003).  Ambas as enzimas têm sido 

descritas serem encontradas nos rins, principalmente nos túbulos renais 

proximais (HOUSE et al., 1997; ISHII et al., 2004; LI et al., 2006).   

 O H2S, assim como os outros gasotransmissores, tem sido relacionado a 

ações fisiológicas bem diversificadas. Essas funções vão desde respostas 

imunes e inflamatórias, percepção e mediação da dor até proteção da mucosa 

gástrica, controle da motilidade gastrointestinal e tônus vascular (FIORUCCI et 

al., 2006). 

 

4.1. Sulfeto de Hidrogênio (H2S): Ações no trato urinário 

 

 Em contraste ao seu efeito vasorelaxante o NaHS, doador de H2S, produz 

resposta contrátil dose-dependente no músculo detrusor de bexigas de ratos 

(PATACCHINI et al., 2005). Esses resultados demonstram evidências 

farmacológicas de que o H2S estimula os terminais nervosos aferentes 

primários sensíveis à capsaicina, via ativação dos receptores TRPV1, com 

consequente liberação de taquicininas que por sua vez produzem respostas 

contráteis no músculo detrusor (MAGGI et al., 1986; BIRDER et al., 1998; 

MAGGI et al., 1997). Uma vez que um bloqueador inespecífico de canais 

catiônicos, o vermelho de Rutênio, se mostrou ser capaz de praticamente 

abolir as contrações induzidas pelo H2S levou a formulação de 2 hipóteses: 

primeiro, o H2S estimularia o receptor TRPV1  de um modo de outros 
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ativadores conhecidos; segundo, o H2S deve estimular outros receptores 

presentes no terminal dos neurônios sensoriais sensíveis a capsaicina 

(PATACCHINI et al., 2005). 

 Em 1997 o TRPV1 foi clonado de neurônios sensoriais de ratos 

(CATERINA et al., 1997).  Este trata-se de um canal catiònico inespecífico com 

alta permeabilidade ao Ca+2 e que pode ser ativado por diversos estímulos 

químicos e físicos como capsaicina, baixo pH (TOMINAGA et al., 2004) e calor 

(ZYGMUNT et al., 2000), entre outros. O influxo de Ca+2 resulta em liberação 

local de neuropeptídios incluindo taquicininas e substância P. Já a entrada de 

Na+ causa despolarização primária dos neurônios sensoriais com iniciação de 

potencial de ação. 

 Os neurônios que possuem receptores TRPV1 não são apenas neurônios 

aferentes envolvidos na percepção da dor somática e visceral, mas também 

possuem função sensorial efetora (WIMALAWANSA et al., 1993). 

 Estudos também demonstraram que TRPV1 são expressos em diversas 

células não neuronais, incluindo células epiteliais do urotélio (BIRDER et al., 

2002) ,queratinócitos (INOUE et al., 2002) e músculos esqueléticos         (XIN 

et al., 2005). Esses achados do TRPV1 indicam suas amplas e variadas 

funções fisiológicas e fisiopatológicas. 

 Apesar da descrição de Patacchini e colaboradores do mecanismo através 

do qual o H2S afeta o tônus do músculo liso em bexigas isoladas de ratos, 

inclusive funcionais, de que o H2S estimula os terminais nervosos aferentes 

sensíveis a capsaicina, com concentrações do H2S superiores àquelas 
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presentes nos fluidos corporais sob condições fisiológicas, os alvos 

moleculares através dos quais o H2S atua nos neurônios sensoriais dos ratos 

ainda merecem maior investigação (PATACCHINI et al., 2004;  CHAHL, 2004; 

PATACCHINI et al., 2005). 

 

5. Justificativa  

 

O uso do mesna, um composto tiol, é eficaz para prevenir a cistite hemorrágica, 

porém uma proteção completa nem sempre é alcançada, o que foi demonstrado 

em estudo clínico randomizado controlado de pacientes submetidos à 

quimioterapia baseada em ifosfamida (LIMA et al., 2007), apresentando então um 

novo conceito de "cistite hemorrágica subclínica". 

Dados preliminares da literatura já citavam a amifostina, outro composto tiol, 

como sendo eficaz na prevenção da cistite hemorrágica induzida por 

ciclofosfamida (SRIVASTAVA et al, 1999). 

A investigação dos mecanismos envolvidos nos efeitos protetores da amifostina 

na cistite hemorrágica poderá trazer contribuições importantes na descoberta de 

novas ações antiinflamatórias próprias desse fármaco que não sejam aquelas 

consequentes ao seu único e reconhecido efeito “ scavenger”  de radicais livres. 

Tal elucidação poderá colocar a amifostina no rol das muito eficientes drogas 

antiinflamatórias, o que também a tornará uma droga com um enorme potencial 

de utilização clínica. 
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Adicionalmente, o sulfeto de hidrogênio tem sido apontado como sendo uma 

substância gasosa bioativa que é produzida em diferentes células dos mamíferos 

(KIMURA, 2002; WANG, 2002). Diversos estudos têm indicado que o H2S 

desempenha importante papel tanto em condições fisiológicas como em diversas 

patologias, como na hipertensão arterial, isquemia miocárdica e choque  (CHEN 

et al., 2007). Também já foi demonstrado que animais tratados com um doador 

de H2S, o NaSH, apresentaram respostas contráteis no músculo detrusor 

(PATACCHINI et al., 2005) afetando o tônus muscular vesical (PATACCHINI et 

al., 2004; CHAHL, 2004),  esta ação através da atuação do  H2S a  receptores 

ligados a canais catiônicos TRPV1 (PATACCHINI et al., 2005) e TRPA1 

(STRENG et al., 2008) nos neurônios sensoriais.  

Portanto, o presente estudo abre perspectivas, a partir dos estudos dos 

mecanismos e mediadores envolvidos no efeito da amifostina e do sulfeto de 

hidrogênio na cistite hemorrágica, de transladar o potencial citoprotetor por eles 

conferidos para diversos outros efeitos adversos associados a drogas 

antineoplásicas. 
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II. OBJETIVOS: 

 

A. Gerais:  

 

• Avaliar o efeito protetor da amifostina e do sulfeto de hidrogênio (H2S) na 

cistite hemorrágica induzida por ifosfamida em camundongos. 

 

B. Específico 

 

• Avaliar via métodos de química computacional a possível interação entre 

compostos acroleína e a amifostina.  

 

• Avaliar o efeito uroprotetor da amifostina na CH na expressão de citocinas    e 

mediadores inflamatórios (IL-1, TNF-, NOSi e COX-2) , atividade de enzimas, na 

apoptose  e  nas alterações funcionais (in vitro e in vivo).  

 

• Avaliar o efeito uroprotetor do sulfeto de hidrogênio (H2S) na cistite hemorrágica 

induzida pela ifosfamida nas variações do PUV, PV, atividade de MPO, 

alterações macroscópicas ,histopatológicas e funcionais, bem como avaliar a 

participação de canais de K+-ATP dependentes no possível mecanismo 

uroprotetor do H2S.  
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II. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

1. Animais  

 

Foram utilizados camundongos Swiss machos, pesando entre 25 a 40 gramas, 

provenientes do Biotério Central do Campus do Pici da Universidade Federal do Ceará- 

UFC e do Biotério setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade 

de Medicina da UFC (n: 5 - 6).  

 Os animais que foram utilizados no modelo de injeção intravesical de acroleína 

foram mantidos em jejum de água por 18 horas antes do experimento, recebendo ração 

comercial balanceada à vontade. Todos foram acondicionados em gaiolas apropriadas, 

permanecendo nas mesmas condições ambientais durante os experimentos. 

Todos os experimentos realizados seguiram rigorosamente as normas 

estabelecidas pelos princípios éticos da experimentação animal adotados pelo Conselho 

Nacional de Experimentação Animal (CONCEA). Este trabalho foi aprovado pela 

Comissão de Ética em Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade Federal do Ceará. 

 

2. Aparelhos e Instrumentos Laboratoriais. 

 Agulhas 29G e 25 G; 

 Amplificador Dataq (PM-1000, WCE, USA) 

 Aparelho Vortex, 

 Balança analítica, digital  modelo 260 (MARTE); 

 Balança para pesagem dos animais, mod. ID-1500 (FILIZOLA); 



45 
 

 
 

 Banho -maria modelo 100 (FANEN) 

 Base emborrachada para permanência do animal; 

 Bomba de circulação Haake FJ 

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

 Fio de sutura em Algodão 3-0 

 Geladeira e freezer; 

 Leitor de ELISA; 

 Luvas descartáveis; 

 Material cirúrgico (pinças, tesouras, agulhas, etc); 

 Microscópio óptico binocular (OLYMPUS CX 40); 

 Micrótomo modelo 820 SPENCER - American Optical Corporation; 

 P  

 Seringas de insulina 0,5 cc com agulha 29G ultrafina (13 x 3,3),  de 1 e de 5 ml ( 

BECTON - DICKINSON); 

 Sistema de aquisição de sinais biológicos (PowerLab/8sp, ADInstruments ). 

 Transdutores de força Grass, modelo FT03C (Quincy, Mass., EUA) 

 Tubos plásticos de 15 ml (FALCON) 

 Vidrarias em geral 

 

 

3. Drogas, soluções , Líquidos e Corantes utilizados 

 

 Acroleína ( densidade =0,84 mg/ml) – (SIGMA Brasil) 
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 Água destilada (AD) 

 Alcool etílico 70% (Reagen) 

 Alcool iodado 

 Amifostina (Ethyol 200mg – Gentilmente cedido pela Schering do Brasil):dissolvida 

em solução salina 0,9% 

 Anticorpos primários (cabra para TNF, coelho para IL-1 e iNOS e para COX2) 

 Azul de Evans (AE) - (SIGMA da Brasil) : 2,5 g em 100 mL de AD 

 Eosina (Reagen) 

 Formamida ( Vetec) 

 Formol 10% (Formol concentrado - Merck - 10mL 

                          Água destilada q.s.p.              - 100,0 mL) 

 Hematoxilina (Reagen) 

 Ifosfamida (HOLOXANE 1g- Asta Médica, AG Frankfurt, Alemanha): dissolvida em 

solução salina 0,9% 

 Kit de Imunoistoquímica (ABC Staining System da Santa Cruz Biotechnology® 

 PBS (Tampão Citrato Salino) 

 Peróxido de oxigênio a 3% 

 Proteinase K (Sigma, NY, USA)  

 Solução nutridora de Tyrode 

 Soroalbumina Bovina 5% 

  Soro fisiológico 0,9%    

 Tampão Citrato 

 Xilol 
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4. Protocolo experimental.  

 

4.1. Indução da cistite hemorrágica. 

 

4.1.1.  Cistite hemorrágica induzida por injeção intravesical de acroleína 

 

Utilizamos o modelo de cistite hemorrágica induzida por acroleína em 

camundongos desenvolvido pelo nosso grupo e publicado posteriormente         

(BATISTA et .al, 2006). Neste modelo, os animais são anestesiados e posteriormente  

realizada, sob condições estéreis, pequena incisão abdominal na linha média, com 

aproximadamente 1 cm.  

A bexiga é exposta através desta incisão e após seu esvaziamento, um volume 

de 0,1 ml de acroleína, na dose de 85 g/bexiga, ou de salina como controle (sham), são 

injetados no polo superior e no lúmen vesical com agulha curta (13 x 3,3), ultra fina, de 

calibre 29.  Após a injeção intravesical, a bexiga é recolocada com cautela na sua 

posição anatômica e a parede abdominal é fechada em um único plano com fio de 

algodão 3-0 com pontos separados (FIGURA 12).  

Os animais são então sacrificados por deslocamento cervical após 3, horas da 

injeção da acroleína, e em seguida são reabertos e, após cuidadosa dissecção vesical, 

as bexigas são seccionadas junto ao colo, tendo seus conteúdos desprezados. As 

bexigas são colocadas em contato com papel absorvente para retirar o excesso de 

líquidos e posteriormente submetidas à análise das alterações macroscópicas, do peso 

úmido vesical, da permeabilidade vascular e histopatologia, conforme descrição a seguir. 
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FIGURA 12.  Etapas do Modelo de Indução de cistite hemorrágica induzida por 

injeção intravesical de acroleína. 

 

 

A B 

C D 

E F 

A- Abertura da Cavidade Abdominal; B- Exposição da Bexiga; C- Injeção Intravesical de 

acroleína, D- Fechamento em plano único da incisão cirúrgica, E- Parede abdominal 

suturada; F- Assepsia da Sutura com Álcool Iodado. (BATISTA et al., 2006) 
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4.1.2. Cistite hemorrágica induzida por ifosfamida. 

 

Os animais receberam injeção intraperitoneal de ifosfamida (400 mg/Kg), foram 

sacrificados por deslocamento cervical após 12 horas e a seguir suas bexigas foram retiradas 

após cuidadosa dissecção. As bexigas foram submetidas a análise macroscópica, do peso úmido 

vesical e avaliação histopatológica, para em seguida serem direcionadas para o seu respectivo 

delineamento experimental. 

 

FIGURA 13.  Injeção intraperitoneal de ifosfamida. 
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4.2. Variáveis para avaliação da cistite hemorrágica 

 

4.2.1. Determinação do Edema  

 

O edema vesical foi avaliado e quantificado pelo Peso Úmido Vesical 

(PUV). 

Após a dissecção das bexigas, estas foram pesadas e os resultados do 

PUV foram expresso como Média + EPM de mg de bexiga/20g de peso do 

animal, visando principalmente a correção devido a variação das massas 

corpóreas dos animais. 

 

4.2.2. Determinação da Permeabilidade Vascular (PV) 

 

Trinta minutos antes do sacrifício os animais receberam injeção 

endovenosa, via plexo retroorbitário, de solução de azul de Evans (AE) a 2,5% na 

dose de 25 mg/Kg. De acordo com o descrito anteriormente, após serem 

sacrificados, os animais tiveram suas bexigas retiradas, pesadas e colocadas em 

tubos com 1 ml de formamida, os quais foram incubados a 56º C durante toda a 

noite. A absorbância do corante extraído da bexiga pela formamida, foi lida em 

600nm, realizada em um espectofotômetro. Através da utilização de uma curva 

padrão de AE estes resultados foram convertidos em (g de AE). Nossos dados 

foram expressos como Média + EPM de (g de AE/ bexiga). 
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4.2.3. Análise Macroscópica 

As bexigas foram cuidadosamente dissecadas e examinadas 

macroscopicamente, logo após sua retirada e esvaziamento do conteúdo. De acordo 

com os critérios de Gray (GRAY et al., 1986) foram avaliadas quanto a edema e 

hemorragia, conforme o descrito a seguir: (FIGURA 14) 

      Edema: 

  Grave (3+): edema interno e externo; 

             Moderado(2+): edema interno (mucosa); 

             Leve(1+): intermediário; 

  Normal(0): nenhum. 

Hemorragia: 

            ( 3+): coágulo intravesical; 

            ( 2+): Hematomas na mucosa; 

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

            ( 0  ): Normal. 

FIGURA 14. Aspecto Macroscópico de Bexigas 

 

 

 

(A) Tratadas com salina ive (B)  com acroleína 75g ive e (C).com ifosfamida 400mg/Kg ip  

A                  B                 C                           
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4.2.4. Análise Histopatológica 

 

As bexigas após serem dissecadas, pesadas e analisadas 

macroscopicamente, conforme o descrito, foram fixadas em Formol 10%, em 

seguida desidratadas em álcool 70%, imersas em xilol e incluídas em parafina. 

Os blocos assim formados foram cortados em micrótomo calibrado para 5 

micrômetros (m). O material resultante foi corado pela técnica da Hematoxilina-

eosina ( HE) e analisados por microscopia óptica em estudo simples-cego, feito 

por histopatologista. As alterações microscópicas foram determinadas pelos 

critérios de Gray (GRAY et al., 1986), que se seguem: (FIGURA 15) 

 

 

(0) - Histologia normal: Caracterizada por urotélio normal, bem como 

ausência de ulcera e infiltrado inflamatório. 

(1+) - Alterações discretas: Caracterizada por número de células 

epiteliais uroteliais diminuídos pela descamação, apagamento das dobras 

habituais da mucosa em decorrência do edema submucoso, hemorragia 

discreta e poucas úlceras 

        (+2) - Alterações intensas: Caracterizada por ulceração da mucosa, 

múltiplas úlceras, edema intenso, infiltrado inflamatório importante. 

Depósito de fibrina e hemorragia. 
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FIGURA 15. Aspecto MIcroscópico de Bexigas 

 

 

 

 

 

 

                                                            A       

 

 

 

 

 

 

                          B                                           C 

 

(A) Bexigas tratadas com salina ive (B) com acroleína 75g ive  e (C) com ifosfamida 400mg/Kg 

ip. (BATISTA et al., 2007) 
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5. Delineamentos Experimentais 

5.1. Efeito da amifostina na cistite hemorrágica induzida por acroleina ou 

por ifosfamida – Avaliação da variação do Peso Úmido Vesical, alterações 

macroscópicas e histológicas.  

Em camundongos Swiss machos foi induzida cistite hemorrágica com 

acroleina (75 µg, ive) ou com ifosfamida (400 mg/Kg, ip) (n:5-6). Para cada 

modelo de cistite hemorrágica tivemos um grupo controle que recebeu apenas 

solução salina (ive ou ip). Uma hora antes da indução da cistite, em ambos os 

modelos, outros grupos foram submetidos a injeções  intraperitoneais de 

amifostina (AMF) na dose de  50 mg/kg, A cistite hemorrágica induzida por 

acroleina ou ifosfamida foi avaliada após 3 ou 12 horas , respectivamente, pela 

determinação das variações do PUV, análise macroscópica e avaliação 

histopatológica e PV, conforme descrito anteriormente. 

                                                IFO ip                                                Sacrifício 

                                                (400mg/Kg)                                    PUV, PV, alterações 

                                                                                                        macro e microscópica 

               AMF ip                                      IFO ip                                         Sacrifício 

             (50 mg/Kg, ip)                       (400mg/Kg, ip)                           PUV, PV, alterações 

                                                                                                           macro e microscópica 

                           SALINA ive                               

                           ACR 75g ive                           

AMF ip (50mg/Kg, ip)            ACR 75g  

1 hora 

 

12 horas 

 

3 horas 

3 horas 

3 horas 

 

1 h  

 

Sacrifício, PUV, PV, 

alterações macro e 

microscópicas 

12 horas 
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5.2. Avaliação da possível interação entre os compostos acroleína e 

amifostina, via métodos de química computacional 

 

 Foram realizados cálculos de mecânica quântica, baseados na teoria do funcional 

da densidade, com o funcional B3LYP e a base 6-311g(d,p), utilizando o software 

Gaussian 09, no intuito de avaliar propriedades eletrônicas e estruturais dos compostos. 

Simulações de mecanismos de reação são bastante complexas e demoradas, assim, 

realizamos nossas análises partindo das propriedades obtidas para os compostos 

individualmente.  

 Inicialmente, foram obtidas as estruturas para os compostos a partir do cálculo de 

otimização de geometria. Em seguida, calculados o momento de dipolo, as energias e os 

formatos dos orbitais de fronteira HOMO e LUMO. O momento de dipolo permite avaliar 

a interação entre os compostos considerando os tipos de interações intermoleculares. O 

HOMO é o último orbital molecular preenchido (Highest Occupied Molecular Orbital), ou 

seja, em um processo de oxidação, é deste orbital que o elétron vai ser removido. Já o 

LUMO é o orbital molecular desocupado de mais baixa energia (Lowest Unoccupied 

Molecular Orbital), logo, num processo de redução, é este orbital que receberá o 

elétron.(Departamento de Química Analílica e Fisico-Química da Universidade Federal 

do Ceará e da Universidade Federal do ABC). 

 

5.3. Avaliação do efeito da amifostina na imunoexpressão de  citocinas  (TNF- α e 

IL-1) e das enzimas(NOS-i e COX-2), na cistite hemorrágica induzida por 

ifosfamida.   
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A cistite hemorrágica foi induzida com a injeção intraperitoneal de 

ifosfamida na dose de 400 mg/Kg. Um grupo recebeu pré tratamento com 

amifostina (50 mg/Kg ip) uma hora antes da ifosfamida. Após 12 horas os animais 

foram sacrificados por deslocamento cervical, suas bexigas, após cautelosa 

dissecção, foram retiradas, fixadas em formol 10%, transferidas para alcool 70% 

após 24 horas e enviadas para inclusão em parafina com o objetivo do estudo da 

expressão de mediadores e citocinas pelo método imunoistoquímico. O protocolo 

incluiu realização de cortes de 4µm de espessura e montagem em lâminas 

específicas para processamento posterior. 

 Para a desparafinização procedeu-se previamente o aquecimento em 

estufa por 3 horas a 60ºC e a imersão em solução de xilol, aquecido igualmente 

durante o mesmo período, durante 10 minutos. Seguiu-se então a imersão em 

Xilol a temperatura ambiente e a hidratação em soluções alcoólicas sucessivas. 

As lâminas foram lavadas com água destilada corrente e depois imersas em 

tampão Citrato (pH = 6,0), diluído em volume 1:10, sucedendo-se o aquecimento 

por 15 minutos em microondas em potência máxima para recuperação 

antigênica. Para a inativação da peroxidase endógena utilizamos o peróxido de 

oxigênio a 3% (volume) por 10 minutos. O bloqueio antigênico inespecífico foi 

realizado com o soro específico de acordo com as recomendações do fabricante 

(ABC Staining System da Santa Cruz Biotechnology®). Foram utilizados em 

diluição específica em albumina bovina 5% os anticorpos primários (cabra para 

TNF, coelho para IL-1 e iNOS e para COX2) que ficaram em banho por 12 horas. 

As lâminas controles receberam apenas a BSA 5% sem anticorpos. 
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 Decorrido o período de incubação as lâminas foram lavadas com PBS 

para a amplificação com o anticorpo secundário em diluições específicas, 

inclusive as lâminas controle.                                                                            

 Após a lavagem, as lâminas foram incubadas com o complexo conjugado 

avidina-biotina-peroxidase (Complexo Strep ABC por Vectastain ® ABC reagente 

e solução substrato de peroxidase) por 30 min, de acordo com o protocolo 

Vectastain. A imunoexpressão das enzimas e mediadores pôde ser visualizada 

com o cromógeno 3,3-diaminobenzidina (DAB). As lâminas foram contra-coradas 

com hematoxilina de Harry, desidratadas em uma série de álcoois graduados, 

apuradas em xileno e lamínulas.                                                                              

 A coloração pôde ser observada por microscopia de luz, e a 

imunoexpressão de iNOS, COX2, IL1 ou TNFα realizada com base na 

intensidade da coloração. A imunoistoquímica qualitativa foi então realizada, 

sendo as lâminas analisadas, epitélio e tecido conjuntivo, por microscopia em 

estudo simples cego atribuindo-se escores de acordo com a intensidade de 

marcação, de 0 (ausência de expressão) a 3 (intensa expressão).  

 

5.4. Avaliação do efeito da amifostina sobre a atividade de NOS induzida na 

cistite hemorrágica induzida por ifosfamida e por acroleína. 

 

As medidas de atividade da NOS, foram realizadas a partir das amostras 

de bexigas, utilizando método previamente descrito (GOMES et al., 2004). Doze 
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horas após a administração de IFO (400mg/kg, ip) ou 3 horas após a injeção 

intravesical de acroleína (75µg), os animais foram sacrificados e suas bexigas 

foram coletadas, e mantidas em freezer a -70º C até realização do ensaio.  

As amostras foram homogeneizadas (Polytron- PT 3100) em 0,3 mL de 

tampão de extração pH=7 (320mM sucrose; 50mM Tris; 1mM EDTA; 1mM DTT; 

10µg/mL leupeptina; 10µg/mL soybean tripsin inhibitor; 2µg/mL aprotinina; 2mM 

PMSF) e centrifugados (9.000 g/10min/4ºC). A seguir, 40 μL de cada 

sobrenadante foram incubados com 100 μL do tampão de ensaio pH=7,4 (50mM 

KH2PO4; 1,2mM MgCl2.6H2O; 0,25mM CaCl2; 0,12mM -NADPH; 60mM L-valina; 

1mM L-citrulina; 50µM BH4; 4µM FAD; 1mM DTT) por 1 hora.                             

 As amostras foram preparadas em triplicata. Tubo 1: sem inibidores de 

NOS; Tubo 2: L-NAME (inibidor não-específico de NOS) e aminoguanidina 

(inibidor específico de iNOS); Tubo 3: EGTA (quelante de cálcio para as 

isoformas constitutivas). L-arginina-14C (270 µCi/mmol) foi adicionada à razão de 

5,4 μL para cada 1mL de tampão de ensaio.                                                       

 Em seguida, 1mL de resina Dowex AG-50X8 sódica (1:1 em água, pH 6,0) 

foi adicionado aos tubos de ensaio, homogeneizados e centrifugados (9.000 

g/10min/4C). Foram colocados 400 μL do sobrenadante destes tubos em 3 mL de 

líquido de cintilação e, após agitação, a radioatividade foi quantificada por 

contador beta por 1 minuto para cada tubo. Também foi realizada a quantificação 

das proteínas totais de cada amostra pelo método de Comassie Blue (Comassie 

Blue Reagent; Pierce Chemical, Rockford, IL). Os resultados foram expressos 

como pmol de citrulina/hora/mg de proteína. 
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Como controles do ensaio, quatro grupos foram preparados: grupo 1: 

tubos para avaliar o background (este tubo não continha amostra); grupo 2: tubos 

para quantificar o total de cpm - contas por minuto (neste tubo não foi adicionado 

o Dowex nem as amostras); grupo 3: tubos com 7x 106 macrófagos ativados com 

LPS e IFN- (controle NOS induzida); grupo 4: tubos com homogenato de 

cerebelo (controle NOS neuronal).  

5.5. Ação da ifosfamida na indução de apoptose em células de bexigas de 

camundongos - Técnica de imunoistoquímica – TUNEL (TdT – mediated 

dUTP nick and labeling) 

 Cistite hemorragica foi induzida por IFO (400 mg/Kg ip). Os animais foram 

sacrificados e tiveram suas bexigas retiradas, fixadas em formol 10%, incluídas 

em parafina e feitos cortes de 5 m em lâminas cobertas com L-polilisina, 

próprias para imunoistoquímica. Utilizamos a técnica de imunoistoquímica para 

apoptose o kit Apoptag® S 7100 (Chemical International). Os cortes histológicos 

foram desparafinizados em xilol e reidratados com concentrações decrescentes 

de álcool (absoluto, 95% e 70%). Em seguida, foram lavados com solução 

tampão fosfato (PBS) e incubados a temperatura ambiente com proteinase K por 

15 minutos para promover a recuperação antigênica. Depois de lavado com água 

destilada (AD), o material foi tratado com peróxido de hidrogênio 3% volume por 

volume (v/v) em PBS por 5 minutos para bloquear a peroxidase endógena. 

Seguiu-se nova lavagem com PBS,após o que os cortes histológicos foram 

incubados com o Equillibration Buffer por 10s e imediatamente depois com a 

enzima TdT (desoxinucleotidil transferase) associada aos nucleotídeos marcados 
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com digoxigenina (reaction buffer) que iriam se ligar as hidroxilas livres do DNA 

fragmentado das células apoptóticas. O controle negativo não recebeu enzima. O 

material permaneceu em estufa a 37oC por 1 hora e a reação foi terminada com a 

solução stop. Lavagem com PBS,  em seguida adição do conjugado 

antidigoxigenina e incubação à temperatura ambiente por 30 minutos. Outra 

lavagem com PBS e adicionado o DAB (diaminobenzidina), o substrato da 

peroxidase, incubando o material por 3 a 6 minutos, para desenvolver a 

coloração da reação. Lavagens com água destilada e as lâminas foram 

contracoradas com methtyl  green. Nova lavagem com AD, imersão em N-butanol 

100% e xilol e, em seguida procedeu-se a montagem das lâminas.                  

 Para se quantificar a intensidade de coloração das estruturas, foram feitas 

fotomicrografias das bexigas dos camundongos com aumentos de 100x e 400x 

através de sistema de captura digital Leica DFC 320. Utilizando-se o sistema de 

Análises Histomorfométricas (SAHM 1.0) uma área de bexiga, compreendendo 

urotélio e tecido conjuntivo, foi selecionada e avaliada a relação área corada 

sobre área não corada (pixels/pixels). O programa IMAGE J 1.4 seleciona uma 

coloração prédefinida que se quer avaliar e quantifica a área ocupada por essa 

coloração, essa quantificação foi posteriormente utilizada para verificar a ação da 

ifosfamida na indução da apoptose em bexigas de camundongos. 

5.6. Ação da acroleína na indução de apoptose em bexigas de 

camundongos Técnica de imunoistoquímica – TUNEL (TdT – mediated 

dUTP nick and labeling) 
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Induzimos cistite hemorrágica em camundongos Swiss por injeção 

intravesical de acroleína (75g ive), conforme descrição anterior. O grupo 

controle recebeu apenas solução salina injetada ive (0,1 ml).  Após o sacrifício 

dos animais, que ocorreu após 3 horas da indução da cistite, as bexigas foram 

retiradas, fixadas em formol 10%, incluídas em parafina, feitos cortes de 5 m e 

montadas em lâminas próprias para imunoistoquímica.                                   

 Estes cortes, conforme protocolo, foram hidratados e incubados com 

20µg/,L de proteinase K por 15 minutos em temperatura ambiente. Usamos o 

peróxido de Hidrogênio 3% (v/v) em PBS por 5 minutos em temperatura ambiente 

para bloquear a peroxidade endógena. Os cortes foram lavados, incubados 

câmara umidificada a 37oC por 1 hora com Tampão TdT, com enzima e tampão 

para reação. As amostras foram novamente incubadas por 10 minutos em 

temperatura ambiente com um tampão de lavagem e então foram reincubadas 

câmara umidificada por 30 minutos com conjugado de peroxidase anti-

digoxigenina em temperatura ambiente. Foi feita uma série de lavagens em PBS 

e os cortes foram cobertos com substrato da peroxidase para conferir coloração. 

Foram feitas três lavagens com água destilada e as lâminas foram contracoradas 

com methyl green 5% (v/v) por 10 minutos em temperatura ambiente. Foi feita 

então a avaliação do efeito da acroleína na indução de apoptose em bexigas de 

camundongos pela análise da coloração das lâminas. 

5.7. Avaliação do efeito da amifostina na inibição da apoptose induzida por 

ifosfamida e por acroleína em bexigas de camundongos Técnica de 

imunoistoquímica – TUNEL (TdT – mediated dUTP nick and labeling) 
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 Uma hora antes da indução da cistite por IFO (400 mg/Kg ip) ou por 

acroleína 84 µg ive), os animais foram tratados com amifostina (50 mg/Kg). Os 

animais controle receberam somente solução salina. Após 3 horas da ACR a e 12 

horas da ifosfamida todos os animais foram sacrificados e tiveram suas bexigas 

preparadas para imunoistoquímica conforme descrição anterior e foi analisado o 

efeito da amifostina na apoptose induzida por acroleína e por ifosfamida. 

 

5.8. Papel da amifostina nas alterações dos parâmetros funcionais nas 

bexigas de camundongos anestesiados. Estudo “in vivo”.  

 

Esta série de experimentos foi totalmente realizada no Laboratório Escola 

Luiz Capelo sob a supervisão do Prof. Armenio Aguiar dos Santos.  

 Camundongos Swiss machos pesando entre 30 e 40g receberam injeção 

intraperitoneal de ifosfamida (400mg/kg). Um grupo de animais recebeu 

amifostina (50 mg/kg – i.p.) uma hora antes da indução da cistite.                    

 Após 12 horas da administração da ifosfamida, os animais foram 

anestesiados com uretana 50% na dose de 1.2 g/kg por via subcutânea (s.c.). 

 Para o registro da pressão intravesical através da técnica do 

cistometrograma contínuo, foi realizada laparotomia e através de pequena incisão 

no ápice da bexiga foi introduzido um catéter de polietileno (PE-50, Clay Adams, 

USA) com comprimento suficiente para que o extremo distal alcançasse o lúmen 

vesical. O catéter foi fixado à bexiga por meio de sutura realizada com fio de 
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nylon 4-0 e a extremidade livre era exteriorizada pela região abdominal. A parede 

abdominal foi fechada em plano único com fio de algodão 3-0.                            

 Os registros urodinâmicos foram realizados mediante a conexão do catéter 

exteriorizado a uma chave em T que se unia de forma linear a uma seringa pela 

qual era infundida solução salina continuamente e a um transdutor de pressão, 

por sua vez acoplado a um sistema de aquisição de sinais biológicos 

(PowerLab/8sp, ADInstruments ). Os registros foram gravados em um computador e 

analisados no  

 

 

FIGURA 16.  Sistema para análise de cistometrograma contínuo. 
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FIGURA 17. – Parâmetros avaliados na cistometrografia. 

 

5.9. Papel da amifostina na alteração dos parâmetros funcionais em 

tiras de bexigas de camundongos. Estudos “in ex vivo”.  

 

Esta série de experimentos foi totalmente realizada no Laboratório de 

Farmacologia do Músculo Liso sob a supervisão do Prof. Pedro Jorge Caldas 

Magalhães. Foram avaliadas bexigas de camundongos Swiss machos pesando 

entre 30 e 40g com cistite induzida por ifosfamida (400 mg/kg) injetada 

intraperitonealmente,  bem como grupo de animais  pré-tratados uma hora antes 

da indução da cistite com amifostina (50 mg/kg, ip). 
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Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, após 12 horas 

da injeção da ifosfamida, suas bexigas foram dissecadas e transferidas para uma 

placa de Petri com solução nutridora de Tyrode (composição em mM: NaCl= 136; 

KCl= 5; MgCl2 = 0,98; CaCl2 = 2; NaH2PO4 = 0,36; NaHCO3 = 11,9; glicose= 

5,5). Cada bexiga foi limpa de seus tecidos adjacentes e dividida em 2 pedaços 

de dimensões semelhantes que eram montados em câmaras de 5ml contendo 

solução de Tyrode, aerada continuamente e aquecida com bomba de circulação 

Haake FJ para manutenção da temperatura constante a 37°C.                             

 O sistema de registro isométrico consistiu de um amplificador Dataq (PM-

1000, WCE, USA), ao qual foram conectados transdutores de força Grass, 

modelo FT03C (Quincy, Mass., EUA). O tempo de equilíbrio da preparação foi de 

30 minutos e a tensão de repouso de 1 g.                                                             

 As soluções com os fármacos foram preparadas pela adição da substância 

pura diretamente na solução fisiológica e armazenadas em freezer em 

concentrações 100 a 1000 vezes maiores que aquelas usadas na câmara 

durante os experimentos. As soluções dos constituintes que foram estudados 

eram frescas e agitadas em aparelho Vortex, imediatamente antes do uso. Para 

avaliar a viabilidade do tecido no início dos experimentos, as preparações foram 

expostas a soluções despolarizantes com 60 mM de K+ até que fossem obtidas 

duas respostas de mesma amplitude (este período era de aproximadamente 30 a 

60 minutos além do tempo necessário para o equilíbrio da preparação). A maior 

parte dos resultados apresentados será expressa como percentual da média 

destas duas últimas contrações.  
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Para a realização do estudo foram utilizados protocolos em que a contração foi 

induzida com K+ e carbacol. As respostas experimentalmente observadas foram 

consideradas através das deflexões dos traçados originais obtidos pelo sistema 

de aquisição de dados e analisadas conforme cada situação apropriada, sendo 

então expressas em valores absolutos e valores percentuais em relação às 

respostas obtidas em períodos ou experimentos controle, conforme o tratamento 

especificado para cada protocolo experimental. Após a realização das curvas as 

tiras de bexigas foram pesadas em balança de precisão. A maior parte dos 

valores será dada pelas médias aritméticas ± erro padrão da média (E.P.M.), com 

a representação do número de observações experimentais (n). Alguns 

parâmetros, como os valores de concentração inibitória ou efetiva medianas 

(CI50 ou CE50, respectivamente) calculados por interpolação semi-logarítmica, 

foram expressos como a média geométrica e o intervalo de confiança 95%. Foi 

considerado significativo p < 0,05, pela análise de variância (ANOVA) seguida de 

um teste de múltipla comparação.                                                                 

FIGURA 18. Detalhe da montagem da tira de bexiga para registro de contração 

“in ex vivo” 

 
Fonte: Laboratório de Farmacologia do Músculo Liso – UFC (Adaptado:Dissertação de Mestrado 

Lívia Talita Cajaseiras Mourão, 2013). 
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FIGURA 19. Sistema para registros de contração em tecido isolado. 

 

Fonte: Laboratório de Farmacologia do Músculo Liso – UFC. 

 

5.10. PCR em Tempo Real:  

 A cistite hemorrágica foi induzida com a administração intraperitoneal de 

ifosfamifa, 400 mg/Kg. Um grupo de animais recebeu somente solução salina. 

 Todos os animais foram sacrificados após 12 horas e tiveram suas 

bexigas retiradas, homogeneizadas e preparadas para realização do ensaio de 

PCR em tempo real. 

 Os Primers para os genes CSE, CBS e β-actina foram projetados com 

base em sequências de RNAm obtidas a partir do National Center for 

Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Ensaios de PCR em 

tempo real foram realizadas em um volume final de 20 µL contendo 10 µL de 

supermix iQTM SYBR® Green, 2 µL de cada primer (200 nM), 1µL de cDNA das 
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amostras e 5 µL de água livre de RNAase. Controles negativos também foram 

testados, com o cDNA sendo substituídos por água livre de RNAase. Todas as 

amostras foram processadas em duplicata. As condições de PCR foram as 

seguintes: um período de desnaturação inicial a 95°C/7min, seguido por 45 ciclos 

de amplificação gênica. Cada ciclo consistiu de uma fase de desnaturação inicial 

a 95°C/20s, seguida por uma fase de anelamento a 60°C/20s e por fim uma fase 

de extensão a 72°C/45s. As amostras foram então submetidos a uma etapa de 

extensão a 72°C/3min. Para garantir a especificidade do produto de PCR, foi 

realizada a curva de Melting, após cada reação, em que a temperatura da reação 

foi posteriormente aumentada 0,5°C a cada 15s, com início na temperatura de 

anelamento de um primer e terminando em 95°C. Foi utilizada como gene de 

referência a β-actina. Todas as amplificações foram analisadas pelo sistema de 

detecção de PCR em tempo real CFX96 Touch™ (Bio-Rad). A expressão gênica 

relativa foi determinada usando o método 2-ΔΔCt (Livak). 

5.11. Estudo da atividade uroprotetora do sulfeto de hidrogênio (H2S) 

 

5.11.1. Efeito uroprotetor do sulfeto de hidrogênio (H2S) na cistite 

hemorrágica induzida por ifosfamida em camundongos : curva dose-

resposta. 

 Os camundongos foram tratados, por gavagem, com L-cisteína (percursor 

da síntese de H2S, 25, 50 ou 100 mg/Kg), administrada  sozinha ou com DL-

propargilglicina (inibidor da síntese de CSE, 100 mg/Kg) ou reagente de 
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Lawesson’s ( doador de H2S, 9, 27 ou 81 µmol/Kg). Após quarenta minutos  foi 

induzida cistite hemorrágica com a administração de Ifosfamida 400 mg/Kg 

intraperitonealmente. Tanto a L-cisteína como o reagente de Lawesson foram 

novamente administrados após 6 horas da ifosfamida. Os grupos controles 

receberam somente solução salina ou solução salina + ifosfamida. Os animais 

foram sacrificados após 12 horas por deslocamento cervical e as bexigas 

cuidadosamente dissecadas, retiradas, pesadas, homogeneizadas ou fixadas e 

incluídas posteriormente em parafina a fim de serem submetidas a análise do dos 

efeitos das drogas na cistite hemorrágica, através do Peso Úmido vesical (PUV), 

permeabilidade vascular (PV) e análises macroscópicas e microscópicas, 

conforme já descrito anteriormente.  

5.11.2. Efeito do sulfeto de hidrogênio (H2S) na atividade da enzima 

mieloperoxidade (MPO) na cistite hemorrágica induzida por ifosfamida em 

camundongos  

A atividade de mieloperoxidase (MPO), é utilizada como marcador da 

presença de neutrófilos no tecido inflamado, esta trata-se de uma enzima 

encontrada nos grânulos azurófilos de neutrófilos. Sua presença foi determinada 

por método colorimétrico e a leitura final realizada em leitor de placas. As bexigas 

dos animais, que receberam solução salina, ifosfamida (400mg/Kg, ip) ou que 

foram prétratados com doses crescente de percursor de H2S, L-cisteína (25, 50 e 

100 mg/Kg, vo) ou doador de H2S, reagente de Lawesson (9, 27 e 81 mg/Kg, vo), 

após 12 horas da indução da cistite, foram coletadas e incubadas em solução de 

HTAB 0,5% (Brometo de hexadeciltrimetilamonio), na proporção de 50mg de 
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tecido por mL, homogeneizadas e centrifugadas (1500 g/15 min a 4oC). O 

sobrenadante foi transferido para um eppendorf e novamente centrifugado 

(10min) para melhor remoção de contaminantes. Após plaqueamento de 7µL do 

sobrenadante (placas de 96 wells), 200 µL da solução de leitura (5 mg O-

dianisidine; 15 µL H2O2 1%; 3 mL tampão fosfato; 27 mL H2O) foram adicionados 

e lidos a 460nm (to=0 min e t1=1 min). A mudança na absorbância foi obtida, 

plotada em curva padrão de mieloperoxidase e expressa em termos de atividade 

de MPO (U/mg de tecido) (BRADLEY et al., 1982). 

 

5.11.3. Papel dos canais de potássio sensíveis ao ATP (KATP) no efeito 

uroprotetor do sulfeto de hidrogênio (H2S) 

 

 Para avaliar a participação dos canais de potássio ATP-dependentes no 

efeito uroprotetor do percursor do H2S, a L-cisteína, ou do doador de H2S, o 

reagente de Lawesson, os camundongos foram pré tratados, por via 

intraperitoneal, com  glibenclamida ( droga bloqueadora seletiva dos canais de 

potássio ATP dependentes) na dose de 10 mg/Kg. Após 1 hora os animais 

receberam vo, por gavagem, L-cisteína (50 mg/Kg), ou reagente de Lawesson  ( 

27 µmol/Kg). Quarenta minutos depois os animais receberam 400 mg/Kg, ip, para 

indução da cistite hemorrágica, as doses da L-cisteína e do reagente de 

Lawesson,que foram repetidas após 6 horas da ifosfamida. Os grupos controles 

receberam somente solução salina, solução salina + ifosfamida ou ainda outro 
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grupo controle recebeu somente  glibenclamida, 10 mg/Kg + ifosfamida, sem L-

cisteína ou reagente de Lawesson. A uroproteção foi avaliada através do Peso 

úmido vesical e permeabilidade vascular, conforme já descrito anteriormente. 

 

5.11.4. Avaliação do efeito do sulfeto de hidrogênio (H2S) na contralilidade 

de tiras de bexiga de camundongos com cistite hemorrágica induzida por 

ifosfamida. 

  

Foram avaliadas bexigas de camundongos Swiss machos pesando entre 

30 e 40g com cistite induzida por ifosfamida (400 mg/kg) injetada 

intraperitonealmente,  bem como grupo de animais  pré-tratados  quarenta 

minutos antes da indução da cistite por gavagem, com L-cisteína (50 mg/Kg), ou 

reagente de Lawesson ( 27 µmol/Kg). 

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, após 12 horas 

da injeção da ifosfamida, suas bexigas foram dissecadas e transferidas para uma 

placa de Petri com solução nutridora de Tyrode (composição em mM: NaCl= 136; 

KCl= 5; MgCl2 = 0,98; CaCl2 = 2; NaH2PO4 = 0,36; NaHCO3 = 11,9; glicose= 

5,5). Cada bexiga foi limpa de seus tecidos adjacentes e dividida em 2 pedaços 

de dimensões semelhantes que eram montados em câmaras de 5ml contendo 

solução de Tyrode, aerada continuamente e aquecida com bomba de circulação 

Haake FJ para manutenção da temperatura constante a 37°C.  
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O sistema de registro isométrico consistiu de um amplificador Dataq (PM-

1000, WCE, USA), ao qual foram conectados transdutores de força Grass, 

modelo FT03C (Quincy, Mass., EUA). O tempo de equilíbrio da preparação foi de 

30 minutos e a tensão de repouso de 1 g.  

As soluções com os fármacos foram preparadas pela adição da substância 

pura diretamente na solução fisiológica e armazenadas em freezer em 

concentrações 100 a 1000 vezes maiores que aquelas usadas na câmara 

durante os experimentos. As soluções dos constituintes que foram estudados 

eram frescas e agitadas em aparelho Vortex, imediatamente antes do uso. Para 

avaliar a viabilidade do tecido no início dos experimentos, as preparações foram 

expostas a soluções despolarizantes com 60 mM de K+ até que fossem obtidas 

duas respostas de mesma amplitude (este período era de aproximadamente 30 a 

60 minutos além do tempo necessário para o equilíbrio da preparação). A maior 

parte dos resultados apresentados será expressa como percentual da média 

destas duas últimas contrações.  

 Para a realização do estudo foi utilizado protocolo em que a contração foi 

induzida co carbacol. As respostas experimentalmente observadas foram 

consideradas através das deflexões dos traçados originais obtidos pelo sistema 

de aquisição de dados e analisadas conforme cada situação apropriada, sendo 

então expressas em valores absolutos e valores percentuais em relação às 

respostas obtidas em períodos ou experimentos controle, conforme o tratamento 

especificado para cada protocolo experimental.  Após a realização das 

curvas as tiras de bexigas foram pesadas em balança de precisão. A maior parte 
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dos valores será dada pelas médias aritméticas ± erro padrão da média (EPM), 

com a representação do número de observações experimentais (n). Alguns 

parâmetros, como os valores de concentração inibitória ou efetiva medianas 

(CI50 ou CE50, respectivamente) calculados por interpolação semi-logarítmica, 

foram expressos como a média geométrica e o intervalo de confiança 95%. Foi 

considerado significativo p < 0,05, pela análise de variância (ANOVA) seguida de 

um teste de múltipla comparação.  

 

6. Análise Estatística  

 Foi utilizado, para confecção dos gráficos e análises estatísticas, o 

programa GraphPad Prism 6. Os dados estão expressos com Média + Erro 

Padrão da Média (EPM) (variáveis com distribuição normal) ou mediana  (mínimo 

e máximo) para variáveis sem distribuição normal. Para a verificação das 

diferenças estatísticas entre os grupos foi realizada Análise de Variância 

(ANOVA) e teste de Bonferroni. Para os dados não paramétricos foram aplicados 

o teste estatístico de Kruskal-Wallis, seguido de Dunns.  

A análise dos resultados da imunoistoquímica valorizou uma abordagem 

qualitativa, levando em consideração o número de células marcadas e a 

intensidade da marcação, sendo realizada uma amostra selecionada dos grupos 

a partir do escore microscópico da lesão que se aproximasse do escore mediano 

do grupo.  

Para todas as análises foi considerado significativo p < 0,05. 
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III. RESULTADOS 

 

 

1. Efeito da amifostina na cistite hemorrágica induzida por acroleína e 

ifosfamida em camundongos - Avaliação da variação do Peso úmido Vesical 

– Análises macroscópica e Histológica    

 

A injeção intravesical de acroleína (75g/ Bexiga) bem como o tratamento 

dos animais com ifosfamida (400 mg/kg,ip) induziu um aumento do peso úmido 

vesical avaliado após 3 e 12 horas, respectivamente. O pré-tratamento dos 

animais com amifostina ip, na dose de 50 mg/Kg, reduziu este aumento, o que foi 

estatisticamente significativo (p<0,001).(FIGURAS 20; 22) 

 As análises macroscópicas evidenciaram que as bexigas dos 

camundongos tratados com amifostina apresentaram-se com edema e 

hemorragia mais discretos, sendo estes estatisticamente diferentes dos animais 

que desenvolveram cistite hemorrágica  pela acroleína ou pela ifosfamida, 

analisados no mesmo tempo (p<0,05).  (FIGURAS 21; 23) Os escores 

macrosópicos estão representados nas TABELAS 2 e 3. 

 Na avaliação histopatológica, os animais que receberam AMF 

apresentaram bexigas com hemorragia, edema e infiltrados leucocitários 

menores do que os controles lesão, que receberam somente injeção ive de ACR 

ou que foram tratados somente com IFO, isto examinados após 3  e 12 horas, 

respectivamente, sendo esta inibição estatisticamente significativa (FIGURA 24) e 

demonstrado nas TABELAS 2 e 3. 
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FIGURA 20. Efeito do tratamento com amifostina na variação do Peso 

Úmido Vesical induzido pela injeção intravesical de acroleína-3horas  

 

 

 

 

 

 

 

 

As barras representam a média + EPM do Peso Úmido Vesical de animais que receberam apenas 

acroleína (75g) ou que foram tratados com amifostina, por via ip (50 mg/Kg) 1 hora antes da 

indução da cistite. Os animais foram sacrificados após 3 horas da injeção da ACR. ( *) representa 

diferença estatisticamente significativa quando comparadas com o grupo controle ( C ) , que 

recebeu salina ive  e ( ** ) quando comparadas ao grupo que recebeu apenas ACR.p<0,05            

( ANOVA , teste de Bonferroni )   

 

FIGURA 21. Efeito do tratamento com amifostina (AMF) nas alterações 

macroscópicas induzidas pela injeção intravesical de acroleína 75g 

avaliado após 3 horas. 

 

 (A) Controle; (B) ACR 75g ive ; (C) AMF+ ACR. 

A C B 

-                AMF 

ACR 75µg/Bexiga 
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TABELA 2 - Análises macroscópicas e histológicas dos efeitos da 

amifostina  (AMF) na cistite hemorrágica induzida pela administração (ive) 

da acroleína (ACR) avaliadas após 3 horas 

 

 

Grupos 

Análise 

macroscópica 

(Edema) 

Análise 

macroscópica 

(Hemorragia) 

Análise 

Microscópica 

C           0 (0-0)           0 (0-0) 0 (0-0) 

ACR 75 g 2(2-3)* 3(2-3)* 2(1-2)* 

AMF  1(1-2)** 1(0-2)** 1(1-2)** 

 

 

A injeção de 75g de ACR ive induziu a cistite hemorrágica com alterações macroscópicas e 

histológicas que foram estatisticamente diferentes do controle     (C), que recebeu solução salina, 

quando analisadas após 3 horas. As alterações vesicais induzidas pela ACR foram inibidas 

,significativamente, pelo tratamento com a amifostina (50 mg/Kg, ip).  Os dados desta tabela 

estão relatados como medianas e variações ( n=6).  * p< 0,05 em relação ao grupo controle ( C ) 

e ** p< 0,05 em relação ao grupo tratado apenas com ACR, pelo teste de Kruskal Wallis (seguido 

de Dunns). 
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FIGURA 22. Efeito da amifostina (AMF) nas variações do Peso Úmido 

Vesical de animais tratados com ifosfamida (IFO). 

A amifostina foi administrada na dose 50 mg /Kg de peso, por via ip, 1 hora antes da ifosfamida 

(400 mg/Kg ip). Os animais foram sacrificados após 12 horas. As barras representam médias + 

EPM referentes a seis animais cada grupo. ( * ) e    ( ** ) indicam respectivamente diferenças 

estatisticamente significativas com relação ao controle (C), que recebeu apenas salina ip, e em 

relação ao grupo que recebeu apenas IFO, com p<0,05. ( ANOVA, teste de Bonferroni )  

 

FIGURA 23. Efeito do tratamento com amifostina (AMF) nas alterações 

macroscópicas induzidas por ifosfamida (IFO). 

 

 (A) Bexiga Controle; (B) IFO 400mg/kg; (C) AMF 50mg/kg + IFO. 
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FIGURA 24. Efeito do tratamento com amifostina (AMF) nas alterações 

histopatológicas induzidas por ifosfamida (IFO). 

 

   

 

 

 

 (A) Bexiga Controle; (B) IFO 400mg/kg; (C) AMF 50mg/kg + IFO. 40x. Coloração HE. 

 

A 
B 

C 
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TABELA 3 - Análises macroscópicas e histológicas dos efeitos da 

administração de amifostina (AMF) na cistite hemorrágica induzida por 

ifosfamida (IFO)  em camundongos. 

 

 

 

Grupos 

Análise 

Macroscópica 

(Edema) 

Análise 

Macroscópica 

(Hemorragia) 

Análise 

Microscópica 

 

 

         C 0 ( 0 – 0 )    0 ( 0 – 0 ) 0 ( 0 – 0 ) 

IFO 3 (3 – 3 ) *          2 ( 2 – 3 ) *   2 ( 2 – 2 ) * 

AMF 50 0 ( 0 – 1 )**       0 ( 0 – 1 )**         0 ( 0 – 1 )** 

 

  

A IFO (400 mg/Kg ip) induziu a alterações macro e microscópicas, que, avaliadas 12 h após sua 

administração, foram estatisticamente diferentes do grupo que recebeu salina ip (C). Em todos os 

animais que receberam AMF, houve inibição dos achados macroscópicos, de maneira 

significativa. Os resultados estão reportados por medianas e variações (n=6). * p<0,05 em relação 

ao grupo controle (C) e ** p<0,05 em relação ao grupo tratado somente com ifosfamida, 

utilizando-se o teste de Kruskal Wallis (seguido de Dunns). 
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2. Avaliação da possível interação entre os compostos acroleína e 

amifostina, via métodos de química computacional. 

 

 Previamente, foram avaliados os mecanismos de reação já conhecidos 

para a acroleína e não foram encontrados mecanismos nos quais a amifostina, 

somente avaliando sua composição química, se enquadraria já de antemão. 

 As estruturas dos compostos , cálculo dos momentos dipolo, das energias 

e formatos dos orbitais de fronteira HOMO e LUMO são apresentados na 

TABELA 4. 

 As duas moléculas são polares e um alinhamento entre seu momentos de 

dipolo pode levar à interação entre os grupos amina da amifostina e o átomo de 

oxigênio da acroleína. Esta aproximação entre as moléculas induziria à formação 

de uma ligação de hidrogênio (antigamente conhecida como “ponte” de 

hidrogênio) entre os dois compostos.  

 A análise dos orbitais de fronteira indica que, uma vez que o LUMO da 

acroleína tem energia bem mais negativa do que o LUMO da amifostina, e num 

processo de excitação eletrônica, seria possível a transferência de um elétron da 

amifostina para a acroleína. Tanto o HOMO quanto o LUMO da acroleína contam 

com grande participação do oxigênio. 

 Já na amisfostina esses orbitais concentram-se em lados opostos da 

molécula. Numa possível ligação de hidrogênio entre as moléculas, justamente 

os átomos que participam do HOMO da amifostina, estariam interagindo com a 

acroleína, favorecendo a transferência de carga entre as moléculas.  
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 Dessa forma, a redução da acroleína poderia ocorrer. A reação de adição 

também parece ser possível, já que a amifostina apresenta um caráter mais 

nucleófilo e a acroleína eletrófilo. 
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TABELA 4: Possível interação entre os compostos acroleína e amifostina, 

via métodos de química computacional. 

 Acroleína Amifostina 

Dipolo 
(Debye) 

 
3,1487 

 
2,2190 

Energia de 
HOMO (u.a.) -0,26492 -0,23198 

Superfície 
HOMO 

 
 

Energia de 
LUMO (u.a.) -0,07345 -0,00742 

Superfície de 
LUMO 
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3. Avaliação do efeito da amifostina na imunoexpressão de  citocinas  (TNF- 

α e IL-1) e das enzimas (NOS-i e COX-2), na cistite hemorrágica induzida por 

ifosfamida.   

 

Na Cistite hemorrágica induzida por ifosfamida (400 mg/Kg, ip) houve 

aumento da expressão de citocinas e mediadores inflamatórios (TNF- α, IL-1 e 

NOS-i) de maneira semelhante nos tecidos epitelial e conjuntivo, com exceção da 

expressão da COX-2, que se mostrou aumentada apenas no tecido conjuntivo. 

O tratamento prévio com amifostina (50 mg/Kg, ip) mostrou-se capaz de 

inibir o aumento da expressão de mediadores e citocinas inflamatórias induzidas 

pela ifosfamida. 

 

3.1.  Avaliação do efeito da amifostina na imunoexpressão da enzima 

Óxido Nítrico-sintase-induzida (NOS-i) na Cistite hemorrágica induzida por 

ifosfamida.  

A FIGURA 25 mostra, através de microscopia óptica, o aumento da 

imunoexpressão da enzima Óxido Nítrico-sintase-induzida (NOS-i) nas bexigas 

dos animais que receberam tratamento com ifosfamida, bem como o efeito da 

amifostina na inibição deste efeito. 

Os escores desta análise estão mostrados na TABELA 5. 
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TABELA 5 – Análise semiquantitativa, baseada em escores, do efeito da 

amifostina sobre a imunoexpressão da enzima Óxido-Nítrico-Sintase 

induzida (NOS-i) em bexigas de camundongos tratados com ifosfamida: 

 

 

Grupos Epitélio Conjuntivo 

Salina 1 (1 -1) 1 (1 -1) 

IFO 2 (2 – 2)# 2 (2- 2)# 

AMF + IFO 1 (1 – 1)* 0 (0 – 0)* 

 

A administração de amifostina (50 mg/Kg, ip) inibiu, significantemente, o aumento da expressão 

da enzima Óxido-Nítrico-Sintase induzida (NOS-i) em bexigas de camundongos induzido pelo 

tratamento com ifosfamida (400 mg/Kg, ip) , por imunohistoquímica. 
#
p<0,05 em relação ao grupo 

salina; * p< 0,05 em relação ao grupo tratado apenas com IFO, pelo teste de Kruskal Wallis 

(seguido de Dunns). 
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FIGURA 25. Amifostina inibe aumento da expressão da enzima Óxido-

Nítrico-Sintase induzida (NOS-i) em bexigas de camundongos por 

imunohistoquímica. 

     

    

  

A 

 

B 

 

C 

 

D 

 

E 

 

F 

 (A) Salina ip 100x; (B) Salina ip 400x; (C) IFO ip 100x; (D) IFO ip 400x; (E) AMF +IFO ip 

100x; (F) AMF + IFO ip 400x. → Células com forte marcação pelo cromógeno. 
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3.2. Avaliação do efeito da amifostina na imunoexpressão da enzima 

Ciclooxigenase-2 (COX-2) na Cistite hemorrágica induzida por ifosfamida.  

 

Os animais que foram tratados com ifosfamida apresentaram aumento da 

expressão da enzima Ciclooxigenase-2 (COX-2) em relação aos camundongos 

que receberam somente solução salina. O pré tratamento destes animais com 

amifostina se demonstrou capaz de inibir este aumento da expressão (FIGURA 

26). A imunomarcação para COX-2 foi detectada apenas no tecido conjuntivo. 

A TABELA 6 exibe os escores desta análise. 

TABELA 6 – Análise semiquantitativa, baseada em escores, do efeito da 

amifostina na imunoexpressão da enzima Cicloxigenase-2 (COX-2) em 

bexigas de camundongos tratados com ifosfamida:  

 

Grupos Epitélio Conjuntivo 

Salina 0 (0 – 0) 0 (0 – 0) 

IFO 0 (0 – 0) 2 (2 -2)# 

AMF + IFO 0 (0 – 0) 0 (0 – 0)* 

 

A administração de ifosfamida (400 mg/Kg, ip) induziu o aumento da expressão da enzima 

Cicloxigenase-2 (COX-2) no tecido conjuntivo de bexigas de camundongos, por 

imunohistoquímica. A amifostina (50 mg/Kg, ip) inibiu, de modo significativo, este aumento de 

expressão. 
#
p<0,05 versus grupo salina. *p< 0,05 em relação ao grupo tratado apenas com IFO, 

pelo teste de Kruskal Wallis (seguido de Dunns). 
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FIGURA 26. Amifostina inibe aumento da expressão da enzima 

Cicloxigenase 2 (COX-2) em bexigas de camundongos por 

imunohistoquímica. 

     

    

  

(A) Salina ip 100x; (B) Salina ip 400x; (C) IFO ip 100x; (D) IFO ip 400x; (E) AMF +IFO ip 100x; (F) 

AMF + IFO ip 400x. → Células com forte marcação pelo cromógeno. 
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B 
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3.3. Avaliação do efeito da amifostina na imunoexpressão da citocina Fator 

de Necrose tumoral α (TNF α)  na Cistite hemorrágica induzida por 

ifosfamida.  

 

As bexigas de camundongos com Cistite hemorrágica induzida por 

ifosfamida (400 mg/Kg, ip) apresentaram intensa marcação, demonstrando 

grande expressão do Fator de Necrose tumoral α (TNF α) no epitélio e tecido 

conjuntivo quando comparado as bexigas de animais controle. Os animais 

tratados com amifostina (50 mg/Kg, ip) não expressaram a citocina em suas 

bexigas, conforme podemos observar na FIGURA 27 e na TABELA 7. 

 

TABELA 7 – Análise semiquantitativa, baseada em escores, do efeito da 

amifostina na expressão da citocina Fator de Necrose tumoral α (TNF α) em 

bexigas de camundongos tratados com ifosfamida:  

Grupos Epitélio Conjuntivo 

Salina 0 (0 – 0) 0 (0 – 0) 

IFO 3 (3 – 3)# 3 (3 – 3)# 

AMF + IFO 0 (0 – 0)* 0 (0 – 0)* 

 

A administração de ifosfamida (400 mg/Kg, ip) induziu a importante expressão da citocina Fator 

de Necrose tumoral α (TNF α) no tecido epitelial e  conjuntivo  

de bexigas de camundongos, por imunohistoquímica. A amifostina (50 mg/Kg, ip) inibiu este 

aumento de expressão, significativamente. 
#
p<0,05 versus salina. * p< 0,05 em relação ao grupo 

tratado apenas com IFO, pelo teste de Kruskal Wallis (seguido de Dunns). 
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FIGURA 27. Amifostina inibe aumento da expressão da citocina Fator de 

Necrose tumoral α (TNF α) em bexigas de camundongos por 

imunohistoquímica. 

  

  

  

(A) Salina ip 100x; (B) Salina ip 400x; (C) IFO ip 100x; (D) IFO ip 400x; (E) AMF +IFO ip 100x; (F) 

AMF + IFO ip 400x. → Células com forte marcação pelo cromógeno. 

A 

 

B 

 

C 

 

D 

 

E 
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3.4. Avaliação do efeito da amifostina na imunoexpressão da citocina 

Interleucina-1 (IL-1)   na Cistite hemorrágica induzida por ifosfamida.   

 

A FIGURA 28 demonstra que o tratamento de animais com amifostina (50 

mg/Kg, ip) inibiu o aumento da expressão da citocina Interleucina-1 (IL-1) 

evidenciado tanto no epitélio como tecido conjuntivo de bexigas de  animais com 

cistite hemorrágica induzida por ifosfamida (400 mg/Kg, ip). Os escores desta 

análise estão na TABELA 8. 

 

TABELA 8 – Análise semiquantitativa, baseada em escores, do efeito da 

amifostina na expressão da citocina Interleucina-1 (IL-1) em bexigas de 

camundongos tratados com ifosfamida por imunohistoquímica : 

 

 

Grupos Epitélio Conjuntivo 

Salina 1 (1 – 1) 1 (1 – 1) 

IFO 3 (3 – 3)# 3 ( 3 – 3)# 

AMF + IFO 1 (1 – 1)* 1 (1 – 1)* 

 

A amifostina (50 mg/Kg, ip) inibiu, de maneira significativa o aumento da expressão da citocina 

Interleucina-1 (IL-1) no tecido epitelial e  conjuntivo de bexigas de camundongos, induzido pela 

administração de ifosfamida (400 mg/Kg, ip) , por imunohistoquímica. 
#
p<0,05 versus salina; * p< 

0,05 em relação ao grupo tratado apenas com IFO, pelo teste de Kruskal Wallis (seguido de 

Dunns). 
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FIGURA 30. Amifostina inibe aumento da expressão da citocina 

Interleucina-1 (IL-1) em bexigas de camundongos por imunohistoquímica. 

 

  

  

  

(A) Salina ip 100x; (B) Salina ip 400x; (C) IFO ip 100x; (D) IFO ip 400x; (E) AMF +IFO ip 100x; (F) 

AMF + IFO ip 400x. → Células com forte marcação pelo cromógeno. 
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4. Avaliação do efeito da amifostina na atividade da enzima Óxido Nítrico-

sintase-induzida (NOS-i) na cistite hemorrágica induzida por ifosfamida. 

 

 A amifostina (50 mg/Kg, ip) reduziu a atividade da enzima NOSi induzida, 

em bexigas de camundongos tratados com ifosfamida (400 mg/Kg, ip), conforme 

podemos observar  na FIGURA 29. 

 

FIGURA 29. Efeito da amifostina no aumento da atividade da NOSi induzida 

pela acroleína e pela ifosfamida. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A amifostina (50 mg/Kg, ip) reduziu a atividade da enzima NOSi induzida, em bexigas de 

camundongos tratados com ifosfamida (400 mg/Kg, ip).  # p< 0,05 em relação ao grupo que 

recebeu apenas ifosfamida. 
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5. Ação da ifosfamida na indução de apoptose em bexigas de 

camundongos. Efeito uroprotetor da Amifostina. Técnica de 

imunoistoquímica – TUNEL (TdT – mediated dUTP nick and labeling) 

 

Evidenciamos coloração castanha, indicativa de apoptose, nas células das 

bexigas dos animais tratados com ifosfamida (400 mg/Kg ip) e sacrificados após 

12 horas. Esta marcação foi mais intensa no epitélio vesical e lâmina própria 

(setas, FIGURA 30 C - D). Nas células dos animais controle, tratados somente 

com solução salina ip, não evidenciamos a coloração castanha característica de 

morte celular, mas apenas a coloração esverdeada do contracorante (metyl 

Green) (FIGURA 30 A - D) 

 O pré tratamento com amifostina (50mg/kg ip) inibiu a marcação 

característica de apoptose nas células das bexigas dos animais tratados com 

ifosfamida (400 mg/kg, ip) (FIGURA 30 E - F).  

 A quantificação desses achados está expressa na FIGURA 31. 
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FIGURA 30: Análise histomorfométrica, após imunoistoquímica pela técnica 
do  TUNEL.   

     

       

      
A (100x); B (400x): Salina, não se evidencia coloração castanha indicativa de morte celular; C 

(100x); D (400x): IFO (400mg/kg, ip) A coloração castanha indica  morte celular. E (100x); F 

(400x): AMF (50 mg/Kg ip) 1 hora antes da indução de cistite hemorrágica por IFO (400 mg/kg, 

ip). Não evidenciamos a marcação castanha 

F 
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A B 
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D 
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FIGURA 31: Efeito da amifostina na imunomarcação, pela técnica do  

TUNEL, nas bexigas de animais tratados com ifosfamida. 
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A amifostina (AMF) inibiu de modo significativo a imunomarcação, em bexigas de camundongos,  

induzida pela ifosfamida (IFO). #p<0,05 versus salina; *p<0,05 versus ifosfamida 
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6. Ação da acroleína na indução de apoptose em bexigas de camundongos. 

Efeito uroprotetor da amifostina. Técnica de imunoistoquímica – TUNEL 

(TdT – mediated dUTP nick and labeling) 

 

 A análise das bexigas dos camundongos nas quais foi induzida cistite 

hemorrágica pela injeção intravesical (ive) de acroleína (75μg), e sacrificados 

após 3 horas da indução, apresentaram-se com importante marcação castanha 

(setas) em relação ao grupo controle que somente recebeu solução salina ive. 

 Este experimento demonstra que a acroleína (75μg ive) induz a apoptose 

das células do epitélio vesical em camundongos, e que a marcação característica 

da morte celular foi evidenciada em todas as áreas das bexigas dos animais 

como células do urotélio, membrana basal e tecido conjuntivo. (FIGURA 32 C - D) 

 O tratamento com amifostina (50mg/kg ip) inibiu a apoptose induzida nas 

células das bexigas dos animais tratados com acroleína (75μg ive), portanto não 

apresentaram marcação castanha característica da apoptose. (FIGURA 32 E - F)  
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FIGURA 32: Análise histomorfométrica, após imunoistoquímica - TUNEL.   

     

     

    

A (100x); B (400x): Salina, não se evidencia coloração castanha indicativa de morte celular; C 

(100x); D (400x): IFO (400mg/kg, ip) A coloração castanha indica  morte celular. E (100x); F 

(400x): AMF (50 mg/Kg ip) 1 hora antes da indução de cistite hemorrágica por IFO (400 mg/kg, 

ip). Não evidenciamos a marcação castanha 

A 

 

B 

 

C 

 

D 

 

E 

 

F 

 



99 
 

 
 

7. Papel da amifostina nas alterações dos parâmetros funcionais nas 

bexigas de camundongos anestesiados. Estudo “in vivo”. 

 

A ifosfamida provocou uma diminuição da amplitude de contração (pressão 

máxima durante a micção) e o aumento da frequência de micção em relação ao 

grupo controle. (FIGURAS 33 e 34). Adicionalmente, a amifostina (50 mg/Kg ip) 

reverteu parcialmente estas alterações nos parâmetros funcionais provocadas 

pela ifosfamida em bexigas de camundongos anestesiados, conforme podemos 

evidenciar no registro urodinâmico (FIGURA 35). O traçado das contrações das 

bexigas dos animais tratados com ifosfamida apresentaram deflexões de menor 

amplitude e maior frequência e o pré-tratamento com amifostina reverteu estas 

alterações funcionais apresentando traçados muito semelhantes ao dos animais 

controle que receberam apenas solução salina (FIGURA 35). 
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FIGURA 33. Efeito do tratamento com a ifosfamida na amplitude de 

contração de bexigas de camundongos anestesiados.  
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Os animais tratados com ifosfamida (400 mg/Kg ip) apresentaram uma diminuição da amplitude 

de contração (pressão máxima durante a micção) significativamente diferente dos animais do 

grupo controle que receberam apenas solução salina (* p< 0,01) 

FIGURA 34. Efeito do tratamento com a ifosfamida na frequência de micção 

de camundongos anestesiados.   
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Os animais tratados com ifosfamida (400 mg/Kg ip) apresentaram aumento na freqüência de 

micção (micções por minuto) diferente dos animais do grupo controle que receberam apenas 

solução salina (* p< 0,01) 

           Salina                           IFO 
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FIGURA 35. Efeito do tratamento com amifostina na variação na 

amplitude e freqüência de contração e de bexigas de camundongos 

anestesiados tratados com ifosfamida.   

GRUPO CONTROLE (Salina)     

  

IFOSFAMIDA  

 

                             AMIFOSTINA + IFOSFAMIDA 

 

A amifostina reverteu parcialmente as alterações funcionais nas bexigas de camundongos 

anestesiados induzidas pela IFO 
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8.  Papel da amifostina na alteração dos parâmetros funcionais em 

tiras de bexigas de camundongos. Estudos “in vitro”.  

As tiras de bexigas dos animais tratados com ifosfamida (400 mg/Kg ip) 

apresentaram diminuição de contrações induzidas por K
+
 e carbacol (CCh) 

quando comparada com as bexigas dos animais do grupo controle que recebeu 

apenas solução salina. (FIGURAS 36 e 37)                                                             

A administração de AMF na dose de 50 mg/Kg ip uma hora antes da indução da 

cistite pela IFO mostrou-se capaz de inibir as alterações funcionais por esta 

provocada tanto nas contrações induzidas por K+ e carbacol. (FIGURAS 36 e 37) 

FIGURA 36. Efeito da amifostina (AMF) na alteração da contratilidade 

ao K+ induzida pela ifosfamida (IFS) em tiras de bexigas de camundongos. 
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A amifostina demonstrou-se capaz de inibir as alterações contráteis ao K+ de bexigas de 

camundongos tratados com ifosfamida. 
*
p<0,05 versus salina; *p<0,05 versus ifosfamida. 
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FIGURA 37. Efeito da amifostina (AMF) na alteração da contratilidade ao 

Carbacol (CCh) induzida pela ifosfamida (IFS) em tiras de bexigas de 

camundongos. 
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A amifostina inibiu de forma significativa as alterações contráteis ao carbacol (CCh) de bexigas de 

camundongos tratados com ifosfamida. 
#
p<0,05 versus salina; *p<0,05 versus ifosfamida. 

 

9. Real time PCR para CBS e CSE 

 

 Por qPCR foi possível demonstrar a diferença de expressão de RNA-m de 

CBS entre o grupo controle que recebeu somente solução salina e o grupo 

tratado com Ifosfamida 400 mg/Kg intraperitoneal, o que não foi demonstrado 

com a expressão da CSE (FIGURA 38). Esta diferença chega a ser 3,66x a do 

grupo controle para CBS, com significância estatística (p<0,001). 
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FIGURA 38: Expressão do RNA-m de CBS e CSE 12 horas após a 

administração de ifosfamida em camundongos. 
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Demonstra-se a diferença de expressão de RNA-m de CBS entre o grupo controle que recebeu 

solução salina e o grupo tratado com ifosfamida 400 mg/Kg, ip (p<0,001). A expressão do RNA-m 

da CSE não foi influenciada pelo tratamento com a ifosfamida. 
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10. Efeito uroprotetor do sulfeto de hidrogênio (H2S) na cistite hemorrágica 

induzida por ifosfamida em camundongos – Avaliação da variação do peso 

úmido vesical, alterações macroscópicas e histopatológicas :  curva dose-

resposta. 

 

Nas FIGURAS 39 e 40 podemos evidenciar que as bexigas dos animais tratados 

com 400 mg/Kg de ifosfamida ip apresentaram aumento do peso úmido vesical 

(PUV) , 12 horas após a sua administração quando comparado ao grupo controle 

, p< 0.001. O tratamento com diferentes doses da L-cisteína (50 e 100 mg/Kg vo), 

precursor da síntese de H2S, e do reagente de Lawessen (9, 27 e 81 µmol/Kg 

vo), doador de H2S, inibiram este aumento do peso úmido vesical induzido pela 

IFO, sendo esta inibição estatisticamente significativa, o que pode ser observado 

nas mesmas figuras. Na FIGURA 39 também foi verificado que a administração 

de PPG, que bloqueia a atividade da enzima CSE, reverteu a uroproteção 

induzida pela L-cisteína. 

 Macroscopicamente, a cistite hemorrágica observada 12 horas após a 

administração da IFO (400 mg/Kg ip) foi caracterizada pela presença de severo 

edema, com escores 3 (2 - 3) e por acentuada hemorragia sendo evidenciados 

hematomas de mucosa e coágulos na luz vesical, recebendo escores de 3 (1 - 3) 

o que foi significativamente (p<0,05) diferentes do controle que recebeu solução 

salina, com escores 0 (0 - 0), TABELA 9.  
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 A análise macroscópica demonstrou, ainda, que o tratamento com a doses 

de  50mg /Kg de L-cisteína foi capaz de inibir significativamente o edema vesical 

enquanto a dose de 100 mg/Kg inibiu também  os eventos hemorrágicos induzido 

pela ifosfamida, de maneira estatisticamente significativa (p<0,05), conforme 

indicado na TABELA 9. Já a administração das 3 doses do reagente de 

Lawessen inibiu os parâmetros de edema e hemorragia   como pode ser 

visualizado na TABELA 10. 

 Utilizando os critérios histopatológicos de Gray, após 12 horas da 

administração da ifosfamida, já são evidenciadas alterações histológicas de 

cistite, como importante erosão da mucosa, ulceração, hemorragia, edema 

intenso, depósitos de fibrina e acentuado infiltrado leucocitário, recebendo 

escores 2 (2 - 2). Estas alterações foram inibidas estatisticamente (p<0,05) 

somente pela dose de 100 mg/Kg vo da L-cisteína. Os escores para os 

parâmetros de Gray destes resultados são encontrados nas TABELAS 9 e 10  e 

também estão demonstrados na FIGURA 41. 
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FIGURA 39: Efeito do sulfeto de hidrogênio (H2S) na cistite hemorrágica 

induzida por ifosfamida em camundongos – Peso úmido vesical. 
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Os animais foram tratados com L-cisteina 40 minutos antes da IFO; controle recebeu somente 

salina. Média +EPM. 
a
p<0,001 vs salina, 

 b
p<0,05 vs grupo Ifosfamida e 

c
p<0,05 vs L-cisteína não 

tratado com Propargilglicina (PPG) 10mg/kg. 

FIGURA 40: Efeito do sulfeto de hidrogênio (H2S) na cistite hemorrágica 

induzida por IFO em camundongos – Peso úmido vesical. 
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Tratamento com Reagente de Lawessen 40 minutos antes da IFO; controle com salina. Média 

+EPM. 
a
p<0,001 vs salina e 

 b
p<0,05 vs grupo ifosfamida. 
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TABELA 9: Efeito do precursor da síntese do sulfeto de hidrogênio(L-

cisteína) na cistite hemorrágica induzida por ifosfamida em camundongos – 

Análise macroscópica e microscópica. 

 

Grupos 

Análise 

Macroscópica 

(Hemorragia) 

Análise 

Macroscópica 

(Edema) 

Análise 

Microscópica 

 

         Salina 0 ( 0 – 0 )    0 ( 0 – 0 ) 0 ( 0 – 0 ) 

IFO 3 (2 – 3 ) a          3 ( 1 – 3 ) a   2 ( 2 – 2 ) a 

L-Cisteína 25 + IFO 3 ( 1 – 3 )       3 ( 2 – 3 )         2 ( 2 – 2 ) 

L-Cisteína 50 + IFO 1 ( 1 – 2 )b       2 ( 0 – 3 )         2 ( 1 – 2 ) 

L-Cisteína 100 + IFO 1 ( 0 – 2 )b       1 ( 0 – 3 )b         1 ( 0 – 2 )b 

 

TABELA 10: Efeito do doador de sulfeto de hidrogênio (Reagente de 

Lawesson) na cistite hemorrágica induzida por ifosfamida em 

camundongos – Análise macroscópica e microscópica. 

 

Grupos 

Análise 

Macroscópica 

(Edema) 

Análise 

Macroscópica 

(Hemorragia) 

Análise 

Microscópica 

 

         Salina 0 ( 0 – 0 )    0 ( 0 – 0 ) 0 ( 0 – 0 ) 

IFO 3 (2 – 3 ) a          3 ( 1 – 3 ) a   2 ( 2 – 2 ) a 

Lawesson 9 + IFO 1 ( 1 – 2 )b       1 ( 1 – 2 )b         2 ( 2 – 2 ) 

Lawesson 27 + IFO 1 ( 0 – 2 )b       1 ( 0 – 3 )b         2 ( 2 – 2 ) 

Lawesson 81 + IFO 1 ( 0 – 3 )b       1 ( 0 – 2 )b         2 ( 2 – 2 ) 

 

Valores denotam mediana com mínimo e máximo, respectivamente. 
a
p<0,001vs salina e 

b
p<0,001 

vs ifosfamida. 
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FIGURA 41:  Fotomicrografias de bexigas de camundongos (100x) 

 

 

 

 

 

 

Grupo controle salina A.; Cistite hemorrágica induzida por  ifosfamida B com importante 

edema, erosão do urotélio e hemorragia, o pré tratamento com  L-cisteína C ou  

Reagente de Lawessen D, mostrando diminuição dos efeitos microscópicos induzidos 

pela ifosfamida.  

 

A 
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11. Efeito do tratamento com doses crescentes de L-cisteína e doador de 

H2S, Reagente de Lawessen  nas variações da permeabilidade vascular de  

bexigas de camundongos tratados com ifosfamida. 

 

 A administração de ifosfamida (400 mg/Kg, ip) levou a um aumento 

importante da permeabilidade vascular, que foi estatisticamente significativa em 

relação ao controle, que recebeu somente solução salina, com p < 0,001. 

Observando as FIGURAS 42 e 43 tanto a L-cisteína como o reagente de 

Lawessen, precursor e doador de H2S respectivamente, foram capazes de 

produzir uma inibição do aumento da permeabilidade vascular induzida pela 

injeção intraperitoneal de IFO (400 mg/Kg) com todas as doses utilizadas. Este 

bloqueio foi estatisticamente diferente dos camundongos que receberam apenas 

a injeção ip de  ifosfamida. A inibição do aumento da permeabilidade vascular 

induzida pela L-cisteína foi revertida pela administração de PPG, que bloqueia a 

atividade da enzima CSE. (FIGURA 42) 

O resultado do corante extraído das bexigas foi expresso como  g de Azul 

de Evans / mg de Bexiga, sendo reportados como  médias + EPM de cada grupo. 

Utilizamos o teste de ANOVA seguido do teste de Bonferroni para as análises 

estatísticas.  
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FIGURA 42: Efeito do sulfeto de hidrogênio (H2S) na cistite hemorrágica 

induzida por ifosfamida em camundongos – Permeabilidade vascular.  

0 .0 0

0 .1 5

0 .3 0

0 .4 5

0 .6 0

0 .7 5

S a lin a 5 0 1 0 0

L -c is te ín a

(m g /k g )

Ifo s fa m id a  4 0 0 m g /k g

b
b

a
c

c

5 0 1 0 0

L -c is te ín a

P P G  1 0 0  m g /k g

A
z

u
l 

d
e

 E
v

a
n

u
g

/m
g

 t
e

c
id

o

S a lin a

  

Os animais foram tratados com L-cisteina 40 minutos antes da IFO; controle recebeu somente 

salina. Média +EPM. 
a
p<0,001 vs salina, 

 b
p<0,05 vs grupo ifosfamida e 

c
p<0,05 vs L-cisteína não 

tratado com propargilglicina (PPG) 10mg/kg. 

FIGURA 43: Efeito do sulfeto de hidrogênio (H2S) na cistite hemorrágica 

induzida por ifosfamida em camundongos – Permeabilidade vascular  
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Tratamento com Reagente de Lawessen 40 minutos antes da IFO; controle com salina. Média 

+EPM. 
a
p<0,001 vs salina e 

 b
p<0,05 vs grupo ifosfamida. 



112 
 

 
 

12. Efeito do sulfeto de hidrogênio (H2S) na atividade da enzima 

mieloperoxidade na cistite hemorrágica induzida por ifosfamida em 

camundongos. 

A análise bioquímica do tecido vesical de camundongos tratados com 

ifosfamida, 400 mg/Kg, ip, demonstrou aumento da atividade de mieloperoxidase 

(MPO) quando comparado ao controle que recebeu somente solução salina. O 

pré tratamento dos animais com doses crescente de percursor de H2S, L-cisteína 

(25, 50 e 100 mg/Kg, vo) ou doador de H2S, reagente de Lawessen (9, 27 e 81 

µmol/Kg, vo) inibiu esse aumento da mieloperoxidase induzida pela ifosfamida. 

(FIGURAS 44 e 45)                

FIGURA 44: Efeito do sulfeto de hidrogênio (H2S) na dosagem da 

enzima mieloperoxidade na cistite hemorrágica induzida por ifosfamida.   
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 Os animais foram tratados com L-cisteína 40 minutos antes da IFO; controle recebeu somente 

salina. Média +EPM 
a
p<0,001 vs salina e 

 b
p<0,001 vs grupo ifosfamida 



113 
 

 
 

FIGURA 45: Efeito do sulfeto de hidrogênio (H2S) na dosagem da enzima 

mieloperoxidade na cistite hemorrágica induzida por ifosfamida em 

camundongos. 
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 Os animais foram tratados com Reagente de Lawessen, 40 minutos antes da IFO; controle 

recebeu somente salina. Média +EPM 
a
p<0,001 vs salina e 

 b
p<0,001 vs grupo ifosfamida 

 

13. Papel dos canais de potássio sensíveis ao ATP (KATP) no efeito 

uroprotetor do sulfeto de hidrogênio (H2S) 

 Para avaliar o envolvimento do KATP no efeitos protetores da L-cisteína ou 

do doador de H2S, reagente de Lawessen, na cistite hemorrágica induzida por 

Ifosfamida, os animais foram pré tratados com glibenclamida (10 mg/Kg). Nas 

FIGURAS 46, 47, 48 e 49 observamos que esse pré tratamento aboliu os efeitos 

uroprotetores da L-cisteína (100 mg/Kg) e do reagente de Lawessen (27 

µmol/Kg), considerando tanto as variações do peso úmido vesical, bem como da 

permeabilidade vascular. 
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FIGURA 46: Efeito do sulfeto de hidrogênio na CH induzida por ifosfamida 

em camundongos pré tratados com glibenclamida - peso úmido vesical.  
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Os animais receberam glibenclamida (10 mg/Kg, vo). Após 1h foram tratados com L-cisteina (100 

mg/ Kg, vo). 40 minutos após foi induzida CH com ifosfamida (400 mg/Kg, ip). A administração de 

glibenclamida reverteu o efeito protetor da L-cisteína. Média +EPM. 
a
p<0,001 vs salina, 

 b
p<0,05 

vs grupo IFO e 
c
p<0,05 vs L-cisteína. 

FIGURA 47: Efeito do sulfeto de hidrogênio na CH induzida por ifosfamida 

em camundongos pré tratados com glibenclamida permeabilidade vascular. 
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A administração de glibenclamida reverteu o efeito protetor da L-cisteína. Média +EPM 

a
p<0,001 vs salina, 

 b
p<0,05 vs grupo IFO e 

c
p<0,05 vs L-cisteína. 
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FIGURA 48: Efeito do sulfeto de hidrogênio na CH induzida por ifosfamida 

em camundongos pré tratados com glibenclamida - Peso Úmido Vesical.  
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Os animais receberam glibenclamida (10 mg/Kg, vo). Após 1h foram tratados com Reagente de 

Lawessen (27 µmol/Kg, vo). 40 minutos após foi induzida CH com Ifosfamida (400 mg/Kg, ip). A 

administração de glibenclamida reverteu o efeito protetor do reagente de Lawessen. Média +EPM. 

a
p<0,001 vs salina, 

 b
p<0,05 vs grupo IFO e 

c
p<0,05 vs Lawesson. 

FIGURA 49: Efeito do sulfeto de hidrogênio na cistite hemorrágica induzida 

por ifosfamida em camundongos pré tratados com glibenclamida 

permeabilidade vascular. 
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A administração de glibenclamida reverteu o efeito protetor do Reagente de Lawessen. 

Média +EPM. 
a
p<0,001 vs salina, 

 b
p<0,05 vs grupo IFO e 

c
p<0,05 vs Lawessen. 
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14.  Avaliação do efeito do sulfeto de hidrogênio na contralilidade de tiras 

de bexiga de camundongos com cistite hemorrágica induzida por IFO.  

Doze horas após receberem ifosfamida (400 mg/Kg ip), foram preparadas 

tiras de bexigas de camundongos para estudo de contratilidade in vitro, conforme 

protocolo descrito anteriormente. As tiras de bexiga de animais injetados com 

ifosfamida apresentaram diminuição das contrações induzidas por carbacol (CCh) 

quando comparada com as bexigas dos animais do grupo controle que 

receberam apenas solução salina. (FIGURA 50)                                                     

 O tratamento com L-cisteína, percursor do H2S, na dose de 100 mg/Kg vo 

e reagente de Lawessen, doador de H2S, na dose de 27 µmol/Kg, vo, ambos  

administrados quarenta minutos antes da indução da cistite pela ifosfamida e 6 

horas depois, mostrou-se capaz de inibir as alterações funcionais provocada pela 

ifosfamida nas contrações associadas ao carbacol. (FIGURA 50) 
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FIGURA 50 . Efeito do sulfeto de hidrogênio na alteração da 

contratilidade ao Carbacol (CCh) induzida pela ifosfamida em tiras de 

bexigas de camundongos. 
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A L-cisteína e o Reagente de Lawessen inibiram de forma significativa as alterações 

contráteis ao carbacol (CCh) de bexigas de camundongos tratados com ifosfamida. 

ap<0,001 vs salina,  bp<0,05 vs grupo IFO.        
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IV. DISCUSSÃO 

 

 No presente trabalho, verificamos que a amifostina e o sulfeto de hidrogênio 

exercem efeito protetor sobre a cistite hemorrágica. Tal efeito foi evidenciado pela 

atenuação de eventos inflamatórios vasculares (permeabilidade vascular e peso úmido 

vesical), celulares (diminuição da atividade de mieloperoxidase), reduzida produção de 

mediadores inflamatórios e de mecanismos de apoptose, além de melhora de parâmetros 

funcionais vesicais. Um aspecto relevante e inédito nesse trabalho, foi a investigação da 

potencial interação química direta entre a amifostina e a acroleína. Tal proposta foi 

investigada previamente para outros compostos tióis, como a N-acetil-cisteína (NAC) e o 

Mesna (BROCK et al., 1981). Esse raciocínio ficou bem estabelecido ao se estudar a 

relação entre o uso das oxazafosforinas, a geração de acroleína, acumulação desta na 

bexiga e o aparecimento de cistite hemorrágica. Dados da literatura sugerem que a 

maioria das células possui mecanismos endógenos adequados de proteção contra a 

toxicidade induzida por químicos reativos como a acroleína. A NAC mostrou-se capaz de 

se ligar a acroleína formando um tioéster não tóxico (BROCK et al., 1981),  prevenindo 

algumas manifestações da cistite hemorrágica induzidas pelo uso de oxazafosforinas, 

sendo porém ineficaz no quadro já instalado (PRIMACK, 1971; TOLLEY, 1977; BOTTA et 

al., 1973).  

 Outro composto tiol testado foi o 2- mercaptano-sulfonato de sódio (MESNA) 

(BROCK et al., 1981), cuja excreção urinária rápida é importante para a detoxificação 

dos metabólitos urinários das oxazafosforinas por interações químicas. O mecanismo de 

ação do mesna na cistite hemorrágica induzida por agentes alquilantes está relacionada 

a sua capacidade de se ligar a acroleína, o metabolito final urotóxico, formando um 

produto não tóxico, desta forma então, prevenindo a iniciação da cascata inflamatória 
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(LINKS & LEWIS, 1999). No entanto levando em consideração que o mesna também é 

um composto que possui um grupamento sulfidril, não se pode descartar a possibilidade 

de que a sua uroproteção possa ser devido à capacidade de atuar como scavanger de 

radicais livres (BATISTA et al, 2007), uma vez que esta propriedade do mesna já foi 

demonstrada quando em estudos de lesão de isquemia-reperfusão (SENER et al. 2005). 

Em nosso estudo, a baixa energia de interação entre amifostina e acroleína sugere a 

possibilidade de reação entre essas substâncias, o que poderia contribuir para a 

atenuação da cistite hemorrágica. Esse raciocínio é reforçado pela presença, de forma 

análoga ao NAC e ao mesna, de um grupamento tiol livre na amifostina quando 

metabolizada pela fosfatase alcalina de membrana celular (RENNER et al., 1999). 

 Vários outros mecanismos podem estar associados ao efeito protetor da 

amifostina. Fu et al (2009) destacaram o potencial efeito anti-inflamatório da amifostina 

em modelo de lesão pulmonar induzida por Lipopolissacarídeo (LPS) bacteriano. No 

modelo de Fu e colaboradores (2009) o desenvolvimento de uma resposta lesiva 

associada ao LPS cursa com a ativação de espécies reativas de oxigênio, ativação de 

fatores de transcrição, como o p38 e NF-kB, que sinalizam para a produção de citocinas, 

incluindo a IL-6, e intensa permeabilidade vascular, refletindo uma disfunção de barreira 

endotelial. Todos esses mecanismos, inclusive a migração de neutrófilos, foram 

atenuados pela prévia administração de amifostina (FU et al., 2009). 

 Não está claro se a inibição da síntese de mediadores inflamatórios seria 

decorrente de um efeito anti-inflamatório direto ou consequente ao provável efeito 

quelante da amifostina sobre a acroleína. Entretanto, o efeito anti-inflamatório direto foi 

avaliado por Kumar e colaboradores (2003). Células Raw 264.7, tratadas ou não com o 

metabólito ativo da amifostina, o WR-1065, foram incubadas com LPS e avaliadas 

quanto à produção de óxido nítrico. De forma interessante, esse composto exerceu um 
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potente efeito inibitório sobre a produção in vitro desse mediador (KUMAR et al., 2003), 

sugerindo que o efeito anti-inflamatório pode ser em parte independente da ação 

quelante da droga. Esses achados são reforçados, no presente estudo, pelo fato de 

animais tratados com AMF terem reduzida imunoexpressão de vários marcadores de 

inflamação, como TNF-α, IL-β, COX-2, além de reduzida atividade de iNOS. 

 Outros mediadores podem ter sua ativação modulada pela amifostina, como 

bradicinina, histamina e substância P. A bradicinina e seus homólogos, conhecidos 

genericamente por cininas, tem origem de fatores sanguíneos e exercem seus inúmeros 

efeitos através da ligação com dois tipos de receptores, o B1 e o B2. Em condições 

patológicas é responsável por inflamação e dor (MARCEAU – REGOLI, 2004), além de 

ter papel fundamental na regulação de mecanismos vasculares da inflamação 

(OSCHATZ et al., 2011). De acordo com Oschatz e colaboradores (2011), mastócitos 

podem liberar heparina, que contribui para a ativação do fator XII da coagulação, 

levando à formação de bradicinina em modelos de anafilaxia. De forma análoga, 

mastócitos têm sido relatados contribuir para o desenvolvimento de cistite infecciosa 

(RUDICK et al., 2008). A substância P, agindo nos receptores NK1, aumenta a produção 

do óxido nítrico, induzindo a inflamação (MAGGI et al., 1997 b). A literatura também 

relata que o antagonista destes receptores atenua a permeabilidade vascular e 

alterações histológicas nas bexigas de animais tratados com ciclofosfamida (ALFIERI – 

GARDNER, 1997). A despeito de não termos testado o envolvimento de mastócitos, 

histamina, bradicinina ou substância P no presente modelo, acreditamos que a 

amifostina possa modular os eventos vasculares da inflamação, detectado pela redução 

da peso úmido vesical, em parte por impedir a ativação dessas células e desses 

mediadores.  
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 A morte celular por apoptose é um fator que pode contribuir para a reduzida 

densidade celular na bexiga de animais injetados com ifosfamida, como evidenciado pelo 

método de TUNEL. Nota-se, claramente, que há uma diminuição de células epiteliais em 

animais com cistite hemorrágica. Esse aspecto pode expor o tecido conjuntivo 

subjacente a constituintes luminais vesicais e facilitar o acesso da acroleína a essa 

porção do tecido. O estímulo de células residentes é um reconhecido mecanismo de 

produção e ativação de mediadores inflamatórios (RIBEIRO et al., 2000). Ribeiro e 

colaboradores (2000) demonstraram que a injeção de zymosan ou ácido acético em 

cavidades peritoneais de ratos induz a liberação de TNF-α e IL-1β por células residentes. 

A comprovação desse mecanismo foi evidenciada pela lavagem peritoneal para 

depleção dessas células, o que reduziu a produção dos referidos mediadores (RIBEIRO 

et al., 2000). Provavelmente, mecanismo análogo de estímulo esteja sendo conduzido 

pela acroleína no contexto da cistite hemorrágica. De forma relevante, a amifostina 

reduziu significativamente a marcação para apoptose induzida por ifosfamida e por 

acroleína. Esse mecanismo modulador não está claro. Contudo, Lv et al (2013) 

demonstraram que células da medula óssea irradiadas e tratadas com amifostina 

apresentaram reduzida produção de espécies reativas de oxigênio, preservação 

mitocondrial, reduzida apoptose e aumento da proliferação celular. Este efeito anti-

apoptótico da amifostina já havia sido demonstrado quando esta inibiu a apoptose de 

linfócitos induzida pela idarrubicina. A atividade da amifostina na apoptose se deu pela 

inibição do potencial de lesão do DNA e é justamente o acúmulo de DNA lesionado, 

irreparavelmente, que pode induzir ao processo de morte celular por apoptose 

(WOZNIAC et al., 2008). Não mensuramos, por ocasião do presente estudo, marcadores 

específicos de apoptose, como ativação de caspases iniciadoras (caspase-8, -9 ou -10) 

ou executoras (caspase-3 ou -6), nem o envolvimento de moléculas pró-apoptóticas, 

como Bax e Bak, ou anti-apoptóticas (Bcl-2)        (LIU et al., 2011). Contudo, o 
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mecanismo de preservação mitocondrial mediado pela amifostina, como evidenciado por 

Lv e colaboradores (2013), reforça o papel protetor desse fármaco na cistite 

hemorrágica.  

 Dentre as vias de ativação da apoptose, tem-se a via intrínseca, regulada por Bax 

e Bak, controladores da permeabilidade mitocondrial, e a via extrínseca, mediada por 

receptores de morte, como TNF-α e Fas (SAYERS, 2011). 

 O TNFα regula várias funções como proliferação, sobrevivência e diferenciação 

celular, além de apoptose. Ele parece exercer um importante papel orquestrando a 

cascata de citocinas em várias doenças inflamatórias e, por este motivo, tem sido 

proposto como alvo terapêutico nestes casos (PARAMESWARAN et al, 2010). Os 

receptores de TNFα tanto são expressos constitutivamente em diversos tecidos dos 

mamíferos bem como são altamente regulados e expressos nas células dos tecido 

imune (LOGAN et al, 2007). Uma vez reagindo com seus receptores, TNF-R1, o TNFα 

provoca vários eventos celulares, incluindo a ativação da cascata das caspases o que 

leva a apoptose e também leva ativação do NF-κB (LOGAN et al, 2007). 

 Diversos estudos investigaram o papel do TNF-α na cistite hemorrágica induzida 

por oxazafosforinas quando suas alterações histológicas foram inibidas pelo uso de soro 

anti-TNF-α (GOMES et al, 1995) e pela Talidomida, um ativador da degradação do 

mRNA de TNF-α (RIBEIRO et al, 2002). Mais recentemente, Leite e colaboradores 

(2015) demonstraram que o infliximabe, um anticorpo monoclonal anti-TNF-α ou animais 

knockout para TNFR1 (receptor para TNF) inibem o edema vesical e a hiperalgesia 

associadas à cistite hemorrágica induzida por ifosfamida.   

 O epitélio e o tecido conjuntivo adjacente das bexigas dos camundongos com 

cistite hemorrágica induzida por ifosfamida (400 mg/Kg, ip)  apresentaram grande 
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expressão do TNF-α, quando comparado as bexigas de animais controle. Esta 

expressão foi inibida nas bexigas dos animais pré-tratados com amifostina (50 mg/Kg, ip) 

as quais não expressaram a citocina. Considerando que a AMF reduziu a 

imunoexpressão para TNF-α, sugere-se que a redução dos mecanismos de apoptose 

por este fármaco, em parte, pode ser devida à inibição da sinalização apoptótica 

extrínseca regulada por esta citocina. 

 A interleucina-1β (IL-1β) foi outra citocina com imunoexpressão inibida por 

amifostina. Trata-se de uma citocina altamente inflamatória que afeta praticamente todos 

os tipos celulares e que trabalha de forma sinérgica com outras citocinas.  

 A participação do IL-1β na cistite hemorrágica foi comprovada, uma vez que a 

utilização do soro anti-IL-1β e da pentoxifilina inibiram as alterações vesicais (GOMES et 

al, 1995; RIBEIRO et al, 2002), bem como também foi demonstrado que esta citocina é 

extremamente expressa nas células  epitéliais e subepitéliais das bexigas de animais 

tratados com ifosfamida (MACEDO et al, 2011 a). LEITE e colaboradores (2015) 

demonstraram que o anakinra, um antagonista de receptores da IL-1 (IL-1ra), previne o 

estabelecimento de vários parâmetros da cistite hemorrágica, como hemorragia, edema, 

infiltração neutrofílica, hiperalgesia visceral e disfunção vesical. Esses achados foram 

confirmados em animais knockout para o receptor de IL-1 (IL-1R-/-) (LEITE et al., 2015). 

Tais achados colocam a IL-1 no topo da cascata reguladora da resposta inflamatória da 

cistite hemorrágica. De maneira bastante relevante, a amifostina inibiu o aumento da 

imunoexpressão dessa citocina, evidenciado tanto no epitélio como tecido conjuntivo de 

bexigas de  animais com cistite hemorrágica induzida por ifosfamida. Esse aspecto, 

parcialmente, justifica o amplo efeito protetor da amifostina. A ligação da IL-1β com seus 

receptores induz a fosforilação de quinases levando a translocação do NF-κB para o 

núcleo com a expressão de diversos genes inflamatórios, como iNOS e COX-2. 
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(DINARELLO, 2011). Levando-se em consideração esse papel regulador da   IL-1, 

investigamos o efeito da AMF sobre a imunoexpressão dessas enzimas. 

 A cicloxigenase (COX) é um grupo de enzimas que catalizam a complexa 

conversão do ácido araquidônico em prostaglandinas e tromboxanos, que agem como 

autacóides com efeitos biológicos autócrinos e parácrinos (RIBEIRO et al., 2012). 

Existem três isoformas de COX, mas é a expressão da COX-2 que é aumentada durante 

os processos inflamatórios, exercendo então importante papel na dor (KAWABATA, 

2011), na ativação tumoral (DANNENBERG et al, 2001), inflamação e doenças 

neurodegenerativas (DUBOIS et al, 1998), bem como também já foi demonstrada na 

cistite hemorágica induzida por ciclofosfamida (HU et al, 2003), por ifosfamida (MACEDO 

et al, 2008 a) e por acroleína (MACEDO et al, 2008 b). 

 A COX-2 é observada apenas algumas horas após a indução da cistite 

hemorrágica, sugerindo que nas primeiras horas após a administração da ifosfamida 

ocorra a participação de outros mediadores (SOUZA –FILHO et al, 1997; RIBEIRO et al, 

2002) o que foi confirmado por Macedo, Ribeiro e colaboradores (MACEDO et al, 2008 

a; RIBEIRO et al, 2002). 

 No presente estudo, a amifostina também se demonstrou capaz de inibir a 

expressão de COX-2 em bexigas de camundongos que receberam ifosfamida. É lícito 

mencionar que na cistite hemorrágica, induzida experimentalmente por ifosfamida em 

ratos anestesiados, ocorrem alterações motoras funcionais no trato urinário inferior,  no 

esvaziamento vesical bem como alterações no comportamento contrátil em estudos in 

vitro, e que a inibição de COX-2 com anti-inflamatórios não-esteroidais, como etoricoxibe 

e indometacina, previne o estabelecimento da disfunção vesical (MACEDO et al., 

2011a). Adicionalmente, Hu e colaboradores demonstraram, através de cistometrografia 
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em ratos conscientes, alterações nos reflexos miccionais  e na  pressão intravesical na 

cistite hemorrágica induzida por ciclofosfamida (HU et al, 2003). A PGE-2, por sua vez, 

ativa os aferentes vesicais levando a liberação de taquicininas, como a substância P, 

dentro ou logo abaixo do urotélio, alterando o limiar do reflexo miccional levando a 

hiperatividade vesical observada nas condições inflamatórias do trato urinário inferior 

(MAGGI et al 1993; ISHIZUKA et al, 1995). Portanto, podemos sugerir que uma vez que 

a amifostina reduziu a imunoexpressão para COX-2, esse mecanismo tenha prevenido o 

estabelecimento da disfunção vesical induzida pela ifosfamida. 

 A expressão da enzima óxido nítrico sintase induzida também foi inibida pela 

amifostina. O óxido nítrico é sintetizado por uma família de enzimas conhecidas como 

NO sintases (NOS), tendo sido descritas três isoformas de NOS, a endotelial (NOSe), a 

neuronal (NOSn) e a induzida (NOSi). Nas últimas décadas, o óxido nítrico tem tido cada 

vez mais relevância como um importante neurotransmissor e como um mediador celular 

com diversas funções no trato urinário inferior. Na patogênese da cistite hemorrágica, a 

produção de óxido nítrico parece depender da produção de citocinas TNF-α e IL-1β 

através da ativação da NOS induzida (RIBEIRO et al, 2002; GOMES et al, 1995), uma 

vez que o uso de soro anti-TNF-α ou anti-IL-1β reduziu a expressão de NOSi no urotélio 

(GOMES et al, 1995).  

 Considerando que o óxido nítrico é um radical livre e que espécies reativas de 

oxigênio e de nitrogênio afetam muitos processo fisiológicos e patológicos, incluindo 

morte celular por apoptose, mediante a regulação da expressão de fatores de 

transcrição, p53, e cascatas que quinases celulares (KAMINSKYY et al., 2014), pode-se 

sugerir que a amifostina, em parte, esteja modulando a morte de células da bexiga 

urinária por apoptose via a inibição da NOS induzida (NOSi). 
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 Levando-se em consideração que a forma ativa da amifostina apresenta um 

grupamento tiol e que NAC, glutationa e mesna exercem efeitos protetores na cistite 

hemorrágica exatamente por meio desse grupamento funcional molecular, questionou-se 

se o tiocomposto,  sulfeto de hidrogênio, que possui ações fisiológicas diversas, 

exerceria efeito protetor sobre esta condição patológica. 

 De forma a se avaliar o papel do sulfeto de hidrogênio na patogênese da cistite 

hemorrágica induzida por ifosfamida, utilizamos a L-cisteína, um substrato para a síntese 

desse mediador gasoso, e o reagente de Lawesson, um doador direto de sulfeto de 

hidrogênio. 

 Trabalhos anteriores sugerem que as enzimas cistationina beta-sintase (CBS) e 

cistationina gama-liase (CSE) são expressas em bexigas normais FUSCO et al., 2012; 

GAI et al., 2013). Essa expressão é sugestiva de que ambas possam apresentar papel 

funcional na regulação da contração e esvaziamento urinário (FERNANDES et al., 2014), 

ter importância na hemodinâmica do tecido subjacente (FIORUCCI et al., 2006) ou, 

ainda, serem reguladoras do tráfego celular vascular-tecidual (SHIMIZU et al., 2013).  

 Fato interessante observado nesse trabalho foi a expressão reduzida de CBS, 

mas normal de CSE, na vigência do tratamento com ifosfamida. Esse achado sugere que 

ocorre uma depleção da síntese de sulfeto de hidrogênio durante a cistite hemorrágica, 

justificando a realização da suplementação desse mediador gasoso como possível 

abordagem para a prevenção da lesão vesical. Esta, portanto, foi uma hipótese testada 

neste estudo, como discutido a seguir. 

 A expressão na bexiga urinária dessas enzimas e a produção de sulfeto de 

hidrogênio foram descritas em humanos e em ratos (FUSCO et al., 2012; GAI et al., 

2013), tanto no tecido conjuntivo, como no músculo detrusor. 
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 A não variação da expressão da CSE entre os grupos ifosfamida e controle, não 

exclui o papel desta no contexto da cistite. Certamente, ambas, CSE e CBS, contribuem 

para a patogênese de forma relevante, visto que evidenciamos que a inibição da CSE 

com L-propargilglicina reverteu o efeito protetor associado à administração do substrato 

para síntese do sulfeto de hidrogênio, a L-cisteína. Considerar o parâmetro de expressão 

por PCR quantitativo como referência experimental única é limitante nesse estudo, uma 

vez que a tradução do mRNA em proteína sofre influência de vários mecanismos pós-

transcricionais (ZELTZ & GULLBERG, 2014). Nesse contexto, a atividade da CSE 

precisaria ser mensurada de forma a se determinar a real contribuição desta isoforma 

para o estabelecimento o dano vesical.  

 Curiosamente, a administração de L-cisteína e do reagente de Lawesson 

preveniram o aumento do peso úmido vesical e a permeabilidade vascular, as alterações 

macroscópicas e microscópicas, o acúmulo de neutrófilos (observado pela redução da 

atividade de MPO) e prevenção da disfunção vesical. 

 Apesar de não termos evidenciado uma diferença estatística entre o grupo 

ifosfamida e o tratado com o reagente de Lawesson em termos histopatológicos, alguns 

achados microscópicos, como a distância entre a camada mucosa e a muscular é maior 

no grupo ifosfamida que no grupo tratado com o reagente de Lawesson. Além disso, a 

camada epitelial apresenta-se parcialmente preservada no grupo tratado com o doador 

de sulfeto de hidrogênio se comparado ao grupo ifosfamida. Tais achados denotam uma 

preservação, mesmo que parcial, da arquitetura da bexiga nos animais tratados com o 

doador de sulfeto de hidrogênio. Haveria, assim, necessidade de se revisar o parâmetro 

de dano histopatológico utilizado neste trabalho (critérios de Gray), de forma a se 

mensurar quais critérios efetivamente apresentaram maior gravidade. Gray e 

colaboradores (1986) agruparam em cada índice de escore de lesão a intensidade de 
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edema, infiltrado celular, hemorragia e ulceração de mucosa. Uma análise estratificada 

dos parâmetros foi empregada em uma abordagem clínica da cistite hemorrágica (Lima 

et al., 2007). Lima e colaboradores (2007) demonstraram que o protocolo padrão de 

prevenção de cistite hemorrágica induzida por ifosfamida baseado em três doses de 

mesna não protege completamente da cistite, sugerindo que, a despeito do protocolo de 

uroproteção,  os pacientes apresentavam uma cistite subclínica. Essa observação pode 

ser relevante no estabelecimento de repercussões tardias tóxicas consequentes ao 

tratamento oncológico com oxazafosforinas, como disfunção de bexiga. 

 Um efeito importante modulado pelo sulfeto de hidrogênio no presente estudo foi 

o edema inflamatório. É relatado na literatura que a lesão de barreira hematoencefálica 

decorrente de parada cardíaca, a qual leva ao extravasamento de albumina sérica, além 

de outras macromoléculas proteicas para o espaço extracelular cerebral, resultando em 

edema, apoptose e morte celular neuronal, pode ser adequadamente prevenida pela 

administração de sulfeto de hidrogênio (GENG et al., 2015). Adicionalmente, Wang e 

colaboradores (2014) demonstraram efeito similar desse mediador gasoso em modelo de 

isquemia cerebral. Um componente inflamatório importante para o estabelecimento de 

edema é a infiltração de neutrófilos (CUNHA et al., 2008; ZARPELON et al., 2013). 

Cunha e colaboradores (2008) demonstraram que a inibição da migração de neutrófilos 

com fucoidina em modelo de edema de pata induzida por carragenina previne a 

hipernocicepção e o desenvolvimento do edema. Mais recentemente, Dornelles et al 

(2014) sugeriram que o antagonista de receptores CXCR1/CXCR2, importantes para o 

efeito quimiotático mediado pela interleucina-8, previne o acúmulo de neutrófilos durante 

a cistite induzida por ciclofosfamida, resultando na inibição do edema.  No presente 

trabalho, o uso do doador de sulfeto de hidrogênio ou do substrato para a síntese desse 

mediador atenuou de forma significativa a atividade de mieloperoxidase, indicando a 
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inibição da acumulação de neutrófilos na cistite induzida por ifosfamida. Desta maneira, 

podemos afirmar que esse efeito sobre a migração de leucócitos pode ter contribuído 

para a redução da magnitude do edema. Um possível mecanismo pelo qual esse 

mediador gasoso pode regular o tráfico de leucócitos para o tecido pode envolver a 

modulação da expressão de moléculas de rolamento (P- e L-selectinas) e adesão (ICAM 

e integrinas)               (SHIMIZU et al., 2013). 

 Como discutido anteriormente, Macedo et al (2011a) demonstraram que a 

administração de ifosfamida induz uma importante disfunção vesical em ratos. 

Considerando que a doação de sulfeto de hidrogênio preveniu a resposta inflamatória, 

parte do efeito modulador desse mediador sobre a disfunção pode ser atribuído a esse 

papel. Adicionalmente, a expressão de CSE também foi demonstrada em fibras neurais 

distribuídas na camada muscular de ureteres de porcos (FERNANDES et al., 2014). A 

localização dessa enzima, em parte, pode explicar a capacidade da L-cisteína e do 

reagente de Lawesson de reestabelecerem a contratilidade vesical normal. 

 O mecanismo protetor do sulfeto de hidrogênio tem sido associado à capacidade 

deste em abrir canais de potássio ATP-dependentes (MEDEIROS et al., 2009). Medeiros 

e colaboradores (2009) evidenciaram o efeito gastroprotetor desse mediador gasoso no 

modelo de úlcera gástrica induzida por etanol mediante uso de doadores. Ainda, com o 

pré-tratamento dos animais com glibenclamida, um bloqueador de canais K+-ATP-

dependentes, verificaram uma reversão do efeito gastroprotetor (MEDEIROS et al., 

2009). Tal abordagem também foi utilizada no presente estudo, apresentando resultados 

similares. De forma interessante, Fernandes & Assreuy (2004) sugeriram que o efeito 

anti-inflamatórios de outro mediador gasoso, o óxido nítrico, também pode ser mediado 

pela ativação desses canais, visto que o bloqueador não seletivo de canais de potássio, 
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o tetrametilamonio, restabelecia o edema de pata induzido por carragenina 

(FERNANDES & ASSREUY , 2004). 

 O uso concomitante da propargilglicina com a L-cisteína, somente, e não com o 

reagente de Lawesson, justifica-se por este último ser um doador direto de sulfeto de 

hidrogênio, subvertendo, portanto, o mecanismo inibitório da enzima pelo inibidor. 

 O efeito do Lawesson, verificado no presente estudo, sobre os eventos 

vasculares e, em menor proporção, sobre os eventos celulares da resposta inflamatória, 

contrasta com a melhor eficácia da L-cisteína, a qual apresentou bons resultados em 

ambos os fenômenos e também sobre a disfunção vesical. Essa observação pode ser 

explicada pelo fato de a L-cisteína ser também substrato para outras vias metabólicas 

além da síntese de sulfeto de hidrogênio (FIORUCCI et al., 2006). Por exemplo, cita-se a 

geração de glutationa reduzida (FIORUCCI et al., 2006), cujo papel protetor na cistite 

hemorrágica já foi plenamente demonstrado (BATISTA et al., 2007).  

 Portanto, com base nas observações ora apresentadas demonstramos de forma 

inédita os mecanismos envolvidos no papel protetor da amifostina e do sulfeto de 

hidrogênio sobre a cistite hemorrágica induzida por ifosfamida. Esse trabalho abre 

perspectivas para a realização de estudos clínicos visando a translação desses achados 

para o melhor manuseio desse efeito colateral, o qual ainda continua limitante da 

terapêutica associada ao preparo dos pacientes para o transplante de medula óssea. 
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 V - CONCLUSÕES 

 

   Através métodos de química computacional, demonstramos a possibilidade 

de reação (de redução e / ou de adição) entre a amifostina e a acroleína.  

 

 Os resultados deste trabalho comprovam que o efeito uroprotetor da amifostina 

se dá através de diversos mecanismos distintos, uma vez que inibe expressão e 

atividade de citocinas e mediadores inflamatórios, inibe apoptose e  inibe 

alterações funcionais (in vitro e in vivo).  

 

 Este estudo  também comprova o efeito uroprotetor do sulfeto de hidrogênio 

(H2S) na cistite hemorrágica induzida pela ifosfamida, uma vez que a L-cisteína 

(substrato para a síntese de H2S) e o doador de H2S (reagente de Lawessen), 

reverteram as variações do PUV, PV, atividade de MPO, alterações 

macroscópicas ,histopatológicas e funcionais, com mecanismo que se deve a 

ativação dos canais de K+-ATP dependentes.  
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