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RESUMO




Modelo experimental de Cistite Hemorragica induzida pela injecdo
intravesical de Acroleina - Efeito Uroprotetor de compostos tidis (Mesna,
Glutationa e Amifostina) — CRISTINA KELMA LOIOLA PONTE BATISTA.
Dissertacdo apresentada ao Curso de Pés-graduacdo em Farmacologia do Dept®
de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal
do Ceara, como pré-requisito para obtencéo do titulo de Mestre em Farmacologia.
Data da Defesa: 18 de Outubro de 2002. Orientador: Prof. Dr. Ronaldo de
Albuquerqgue Ribeiro.

A Acroleina (ACR) é um aldeido altamente reativo e toxico produzido como
metabolito urinario das drogas antineoplasicas Ciclofosfamida (CFM) e Ifosfamida
(IFO); tem sido apontada como o agente causal da Cistite Hemorragica (CH)
induzida por estes compostos. Os dados anteriores da literatura sobre CH
induzida por oxazafosforinas foram obtidos apds sua administracdo intraperitoneal
(ip), a partir da qual a ACR seria supostamente produzida ou liberada, mas nao
pela demonstracdo de sua acdo direta na bexiga. Assim, 0 presente estudo
objetivou avaliar os efeitos da injecdo intravesical (ive) de ACR em camundongos,
assim como a agdo citoprotetora de alguns compostos tidis como o Mesnha,
classico antagonista quimico da ACR, a Glutationa reduzida (GSH), importante
tiol endégeno e a Amifostina (AMF), agente que protege seletivamente os tecidos
normais contra uma grande variedade de efeitos toxicos induzidos pela
guimioterapia anti-cancer. Para tanto, a CH foi induzida em camundongos Swiss
machos (25-35 g; n=6 por grupo) através de injecado ive de ACR nas doses de 25,
75, 225 ng, os quais foram sacrificados apos 3, 6, 12 ou 24 horas e tiveram suas
bexigas analisadas quanto as alteracfes do peso umido (PUV), permeabilidade
vascular (PV) pela técnica do extravasamento do Azul de Evans (25 mg/Kg, ev, 30
minutos antes do sacrificio) e analises macroscoépica e histopatologica, ambas
realizadas segundo os critérios de Gray. Observamos que a ACR induziu de forma
dose e tempo dependente significativo (p<0,05) aumento do peso umido vesical e
da PV, com efeito maximo em 12 horas, além de lesdes macroscopicas e
histopatoldgicas significativamente diferentes do controle. Grupos receberam
administracdo local (ive) de Mesna (2mg), GSH (2mg) ou AMF (1,5mg); ou
administracao sistémica (ip) de Mesna (80mg/Kg), GSH (125,250,500mg/Kg) ou
AMF (25,50,100mg/Kg). O pré tratamento dos animais com Mesna, GSH e AMF,
administrados tanto por via ip ou ive inibiu significativamente os aumentos do
PUV, da PV e das alteracbes macroscopicas e histopatolégicas induzidas pela
ACR. Este efeito protetor dos compostos tidis também foi demonstrado na CH
induzida pela IFO(400 mg/Kg ip). Nossos dados em conjunto confirmam o papel
da ACR na génese da CH induzida por oxazafosforinas e evidenciam o0s
compostos tidis como importante linha de defesa celular nesta condicdo
patologica.
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Experimental model of Hemorrhagic Cystitis induced by intravesical injection
of Acrolein — Uroprotective effects of thiol compounds (Mesna, Glutathione
and Amifostine). - CRISTINA KELMA LOIOLA PONTE BATISTA . Dissertation
submitted as a partial fullflment of the requirements to a masters degree in
Pharmacology to the Postgraduation Pharmacology Course of the Physiology and
Pharmacology Department of the Medicine Faculty of Federal University of Ceara.
Defense date: 2002, October 18". Professor: Ronaldo de de Albuquerque Ribeiro.

Acrolein (ACR) is a highly reactive and toxic aldehyde produced as a
metabolic urinary product of the anticancer drugs Cyclophosphamide (CYP) and
Ifosfamide (IFO) that was related as the causative agent of Hemorrhagic Cystitis
(HC) induced by these compounds. Systemic administration of CYP or IFO would
induce HC through the release of ACR. However, a possible direct effect of ACR to
the urothelium is yet to be demonstrated. In this study we aimed to evaluate the
effects of the local intravesical (i.ve.) injection of ACR to mice, as well as the
cytoprotective action of the thlol compounds: Mesna, the classical ACR chemical
antagonist; the reduced form of the endogenous thiol Glutathione (GSH), and
Amifostine (AMF), an agent that selectively protects normal tissues against a wide
variety of toxic effects induced by anticancer chemotherapy. Male Swiss mice
received ACR (25, 75, or 225 ng) i.ve. - 3, -6, -12 or -24 h before sacrifice. the
increase in vascular permeability (VP) in the bladders was evaluated by the
measure of the concentration of Evans blue dye extravasation, injected 30 min
before ACR (25mg/kg e.v.) and by comparison of the Bladder Wet Weight between
the groups. The macroscopical and histopathologycal changes were evaluated
using the Gray’s criteria. Groups received local (i.ve.) Mesna (2mg), GSH (2mg) or
AMF(1,5mg) or systemic (i.p.) Mesna (80 mg/kg), GSH (125,250,500 mg/Kg), and
AMF(25,50,100 mg/Kg) 30 min before ACR. Local ACR induced a dose and time-
dependent increase in bladder edema as well as in the macroscopical and
histopathological lesions, that was significantly different from controls, being
maximal 12 h after ACR injection (p<0.05). Pretreatment with either Mesna, GSH,
or AMF inhibited both the edema, macroscopical and the histopathological
changes, regardless of local or systemic adminstration. This protective effect of
the thiol compounds was also demonstrated in HC induced by IFO (400 mg/Kg ip).
In conclusion, our results confirmed the role of ACR in the genesis of HC induced
by oxazaphosphorines and indicated the thiol compounds as an important celular
defense line in this pathological condition.
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. Oxazafosforinas

As oxazafosforinas, Ciclofosfamida (CFM) e Ifosfamida (IFO), séo ésteres
fosforamididicos ciclicos que pertencem ao grupo dos quimioterapicos
antineoplasiocos alquilantes. S&o capazes de estabelecer ligagbes covalentes
com as bases nitrogenadas do acido desoxirribonucleico (DNA), através dos seus
grupos alquilas, ou seja, através de radicais de hidrocarbonetos que se ligam a
cadeias principais de compostos organicos. O resultado desta alquilagdo é a
producdo da quebra da molécula de DNA e da ligacdo cruzada em seu duplo
filamento. (HASKELL, 1990 ; CALABRESI & CHABNER, 1990)

A IFO é um isébmero estrutural da CFM e difere desta, que contem ambos
0s grupos cloroetil ligados ao mesmo nitrogénio do exociclo, por apresentar um
dos dois grupos cloroetil ligados ao nitrogénio do endociclo (Ver Figura)
(SAROSY, 1989). Estas diferengas estruturais estdo diretamente relacionadas
com propriedades fisico-quimicas, como maior solubilidade em agua da IFO em
relacdo a CFM, bem como com diferentes propriedades farmacoldgicas e
toxicologicas. (BROCK,1977 apud BRADE et al, 1986; CREAVEN et al, 1974;

WAGNER et al, 1981)



1.1. Metabolismo das oxazafosforinas

As oxazafosforinas sdo na verdade pro-drogas, terapeuticamente inativas ,
gue precisam ser primeiramente biotransformadas para se tornarem citotéxicas.
Tanto CFM como IFO tém seus metabdlitos ativos originados preferencialmente
no figado, (FRAISER et al, 1991; CONNORS et al., 1974), pelo sistema de
oxidases de fungao mista do citocromo P450.

A ativacdo metabdlica inicial se da a partir da hidroxilagdo do carbono 4 do
anel resultando em 4-hidroxioxazafosforinas- que se encontram em equilibrio
dindmico com seus tautdomeros de anel aberto a aldofosfamida e a
aldolfosfamida. Estes por sua vez sdo transportados pela circulacdo até os tecidos
susceptiveis onde sdo clivados por reacdo de B-eliminagcdo para mostarda de
fosforamida ou mostarda de isofosforamida (mostardas nitrogenadas) e Acroleina
(ACR). (CALABRESI & CHABNER, 1990 ; CONNORS et al., 1974 e LOW
et al.,, 1983) Acredita-se geralmente que as mostardas sdo responsaveis pelos
efeitos terapéuticos citotéxicos (FRAISER et al., 1991 e FISCHER, 1982),
enquanto que a ACR responderia pelo dano urotelial . (COX, 1979 ; BROCK et al.,

1979 apud BRADE et al., 1986 )
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Figura 1. Estruturas quimicas da Ciclofosfamida e da Ifosfamida

A desativacdo deste complexo metabolismo ocorre através da
desidrogenacéo irreversivel das 4-hidrixioxazafosforinas a cetooxazafosforinas ou
ainda da Aldofosfamida e da Aldolfosfamida a carboxIfosfamida / carboxilFO.
Estas reacdes de desidrogenacdo enzimatica sao catalisadas pela aldeido
desidrogenase e/ou aldeido oxidades, enzimas estas que se apresentam nas
células tumorais em niveis inferiores aos das células normais, sendo esta uma das
razbes da acao citotbxica ser mais seletiva nos tumores. Tumores que
demonstrem uma atividade maior da aldeido desidrogenase podem apresentar-se

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



Numa via alternativa de desativacdo das oxazafosforinas, ocorre uma
reacdo de N-decloroetilacdo produzindo decloroetil-CFM ou decloroetil-IFO (sem
aparente atividade citotdxica ou alquilante) e o cloroacetaldeido, outro metabolito
associados tanto a neurotoxicidade quanto a nefrotoxicidade e urotoxicidade.
(SHAW et al.,, 1983 ; POLH, STEKAR & HILGARD, 1989; SPRINGATE et al.,
1987) Uma das principais diferencas no metabolismo da CFM e da IFO é que a
decloroetilacdo € bem mais importante para IFO do que para a CFM.
(BRADE et al., 1985)

Estudos in vitro do metabolismo tanto da CFM com da IFO realizados em
microssomas isolados de figados de ratos, demonstrou que ambas as reacfes sao
catalisadas por diferentes enzimas do citocromo P450. Na 4- hidroxilagdo da CFM
participam as P450 2C6, 2C11 e 2B, sendo que a P450 3" catalisa a maior parte

da N-decloroetilacdo. (YU & WAXMAN, 1996)

1.2. Usos clinicos das oxazafosforinas

A CFM possui um amplo espectro de usos clinicos, sendo um componente
essencial de varios esquemas de associacfes de drogas antineoplasicos. Pode
ser utilizada como agente Unico ou em associacdo, com bons resultados no
tratamento de doencas linfoproliferativas, carcinomas de mama, pulmao, colo
uterino, cérebro e ovario, bem como no neuroblastoma e retinoblastoma entre
outros. ( MONTVALE, 1993 apud SAFRON et al., 1997 ) Sendo os linfécitos
muito sensiveis a atividade citotoxica da CFM, esta também atua como farmaco

imunossupressor, sendo portanto utilizada no preparo de pacientes para
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Figura 2. Metabolismo da Ifosfamida

transplante de medula 6ssea, no controle de rejeicdo de orgaos poés transplante e
em doencas nao neoplasicas autoimune como artrite reumatéide, sindrome
nefrética e Granulomatose de Wegener. (LEVINE & RICHIE, 1989 ; GRINBERG-

FUNES, SHELDON & WEISS, 1990)



Ja a IFO, também é eficaz contra uma grande variedade de tumores, como
por exemplo: cancer de testiculo, sarcomas de partes moles, cancer de pulmao,
osteossarcomas, cancer de ovério e linfomas, além de também ser utilizada como
agente imunossupressor. (DECHANT et al., 1991 ; BROCK et al., 1988 ; BRADE
et al., 1985 ; ZALUPSKI & BAKER, 1988 ; LOEHRER, 1990) Muitas vezes a IFO
demonstra-se eficaz contra tumores resistentes a CFM. Quando comparada com
a CFM a IFO proporciona baixa mielossupress@o e apresenta baixa resisténcia
tumoral, sendo portanto uma droga ideal para ser incluida em regimes

combinados de quimioterapia antineoplasica. (HIGGS et al., 1989)

1.3. Efeitos indesejaveis das oxazafosforinas

Os efeitos colaterais mais comuns da CFM sdo alopécia, nauseas e
vOomitos, mielossupresséao relacionada a dose, sendo a leucopenia mais evidente
do que trombocitopenia e a anemia. A complicacdo pulmonar mais comuns com o
uso de CFM sao a pneumonite interticial e fibrose pulmonar. (BURKE et al., 1982;
COOPER et al., 1986; PATEL et al., 1976; RODIN et al., 1970)

O desenvolvimento de um quadro de cistite hemorragica (CH) estéril é
bastante comum com o uso de CFM, sendo este efeito urotdxico limitante para o
seu uso. Esta urotoxicidade varia, desde sensacao transitéria de esvaziamento e
irritacdo com freqUéncia e urgéncia urinaria, disuria, desconforto suprapubico,
microhematuria até cistite hemorragica. (BENNETT, 1974 ; SHROM et al., 1976)
Também ja foram descritas fibrose, necrose e contratura da bexiga, além de

refluxo vesicoureteral. (JONHSON et al.,1971; RENERT et al.,1973) Apesar da



importancia da CH , a uretrite e a pielite também estdo associadas ao uso da
CFM. (EFROS et al.,, 1990) Alguns estudos demonstraram haver aumento na
incidéncia de cancer secundario de bexiga ou de outras por¢des do trato urinario
em pacientes que desenvolveram CH, principalmente com obstrugdo presente.
(STILLWELL & BENSON, 1988 ; FRAISER et al.,, 1991) Somando-se ao ja
relatado anteriormente a CFM também pode ocasionar, apds terapia por periodo
prolongado, azospermia e faléncia ovariana (GERSHWIN et al., 1974)
Teratogenicidade foi reportada com o uso da CFM durante o segundo més de
gestacdo. (TOLEDO et al., 1971) N&o obstante com 0 uso das doses usuais para
a maioria das neoplasias a CFM ndo apresente toxicidade cardiaca, mas ja foram
relatadas cardiomiopatias induzidas por altas doses de CFM em humanos.
(FRAISER et al.,, 1991 ; HOPKINS et al.,, 1982 ; MILLS & ROBERTS, 1979 ;
O’'CONNELL & BARENBAUM, 1974)

A CH também € um importante efeito adverso da IFO, sendo este dose
limitante, apresentando-se com irritacdo na bexiga e manifestando desde
hematlria macroscOpica a hemorragia vesical grave. O metabdlito altamente
reativo da IFO, a Acroleina é responsabilizada pela sua urotoxicidade. (BROCK et
al., 1979 apud BRADE et al., 1985 ; DRAEGER et al., 1976 ; BRADE et al., 1985 ;
ZALUPSKI & BAKER, 1988)

A IFO pode causar toxicidade renal ( Sindrome de Fanconi ), fato este que
difere do seu analogo estrurural, a CFM. (BURK et al., 1990 ; GOREN et al., 1989;
SKINER et al., 1993) Esta nefrotoxicidade provavelmente decorre da formacéo do

cloroacetaldeido (CAA) a partir do metabolismo da IFO, uma vez que este



metabdlito depleta estoques intracelulares de Glutationa, predispondo a um dano
celular. (LIND et al., 1989 ; WAGNER, 1994)

Neurotoxicidade, que se manifesta por sonoléncia, desorientacao,
confusdo, alucinacdes, letargia e coma ap0s 2 horas depois da dose em bolus,
durando até 1 a 3 dias, pode acontecer em cerca de 20% dos pacientes apos
administragao da IFO. (BRADE et al.,, 1985 ; ZALUSPKI & BAKER, 1988) A
administracé@o oral da IFO esta associada a uma alta incidéncia de toxicidade no
Sistema Nervoso Central (SNC), sendo esta incomum com doses semelhantes por
administrac@o ev. (BRADE et al., 1985) A formag&o de cloroacetaldeido também
parece ser o responsavel pelo desenvolvimento desta toxicidade (ZALUPSKI &
BAKER, 1988), wuma vez que a administracdo oral de IFO resulta em
concentracfes mais elevadas de cloroacetaldeido quando comparadas com as
obtidas pela administracédo endovenosa. (KUROWSKI et al., 1991)

Outros efeitos colaterais da IFO ja relatados sdo cardiotoxicidade, baixa
mielossupressao, alopécia, nduseas e vémitos. (BRADE et al., 1985 ; ZALUPSKI

& BAKER, 1988)

. Cistite hemorréagica

Processo inflamatorio vesical associado a hemorragia pode ser causada
por patologias, como carcinomas, amiloidose e artrite reumatoide, por virus, como
adenovirus, virus BK, citomegalovirus, virus do herpes simples, virus da influenza
A, virus JP e papovavirus, por radiacao ionizante, por toxinas, como corantes e

inseticidas e principalmente por algumas drogas, como esterédes anabolizantes e



agentes antineoplasicos como as oxazafosforinas. (DEVRIES & FREIHA, 1990:
WEST, 1997)

A CH induzida pelo uso de CFM foi relatada pela primeira vez em 1959.
(COGINS et al., 1959) Esta significante urotoxicidade das oxazafosforinas é vista
em mais de 40% dos pacientes quando sao utilizados esquemas com altas doses,
e foram relatadas taxas de mortalidade entre 2 a 4% quando ocorria hemorragia
vesical macica. (WATSON and NOTLEY,1973 ; PHILIIPS et al.,1961) Também ja
foi relatada desenvolvimento de CH com doses menores de CFM em criancas
guando comparadas com adultos. (COGGINS et al.,, 1959 ; STIELLWELL &
BENSON, 1988)

A Acroleina , um aldeido altamente reativo e toxico, metabalito final tanto da
CFM como da IFO, é apontado como o agente causal da CH. (COX, 1979 ;
BROCK et al, 1979 ; KOLB et al, 1994 ; WAGNER, 1994) No metabolismo das
oxazafosforinas a ACR ¢é formada pela quebra da aldofosfamida ou
aldolfosfamida, provavelmente dentro da bexiga, afirmacdo esta reforcada pelo
fato da ACR ser muito reativa tendo portanto pequena meia vida bioldgica, bem
como quando liberada pelo metabolismo da CFM ou da IFO é amplamente
excretada, na urina, como acido 3 — hidroxipropilmercaptarico. (COX, 1979)

Os resultados obtidos por Cox que sugeriram a ACR como o metabdlito das
oxazafosforinas responsavel pela CH (aumento do peso das bexigas).
(COX, 1979)

Chaviano e colaboradores demonstraram que infusdo de ACR na bexiga de
ratos produzia efeitos inflamatérios mais pronunciados do que aqueles induzidos

pela injecdo de CFM ip, como maior peso das bexigas e maior absor¢cdo de azul



de metileno, um indicador de dano tecidual, (CHAVIANO et al, 1985) estes dados
dao consisténcia a hipotese inicial proposta por Cox de que a ACR é a substancia
promotora da CH.

Outros estudos também tém sugerido que além da Acroleina o CAA possa
estar associado com a producao de urotoxicidade promovida pela administragéo
de oxazafosforinas (WAGNER et al, 1981), . Marcagado do anel e das cadeias
laterais da CFM com diferentes isotopos radioativos, com posterior injecdo ev em
ratos, levaram a deteccdo de altos niveis de CAA marcados na urina. (SHAW,
GRAHAN & McLEAN, 1983) , reforcando a hipotese de que o CAA é produzido em
sitio proximo a bexiga, provavelmente o rim, ja tendo inclusive sido associado a
les&o tubular renal induzida por IFO.(MONCRIEFF & FOOT, 1989 ; ZAMLAUSKI

et al., 1994)

2.1. Acroleina

CH, =CH - CHO

Figura 3. Estrutura quimica da Acroleina

A ACR é um aldeido insaturado, altamente reativo que é gerado pela
combustdo incompleta ou pir6lise de materiais organicos como madeiras,
combustiveis, alimentos e tabaco. (ASTRY AND JAKAB, 1983; WORLD HEALTH

ORGANIZATION, 1991)



Tem sido identificado como um perigoso poluente ambiental, de grande
importancia, particularmente como componente da fumaca de cigarros.
(CALDWELL et al, 1998, AYER AND YEAGER, 1982; ALTSCHULER AND Mc
PHERSON, 1963) Efeitos toxicos e genotéxicos tém sido amplamente descritos.
(INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 1995) A fumacga de
cigarros causa importante lesdo de células epiteliais respiratorias e apoptose,
(LANNAN et al., 1994) deplecao de Glutationa (GSH) e geracédo de geracéo de
radicais livres . (EISERICH et al., 1995)

A Acroleina reage rapidamente com compostos intracelulares,
particularmente com a GSH (KEHRER AND BISWAL, 2000). Adicionalmente é
reconhecido que a ACR induz a geracdo de radicais livres de oxigénio, como
anion superoxido e radical hidroxil, bem como pode iniciar a peroxidacao lipidica.
(ADAMS AND KLAIDMAN,1993 ; PATEL, 1987) Em estudos realizados com ratos,
com a administracdo de ACR observaram uma diminuicdo dos niveis pulmonares
e hepaticos de GSH. (ARUMUGAM et al.,, 1999 a, b). A exposicdo a ACR,
conforme também j& foi relatado, afeta os processos imune e inflamatdérios, (LI et
al., 1997, 1999; NGUYEN et al., 2001) contribuindo para a diminuicdo das defesas
pulmonares contra infeccbes, presente nos fumantes.(GREEN, 1985;
JAKAB, 1977)

Mais recentemente Nardini e colaboradores demonstraram que a ACR
induz a apoptose em células epiteliais bronquicas humanas, associada a deplecao
celular de GSH e geracao intracelular de oxidantes, parecendo este ultimo ser

evento desencadeador importante na resposta apoptotica. (NARDINI et al., 2002)



Endogenamente a ACR também pode ser gerada nos sitios inflamatorios
pela acdo das mieloperoxidases dos neutrofilos (ANDERSON et al., 1997), em
condi¢cdes de peroxidagéo lipidica (UCHIDA et al., 1998a; UCHIDA et al., 1999 a) e
como um produto metabdlico de drogas antineoplasicas como as oxazafosforinas.
(FRAISER et al.,, 1991) A ligagdo de ACR com proteinas sido realmente
demonstrada em pacientes com doencas cronicas, pelo menos em parte
relacionadas com estresse oxidativo, como nefropatia diabética (SUZUKI AND
MIYATA, 1999), doenca de Alzheimer (CALINGASAN et al., 1999) e em placas

ateroscleroticas. (UCHIDA et al., 1998b)

2.2.Quadro clinico e diagnostico

O diagnéstico clinico da CH baseia-se em sintomas inespecificos que vao
desde uma hematiria microscépica em pacientes assintomaticos, até hematuria
macica associada a disuria, hipertermia, dor supra-pubica, incontinéncia urinaria e
noctdria. Na urinandlise podemos encontrar além de microhematuria, células
largas, com citoplasmas disformes e nucleos aumentados e hipercromaticos.
(DEVRIES & FREHIA, 1990 ; WALTHER, 1993)

A sindrome quando severa pode levar a complicacdes como constriccdo da
bexiga, infec¢cdes recorrentes do trato urinario, anemia, perfuracdo da bexiga,
insuficiéncia renal e morte. (SENCER et al., 1993)

Uma vez sugerido o diagnostico pelo quadro clinico anteriormente descrito,
este pode ser confirmado pela cistoscopia seguida de biopsia. A cistoscopia

mostra na fase aguda diminuicdo da capacidade da bexiga, mucosa vesical



hiperemiada, podendo o dano urotelial variar desde telangectasias até ulceracao e
necrose da mucosa com descamacdo quase completa do urotélio, infiltrado
leucocitario e hemorragia franca, dependendo da severidade do quadro.
(STIELLWELL & BENSON, 1988 ; SCHEEF,1971 ; RUBIN & RUBIN, 1966)

Em 1967 foram descritas as primeiras alteracdes na histologia de bexigas
de ratos expostas a CFM, quando foram observadas evidéncia de perda epitelial,
dilatacdo capilar, hemorragia da submucosa, fibrose e necrose do musculo liso.
(KOSS, 1967) Uma vez que o dano vesical ndo acomete somente a mucosa, mas
todas as paredes da bexiga, esta injuria e fibrose podem levar ao
desenvolvimento de efeitos adversos incuraveis, ndo hemorragicos das
oxazafosforinas, (LEVY & HARRIS, 1977; RUBIN & RUBIN, 1966; CROW, 1977)
gue podem persistir por anos ou recorrerem ap0s meses ou anos do episodio
inicial. (STIELLWELL & BENSON, 1988)

Enfatizando os dados anteriores, observa-se em bexigas com lesdes por
CFM, a microscopia eletrdnica, fragmentacdo da membrana luminal das células
superficiais com subsequente fragmentacdo de suas membranas laterais,
desintegracad dos desmossomas e hemidesmossomas, resultando na
degeneracéo das células epiteliais com exposicdo da membrana basal ao lumem.
O edema intercelular acentuado e a coeséo celular reduzida devido a lesédo do
sistema unitivo leva a progressiva descamacdo das células uroteliais
degeneradas. (THEMANN et al., 1987) A superficie luminal de algumas células
podem ser cobertas com microvilosidades pleomorficas.(FUKUSHIMA et al., 1981)

A urografia excretora também € um importante método ndo sé diagnostico,

como de seguimento dos pacientes que fizerem uso das oxazafosforinas. Com



sensibilidade e especificidade menores do que a da cistoscopia pode evidenciar
hidronefrose, obstrucdo uretral, fibrose crbnica da bexiga, irregularidades na
mucosa e diminuicdo da capacidade vesical. Deve ser realizada anualmente em
todos os pacientes que desenvolveram episédio de CH, bem como apés novo
guadro clinico ou laboratorial de cistite. Além da urografia excretora pacientes que
apresentaram CH devem ser seguidos anualmente com cistoscopias e exames de
urina que incluem citologia urinaria, visando avaliar a fibrose da bexiga e
aparecimento de neoplasias. (STIELLWELL & BENSON, 1988)

A ultrassonografia, apesar de ndo ser um bom método propedeutico para
CH, pode evidenciar imagens que acrescentam neste diagnostico, como:
hidronefrose, aumento da espessura da parede, diminuicdo da capacidade da
bexiga e formacbes sugestivas de coagulos intravesicais. (KUMAR &

AGGARWALL, 1990)

2.3. Tratamento e Prevencdao da cistite hemorragica

Vérias medidas tém sido propostas para prevenir ou tratar a CH induzida
por oxazafosforinas. Diminuir o tempo de contato dos metabdlitos urotéxicos com
a mucosa vesical além de acelerar sua eliminacdo sdo os objetivos de métodos
como a hiperidratacdo, que pode ser associada ou ndo ao uso de diuréticos de
alca, a irrigacdo da bexiga, esvaziamento freqiente e drenagem com catéter
ureteral. (HASELBERGER & SCHWINGHAMMER, 1995 ; DROLLER et al., 1982;
GOLIN & BENSON, 1977 ; PHILIPS et al.,, 1961 ; REYNOLDS et al., 1969). A

profilaxia com as medidas acima descritas pode nao ser efetiva, uma vez que a



CFM age diretamente no tubulo renal levando a uma retengdo inapropriada de
agua o que pode submeter, principalmente idosos e cardiopatas, ao risco de
hipervolemia com sobrecarga de liquidos, hiponatremia, convulsdes e morte.
(DE FRONZO et al., 1973)

Uma vez ineficaz a prevencéo e instalada a CH, esta pode cursar com
hemorragia macica, fazendo-se necessaria a hemotransfusdo. Para o tratamento
deste quadro podem ser utilizadas: Instilacdo intravesical de formalina, fenol ou
nitrato de prata (SHROM et al., 1976 ; SUSAN & MARSH, 1975 ; DUCKETT et
al.,, 1973 ; FAIR, 1974); Uso de estrogénios sintéticos (LIU et al.,1990); Aplicacdes
de balBes hidrostaticos intra vesicais, fulguracbes dos locais de sangramento,
ligaduras ou embolizac&o das artérias hipogéastricas (GOEL et al., 1985 ;LAPIDES,
1970 ; BERKSON et al., 1973 ; DUCKETT et al., 1973) e em casos mais extremos,
desvio do fluxo urinario com cistectomia. (JERKINS et al., 1986 ; BERKSON et al.,
1973 ; GOLIN & BENSON, 1977 ; ANDERSON et al., 1967 ; NOE & MCSWAIN,
1983 ; MARSH et al., 1971 ; LAPIDES, 1970)

Outro método utilizado na CH severa induzida por CFM ou IFO inclui
injecao intra vesical da prostaglandina F;, e prostaglandina E,, (SHURAFA et al.,
1987; MOHIUDDIN et al., 1984) que podem mediar a atividade da vasopressina na
bexiga. (BURCH & HALUSHKA, 1982)

O uso de YAG laser demonstrou-se seguro e eficaz quando utilizado em
pequeno grupo de pacientes pediatricos. (GWEON & SHANBERG,1997)

Ulich e colaboradores , em estudo experimental com ratos, demonstrou que

ocorria protecdo do epitélio da bexiga, apds tratamento com CFM, com a



administracdo sistémica de um fator de crescimento queratindcitos
(ULICH et al., 1997)

A N-acetil cisteina (NAC) é um composto que apresenta grupamento
sulfidrila livre (tidlico) capaz de se ligar a ACR formando um tioéster ndo téxico.
(BROCK et al.,, 1981) Apesar de varios estudos terem demonstrado a eficacia
deste produto em prevenir os eventos da CH induzida por oxazafosforinas, sendo
no entanto ineficaz na CH ja instalada. (PRIMACK, 1971; TOLLEY, 1977; BOTTA
et al., 1973) A NAC nao € mais utilizada na clinica, pois além de apresentar pouca
tolerancia gastro intestinal também é capaz de reagir com os agentes alquilantes

diminuindo assim seus efeitos citotoxicos antineoplasicos.(CONNORS, 1966 )

2.3.1. 2- Mercaptoetano-Sulfonato de Sodio ( MESNA)

A maioria das células possuem mecanismos bioquimicos adequados para
protegé-las da toxicidade induzida por quimicos reativos como a ACR. Um destes

mecanismos envolve um composto tiol chamado de Glutationa ( FIGURA 4).
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Nivel deste agente quimico protetor €, contudo, muito baixo na bexiga,
(SIDAU & SHAW, 1984) entéo produtos téxicos presentes na urina, como a ACR,
podem portanto permanecer disponiveis para exercer seus efeitos sobre as
células epiteliais da bexiga. (SHAW & GRAHAM, 1987)

Utilizando-se deste raciocinio bioquimico, Brock e colaboradores testaram
varios compostos tidis, (BROCK et al., 1981) com o objetivo de selecionar entre
eles uma substancia adequada para proteger profilaticamente a bexiga durante
uma quimioterapia antineoplasica com oxazafosforinas. O composto que foi por
eles selecionado foi o 2- mercaptano-sulfonato de sédio (MESNA) (BROCK et al.,

1981) (FIGURA 4)
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Figura 5. Estrutura quimica do MESNA

Os primeiros ensaios clinicos com o MESNA foram realizados, no inicio da
década de 70, na Franca, para o tratamento de diversas patologias respiratorias,
principalmente em criancas, incluindo doenca pulmonar obstrutiva cronica,
(LULLING & DUBOIS, 1973; BUERGI, 1974) bronquite cronica (STEEN et al.,
1974) e mal asmatico (POKORNY & KLYNCL, 1977) entre outras. O mecanismo

de sua acdo mucolitica envolve provavelmente a quebra das pontes de enxofre



(dissulfeto) entre as moléculas do muco, (GOBERT et al., 1971) diminuindo entdo
sua viscosidade (BUERGI, 1974) melhorando a fung&o muco ciliar.

Na selecdo de um composto tiol para a protecdo vesical durante a
guimioterapia com oxazafosforinas, € essencial a escolha de uma droga que ndo
entre nas células tumorais e interfira na acdo alquilante dos antineoplasicos,
podendo assim diminuir sua eficacia terapeutica. (SHAW & GRAHAM, 1987) O
Mesna nao entra na maioria das células, pois é muito hidrofilico para atravessar a
membrana lipidica passivamente, (SHAW, GRAHAM & JONES, 1986) (BROCK,
1980) (ORMSTAD et al.,, 1983) e seu uso clinico tem demonstrado que néo
interfere com a resposta tumoral a IFO. (BRYANT et al., 1980)

Ao entrar na circulagdo sanglinea, quase que imediatamente o Mesna é
oxidado a sua forma dimeérica, o Ditiodietanosulfonato (DIMESNA),(BROCK, 1989)

pela formacédo de pontes dissulfeto entre duas unidades monoméricas (FIGURA 4)

SO3;Na-CH,—CH, - S-S - CHy — CH, — SO3Na

Figura 6. Estrutura quimica do diMesna
Esta reacdo, provavelmente, ocorre de maneira espontanea catalizada por
metais de transicdo presentes na circulagdo, no entanto € possivel que haja a
participacdo de enzimas. Também sdo formados outros dissulfetos com tidis
endogenos, como por exemplo cisteina — Mesna dissulfeto, (DURAN et al, 1981) o
gue poderia ser responsavel pelo, j& demonstrado aumento da excre¢ao urinaria
de cisteina que se segue a administracdo do Mesna. (SIDAU & SHAW, 1984)

(JONES et al., 1985)



Quimicamente o DiMesna € menos reativo do que o Mesna, no sentido de
reagir com os metabdlitos das oxazafosforinas. Esta propriedade é de grande
importancia, uma vez que estes metabdlitos circulam pela corrente sangiiinea e se
altas concentracbes de Mesna fossem ali encontradas, estes poderiam ser
inativados.(SHAW & GRAHAM, 1987) A alta solubilidade do Mesna e do DiMesna
facilita seu rapido clearence do plasma para o rim. Isto se reflete nas suas curtas
meias- vidas plasmaricas (em torno de 1,5 horas) comparadas com a da IFO
(entre 6-8 horas). (SAROSY,1989 : BROCK et al.,, 1981; SHAW & GRAHAM,
1987 ) Esta rapida excrec¢do urinéria € importante uma vez que o Mesna (mais do
gue o DiMesna) é responséavel pela detoxificacdo dos metabdlitos urinarios das
oxazafosforinas.

Estudos sugeriram que a razédo para que este composto tiol livre fosse
excretado na urina é a presenca de enzimas renais, a tiotranferase e glutation
redutase, capazes de realizar a reducado do DiMesna em Mesna. (ORMSTAD &

UEHARA, 1982)

Absor¢dao — 2M-SH — Circulagdo — M-S-S-M — Rins — 2M-SH —Excreg¢ao urinaria

Figura 7 . Representacdo esquemdtica da oxidacdo do Mesnha (M-SH) em
DiMesna (M-S-S-M) no plasma, seguido de sua reducdo de DiMesna em Mesna

nos rins e a excrecao urinaria do Mesna



A reacdo do Mesna com metabdlitos das oxazafosforinas nem sempre
resulta da sua inativagdo, como a ja conhecida interagdo entre o Mesna e as 4-
hidroxioxazafosforinas resultando na formagdo de um composto com atividade
antineoplasica alquilante, denominada de malfosfamida. (BROCK, 1980)
(FIGURA 8)

O Mesna pode ser administrado pelas vias intravenosa (ev) e oral (vo),
sendo por esta Udltima bem absorvido e tolerado. Devido ao fato, citado
anteriormente, da meia vida do Mesna ser inferior a das oxazafosforinas, faz-se
necessaria a repeticdo da administracdo do Mesna para se obter protecao vesical
adequada. Portanto o Mesna costuma ser administrado em bolus ou em infuséo
continua imediatamente antes da CFM ou IFO numa dose inicial de 20% da dose
da oxazafosforina, seguida de doses semelhantes ap6s 2 e 6 horas (ha
administracao oral), ou apos 4 e 8 horas na (administracao intravenosa). (KATZ et
al., 1995 ; GOREN et al., 1997)

Em estudos padrdes pré-clinicos, o Mesna demonstrou baixa toxicidade
aguda e crbnica. Nao apresentando teratogenicidade ou mutagenicidade. (ANON)
Na clinica foram evidenciados discretos efeitos colaterais incluindo diarréia,
cefaléia e dores nas pernas. (ANON)

A incidéncia de cistite hemorragica induzida por oxazafosforinas, que girava
em torno dos 40%, (HOEFER-JANKER et al., 1975) foi significativamente reduzida

pela profilaxia com Mesna para cerca de 4%. (SCHEEF & SOEMER, 1980)
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Figura 8. Representacdo esquematica da quebra espontanea da
Hidroxiciclofosfamida (I) para formar a Acroleina e a mostarda de fosforamida,
seguindo-se da detoxificacdo da Acroleina pela reacdo com o Mesna (ll) formando
um tioéster ndo toxico. A reacdo da 4 — Hidroxiciclofosfamida com o Mesna (lll)

também é uma mostarda., a malfofamida ( ASTA Z7557)



Estudos demonstraram o Mesna também foi capaz de prevenir o
desenvolvimento de tumores em animais submetidos a quimioterapia de longa
duracdo com oxazafosforinas. (SCHMAHL & HABS, 1979; HABS & SCHMAHL,

1983)

2.4. Participacdo de mediadores inflamatorios na cistite hemorragica.

As referéncias de que o metabodlito urinario das oxazafosforinas, a
Acroleina, era quem desencadeava toda a cascata de eventos inflamatérios da
cistite hemorragica foi até recentemente o Unico fato reconhecido na patogénese
desta condi¢cdo. No entanto, guiados pela idéia de que a compreensao detalhada
de um modelo inflamatério se faz indispensavel para o desenvolvimento de
medidas preventivas e terapéuticas da patologia a qual se refere o modelo, foi
gue os pesquisadores de Laboratério de Farmacologia da Inflamacéo e do Cancer
(LAFICA), do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal do Ceard vém estudando o envolvimento de
mediadores inflamatorios na patogénese da CH induzida por oxazafosforinas.

Os primeiros estudos realizados no LAFICA demonstraram o envolvimento
de prostaglandinas, leucotrienos e PAF na patogénese da Cistite Hemorragica
induzida por ciclofosfamida. (LIMA, 1994)

Gomes e colaboradores demonstraram que citocinas pré inflamatérias,
como Interleucina-1 (IL-1) e Fator de Necrose Tumoral a (TNF-a ) desempenham

papel essencial na patogénese da CH induzida por CFM, uma vez que a prévia



neutralizacdo do TNF-a ou da IL1 endbégena com soro anti TNF-a ou anti IL1
promoveu uma acentuada inibicdo dos eventos inflamatérios da CH. (GOMES et
al., 1995)

A demonstracdo da participacdo do Oxido Nitrico (NO) como provéavel
mediador final dos danos uroteliais e da hemorragia da CH foi uma grande
contribuicdo dos pesquisadores do LAFICA no entendimento da patogénese da
CH. Neste estudo Souza-Filho e colaboradores constataram que 0s eventos
inflamatérios e a hemorragia da CH podiam ser bloqueados por inibidores da 6xido
nitrico sintase (NOS), como Ester Metil L-N S-Niitroarginina (L-NAME) e L-N®-
Nitroarginina (L-NOARG), sendo este efeito revertido prontamente pela L-Arginina,
mas nédo pelo seu isdmero inativo a D-arginina. Adicionalmente, demonstraram por
histoquimica para NADPH (Fosfato de Nicotinamida Adenina Dinucleotideo)
diaforase, que as células epiteliais das bexigas dos ratos controle exibiam
grandes quantidades da enzima NOS constitutiva. Esta marcacéo apés a inducao
da cistite com CFM desaparecia com a descamacao, no entanto a CFM de forma
dose e tempo dependente aumentou os niveis da NOS induzida em células que
surgiram na lamina propria, semelhantes a células inflamatérias. Este estudo
ainda indicou a participacdo do Fator de ativacdo Plaquetaria (PAF) como
modulador da atividade da NOS na CH, parecendo sua agéo ser requerida para a
inducdo da NOS neste processo inflamatorio vesical. (SOUZA-FILHO et al., 1997)

A acédo do TNF-a na CH foi demonstrada em outro estudo realizado no
LAFICA, quando soro anti TNF-a diminuiu significativamente o edema vesical

induzido por CFM, bem como o aumento da atividade da NOS induzida, indicando



gue a acdo desta citocina também deve ser exigida para a inducdo da NOS.
(RIBEIRO, et al., 1998)

A relevancia da migracéo de neutrofilos no desenvolvimento da CH também
ja foi investigada por pesquisadores do LAFICA. Utilizando lectinas de plantas com
afinidade especifica de ligacdo por residuos de glicose-manose, demonstraram
gue estas possuiam acentuada atividade antiinflamatéria na CH induzida por CFM,
pois diminuiram de forma significativa o dano urotelial, provavelmente por bloqueio
competitivo da ligagdo com as selectinas, inibindo desta forma a migragcéo de
leucdcitos para o sitio inflamatério. (ASSREUY et al., 1999)

Ribeiro e colaboradores também demonstraram o envolvimento do 6xido
nitrico produzido pela NOS induzida (NOSi) no dano urotelial e nos eventos
inflamatorios que levam a cistite hemorragica que se segue a administracdo de
Ifosfamida, bem como concluiram que a inducdo da NOSi no urotélio parece
depender de efeito sinérgico de IL-1p e TNF-a. (RIBEIRO, 2002)

Recentemente estudos do LAFICA propuseram alternativas terapéuticas na
prevencéo da CH induzida por CFM e IFO, onde demonstraram que a substituicao
de uma ou duas doses do Mesna por dexametazona inibia significativamente o
edema vesical e as alteracdes macro e microscopicas induzidas pelas
oxazafosforinas, 0 mesmo ndo acontecendo com a substituicdo das trés doses do
Mesna.. Parecendo que o Mesna se faz necessario para a uroprotecéo inicial pelo
seu efeito neutralizador da lesdo urotelial iniciada pela ACR, enquanto que a
dexametazona deve inibir os mediadores dos processo inflamatério que se segue.

(MORAIS, et al., 1999)



Aceitando-se o fato de que o NO seria 0 mediador final da cascata de
eventos inflamatérios que ocorrem no desenvolvimento da CH, permanece ainda a
guestdo qual seria o provavel mecanismo molecular intracelular através do qual o
NO exerceria seus efeitos, uma vez induzida sua sintese ap6s a acao inicial da
ACR no urotélio.

A Figura 9 demonstra esquematicamente a participacdo de mediadores

inflamatdérios na CH induzida por oxazafosforinas.
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Figura 9. Representacdo esquematica da participacdo de mediadores

inflamatorios na patogénese da cistite hemorragica induzida por oxazafosforinas



3. Glutationa

A manutencdo de niveis intracelular apropriados de Glutationa reduzida
(GSH) sao de extrema importancia para o funcionamento dos mecanismos de
defesa contra agentes pro-oxidantes, para a detoxificacdo de drogas toxicas
eletrofilicas e na modulacdo das respostas imune e inflamatéria. (WANG &
BALLATORI, 1998 ; RAHMAN & MACNEE. 2000)

A Glutationa reduzida (GSH) € um tripeptideo que contem, como residuo de
cisteina, um grupamento tiol (sulfidrila) (FIGURA 4) , que é fundamental para o
exercicio de suas fungbes. O estado redox da GSH é crucial para muitos
processos bioldgicos como ativacdo de genes especificos, modulacdo de sinais
sensiveis ao estado redox, regulacdo da proliferacao celular, da apoptose e da
inflamag&o.(RAHMAN & McNEE, 2000)

Os niveis intracelulares de GSH dependem do balanco entre o seu
consumo (oxidagao) e de sua sintese. Esta sintese de GSH ocorre nas células dos
mamiferos(MEISTER & TATE, 1996) na dependéncia de duas enzimas, a gama
glutamilcisteina sintase (y-GCS) e a Glutationa sintetase, (MEISTER &
ANDERSON, 1983) sendo os niveis de sintese de GSH determinados, de uma

forma geral, pela a atividade da y-GCS. (FIGURA 10)
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Figura 10. Esquema de sintese e degradacdo da Glutationa. (L-Glu. L-Glutamato;

L-Cis, L-cisteina; Gli, Glicina; y-GT, gama-glutamiltranspeptidase).

A biodegradacdo da GSH ocorre fora das células , na regido externa da
membrana plasmética, onde sdo encontradas as enzimas gama-
glutamiltranspeptidade(y-GT) e a di-peptidadse. Os aminoacidos resultantes
destas reacdes enziméticas podem ser reaproveitados para uma nova sintese de
GSH. (WANG & BALLATORI, 1998) (FIGURA 10)

Durante o0 metabolismo aerdbio, sdo liberados alguns compostos
intermediarios do oxigénio, entre estes 0 superéxido e o peroxido de hidrogénio,
gue podem gerar radicais téxicos, causando peroxidacdo lipidica e alteracdes

metabdlicas nas células. A GSH constitui a primeira linha de defesa intracelular



contra agentes oxidantes derivados do oxigénio, principalmente na mitocondria,
gue € onde ocorre a maior formacdo desses radicais. (DELEVE & KAPLOWITZ,
1991) A GSH é oxidada a GSSG (Glutationa oxidada), quando reage com
compostos intermediarios do oxigénio, pela acdo da GSH peroxidase. Na
presenca de nicotinamida adenina dinucleotideo (NADPH), a GSSG ¢
rapidamente reduzida a GSH, pela acéo da enzima GSSG redutase, formando um
ciclo redox.(FIGURA 11) No estado normal de estresse oxidativo e nitrosativo a
atividade da GSSG redutase e os niveis de NADPH séo suficientes para manter o
equilibrio entre GSH/GSSG, sendo mais de 98% da Glutationa total constituida por
GSH. Caso aumente este estresse ou ocorra diminuicdo da agdo da GSSG
redutase ou dos niveis de NADPH a GSSG se acumulard, sendo degradada no
meio extracelular, requisitando uma maior sintese “de novo” de GSH. Este
consumo de GSH com aumento de GSSG que causam alteracbes no estado
redox intracelular, ativam a transcricdo de genes antioxidantes como o da y-GCS,
gue é mediada pela ativacdo do Fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB).
(GRIFFITH, 1999 ; MANNA et al., 1999)

O NO pode interagir com tidis proteicos ou de baixo peso molecular como a
GSH, formando os S-nitrosotidis (TSIKAS et al., 1999; KOSTKA et al., 1999),
sendo estes responsaveis pela regulacdo dos muitos dos processos fisiologicos
onde ha a participacdo do NO, como vasodilatacdo, (IGNARRO et al., 1987)
agregacao plaquetaria, (HIRAYAMA et al., 1999) apoptose (MOHR et al., 1997) e

proliferacéao celular. (LANDER et al., 1993)
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Figura 11. Ciclo Redox da Glutationa Glu, Glutamato; Cis, cisteina; Gli, Glicina:

GSH, Glutationa reduzida; GSSG, Glutationa oxidada.

A reacdo do NO com a GSH forma um composto intermediario, a
nitrosoglutationa (GSNO), que pode contribuir para os efeitos deletérios do NO,
uma vez que sdo muito mais estaveis do que este gas, mantendo no entanto suas
propriedades pois funcionam como reservas intracelulares de NO.(GASTON et al.,
1993) O NO pode também interagir com enzimas do metabolismo da GSH, como
a Glutationa peroxidase (ASAHI et al.,1995), a Glutationa S-transferase (CLARCK

& DEBNAM,1988), a y-GCS (HAN et al., 1995) e a Glutationa redutase, (BECKER



et al., 1995) diminuindo as defesas antioxidantes celulares tornando a célula mais

suceptivel a lesdo oxidativa ou nitosativa.

4. Amifostina

H2N-(CH2)3-NH-(CHy)2-S-POsH»

Figura 12 — Estrutura quimica da Amifostina

A Amifostina (AMF) é um tiofosfato organico, que emergiu dentre mais de 4000
compostos testados, num programa iniciado em 1959, pelo Exército dos Estados
Unidos da Ameérica, que tinha como objetivos identificar e sintetizar drogas
capazes de conferir protecdo aos individuos que trabalhassem em ambientes
radioativos, tendo sido codificada com o nome WR-2721. (SWEENEY, 1979)

Segundo Griggs, um agente citoprotetor ideal deve possuir trés propriedades:
(a) Seletividade — protecdo dos tecidos normais enquanto as células tumorais
permanecem vulneraveis aos efeitos toxicos da radio ou quimioterapia. (b) Amplo
espectro de atividade — um agente citoprotetor de amplo espectro poderia proteger
varios tipos de tecidos contra a toxicidade induzida por diversos agentes
citotéxicos. (c) Poucos ou nenhum efeito adverso — o citoprotetor deve ser bem
tolerado pelos pacientes . (GRIGGS, 1998)

A Amifostina, realmente trata-se uma pro droga que ao ser desfosforilada, por

uma fosfatase alcalina ligada a membrana, se converte num produto ativo



contendo um grupamento tiol livre (SH) que recebeu o codigo WR-1065 .

(NAKAMURA et al., 1987) (FIGURA 13)

Amifostina (WR-2721)
H>N-(CH3)3-NH-(CH2)2-S-PO3H;

+

Fosfatase alcalina

WR-1065
HoN-(CHz)3-NH-(CHy)2-SH

Figura 13 — Metabolismo da Amifostina (WR-2721)

A Amifostina parece proteger os tecidos normais de modo seletivo,
primariamente porque h& uma converséo preferencial pelas células normais, uma
vez que a concentracdo da fosfatase alcalina ligada a membrana nestas é
aproximadamente 275 vezes maior do que nos tecidos neoplasicos, ( YANG et al.,
1995) levando a grandes diferencas nas raz0es pelas quais a Amifostina é
convertida no seu metabolito ativo. O pH neutro dos tecidos normais também
favorece esta conversdo , enquanto que o ambiente relativamente acido dos
tecidos tumorais a dificultam. (McCULLOCH et al., 1991; CALABRO-JONES et al.,

1988) (FIGURA 14)
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Figura 14. Mecanismo proposto para a seletividade da Amifostina. Apenas o
metabdlito ativo, o composto com um grupamento tiol livre ( SH ), entra nas
células. Este é formado nos tecidos por uma fosfatase alcalina ( FA ) ligada a

membrana; Células tumorais tém atividade reduzida desta enzima comparada a

células normais.




Um outro fator que diferencia a concentracdo da forma ativa da Amifostina
nas células normais € o modo através do qual ela é transportada, ou seja a droga
ativa entra nestas por difusdo facilitada enquanto que entra por difusdo passiva
nas células neoplasicas. (YUHAS, 1980), resultando desta forma numa
concentragcéo do composto tiol livre 50 a 100 vezes superior nos tecidos normais,
mesmo apds multiplas e consecutivas doses.(CAPIZZI, 1996)

A farmacocinética da Amifostina tem sido estudada utilizando-se
cromatografia liquida de alta performance com deteccdo por cintilagdo. Estes
estudos demonstraram que se seguindo a sua administracao, a Amifostina possui
no homem meias vidas de distribuicéo e eliminacdo extremamente rapidas (T 124 <
1min; Ty = 8.8 min).(CAPIZZI R.L., 1996) Aproximadamente 90% da droga €
removida do plasma dentro de 6 minutos; portanto a quantidade de pré-droga que
€ bioconvertida a tiol livre na circulacdo sistémica é bem pequena em relacdo a
dos tecidos normais. (SHAW et al.,, 1986 ; SHAW et al.,, 1988). Este rapido
clearence ocorre de maneira similar em caes,(SWYNNERTON et al.,, 1985) em
macacos (SWYNNERTON et al., 1986) e em camundongos. (SHAW et al., 1994)

Em estudos experimentais recentes, in vivo e in vitro, o uso da Amifostina
reduziu a atividade citotoxica nas células normais de diversos esquemas
terapéuticos  anticancer, sem reducdo da sua acao  citotoxica
antitumoral.(ALBERTS et al.,, 1996; YUHAS, 1979; PAINE et al.,, 1996) Como
exemplo podemos citar o efeito protetor da Amifostina na mielotoxicidade induzida
por ciclofosfamida (DOUAY et al., 1995) e na nefrotoxicidade induzida pela

cisplatina.(YUHAS & CULO, 1980 ) Diversos estudos clinicos tém demonstrado



gue o pré tratamento com Amifostina resultou em uma diminui¢do na incidéncia da
nefrotoxicidade, mielotoxicidade e neurotoxicidade em pacientes que receberam
ciclofosfamida, cisplatina e uma associacao destes agentes, sem no entanto haver
decréscimo na sua acao antitumoral. (KEMP et al., 1996 ; CAPIZZI & OSTER,
1995) Também em investigacdo clinica a Amifostina apresentou-se como um
agente citoprotetor de amplo espectro, sendo eficaz na nefrotoxicidade,
neurotoxicidade, esofagite, xerostomia e mucosite induzida por guimioterapia e
radiacdo (GRIGS , 1998). Adicionalmente, estudos pré clinicos sugerem que a
Amifostina pode também proteger contra a cardiotoxicidade induzida por
antraciclinas e mutagenicidade induzida por quimioterapia e radiacdo (GRDINA et
al., 1992; LITTLEFIELD et al., 1993)

No caso da administracdo da Amifostina para a prevencédo da toxicidade
induzida pela cisplatina a dose recomendada para adultos é de 740 a 910 mg/m?,
uma dose diaria, numa infusdo de 15 minutos, iniciada 30 minutos antes da terapia
com cisplatina. (GRDINA, 1997)

Os mecanismos pelos quais a Amifostina protege as células normais ainda
estdo sob investigacdo, no entanto esta citoprotecdo possivelmente inclui os
seguintes mecanismos:

a) Capacidade de atuar com um “scavenger “de radicais livres, protegendo
os tecidos dos danos causados pelas espécies reativas de oxigénio geradas a
partir de agentes quimioterapicos, radiacdo ionizante e drogas eletrofilicas reativas
como os agentes alquilantes.

b) A Amifostina pode doar um atomo de hidrogénio e facilitar entéo,

diretamente o reparo quimico nos locais de destruicdo do DNA.



c) Seu componente tiol se liga aos agentes quimioterapicos impedindo
assim sua ligacdo com o DNA. (VAN DER VIJGH & PETERS, 1994)

d) Esta protecdo, conferida pela Amifostina, também tem sido atribuida a
modulacao dos niveis de Glutationa. (UMA DEVI & PRASANNA, 1990)

Os efeitos adversos mais comuns da Amifostina sdo nauseas e vOmitos,
que ocorrem principalmente quando os tempos de infusdo sao superiores a 15
minutos. (TURRISI et al., 1986). Se a Amifostina € administrada associada a um
esquema quimioterapico muito emetogénico, o balanco hidrico do paciente deve
ser cuidadosamente monitorado. E recomendado o uso de medicagdo 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 Gtil no controle de nauseas refratarias (SCHUCHTER, 1996)

Hipotensdo transitéria 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
devem estar euvolémicos antes do inicio da infusdo da Amifostina. A hidratacéo
com pelo menos 1 litro de solugcdo salina atenua a hipotensédo que geralmente
ocorre no final da infusdo ou um pouco antes. (BUKOWSKI, 1996)

Coriza e espirros sdao comuns, ocorrendo em aproximadamente 25% dos
pacientes, mas resolvem-se uma vez que a infusdo se complete. (TURRISI et al.,
1986)

Hipocalcemia, que pode resultar da inibicdo da liberacdo dos hormonios das
paratirebides, € comum no entanto raramente possui significancia clinica.

(SCHUCHTER, 1996)



O fato da Amifostina ser extensamente estudada como uma droga
citoprotetora (HOPERS et al, 1999), bem como j& ser utilizada na prevencédo da
mielotoxicidade induzida por cisplatina e ciclofosfamida, (LINKS & LEWIS, 1999)
despertou nosso interesse em avaliar o seu possivel efeito protetor em modelo de

cistite hemorragica induzida por Acroleina.

5. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

A demonstragdo de que a ACR, metabdlito final das oxazafosforinas, € a
causa da CH induzida por estas, foi decorrente de estudos onde foram
administrados compostos que supostamente produziriam a ACR e n&o pela
demonstracao de sua acéo direta ao ser injetada intravesicalmente.

Conforme descrito anteriormente, ja se conhece a participagédo de citocinas
e NO na patogénese da cistite hemorragica induzida por oxazafosforinas, sendo
provavelmente, o NO o mediador final desta lesdo. No entanto ainda n&o foram
esclarecidos, os mecanismos intracelulares da acdo do NO na CH.

Um modelo de cistite hemorragica induzida por Acroleina poderia
comprovar a importancia, jA atualmente aceita, deste aldeido toxico na leséo
urotelial, além de poder vir a ter utilidade na investigacdo dos alvos moleculares
do NO nesta condicao.

Nossos objetivos nesta tese de dissertacdo de mestrado foram os

seguintes:



1- Avaliar a exequibilidade da inducéo de CH pela injecéo intravesical (ive)

de ACR em modelo murino.

2- Tendo em vista validar o modelo, verificar se 0 Mesna, um uroprotetor
de comprovada eficacia clinica, seria capaz de previnir a lesdo vesical induzida

pela a injecdo ive de Acroleina.

3- Utilizar o modelo para avaliar o papel protetor da Glutationa, bem como
verificar se esta possivel protecdo também pode ser obtida na cistite hemorragica

induzida por Ifosfamida.

4- Avaliar o efeito citoprotetor da Amifostina em modelos de cistite

hemorrégica induzida por Acroleina e por Ifosfamida em camundongos.



MATERIAIS E METODOS



Il. MATERIAIS E METODOS

1. Animais:

Foram utilizados camundongos Swiss machos, pesando entre 25 a 35
gramas, provenientes do Biotério Central do Campus do Pici - UFC, do Biotério
setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina

da UFC e do Biotério da Faculdade de Medicina - USP- Ribeirdo Preto.

Os animais que foram utilizados no modelo de inje¢éo intravesical de ACR,
foram mantidos em jejum de agua por 18 horas antes do experimento, recebendo
racdo comercial balanceada a vontade. Todos foram acondicionados em gaiolas
apropriadas, permanecendo nas mesmas condicdes ambientais durante o0s

experimentos.

N

. Aparelhos e Instrumentos Laboratoriais.

Agulhas 29G e 25 G;

¢ Balanca para pesagem dos animais, mod. ID-1500 (FILIZOLA);
e Balanca analitica, digital modelo 260 (MARTE);

e Banho -maria modelo 100 (FANEN)

e Base emborrachada para permanéncia do animal;

e Bastéo de vidro;

e Beckersdeb5, 10 e 50 mi;



e Fio de sutura em Algodao 3-0

e Geladeira e freezer;

e Laminas e laminulas para microscopia;

e Leitor de ELISA;

e Luvas descartaveis;

e Material cirurgico (pingas, tesouras, agulhas, etc);

e Microscépio Optico binocular (OLYMPUS CX 40);

e Microtomo modelo 820 SPENCER - American Optical Corporation;

e Pletismdmetro Hugo Basile (7140)

e Seringas de insulina 0,5 cc com agulha 29G ultrafina (13 x 3,3), de 1 e de 5 mi
( BECTON - DICKINSON);

e Tubos plasticos de 15 ml (FALCON)

3. Drogas, solucgdes , Liquidos e Corantes utilizados

e Acroleina ( densidade =0,84 mg/ml) — (SIGMA Brasil)

e Amifostina (Ethyol 200mg - Gentilmente cedido pela Schering do
Brasil):dissolvida em solucéo salina 0,9%

e Glutationa reduzida (SIGMA do Brasil)

o Ifosfamida ( HOLOXANE 1g- Asta Médica, AG Frankfurt, Alemanha): dissolvida
em solucgéo salina 0,9%

e Mesna (MITEXAN 400 mg - Asta Médica, AG Frankfurt, Alemanha): dissolvido

em solucéo salina 0,9%



e Agua destilada (AD)
e Alcool etilico 70% (Reagen)
e Alcool iodado

e Azul de Evans (AE) - (SIGMA da Brasil)

e Eosina (Reagen)
e Formamida ( Vetec)
e Formol 10% (Formol concentrado - Merck - 10mL

Agua destilada g.s.p. -100,0 mL)

e Hematoxilina (Reagen)

Soro fisiolégico 0,9%

4. Protocolo experimental.

4.1. Inducdo da cistite hemorrégica.

4.1.1. Cistite hemorrégicainduzida por injegdo intravesical de Acroleina

Em camundongos Swiss machos (25-35g), anestesiados com injecao ip de
Hidrato de cloral (400 mg/kg, a partir de uma solucdo a 10%), foi realizada, sob
condicbes estéreis, pequena incisdo abdominal na linha média, com

aproximadamente 1 cm. Através desta incisdo a bexiga foi exposta e apds o



esvaziamento do seu contetdo urinario, por suave compressao bidigital, um
volume de 0,1 ml de ACR, nas doses de 25, 75 e 225 ug/bexiga, ou de salina
como controle (sham), foram injetados no polo superior e no Iimen vesical com
agulha curta (13 x 3,3), ultra fina, de calibre 29. Ap0s a injecdo ive a bexiga foi
recolocada com cautela na sua posicdo anatbmica e a parede abdominal foi
fechada em um Unico plano com fio de algoddo 3-0 com pontos separados
(FIGURA). Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical apos 3, 6, 12
ou 24 horas da injecdo da ACR, conforme o protocolo experimental realizado, em
seguida reabertos e, apds cuidadosa disseccdo vesical, as bexigas foram
seccionadas junto ao colo, tendo seus contetudos desprezados. Foram colocadas
em contato com papel absorvente para retirar o excesso de liquidos e
posteriormente submetidas a analise das alteracbes macroscoépicas, do peso
umido vesical, da permeabilidade vascular e histopatologia, conforme descricédo a

seqguir.
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FIGURA 15 - Etapas do Modelo de Inducdo de Cistite hemorragica

induzida por injecdo intravesical de Acroleina. A- Abertura da Cavidade
Abdominal; B- Exposicdo da Bexiga; C- Injecdo Intravesical de Acroleina, D-
Fechamento em plano Unico da inciséo cirargica, E- Parede abdominal suturada,;

F- Assepsia da Sutura com Alcool lodado.



4.1.2. Cistite hemorrégica induzida por Ifosfamida.

Camundongos Swiss machos foram tratados com injecao intraperitoneal de
Ifosfamida (400 mg/Kg), apés 12 horas foram sacrificados por deslocamento
cervical e em seguida tiveram suas bexigas retiradas ap6s serem cuidadosamente
dissecadas. As bexigas foram posteriormente submetidas a andlises
macroscopicas, do peso Umido vesical, da permeabilidade vascular e

histopatoldgicas, conforme o delineamento experimental.

4.2. Parametros para avaliacao da Cistite hemorragica

4.2.1. Determinacao do Edema

O edema vesical foi avaliado e quantificado pelo Peso Umido Vesical

(PUV).

Apés a disseccdo 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 correcdo devido a variacdo das massas corporeas dos

animais.

4.2.2. Determinacao da Permeabilidade Vascular (PV)

Trinta minutos antes do sacrificio os animais receberam injecéo

endovenosa, via plexo retroorbitario, de solugdo de Azul de Evans (AE) a 2,5% na



dose de 25 mg/Kg. De acordo com o descrito anteriormente, apds serem
sacrificados, 0s animais tiveram suas bexigas retiradas, pesadas e colocadas em
tubos com 1 ml de Formamida, os quais foram incubados a 56° C durante toda a
noite. A absorbancia do corante extraido da bexiga pela Formamida, foi lida em
600nm, realizada em um espectofotdbmetro. Através da utilizacdo de uma curva

padrédo de AE estes resultados foram convertidos em (ug de AE). Nossos dados

foram expressos como Média + EPM de (ug de AE/ bexiga).

4.2.3. Analise Macroscopica

As Dbexigas foram cuidadosamente dissecadas e examinadas
macroscopicamente, logo ap0s sua retirada e esvaziamento do conteudo. De
acordo com os critérios de Gray, (GRAY et al., 1996) foram avaliadas quanto a

edema e hemorragia, conforme o descrito a seguir:

Edema:

Grave (3+): edema interno e externo;

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

Leve(1+): intermediario;

Normal(0): nenhum.



Hemorragia:

( 3+): coagulo intravesical,

( 2+): Hematomas na mucosa;

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

(0 ): Normal.

4.2.4. Analise Histopatolbdgica

As Dbexigas apO6s serem dissecadas, pesadas e analisadas
macroscopicamente, conforme o descrito, foram fixadas em Formol 10%, em
seguida desidratadas em alcool 70%, imersas em xilol e incluidas em parafina. Os
blocos assim formados foram cortados em micrétomo calibrado para 5
micrometros (um). O material resultante foi corado pela técnica da Hematoxilina-
eosina ( HE) e analisados por microscopia 6ptica em estudo simples-cego. As
alteracdes microscopicas foram determinadas pelos critérios de Gray (GRAY et

al., 1986), que se seguem:

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

auséncia de ulcera e infiltrado inflamatorio.

(1+) - Alterac@es discretas: Caracterizada por niamero de células epiteliais

uroteliais diminuidos pela descamacado, apagamento das dobras habituais



da mucosa em decorréncia do edema submucoso, hemorragia discreta e

poucas Ulceras

(+2) - Alteracdes intensas: Caracterizada por exulceracdo da mucosa,
multiplas Glceras, edema intenso, infiltrado inflamatorio importante. Depdésito

de fibrina e hemorragia.

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com o Guide for the

Care and Use of Laboratory Animals (DHEW Publication, Bethesda, MD, USA.).

5. Delineamentos Experimentais

5.1. Andlise preliminar do modelo de Cistite Hemorragica induzida por

Acroleina

Para avaliar a exequibilidade deste modelo experimental de CH, bem como
para obter dados que pudessem ser utilizados em delineamentos posteriores

foram realizados os seguintes experimentos.

5.1.1. Efeitos da administracdo intravesical de doses crescentes de
Acroleina na variacdo do Peso Umido Vesical, alteragbes macroscopicas e
histopatoldgicas

Camundongos Swiss machos, em numero de 20 animais, divididos em 4

grupos, receberam injecao ive de Acroleina nas doses de 25, 75 e 225 ug /



Bexiga, conforme descrito anteriormente, e sacrificados apos 3 horas da injecao.
Animais de um grupo controle receberam o mesmo volume de solugdo salina ive
sendo sacrificados apdés o0 mesmo tempo.

As bexigas de todos os animais foram dissecadas, pesadas determinadas

alteracdes do PUV e submetidas a analises macroscépicas e microscopicas.

3 horas
SALINA ive » Sacrificio
PUV
Macroscopicas e histolégicas
. 3 horas .
ACROLEINA ive » Sacrificio
(25ug, 75ug e 225u9) PUV, alteractes

macroscopicas e histoldgicas

5.1.2. Efeitos da administracdo intravesical de doses crescentes de
Acroleina na variacdo da Permeabilidade Vascular de bexigas de

camundongos

Dezesseis camundongos machos foram divididos em 4 grupos e receberam
injecdo ive de Acroleina nas doses de 25, 75 e 225 ug / Bexiga, conforme descrito
anteriormente, sendo que o primeiro grupo recebeu salina ive. Todos foram

sacrificados apds 3 horas da injecdo. Trinta minutos antes do sacrificio



receberam injecdo ev de Azul de Evans (25 mg/Kg ), nas concentracdes e doses
ja descritas, sua bexigas foram avaliadas quanto ao aumento da permeabilidade

vascular pela técnica do extravasamento do AE.

2.5 horas 30min

SALINA ive > AE » Sacrificio

(25mg/Kg)  Permeabilidade vascular

2,5 horas 30min

ACROLEINA ive » AE » Sacrificio

(25ug, 75ug e 225u9) (25mg/Kg)  Permeabilidade vascular

5.1.3. Determinacdo da curva temporal da cistite induzida por Acroleina -
Avaliacdo da variacdo do edema e alteracbes macroscopicas e

histopatologicas.

Camundongos Swiss machos, em numero de 30 animais, foram divididos
em 5 grupos , sendo que, com excecdo do primeiro controle que recebeu salina
ive, todos receberam injecdo ive de Acroleina 75ug / Bexiga. Nos grupos que
receberam Acroleina, os sacrificios ocorreram apoés 3, 6, 12 e 24 horas da injecao.
Os animais foram avaliados quanto a variacdo do PUV, alteracbes macroscopicas

e histopatologicas.



3 horas

SALINA ive » Sacrificio
3 horas
ACR 75ug ive , Sacrificio
6 horas
ACR 75ug ive , Sacrificio
12 horas
ACR 75png ive » Sacrificio
24 horas
ACR 75ug ive , Sacrificio

5.2. Avaliacdo da protecdo vesical exercida pelo Mesna na cistite

hemorragica induzida pela injecao intravesical de Acroleina

Para avaliar este efeito protetor, 0os animais que receberam injecao
intravesical de Acroleina ( 75ug) foram tratados com Mesna, através de duas vias

de administragao, ip e ive.

Para a via intraperitoneal foi escolhida a dose do Mesna de 80 mg/Kg,
baseando-se na dose que € administrada clinicamente para a protecao vesical,
20% da dose da Ifosfamida (400 mg/Kg), imediatamente antes e 4 e 8 horas

apos.

Ja para administracéo ive em associacao com a Acroleina, utilizamos a dose de
2 mg/Bexiga, uma vez que esta corresponde aproximadamente a mesma dose

ip, 2 mg/25 g de peso.



5.2.1. Efeito do tratamento com Mesna nas variacdes do Peso Umido
Vesical, alteragdes macroscopicas e histopatolégicas de bexigas de

camundongos tratados com Acroleina intravesical

Camundongos machos receberam injecdo intravesical de Acroleina
3 horas

75 ng/Bexiga conforme procedimento ja descrito, sendo o0s animais sacrificados
apos 3 e 24 horas; nos grupos controle foi injetada solugdo salina ive. Para
verificar o efeito do Mesna na cistite induzida por Acroleina, este foi administrado
tanto sistemicamente por via intraperitoneal, 80 mg/kg, 1 hora antes da injecéo ive
de ACR, como associada a esta na administracao ive, 2 mg/Bexiga. Os animais
tratados com o Mesna ( ip ou ive) também foram sacrificados 3 e 24 horas ap6s. O
efeito do tratamento com Mesna nas variagdes do PUV, alteracbes macroscoépicas

e histopatolégicas induzidas pela injecdo de ACR foram avaliados nos diferentes

tempos.

SALINA ive ——» Sacrificio

| 24 horas

3 horas

» Sacrificio

ACR 75ugive________, Sacrificio

| 24 horas

pSacrificio



1h 3 horas
Mesna ip— > ACR 75ug ive———» Sacrificio

‘ 24 horas
»Sacrificio
Mesna + ACR 75ug ive 308S»>Sacrificio
24 horas I
‘ » Sacrificio

5.2.2. Efeito do tratamento com Mesna nas variagcdes da Permeabilidade

Vascular de bexigas de camundongos tratados com Acroleina intravesical

Utilizamos camundongos machos nos quais a cistite foi induzida por injecao
intravesical de Acroleina 75 upg/Bexiga, o grupo controle recebeu solucdo salina
ive. O Mesna foi administrado pela via intraperitoneal, 80 mg/kg, 1 hora antes da
inducéo da cistite e por via intravesical associado a Acroleina, 2 mg/Bexiga. Todos
os animais foram sacrificados ap6s 3 horas da inducdo da cistite. Trinta minutos
antes do sacrificio todos receberam Azul de Evans (25 mg/Kg ev) para posterior

avaliacdo da permeabilidade vascular.

_ 2,5 horas 30min o
SALINA ive » AE— Sacrificio
2,5 horas 30min
ACR 75pg ive » AE » Sacrificio
1h 2,5 horas 30min
Mesnaip — ACR 75pg ive » AE » Sacrificio
2,5 horas 30min

Mesna + ACR 75ug ive »AE , Sacrificio




5.3. Avaliacao do efeito protetor da Glutationa na cistite hemorragica.

Para avaliar o efeito uroprotetor da Glutationa na cistite induzida pela
injecdo intravesical de Acroleina, primeiramente fomos estabelecer a dose a ser
utilizada. Semelhantemente ao que fizemos com o Mesna, utilizamos a dose de

GSH que foi capaz de proteger as bexigas dos animais tratados com Ifosfamida.

5.3.1. Efeito de doses crescentes de Glutationa nas variacdes do Peso Umido
Vesical, alterac6es macroscopicas e histopatologicas da cistite induzida por

Ifosfamida em camundongos

Camundongos Swiss machos, em numero de 30, foram divididos em 5
grupos. Os animais do primeiro grupo receberam apenas Ifosfamida 400 mg/kg ip.
Trés outros grupos foram submetidos a injecdes intraperitoneais de Glutationa nas
doses de 125, 250 e 500 mg/kg, 1 hora antes da inducdo da cistite com IFO
(400 mg/kg ip). No grupo controle apenas solucdo salina foi administrada
(0,5 ml/20g ip). A cistite hemorragica foi avaliada apés 12 horas da administracdo
da IFO, pela determinacdo das mudancas do PUV, analise macroscopica e

avaliacao histopatoldgica, conforme ja descrito.

GSH ip » IFO ip , Sacrificio
1h 12 horas
(125, 250 e 500 mg/Kg) (400mg/KQ) PUV, alteracdes

macro e microscopicas



5.3.2. Avaliacdo do efeito da administracdo de Glutationa nas variagdes do
Peso Umido Vesical, alteracdes macroscépicas e histopatologicas na cistite

induzida por Acroleina

Quarenta e oito camundongos Swiss Machos foram divididos em quatro
3 horas

grupos. No primeiro grupo, os camundongos receberam apenas injecéo
intravesical de Acroleina 75 pg/Bexiga conforme metodologia ja descrita. No grupo
controle foi injetada solucdo salina ive. Nos animais dos outros dois grupos a
Glutationa foi administrada pela via intraperitoneal (500 mg/kg) 1 hora antes da
inducéo da cistite por ACR , ou pela via intravesical (2mg/bexiga), associada a
Acroleina . Ap6s 3 horas da inducédo da cistite foram sacrificados 6 animais de
cada grupo, o mesmo ocorrendo apés 24 horas. O efeito protetor do tratamento

com GSH nas variacdes do PUV, alteracbes macroscopicas e histopatoldgicas

induzidas picioela injecdo de ACR, nos diferentes tempos, foram avaliadas.

SALINAive —— Sacrificio

24 horas

_ Sacrificio
) 3 horas .
ACR 75ugive Sacrificio
24 horas .
» Sacrificio
1h 3 horas
GSH ip —>ACR 75ug ive »  Sacrificio
‘ 24 horas » Sacrificio
3 horas

GSH + ACR 75ug ive ——  »  Sacrificio
24 horas

»Sacrificio



5.3.3. Efeito do tratamento com Glutationa nas variagcbes da Permeabilidade

Vascular de bexigas de camundongos tratados com Acroleina intravesical

Utilizamos 18 camundongos machos nos quais a cistite foi induzida por
injecdo intravesical de Acroleina 75 ng/Bexiga, tendo um grupo controle (n=6)
recebido solucéo salina ive. A Glutationa foi administrada pela via intraperitoneal
(500 mg/kg) 1 hora antes da inducéo da cistite ou por via intravesical (2mg/Bexiga)
associada a Acroleina . Todos os animais foram sacrificados apds 3 horas da
inducéo da cistite. Trinta minutos antes do sacrificio todos foram injetados com

Azul de Evans (25 mg/Kg ev) e avaliados quanto as variacdes da permeabilidade

vascular.
sALNAive 2210 ap 30N oacrificio
2,5 horas 30min
ACR 75ug ive »AE , Sacrificio
1lh 2,5 horas 30min
GSH ip »ACR 75ug ive ,», AE_____ Sacrificio
2,5 horas 30min
GSH + ACR 75ug ive »AE , Sacrificio

5.4. Efeitos comparativos do Mesna e da Glutationa na cinética da cistite
induzida por Ifosfamida em camundongos - Variagbes do Peso Umido

Vesical.

Utilizamos para este experimento 72 camundongos Swiss machos,

divididos em 3 grupos, que receberam Ifosfamida 400 mg/kg ip. Um destes grupos



foi tratado com Mesna imediatamente antes e apdés 4 e 8 horas da inducdo da
cistite com IFO, outro grupo recebeu uma dose de Glutationa (500 mg/kg ip),
1 hora antes da IFO e o outro, da mesma maneira, solugao salina ( 0,5 ml/20g ip ).
Os animais dos trés grupos foram sacrificados seis a seis ap6s 6, 12, 24 e 48

horas da IFO.

Também foram utilizados seis camundongos, que receberam apenas 0,5
ml/Kg ip de solugdo salina que foram sacrificados para obtencdo dos pesos
umidos vesicais, que serviram como controle. Apés o sacrificio, as bexigas foram

avaliadas quanto as variacdes do peso umido.

1h 6 h
SALINA »FO 12h »  Sacrificio
> Sacrificio
24 h
> Sacrificio
48 h
» Sacrificio
Mesna (M) - IFO —, Sacrificio
12h &
(80mg/Kg) ) , Sacrificio
24h | 4
! | , Sacrificio
48h ! !
: ! » Sacrificio
M M
GsH_1h , o _6h » Sacrificio
12 h
(500mg/KQ) » Sacrificio
24 h
» Sacrificio
48 h

» Sacrificio



5.5. Efeitos da Glutationa na cinética da cistite induzida por Ifosfamida em

camundongos — Alteragcdes macroscopicas e histopatologicas.

Utilizamos para este experimento 48 camundongos Swiss machos,
divididos em 2 grupos, nos quais a cistite hemorrégica foi induzida por injegéo ip
de Ifosfamida 400 mg/kg. Um destes grupos foi tratado com uma dose de
Glutationa (500 mg/kg ip), 1 hora antes da IFO e o outro, da mesma maneira,
solucdo salina ( 0,5 ml/20g ip ). Os animais de ambos 0s grupos foram

sacrificados seis a seis apo6s 6, 12, 24 e 48 horas da IFO.

Também utilizamos, como controle, seis camundongos, que receberam
apenas 0,5 ml/Kg ip de solucdo salina. ApGs o sacrificio, todos os animais tiveram
suas as bexigas dissecadas e avaliadas quanto as variagdes macroscopicas e

histoldgicas.

5.6. Efeito de doses crescentes de Amifostina na cistite hemorragica
induzida por Ifosfamida — Avaliacdo da variacdo do Peso Umido Vesical,

alteracbes macroscopicas e histoldgicas.

Trinta camundongos Swiss machos foram divididos em 5 grupos. Os
animais do primeiro grupo receberam somente Ifosfamida 400 mg/kg ip. Trés
outros grupos foram submetidos a injecdes intraperitoneais de Amifostina (AMF)
nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg, 1 hora antes da inducéo da cistite com IFO

(400 mg/kg ip). No grupo controle apenas solucdo salina foi administrada



(0,5 ml/20g ip). A cistite hemorrégica foi avaliada ap6s 12 horas da administracédo
da IFO, pela determinacdo das variacbes do PUV, analise macroscopica e

avaliacdo histopatologica, conforme descrito anteriormente.

1 hora 12 horas

AMF ip » IFO ip , Sacrificio

(25, 50 e 100 mg/KQ) (400mg/Kg) PUV, alteracOes

macro e microscopicas

5.7. Efeito da Amifostina na cistite hemorragica induzida por injecao
intravesical de Acroleina — Avaliacdo da variacdo do Peso Umido Vesical,

alteracdes macroscoépicas e histoldgicas.

Utilizamos vinte e quatro camundongos Swiss Machos, que foram divididos
em quatro grupos. O primeiro grupo recebeu apenas injecdo intravesical de
Acroleina 75 ug/Bexiga conforme metodologia ja descrita. No grupo controle foi
injetada solucdo salina ive (0,1 ml). Nos animais dos outros dois grupos a
Amifostina foi administrada pela via intraperitoneal (50 mg/kg) 1 hora antes da
inducéo da cistite por ACR , ou pela via intravesical (1,5 mg/bexiga), associada a

Acroleina . Todos os animais foram sacrificados apos 3 horas da inducdo da



cistite. Foi avaliado o efeito protetor do tratamento com AMF nas variagbes do

PUV, alteragBes macroscopicas e histopatologicas induzidas pela injecdo de ACR.

3 horas
SALINAive —  ,  Sacrificio

3 horas
ACR 75ugive Sacrificio

Lh 3 horas
AMF ip — ACR 75ug ive > Sacrificio

3 horas
AMF + ACR 75ug ive ——  Sacrificio

5.8. Cinética de edema de pata induzida por Acroleina em camundongos

Para avaliar a atividade inflamatéria da Acroleina realizamos este
experimento, onde num grupo com camundongos Swiss (n=6) foi realizada injecao
subplantar (spl) de 0,06 ml de Acroleina (40 ug) na pata esquerda, volume igual de
solucao salina também foi injetado em um outro grupo de seis animais. O volume
das patas foi mensurado imediatamente antes da administracdo da ACR (volume
basal) e em seguida apds 30 minutos, 1, 2, 6, 24 e 48 horas bem como no 6° dia,
com pletismémetro. Foi considerado como edema a variagdo entre o volume da
pata (ml) e o seu valor basal em cada medida. Os resultados foram expressos

como média + EPM.



5.9. Efeito da administracdo de Mesna no edema de pata induzido por

Acroleina em camundongos.

Visando verificar a acdo protetora do Mesna, como um antagonista quimico
da Acroleina, utilizamos 18 camundongos Swiss, divididos em 3 grupos. Todos os
animais foram tratados com 0,06 ml de Acroleina ( 40 ug ) spl. Em um dos grupos
0 Mesna (80 mg/kg ) foi administrado 1 hora antes da ACR por via intraperitoneal,
outro grupo recebeu o Mesna (1mg/pata) em solucdo com a Acroleina, enquanto
gue no grupo controle apenas a ACR foi administrada. Langcando mao da mesma
metodologia aplicada no experimento anterior (5.8.), as patas foram medidas por
pletismometria imediatamente antes da Acroleina, apds 30 minutos, 1, 2 e 6 horas.
O edema foi expresso como as variacdes dos volumes em relacédo a medida inicial

(ml). Os resultados sé@o apresentados como média + EPM.



6. Andlise Estatistica

Os resultados da variacdo do Peso Uumido Vesical e da Permeabilidade
Vascular foram expressos como média + Erro Padrdo da Média (EPM). Para a
verificacdo das diferencas estatisticas entre os grupos foi realizada Andlise de

Variancia (ANOVA) e teste de Bonferroni.

Os dados nao paramétricos, resultantes da andlise macroscopica e da
avaliacd@o histopatolégica foram reportados como medianas e foram aplicados os

testes estatisticos de Kruskal-Wallis e de Mann-Whitney, seguido de Dunns.

Para todas as analises foi considerado significativo p < 0,05.



RESULTADOS




[ll. RESULTADOS

1. Analise preliminar do modelo

O principal objetivo desta etapa foi obter dados que pudessem ser utilizados
nas etapas subsequentes, tendo em vista, o fato deste modelo ainda nao ter sido
utilizado, além de ser escassa a quantidades de trabalhos experimentais os quais

verificam a acao intravesical da acroleina.

1.1. Efeitos da administracéo intravesical de doses crescentes de acroleina
na variacdo do Peso Umido Vesical, alteracdes macroscopicas e

histopatologicas

A administragéo intravesical de acroleina induziu aumento marcante de
108,56% e de 227,76% no Peso Umido Vesical, com as doses de 75 e 225 ug
respectivamente, sendo tais aumentos estatisticamente significativos, quando
comparados com o grupo controle ( p < 0,001 ). A dose de 25 pg induziu a um
aumento de apenas 20,53 % em relacdo ao controle, ndo sendo este significativo.
(Figura 17)

Macroscopicamente a cistite observada ap6s 3 horas da administracéo ive
das doses de 75 e 225 ng de ACR foi caracterizada pela presenca de severo
edema e por intensa hemorragia, com hematomas de mucosa e codgulos

intravesicais, sendo estes achados significativamente diferentes do controle



(p<0,05), conforme pode ser observado na Figura 16. Nas bexigas dos animais
gue receberam a dose menor de acroleina (25ug) foram evidenciados edema e
hemorragias mais discretos. A intensidade dos achados macroscopicos
encontrados na cistite induzida por doses crescentes de Acroleina estdo indicados

na Tabela 1.

Figura 16. Aspecto Macroscopico de Bexigas tratadas com salina ive (A) e com
ACR 75ug ive (B).

De acordo com os critérios histopatolégicos de Gray, 3 horas depois da
injecao ive de Acroleina o grupo tratado com a dose de 25ug apresentou edema e
hemorragia discretas, porém com urotélio preservado, enquanto que nos grupos
que receberam as doses de 75 e 225 ug evidenciou-se extensa erosdo de
mucosa, hemorragia e edema acentuados, porém com infiltracdo leucocitaria
discreta., recebendo escores de 2(1 —2) como mostrado na Figura 18. Os escores

para os parametros de Gray destes resultados sdo mostrados na Tabela 1.
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Figura 17. Efeitos da administracdo intravesical de doses crescentes de
Acroleina (ACR) na variacdo do Peso umido vesical (PUV) em camundongos.
Cada grupo foi constituido de seis animais, que receberam individualmente
injecBes intravesicais (ive) com 25, 75 e 225 ug de acroleina / Bexiga. Os animais
do grupo controle (C) receberam mesmo volume de solugédo salina ive. Todos os
animais foram sacrificados ap6s 3 horas da ACR. As barras representam a
média + EPM. ( * ) indica diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) com

relacdo ao controle ( ANOVA , teste de Bonferroni)
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Figura 18. Aspecto Histopatolégico de Bexigas tratadas com Injecéo
Intravesical de Acroleina 75ug apo6s 3 horas da inducéo. (A) Bexiga Controle-
Salina ive, 40x; (B) Bexiga Controle- Salina ive, 100x; (C) Acroleina 75ug ive, 40x;

(D) Acroleina 75ug ive, 100x. Coloragéo HE.



TABELA 1 - Analises macroscopicas e histolégicas dos efeitos da

administracdo intravesical de doses crescentes de Acroleina (ACR) em

camundongos:
Anédlise Analise Analise
Grupos Macroscopica Macroscopica Microscopica
(Edema) (Hemorragia)
C 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0)
ACR 25 pg 1(0-2) 1(0-2) 1(1-2)
ACR 75 pg 2(2-3)* 3(2-3)* 2(1-2)*
ACR 225 pg 3(3-3)* 2(2-3) 2(1-2)"

A injecdo intravesical de Acroleina nas doses de 25, 75 e 225 ug induziu

alteracdes macroscoépicas e microscépicas que foram avaliadas 3 horas apds sua

administracdo. Os resultados sdo expressos pela medianas e variacées (n = 6).

* p < 0,05 em relacdo ao grupo controle ( C — animais tratados apenas com

solucéo salina) e **p<0,01, pelos testes de Kruskal Wallis (seguido de Dunns) e

Mann Whitney.



1.2. Efeitos da administracéo intravesical de doses crescentes de Acroleina

na variacado da Permeabilidade Vascular de bexigas de camundongos

Como pode ser evidenciado na Figura 19, a acroleina injetada
intravesicalmente nas doses de 25, 75 e 225 ug levou a um aumento importante
da permeabilidade vascular, sendo que apenas as elevacdes induzidas pela duas
doses maiores (1288,13% e 2372,88% respectivamente) foram estatisticamente
significativas em relacdo ao controle, com p < 0,001. O resultado do corante
extraido das bexigas foi expresso como pug de Azul de Evans / Bexiga, sendo
reportados como médias + EPM de cada grupo. Utilizamos o teste de ANOVA

seguido do teste de Bonferroni para as analises estatisticas.

1.3. Determinacdo da curva temporal da cistite induzida por acroleina —
Avaliacdo da variacdo do edema e alteragbes macroscopicas e

histopatoldgicas

Como consequéncia dos resultados anteriores, decidimos adotar a dose de
75 pug ive de acroleina como dose padréo para 0os proximos experimentos.

A Figura 20 demonstra que o aumento do Peso Umido Vesical, induzido
pela injecdo ive de acroleina, é tempo dependente, sendo que ja nas primeiras 3

horas este aumenta (194,24%) de maneira significativamente diferente do



controle (p < 0,01 ) e tornou-se maximo apds 12 horas da injecdo da acroleina
(448,10%). Evidenciamos uma discreta tendéncia a queda do peso nas 24 horas
(271,47%), no entanto ainda estatisticamente significante em relagéo ao controle.

Decorridas trés horas da administragdo da ACR, macroscopicamente as
bexigas se apresentavam com aumento do volume e ja evidenciamos hiperemia e
areas com presenca de focos hemorragicos parietais. Estes achados se
intensificaram ap6s 6 e 12 horas da ACR. As bexigas avaliadas no tempo de 24
horas apresentavam paredes intensamente edemaciadas, muitas vezes friaveis e
perfuradas além de repletas de coagulos. (Figura 21)

Microscopicamente as bexigas avaliadas apés trés horas da injecdo da
acroleina, segundo critérios de Gray, exibiram alteracdes consideradas intensas,
no entanto praticamente sem infiltrado leucocitario. Apdés 6 horas o edema tornou-
se mais exuberante, com presenca de deposicao de fibrina e infiltrado leucocitario
discreto com neutréfilos e mondcitos, sendo encontrados achados semelhantes
nas bexigas dos animais sacrificados ap6s 12 horas. J& nas bexigas examinadas
com 24 horas da ACR uma lesdo com descamacdo total do urotélio, intensa
hemorragia, edema, necrose e infiltrado leucocitario importantes foram
observados. (Figura 22)

Os achados macroscopicos e histopatolégicos sao encontrados na Tabela
2, sendo diferentes do controle, com significancia estatistica (p < 0,05), em todos

0s tempos.
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Figura 19. Efeitos da administracdo intravesical de doses crescentes de
acroleina (ACR) na variacdo da Permeabilidade Vascular de bexigas de
camundongos. As barras representam média + EPM da permeabilidade vascular,
expressa em pg de Azul de Evans / Bexiga, referentes a seis animais tratados com
doses crescentes de Acroleina ive ( 25, 75 e 225 ug /Bexiga) e sacrificados apos 3
horas da injecéo. ( *) indica diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao
grupo controle ( C ), no qual foi administrado apenas solucao salina ive. p<0,05
ANOVA ( seguido de teste de Bonferroni)



PUV (mg/ 209)

Figura 20. Efeito da injecdo de acroleina (ACR) intravesical no Peso Umido
Vesical — Curva temporal. Cada simbolo ( o ) representa a média + EPM dos
pesos umidos referentes a seis animais. O ponto correspondente no eixo do x
corresponde ao momento do sacrificio ap0s a injecéo intravesical de Acroleina
(75 ug). (*) indica diferenca estatisticamente significativa quando comparado ao
grupo controle que recebeu apenas salina (0,02 ml ive), com p < 0,05 (ANOVA ,

teste de Bonferroni)
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Figura 21. Aspecto Macroscoépico de bexigas tratadas com Solucdo Salina ive (A)

e com Acroleina ive 75ug apos 3 horas (B) e apos 24 horas (C).

Figura 22. Aspecto Histopatologico de bexigas tratadas com Solugcdo Salina ive
(A) e com Acroleina ive 75ug ap6s 3 horas (B) e apds 24 horas 40x(C) e 100x(D).
Coloracéo HE.



TABELA 2 - Analises macroscépicas e histolégicas dos efeitos da

administracdo intravesical de acroleina (ACR) em diferentes tempos em

camundongos — Curva temporal .

Analise Analise Analise
Grupo Macroscopica Macroscopica Microscopica
(Edema) (Hemorragia)
C 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0)
ACR 3 - horas 2(2=-3)* 3(2-3)* 2(1-2)*
ACR - 6 horas 2(2=-3) 2(1-2)" 2(2-2)*
ACR - 12 horas 2(1-3)* 2(0=2)* 2(1-2)*
ACR - 24 horas 2(1-3)* 3(2-3)* 2(2-2)*

A injecao intravesical de Acroleina induziu a alteracbes macroscopicas e

microscépicas que se apresentaram de uma forma tempo-dependente. Estes

eventos macroscopicos (edema e hemorragia) e histolégicos da cistite

hemorragica foram evidenciados logo ap6s 3 horas da inducdo e se acentuaram

decorridas 6 e 12 horas, tornando-se muito severos apos 24 horas. Os resultados

sao reportados por medianas e variagdes ( n = 6). *p<0.05 e ** p<0,01 em relacao

ao grupo controle tratado com solucdo salina, pelos testes de Kruskal Wallis

(seguido de Dunns) e Mann Whitney.



2. Avaliacdo da protecao vesical exercida pelo Mesna na cistite hemorragica

induzida pelainjecéo intravesical de Acroleina

2.1. Efeito do tratamento com Mesna nas variacdes do Peso Umido Vesical,
alteracdes macroscoépicas e histopatoldégicas de bexigas de camundongos

tratados com Acroleina intravesical

Como podemos observar na Figura 23, o pré tratamento dos animais com o
Mesna ip, na dose de 80 mg/Kg de peso, foi capaz de bloguear de maneira
significativa (p<0,001) o aumento do Peso Umido Vesical induzido pela injecéo ive
de acroleina em 80,89% e 88,51% respectivamente avaliados apds 3 e 24 horas.
Esta inibicdo ocorreu de maneira analoga, 88,42% e 98,05% nos animais nos
guais o Mesna foi administrado ive juntamente com a acroleina e examinados
respectivamente apés 3 e 24 horas.

Macroscopicamente, nas andlises de ambos os tempos (3 e 24 horas) as
bexigas do camundongos tratados com Mesna (ip ou ive) diferiram
estatisticamente dos controles positivos (p<0,05), que correspondiam aos animais
gue receberam apenas a injecdo ive da Acroleina, analisados nos mesmos
tempos. (Figura 24 e 25)

Do ponto de vista histoldégico, os camundongos que receberam Mesna por
ambas as vias de administragédo, apresentaram bexigas com evidente diminuigao

da hemorragia, do edema e do infiltrado leucocitario quando comparados com



aqueles em que apenas a ACR intravesical foi administrada e examinados apoés 3

e 24 horas. (Figura 26)

Os resultados das analises macroscopicas e histoldégicas estdo

demonstradas na Tabela 3.
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Figura 23. Efeito do tratamento com Mesna na variacdo do Peso Umido
Vesical induzido pela injecéo intravesical de Acroleina - avaliado apos 3 e 24
horas. A injecdo intravesical (ive) de acroleina (ACR)(75 pg) induziu a um
aumento de Peso Umido Vesical no grupo tratado apenas com ACR. Somente
uma dose de Mesna foi administrada pela vias ive ( 2mg ) associado a acroleina
(75 ng) ou por via ip ( 80 mg /Kg ) 1 h antes desta. Os animais foram sacrificados
apos 3h (A) ou 24 h (B) da inducado da cistite. As barras representam a média +
EPM do Peso Umido Vesical referentes a seis animais que receberam apenas
Acroleina ou que foram tratados com Mesha.( * ) representa diferenca
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)



H

Figura 24. Efeito do tratamento com Mesna nas alteracfes macroscopicas
induzidas pela injecdo intravesical de Acroleina 75ug avaliado ap6s 3 horas.
(A) ACR 75ug ive; (B) Mesna ip + ACR; (C) Mesna ive + ACR.

Figura 25. Efeito do tratamento com Mesna nas alteracdes macroscoépicas
induzidas pelainjecao intravesical de Acroleina 75ug avaliado apos 24 horas.

(A) ACR 75ug ive; (B) Mesna ip + ACR; (C) Mesna ive + ACR.



Figura 26. Efeito do tratamento com Mesna nas altera¢gdes histopatoldgicas
induzidas pela injecdo ive de Acroleina 75ug avaliado apos 3 e 24 horas. (A)
ACR ive -3 horas; (B) Mesna ip + ACR -3 horas; (C) Mesna ive + ACR -3 horas;
(D) ACR ive -24 horas; (E) Mesna ip + ACR -24 horas; (F) Mesna ive + ACR -24

horas. 40x. Coloracdo HE.



TABELA 3 - Andlises macroscopicas e histolégicas dos efeitos do Mesna (ip
e ive) na cistite hemorragica induzida pela administracdo intravesical de

Acroleina (ACR) em diferentes tempos ( 3horas e 24 horas)

Analise Analise Analise
Grupos macroscopica macroscopica Microscopica
(Edema) (Hemorragia)

3h 24h 3h 24h 3h 24h

C 0(0-0) |0(0-0) [0(0-0) [0(0-0) [0(0-0) [0 (0-0)
ACR 75 nug 2(2-3)* | 3(2-3)* | 2(1-3)* | 2(2-3)* [2(1-2)* |2(2-2)*
Mesna ip 1(0-1)** | 0(0-1)** | 0(0-1)**| 1(0-1)** |0(0-2)** |0(0-1)**
Mesna ive 0(0-1)** | 0(0-1)** | 0(0-1)**| O(0-1)** |0(0-1)** |0O(0-1)**

A injecdo de 75ug de ACR ive induziu a cistite hemorragica evidenciada por
alteracdes macroscopicas e microscopicas que significativamente diferiram do
controle ( C), que recebeu solucdo salina, quando analisadas apos 3 e 24 horas.

As alteracdes induzida nas bexigas dos animais pela ACR foram inibidas de
forma significativa pelo tratamento com o Mesna (ip e ive) quando comparadas
com os camundongos nos quais apenas a ACR fora administrada; isto ocorreu nas
andlises que se deram apos 3 e 24 horas. Os dados desta tabela estédo relatados
como medianas e variagdes ( n=6). * p< 0,05 em relacdo ao grupo controle (C) e
** p< 0,05 em relacdo ao grupo tratado apenas com ACR (CH), pelos testes de

Kruskal Wallis (seguido de Dunns) e Mann Whitney.



2.2. Efeito do tratamento com Mesna nas variacdes da Permeabilidade

Vascular de bexigas de camundongos tratados com acroleina intravesical

Segundo podemos observar na Figura 27 o Mesnha administrado tanto
sistemicamente por via intraperitoneal, como localmente por via intravesical,
produziu inibicdo do aumento da permeabilidade vascular induzida pela Acroleina
em 92,1% e 100%(respectivamente ip e ive) sendo este bloqueio estatisticamente
diferente do controle positivo, que recebeu apenas a ACR ive e ndo havendo
diferencas, com, significAncia estatistica, entre as vias de administragcdo do

Mesna.
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Figura 27 . Efeito do tratamento com Mesna nas varia¢cdes da Permeabilidade
Vascular de bexigas de camundongos tratados com acroleina intravesical.
As barras representam média + EPM da variacdo da permeabilidade vascular
( expressa por ug de Azul de Evans / bexiga ) dos animais tratados com Mesna
por via ive ( 2mg) associado a acroleina ou por via ip ( 80 mg / Kg) 1 hora antes
desta. Todos os animais foram sacrificados ap6s 3 horas da injecdo da cistite com
Acroleina. ( * ) representa diferenca estatisticamente significativa quando
comparada ao grupo que recebeu apenas solucéo salina ive enquanto que ( **)
diferenca significativa quando comparada ao grupo que recebeu ACR ive . (n = 6)
p > 0,05 ( ANOVA , teste de Bonferroni )



3. Avaliacdo do efeito protetor da Glutationa na cistite hemorréagica.

3.1. Efeito de doses crescentes de Glutationa nas variagdes do Peso Umido
Vesical, alteragcdes macroscopicas e histopatoldgicas da cistite induzida por

Ifosfamida em camundongos

A injecao intraperitoneal de Ifosfamida (400 mg/Kg) induziu a um marcante
aumento do peso umido vesical, 12 horas depois de sua administragédo ( 187,5% ,
quando comparado com o grupo controle , p< 0,001). Este aumento do peso
umido vesical induzido pela IFO foi inibido pelo tratamento dos camundongos com
diferentes doses de Glutationa (125, 250 e 500 mg/Kg ip), sendo esta inibicdo de
65.82% e 77,85% respectivamente com as doses de 250 e 500 mg/Kg,
estatisticamente significativa. A dose de 125 mg/Kg inibiu 54,16% do aumento do
PUV induzido pela IFO, ndo sendo esta inibicdo significativa, o que pode ser
observado na Figura 28.

A cistite hemorrdgica observada 12 horas apés a administracdo da IFO
(400mg/Kg ip) foi caracterizada macroscopicamente pela presenca de severo
edema, com escores 3(3-3) e por acentuada hemorragia sendo evidenciados
hematomas de mucosa e coagulos na luz vesical, recebendo escores de 2 (2-3) e
sendo significativamente (p<0,05) diferentes do controle que recebeu solugéo
salina, com escores 0 (0-0). O tratamento com as doses de 250 e 500mg /Kg de
Glutationa foi capaz de inibir significativamente o edema vesical induzido pela

Ifosfamida enquanto que apenas a dose de 500 mg/Kg da Glutationa inibiu os



eventos hemorragicos induzidos pela IFO, de maneira estatisticamente
significativa (p<0,05), com indicado na Tabela 4 e pode ser evidenciado na Figura
29.

De acordo com os critérios histopatologicos de Gray, 12 horas depois da
Ifosfamida, j& existiam evidéncias histologicas de cistite, como extensa erosdo da
mucosa, ulceracdo, hemorragia, edema intenso, depdsitos de fibrina e acentuado
infiltrado leucocitario com presenca de polimorfonucleares e mononucleares,
recebendo escores 2(2-2). Estas alteragcdes foram inibidas estatisticamente
(p<0,05) pela dose de GSH 500 mg/Kg, ip. Os escores os parametros de Gray
destes resultados sdo encontrados na Tabela 4 e também estdo demonstrados na
Figura 30.

Mesmo com a dose de 500 mg/Kg pode-se observar que uma Unica injecao
ip de Glutationa nao foi suficiente para neutralizar completamente a cistite induzida
por IFO, havendo um residual de cistite de intensidade 22,15 % do valor inicial,

nao sendo este ,no entanto estatisticamente diferente do controle.
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Figura 28. Efeito de doses crescentes de Glutationa (GSH) nas variagdes do
Peso Umido Vesical de animais tratados com Ifosfamida (IFO). A Glutationa foi
administrada nas doses de 125, 250 e 500 mg /Kg de peso, por via ip, 1 hora
antes da Ifosfamida (400 mg/Kg ip). Os sacrificios se deram passadas 12 horas.
As barras representam médias + EPM referentes a seis animais cada grupo. (*) e
( ** ) indicam diferencas estatisticamente significativas com relagdo ao controle
(C), que recebeu apenas salina ip, e em relacdo ao grupo que recebeu apenas
IFO, respectivamente, com p<0,05. ( ANOVA, teste de Bonferroni )
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Figura 29. Efeito do tratamento com Glutationa(GSH) nas alteragdes
macroscopicas induzidas por Ifosfamida (IFO). (A) IFO 400mg/kg; (B) GSH
125mg/kg + IFO; (C) GSH 500mg/kg + IFO.

Figura 30. Efeito do tratamento com Glutationa(GSH) nas alteracfes

histopatoldgicas induzidas por Ifosfamida (IFO). (A) Bexiga Controle; (B) IFO
400mg/kg; (C) GSH 500mg/kg + IFO.40x.; (D) GSH 500mg/kg + IFO.100x

Coloragéo HE.



TABELA 4 - Andlises macroscoépicas e histolégicas dos efeitos da
administracdo de doses crescentes de Glutationa (GSH) na cistite

hemorragica induzida por Ifosfamida (IFO) em camundongos.

Analise Analise Analise
Grupos Macroscopica Macroscopica Microscopica
(Edema) (Hemorragia)
C 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0)
IFO 3(3-3)* 2(2-3)* 2(2-2)*
GSH 125 1(1-2) 1(0-2) 2(1-2)
GSH 250 1(0-1)* 0(0-1) 1(1-2)
GSH 500 1(0=1) 0(0—=0)* 1(0=1)*

A IFO (400 mg/Kg ip) induziu a alteragBes macroscopicas e microscopicas
gue foram avaliadas 12 horas ap6s sua administracdo no grupo tratado somente
com a IFO (controle positivo — CH) que se demonstraram estatisticamente
diferentes do grupo que recebeu salina ip (C). Nos animais que receberam as
doses de GSH 250 e 500 mg/Kg, ip 1 hora antes da administracdo da IFO houve
inibicdo destes achados, os quais foram significativamente diferentes dos animais
gue receberam somente IFO. Os resultados estdo reportados por medianas e
variacdes (n=6). * p<0,05 em relacdo ao grupo controle (C) e ** p<0,05 em relacéo
ao grupo tratado somente com Ifosfamida (controle positivo — CH), utilizando-se os

testes de Kruskal Wallis (seguido de Dunns) e Mann- Whitney.



3.2. Avaliacéao do efeito da administracéo de Glutationa (GSH) nas variacfes
do Peso Umido Vesical, alteragdes macroscopicas e histopatolégicas na

cistite induzida por Acroleina

Na Figura 31, evidenciamos que o tratamento dos animais com a Glutationa
(GSH) ip, na dose de 500 mg/Kg de peso, bloqueou de maneira significativa
(p<0,001) o aumento do Peso Umido Vesical induzido pela injecdo ive de
acroleina (75ug) em 76,18% e 95,79% avaliados respectivamente apés 3 e 24
horas. De forma semelhante, este aumento foi inibido em 100% nos animais nos
guais a Glutationa foi administrada na bexiga associada a Acroleina e examinados
apos 3 e 24 horas.

As andlises macroscopicas de ambos o0s tempos (3 e 24 horas)
demonstraram que as bexigas dos camundongos tratados com Glutationa (ip ou
ive) apresentaram-se com edema e hemorragia discretos, sendo estes
estatisticamente diferentes dos animais que receberam apenas a injecao ive da
Acroleina (controles positivos —CH), analisados nos mesmos tempos. (p<0,05)
(Figura 32 e 33)

Histologicamente avaliados, os camundongos que receberam Glutationa
por ambas as vias de administracdo, apresentaram bexigas praticamente sem
hemorragia, edema e infiltrado leucocitario quando comparados com 0s controles
positivos, examinados apos 3 e 24 horas. (Figura 34)

Os resultados das analises macroscéopicas e histologicas estdo

demonstradas na Tabela 5.



A -

757 754

*

5 60- % § 60-
o ™ 45+
e
> 204 *% i
230 o 0 %0
o *% *%

15 154

0- 0- : :
— e ' C e P
C i GSH
oo ACR 75
ACR 75 g H9

Figura 31. Efeito do tratamento com Glutationa (GSH) na variacdo do Peso
Umido Vesical (PUV) induzido pela injecdo intravesical de acroleina (ACR) -
avaliado apés 3 e 24 horas. As barras representam a média + EPM do Peso
Umido Vesical referentes a seis animais que receberam apenas acroleina (75ug)
ou que foram tratados com apenas uma dose de Glutationa (GSH) por via
intravesical ( 2mg ) associado a ACR ou por via ip (500 mg/Kg) 1 hora antes da
inducéo da cistite. Os animais foram sacrificados apds 3 ou 24 horas da injecdo da
ACR, conforme podemos evidenciar em A e B, respectivamente. ( * ) representa
diferenca 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 32. Efeito do tratamento com Glutationa (GSH) nas alteracdes
macroscoépicas induzidas pela injecdo intravesical de Acroleina 75ug
avaliado ap6s 3 horas. (A) ACR 75ug ive; (B) GSH ip + ACR; (C) GSH ive +

ACR.

A B C

Figura 33. Efeito do tratamento com Glutationa (GSH) nas alteragdes
macroscépicas induzidas pela injecdo intravesical de Acroleina 75ug
avaliado apos 24 horas. (A) ACR 75ug ive; (B) GSH ip + ACR; (C) GSH ive +

ACR.



Figura 34. Efeito do tratamento com Glutationa (GSH) nas alteracdes
histopatologicas induzidas pela injecdo ive de Acroleina 75ug avaliado apos
3 e 24 horas. (A) ACR ive -3 horas; (B) GSH ip + ACR -3 horas; (C) GSH ive +
ACR -3 horas; (D) ACR ive -24 horas; (E) GSH ip + ACR -24 horas; (F) GSH ive +
ACR -24 horas. 40x. Coloracéao HE.



TABELA 5 - Andlises macroscopicas e histolégicas dos efeitos da
Glutationa (ip e ive) na cistite hemorragica induzida pela administragao (ive)

da acroleina (ACR) em diferentes tempos ( 3 horas e 24 horas)

Analise Analise Analise
Grupos macroscopica macroscoépica Microscopica

(Edema) (Hemorragia)

3h 24h 3h 24h 3h 24h
C 0(0-0) |0(0-0) [0(0-0) [0(0-0) [0(0-0) [0 (0-0)

ACR 75 pg 2(2-3)* | 3(2-3)* |2(2-2* | 2(2-3* |2(1-2* |2(2-2)**

GSH ip 0(0-0)** | 0(0-1)* |0(0-0)** | 0(0-1)* |0(0-1)** |0(0-1)**

GSH ive 0(0-0)* | 0(0-1)** |0(0-1)** | 0(0-1)* |0(0-1)** |0(0-1)*

A injecdo de 75ug de ACR ive induziu a cistite hemorragica caracterizada por
alteracdes macroscoépicas e histologicas que foram estatisticamente diferentes do
controle ( C ), que recebeu solucao salina, quando analisadas apos 3 e 24 horas.
As alteracdes vesicais induzidas pela ACR foram inibidas significativamente pelo
tratamento com a Glutationa (ip e ive) quando comparadas com 0s animais que
receberam apenas a ACR, este bloqueio foi demonstrado nas analises que se
realizaram apos 3 e 24 horas da inducdo da CH. Os dados desta tabela estdo
relatados como medianas e variagcdes ( n=6). * p< 0,05 em relacdo ao grupo
controle ( C ) e ** p< 0,05 em relacdo ao grupo tratado apenas com ACR (CH),

pelos testes de Kruskal Wallis (seguido de Dunns) e Mann- Whitney.



3.3. Efeito do tratamento com Glutationa nas variacfes da Permeabilidade

Vascular de bexigas de camundongos tratados com Acroleina intravesical

Observando-se a Figura 35, a Glutationa administrada tanto sistemicamente
por via intraperitoneal, como localmente ive foi capaz de produzir uma inibicdo do
aumento da permeabilidade vascular induzida pela injecdo intravesical de
acroleina (75ug) em 95,79% e 100%, respectivamente, sendo este bloqueio
estatisticamente diferente dos camundongos que receberam apenas a injecao
intravesical de ACR (controle positivo). Apesar da administracdo da GSH ive ter
provocado uma inibicdo maior do aumento da Permeabilidade Vascular do que a
daguela obtida com a administracdo sistémica (ip), ambas foram

significativamente diferentes dos controles positivos.
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Figura 35. Efeito do tratamento com Glutationa (GSH) nas variacdes da
Permeabilidade Vascular de bexigas de camundongos tratados com
Acroleina (ACR) intravesical. As barras representam média + EPM da variacao
da permeabilidade vascular ( expressa por ug de Azul de Evans / bexiga ) dos
animais tratados com GSH por via ive ( 2mg) associado a ACR ou por via ip ( 500
mg / Kg) 1 hora antes desta. Todos os animais foram sacrificados apds 3 horas da
injecdo da cistite com Acroleina.( * ) Representa diferenca estatisticamente
significativa quando comparada ao grupo que recebeu apenas solucéo salina ive
enguanto que ( **) indica diferenca significativa quando comparada ao grupo que
recebeu ACR ive. (n=6) p>0,05. (ANOVA , teste de Bonferroni)



4. Efeitos comparativos do Mesna e da Glutationa na cinética da cistite

induzida por Ifosfamida em camundongos

Conforme pode ser visto na Figura 36, a injecao intraperitoneal de
Ifosfamida 400 mg/Kg, levou a um aumento tempo - dependente do Peso Umido
Vesical. Logo ap6s seis horas da administracdo da IFO, o aumento do peso Umido
(188,15%) ja se demonstrou estatisticamente significativo (p<0,01) em relagdo ao
controle. Valores maximos foram alcancados doze horas ap6s a inducdo da cistite
(225,31%) e a partir dai, foi observado decréscimo progressivo deste aumento do
PUV, embora este permanecesse significativamente elevado até 48 horas
(p<0,05). O tratamento dos animais com uma dose de Glutationa (500 mg/Kg ip)
inibiu 0 aumento do Peso Umido Vesical em todos os tempos de maneira
significativa (p<0,05) semelhantemente a inibicdo obtida com administragdo do

Mesna (80 mg/Kg ip), imediatamente antes e apos 4 e 8 horas da Ifosfamida.
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Figura 36. Efeitos comparativos do Mesna e da Glutationa na cinética da
cistite induzida por Ifosfamida em camundongos . O grafico mostra a variacao
do peso umido de bexigas de camundongos injetados com IFO, 400 mg/Kg ip e
tratados com GSH 500 mg/Kg ip e Mesna 80 mg/Kg ip (1 hora antes da IFO).
Cada simbolo representa média + EPM do PUV, referente a seis animais de cada
grupo, conforme legenda representada no grafico. O eixo do x corresponde aos
horarios, apos a IFO, em que os animais foram sacrificados.( # ) indica diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle, que recebeu apenas
solucéo salina ip, com p<0,01.( * ) e ( ** ) indicam diferencas estatisticamente
significativas com relacdo ao grupo tratado apenas com IFO com p< 0,05 e

p<0,01, respectivamente. ( ANOVA, teste de Bonferroni)



5. Efeito da Glutationa na cinética da cistite induzida por Ifosfamida em

camundongos - Alteracdes macroscoépicas e histopatoldgicas

Macroscopicamente, as bexigas dos animais que receberam Ifosfamida
(400 mg/Kg ip) apresentarem-se com edema importante, jA nas primeiras seis
horas apés a inducdo da cistite que se acentuou apés 12 horas. Decorridas 24
horas o edema vesical regrediu, ndo obstante sendo ainda estatisticamente
significante com relacdo ao controle(p<0,05). A injecdo de Ifosfamida também
induziu a eventos hemorragicos como telangectasias e hematomas parietais na
bexiga, isto apds seis horas, enquanto que com doze horas ja foram evidenciados
codgulos intravesicais. A administracdo da Glutationa (500 mg/Kg ip) também foi
capaz de abolir as alteracdes macroscopicas da cistite hemorragica induzida por
Ifosfamida em todos os tempos de maneira significativa (p<0,05), conforme pode
ser observado na Tabela 6.

O estudo histopatologico revelou, no grupo que foi sacrificado apos 6 horas,
presenca de edema vesical moderado a intenso, jA com presenca de hemorragia,
erosdo e infiltrado leucocitario mais discreto, recebendo escores 2(1-2). No grupo
sacrificado doze horas apdés, encontramos ,na andlise histolégica pelos critérios de
Gray, cistite hemorragica intensa em todos os animais, com acentuado edema,
presenca de hemorragia importante, erosdo, necrose e grande infiltracdo
leucocitaria, com escores 2(2-2). Nos tempos de 24 e 48 horas, muito embora as
bexigas ainda se apresentassem com sinais inflamatérios de cistite, estes, se
comparados com o grupo que foi sacrificado com 12 horas, foram menos intensos.

Os animais que receberam Glutationa (500 mg/Kg ip) apresentaram, a analise



microscopica, bexigas com areas mais extensas de urotélio preservado, menores
edema, infiltrado leucocitario e hemorragia, em comparacdo com os achados
observados nos animais dos grupos néo tratados , em todos os tempos. De

acordo com o que pode ser verificado na Tabela 7.

TABELA 6 — Anélise macroscoOpica dos efeitos da Glutationa na cinética da

cistite induzida por Ifosfamida em camundongo.

Grupos Controle IFO GSH - IFO
Edema 6h 0(0-0) 3(2-3)* 0(0-1)*
12h 0(0-0) 3(2-3)* 0(0-1)*

24h 0(0-0) 1(1-2)* 0(0-1)*

48h 0(0-0) 1(1-2)* 0(0-0)*

Hemorragia | 6h 0(0-0) 2(1-2)* 0(0-1)*
12h 0(0-0) 2(2-2)* 0(0-0)*

24h 0(0-0) 1(1-1)* 0(0-0)*

48h 0(0-0) 0(0-1)* 0(0-0)*

A Ifosfamida (400 mg/Kg ip) induziu ao  aparecimento de sinais
macroscopicos de cistite como edema e hemorragia, avaliados segundo critérios
de Gray, em diferentes tempos, nos animais que receberam somente Ifosfamida e
naqueles que foram tratados com Glutationa (500 mg/Kg ip) 1 hora antes da
inducédo da cistite. Os resultados estdo reportados como medianas e variacdes
(n=6).* p<0,05 em relagdo ao grupo controle (animais que receberam somente
solugéo salina) e **p<0,05 em relagcdo aos animais que receberam apenas

Ifosfamida, pelos testes de Kruskal Wallis (seguido de Dunns) e Mann — Whitney.



cistite induzida por Ifosfamida em camundongo.

TABELA 7- Analise histopatoldgica dos efeitos da Glutationa na cinética da

Tempo (h) Controle IFO GSH-IFO
6h 0(0-0) 2(1-2)* 1(0—=1)
12h 0(0-0) 2(2-2)* 1(0—-1)*
24h 0(0-0) 2(1-2)" 1(0—=1)*
48h 0(0-0) 1(1-2)* 0(0-1)*

A Ifosfamida (400 mg/Kg ip) induziu a alteracBes histopatolégicas que
puderam ser observadas logo ap6s 6 horas de sua administracdo, sendo estas
maximas com doze horas da inducdo da cistite e regredindo progressivamente
apos 24 e 48 horas. Os achados microscopicos da CH foram avaliados nos
animais que receberam somente Ifosfamida e no grupo que foi tratado com
Glutationa (500 mg/Kg ip) 1 hora antes da inducao da cistite. Os resultados estéo
descritos como medianas e variagbes (n=6). * p< 0,05 em relacdo ao grupo
controle (‘animais tratados apenas com solucgéo salina) e ** p< 0,05 em relacdo ao
grupo tratado apenas com Ifosfamida, utilizando-se os testes de Kruskal Wallis

(seguido de Dunns) e Mann — Whitney.



6. Efeito protetor de doses crescentes de amifostina (AMF) na cistite
hemorragica induzida por Ifosfamida — Avaliacdo da variagdo do Peso Umido

vesical, alterac6es macroscopicas e histoldgicas.

A injecéo ip de Ifosfamida (400 mg/Kg) induziu a um importante aumento
do peso umido vesical, 12 horas depois de sua administracédo ( 187,5% , quando
comparado com o grupo controle , p< 0,001). O tratamento com diferentes doses
de amifostina (25, 50 e 100 mg/Kg ip) inibiram este aumento do peso Umido
vesical induzido pela IFO, sendo esta inibicdo de 68,72%, 92,67% e 95,57%
respectivamente com as doses de 25, 50 e 100 mg/Kg, estatisticamente
significativa, o que pode ser observado na Figura 37.

Macroscopicamente a cistite hemorragica observada 12 horas apos a
administracdo da IFO (400mg/Kg ip) foi caracterizada pela presenca de severo
edema, com escores 3(3-3) e por acentuada hemorragia sendo evidenciados
hematomas de mucosa e coagulos na luz vesical, recebendo escores de 2 (2-3) o
gue foi significativamente (p<0,05) diferentes do controle que recebeu solucéo
salina, com escores 0 (0-0). A andlise macroscoépica demonstrou que o tratamento
com as doses de 25, 50 e 100mg /Kg de amifostina também foi capaz de inibir
significativamente o edema vesical e 0s eventos hemorragicos induzido pela
Ifosfamida, de maneira estatisticamente significativa (p<0,05), conforme indicado
na Tabela 5 bem como pode ser visualizado na Figura 38.

De acordo com os critérios histopatologicos de Gray, 12 horas depois da
Ifosfamida, j& sdo observadas evidéncias histolégicas de cistite, como extensa

erosdo da mucosa, ulceracdo, hemorragia, edema intenso, depdsitos de fibrina e



acentuado infiltrado leucocitario com presenca de polimorfonucleares e
mononucleares, recebendo escores 2(2-2). Estas alteragbes foram inibidas
estatisticamente (p<0,05) por todas as doses utilizadas de AMF (25, 50 e 100
mg/Kg ip). Os escores para os parametros de Gray destes resultados sao

encontrados na Tabela 8 e também estdo demonstrados na Figura 39.

PUV (mg/20g)

25 50 100
AMF (mg/KQ)
IFO (400mg/kg)

Figura 37. Efeito de doses crescentes de amifostina (AMF) nas variagdes do
Peso Umido Vesical de animais tratados com Ifosfamida (IFO). A amifostina foi
administrada nas doses de 25, 50 e 100 mg /Kg de peso, por via ip, 1 hora antes
da Ifosfamida (400 mg/Kg ip). Os animais foram sacrificados apés 12 horas. As
barras representam médias + EPM referentes a seis animais cada grupo. ( * ) e
( ** ) indicam respectivamente diferencas estatisticamente significativas com
relacdo ao controle (C), que recebeu apenas salina ip, e em relacdo ao grupo que

recebeu apenas IFO, com p<0,05. ( ANOVA, teste de Bonferroni )
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Figura 38. Efeito do tratamento com Amifostina (AMF) nas alteracdes
macroscopicas induzidas por Ifosfamida (IFO). (A) Bexiga Controle; (B) IFO

400mg/kg; (C) AMF 100mg/kg + IFO.

Figura 39. Efeito do tratamento com Amifostina (AMF) nas alteragdes
histopatologicas induzidas por Ifosfamida (IFO). (A) Bexiga Controle; (B) IFO
400mg/kg; (C) AMF 100mg/kg + IFO.40x.; (D) AMF 100mg/kg + IFO.100x
Coloracéo HE.



TABELA 8 - Andlises macroscopicas e histolégicas dos efeitos da
administracdo de doses crescentes de amifostina (AMF) na cistite

hemorragica induzida por Ifosfamida (IFO) em camundongos.

Analise Analise Analise
Grupos Macroscopica Macroscopica Microscopica
(Edema) (Hemorragia)
C 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0)
IFO 3(3-3)* 2(2-3)* 2(2=-2)*
AMF 25 0(0=-2)* 0(0—-1)* 0(0—-2)*
AMF 50 0(0—=1) 0(0—=1) 0(0—=1)
AMF 100 0(0—1)* 0(0—1)* 0(0=1)*

A IFO (400 mg/Kg ip) induziu a alteracbes macro e microscopicas, que,
avaliadas 12 h apos sua administracdo, foram estatisticamente diferentes do grupo
gue recebeu salina ip (C). Em todos animais que receberam AMF, houve inibicdo
dos achados macroscopicos, de maneira significativa. As trés doses utilizadas de
AMF (25, 50 e 100 mg/Kg, ip) também inibiram significativamente as alteracdes
histolégicas induzidas pela IFO. Os resultados estdo reportados por medianas e
variagdes (n=6). * p<0,05 em relacéo ao grupo controle (C) e ** p<0,05 em relagao
ao grupo tratado somente com Ifosfamida, utilizando-se os testes de Kruskal

Wallis (seguido de Dunns) e Mann- Whitney.



7. Efeito protetor da amifostina na cistite hemorragica induzida pela injecéo
intravesical de acroleina — Avaliacdo da variacdo do Peso umido Vesical,

alterac6es macroscopicas e histolégicas

A injecao intravesical de acroleina (75ug), induziu a um aumento do Peso
Umido Vesical em 192,83% , ap6s 3 horas, e o pré tratamento dos animais com
amifostina (AMF) ip, na dose de 50 mg/Kg de peso, bloqueou 68,29% deste
aumento o que foi estatisticamente significativo (p<0,001). De forma semelhante,
este aumento foi inibido em 94,63% nos animais nos quais a AMF foi administrada
na bexiga (1,5 mg) associada a Acroleina e examinados ap0s 3 horas. (Figura 40).

As analises macroscopicas evidenciaram que as bexigas dos camundongos
tratados com amifostina (ip ou ive) apresentaram-se com edema e hemorragia
mais discretos, sendo estes estatisticamente diferentes dos animais que
receberam apenas a inje¢do ive da Acroleina (controles positivos), analisados no
mesmo tempo. (p<0,05). (Figura 41)

Na avaliacdo histologica, os camundongos que receberam amifostina por
ambas as vias de administragdo, apresentaram bexigas com hemorragia, edema
e infiltrado leucocitario menores do que 0s controles positivos que receberam
somente injecdo ive de ACR, isto examinados apdés o mesmo tempo (3 horas),
sendo esta inibicdo estatisticamente significativa. (Figura 42)

Os resultados das analises macroscépicas e histolégicas estéo

demonstradas na tabela 9.
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Figura 40. Efeito do tratamento com amifostina (AMF) na variacdo do Peso
Umido Vesical (PUV) induzido pela injecdo intravesical de acroleina (ACR) -
avaliado apos 3 horas. As barras representam a média + EPM do Peso Umido
Vesical referentes a seis animais que receberam apenas acroleina (75ug) ou que
foram tratados com amifostina, por via intravesical (1,5mg) associado a ACR ou
por via ip (50 mg/Kg) 1 hora antes da inducdo da cistite. Os animais foram
sacrificados apdés 3 horas da injecdo da ACR. ( * ) representa diferenca
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 )
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Figura 41. Efeito do tratamento com Amifostina (AMF) nas alteracfes
macroscopicas induzidas pela injecdo intravesical de Acroleina 75ug
avaliado apo6s 3 horas. (A) Bexiga Controle; (B); ACR 75ug ive ; (C) AMF ive +
ACR.

Figura 42. Efeito do tratamento com Amifostina (AMF) nas alteracdes
histopatologicas induzidas por Acroleina (ACR). (A) Bexiga Controle; (B) ACR
75ug; (C) AMF ive + ACR.40x.; (D) AMF ive + ACR.100x .Coloragao HE.



TABELA 9 - Analises macroscopicas e histolégicas dos efeitos da
amifostina (ip e ive) na cistite hemorragica induzida pela administragao (ive)

da acroleina (ACR) avaliadas apés 3 horas

Analise Analise Analise
Grupos macroscopica macroscopica Microscopica
(Edema) (Hemorragia)
C 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0)
ACR 75 pg 2(2-3)* 3(2-3)* 2(1-2)*
AMF ip 1(1-2)** 1(0-2)** 1(1-2)**
AMF ive 0(0-1)** 0(0-1)** 0(0-1)**

A injecdo de 75ug de ACR ive induziu a cistite hemorragica com alteragbes
macroscopicas e histolégicas que foram estatisticamente diferentes do controle
( C), que recebeu solucéo salina, quando analisadas apés 3 horas. As alteracdes
vesicais induzidas pela ACR foram inibidas pelo tratamento com a amifostina (ip e
ive) quando comparadas com o0s animais que receberam apenas a ACR, sendo no
este bloqueio estatisticamente significativo apenas, como foi demonstrado na
analise que se realizou apos 3 horas da inducdo da CH. Os dados desta tabela
estdo relatados como medianas e variagdes ( n=6). * p< 0,05 em relacdo ao grupo
controle ( C ) e ** p< 0,05 em relacdo ao grupo tratado apenas com ACR, pelos

testes de Kruskal Wallis (seguido de Dunns) e Mann- Whitney.



8. Cinética de edema de pata induzida por acroleina em camundongos

A acroleina ( 40 ug, em volume de 0,06 ml ) injetada por via subplantar,
conforme podemos observar na Figura 43, produziu um edema de pata inicial que
se tornou evidente nos primeiros trinta minutos apds a injecdo. Este edema
sofreu reducéo decorridas 2 horas e gradualmente foi aumentando até obter seu
pico maximo na sexta hora. A partir desta dUdltima medida o edema
progressivamente regrediu. Os animais que receberam apenas injecdo spl de
solucdo salina (0,06 ml) apresentaram um pequeno aumento do volumes das
patas na 12 hora que regrediu a partir da 22 hora e que retornou aos niveis iniciais
em torno das 24 horas

A avaliacdo histopatoldgica das patas evidenciou edema com presenca de

infiltrado celular com polimorfonucleares e mononucleares. (Figura 44)
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Figura 43. Cinética do edema de pata induzida por acroleina em
camundongo. O grafico mostra o edema produzido pela injecdo subplantar (spl)
de acroleina e de solucéo salina, observado até a sexta hora (A) e até o sexto dia
(B). Cada ponto representa a média + EPM da variacdo do volume das pata , em
relacdo ao seus volumes iniciais. O eixo do x corresponde ao horério, ap6s a
injecdo subplantar, em que o edema foi medido. ( * ) indica diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao volume inicial, com p<0,001 ( ANOVA,

teste de Bonferroni)






Figura 44. Avaliacdo Histopatoldgica de pata de camundongo ap0s 6 horas

de injecdo spl de Acroleina. (A) ACR spl 100x; (B) ACR spl 400x. Coloragéo HE.




9. Efeito da administracdo de Mesna no edema de pata induzido por

acroleina em camundongos.

De acordo com os dados ja descritos no experimento anterior, a acroleina
produziu um edema de pata inicial (30 minutos) que foi seguido de um edema
secundario ( 62 hora ). O tratamento dos animais com Mesna (80 mg/Kg ip) 1 hora
antes da injecao spl da ACR néo foi capaz de inibir o edema por ela produzido em
nenhuma das medidas de maneira significativa. Ja a administracdo do Mesna
(Img/pata), em solugdo com a acroleina, inibiu de forma estatisticamente

significativa o edema em todas as medidas (p<0,05). (Figura 45)
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Figura. Efeito da administracdo de Mesna no edema de pata induzido por
acroleina (ACR) em camundongos. O grafico mostra o efeito do Mesna no
edema produzido pela injecéo subplantar (spl) de acroleina, observado até a sexta
hora. O Mesna foi administrado por via ip (80 mg/Kg) ou em injecao spl (1 mg)
associado a acroleina. Cada simbolo representa média + EPM da variacdo dos
volumes das patas, em relacdo aos seus volumes iniciais, referente a seis animais
de cada grupo, conforme legenda representada no grafico. O eixo do X
corresponde ao horério, ap6s a injecdo da acroleina, em que o edema foi
mensurado. ( * ) e ( # ) indicam diferencas estatisticamente significativas em
relacdo as medidas dos animais que receberam apenas a injecao spl de ACR ,

com p<0,05 e p<0,01, respectivamente. ( ANOVA, teste de Bonferroni)



DISCUSSAO



IV - DISCUSSAO

A despeito do fato da quimioterapia antineoplasica continuar a ser a op¢ao
de melhores resultados para o tratamento de muitos tipos de neoplasias, ha uma
constante pesquisa direcionada para a busca do desenvolvimento de novas
drogas com eficacia e especificidade maiores, bem como com efeitos adversos
reduzidos.

Para a obtencdo destes tdo sonhados agentes, a investigacdo tem se
aprofundado na compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos na
interacdo das drogas com as células do hospedeiro.

As oxazafosforinas, Ciclofosfamida e Ifosfamida, conforme ja foi
anteriormente descrito, figuram entre as drogas citotoxicas mais utilizadas, sendo
ativas contra muitos tipos de doencgas neoplasicas e benignas.(HUNTER &
HARRISON, 1982; BRADE et al, 1985; BROCK, 1986; GERSHWIN et al., 1974)
Um fator que limita o seu uso é o desenvolvimento de um quadro de cistite
hemorragica como um efeito colateral importante e ameacador da vida, caso ndo
se estabelecam medidas uroprotetoras adequadas.

Tem sido proposto que a causa desta toxicidade vesical seja a acroleina,
um metabdlito toxico das oxazafosforinas, que em contato direto com o urotélio
causaria edema, ulceracdo, neovascularizacdo, hemorragia e necrose.
(COX, 1979)

Baseados na consideracdo acima exposta, decidimos neste projeto de

pesquisa avaliar o efeito direto da acroleina sobre o epitélio vesical, uma vez que



na maioria dos trabalhos existentes os resultados foram obtidos apés a
administracdo sistémica de compostos que supostamente seriam convertidos
endogenamente em acroleina.

Tendo em vista o fato de que este era um modelo de inflamag&o pouco
habitual, pelo menos para nés, dividimos o projeto em etapas. A primeira consistia
num estudo prévio que visava verificar a exequibilidade do modelo, compreender
sua cinética de desenvolvimento, as alteracdes histopatolégicas a ele
relacionadas, assim como determinar a dose ideal de acroleina na qual eventos
inflamatorios pudessem ser observados.

Os resultados desta primeira etapa, que chamamos de andlise preliminar
do modelo, revelaram que a cistite hemorragica induzida por acroleina
desenvolve-se como um processo inflamatério agudo, onde desde as primeiras
horas apds sua administracdo intravesical podem ser evidenciadas manifestacdes
tipicamente inflamatérias como edema e congestéo vascular.

Neste modelo, macroscopicamente, podemos observar, como
caracteristicas particulares, um edema que se demonstrou mais exuberante nas
primeiras observacfes, apds 3 horas da administracdo da acroleina, enquanto que
nas verificacdes mais tardias, apos 24 horas da inducdo da cistite, os eventos
hemorragicos predominaram, apesar das bexigas ainda apresentarem edema
significante, porém com muita necrose e por muitas vezes apresentarem-se
friaveis ou mesmo perfuradas. Estes achados foram ratificados pela analise
histopatologica.

Analisando as variacbes dos pesos Uumidos vesicais, vimos que a cistite

induzida por acroleina apresentou edema maximo, 6 horas apés o estimulo lesivo.



Muitos destes achados estdo de acordo com os demonstrados por alguns
autores em trabalhos experimentais, mesmo que n&o tenha havido por parte
destes o0 objetivo de descrever mais detalhadamente, de forma temporal, os
aspectos macroscoépicos e histolégicos. (CHAVIANO, et al., 1985; SAKATA et al.,
1989; FRAISER et al., 1992)

Outro aspecto muito importante desta etapa é que os resultados
demonstraram que este modelo de cistite hemorragica, no que diz respeito a
acroleina, desenvolveu-se de uma forma dose-dependente, sendo que as doses
intravesicais de 75ug e 225ug foram eficazes para a geracdo do processo,
tomando como parametros o aumento do peso Umido vesical, as alteracbes
macroscopicas e histopatologicas, sendo estas Ultimas caracterizadas por edema
exuberante e extensas areas de descamacado do epitélio vesical e ulceracdo, com
infiltrado leucocitario importante evidenciado a partir da 62 hora apos a inducéo da
cistite. Baseados nos resultados desta fase do projeto, optamos por trabalhar com
a dose da acroleina de 75ug /Bexiga e sacrificar os animais em dois tempos, apos
3 e 24 horas da injec¢édo intravesical da acroleina, visando melhor observar nestes
tempos o edema e a hemorragia, respectivamente. .

Estudos anteriores realizados no Laboratério de Farmacologia da
Inflamacéo e do Céancer (LAFICA), do Departamento de Fisiologia e Farmacologia
da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara, investigaram a
cistite hemorragica como uma patologia inflamatoria, elucidando varios aspectos

da sua patogénese.



Pesquisadores do LAFICA demonstraram que a cistite hemorragica
induzida pela injecdo intraperitoneal de oxazafosforinas, -ciclofosfamida e
Ifosfamida, desenvolve-se como um processo inflamatério agudo e progressivo,
induzido de forma dose-dependente, onde ha a participagdo de PAF, Oxido Nitrico
e de citocinas, como IL1 e TNFa, como mediadores cruciais envolvidos nos
eventos inflamatorios, bem como na lesdo urotelial e na hemorragia.
(GOMES et al., 1995; SOUZA-FILHO et al, 1997; RIBEIRO et al.,, 1998;
RIBEIRO et al., 2002)

Estimulados pela preponderancia de fendmenos vasculares, como
congestdo e hemorragia, além do conhecimento de que as alteracdes da
permeabilidade vascular sdo imprescindiveis para a génese do edema, tomamos
como parametro para mensuracdo deste, além das variacbes do peso Umido
vesical, o método do extravazamento do Azul de Evans para avaliar as
modificacdes da permeabilidade vascular. Esta técnica baseia-se no fato de que o
Azul de Evans possui grande afinidade com a albumina, ligando-se a esta. Em
condi¢cdes normais, 0 corante ndo extravasa para o intersticio, no entanto na
vigéncia de uma condigdo onde exista aumento da permeabilidade vascular, como
num processo inflamatério, o Azul de Evans sai do vaso acumulando-se no
espaco intersticial.

Como podemos observar na Figura 19, sdo notdrias a eficiéncia e
sensibilidade desta metodologia, neste modelo de cistite hemorragica, uma vez
gue as modificacdes ocorridas sao mais evidentes do que aquelas observadas

com o peso Umido vesical. Para demonstrar esta sensibilidade, tomamos como



exemplo o fato de que a permeabilidade vascular ao azul de Evans aumentou
cerca de 25 vezes em relacdo ao controle , com a dose maior da acroleina (225
ug), enquanto que no peso foi demonstrado ascensédo de apenas trés vezes e
meia, aproximadamente, com a mesma dose. (Figura 17)

O aumento da permeabilidade vascular foi avaliado apenas apos 3 horas
da injecéo intravesical de acroleina, pois nas analises mais tardias (apés 6, 12 e
24 horas) a existéncia nas bexigas de grande quantidade de sangue provocava
interferéncia na leituras da absorvancia do corante extraido.

Nossos resultados demonstraram que a injecdo intravesical de acroleina
produz efeitos mais acentuados no extravazamento do Azul de Evans, quando
comparado a dados anteriores do nosso laboratorio, relacionados aos efeitos da
administracdo ip tanto de Ciclofosfamida como de Ifosfamida em ratos e
camundongos(GOMES, T.N.A., 1995) , o que esta de acordo com os dados de
Chaviano e colaboradores que também observaram inflamacdo mais pronunciada
com a acroleina. (CHAVIANO et al., 1985)

Com o intuito de conferir validade ao modelo de cistite hemorragica, aqui
apresentado, 0s animais que receberam acroleina intravesicalmente, foram
tratados com um uroprotetor de eficacia clinica comprovada , o Mesna.

O Mesna (acido 2-mercaptoetano sulfonato) € um composto tiol que
entrou em ensaios clinicos como um agente uroprotetor sistémico no final da
década de 70 e dentro de um curto periodo de tempo se tornou a droga de
escolha para esta finalidade. (KATZ et al., 1995) A administracdo sistémica do

Mesna promove uma detoxificacdo regional do sistema urinério (ELIAS et al.,



1990; SCHEULEN et al., 1983), uma vez que a interacdo do Mesnha com a
acroleina resulta num composto inativo. (WAGNER, 1994) O Mesna por sua alta
solubilidade, é excretado rapidamente, possuindo entdo curta meia vida
plasméatica (1,5 horas, aproximadamente) quando comparada as da
Ciclofosfamida e Ifosfamida (ambas em torno de 6-7 horas). Devido a esta
diferenga farmacocinética, faz-se necessaria a administracdo repetida do Mesna
para obtencéo de uroprotecdo adequada(BROCK et al., 1981; SHAW & GRAHAM,
1987). O Mesna é comumente utilizado imediatamente antes da oxazafosforina
(Ciclofosfamida ou Ifosfamida), 20% da dose desta e doses semelhantes s&o
repetidas apos 4 e 8 horas, quando da administracdo endovenosa (KATZ et al.,
1995) ou apods 2 e 6 horas, quando a administracao é oral. (GOREN et al., 1997)

No presente estudo, tratamos sistemicamente os animais que receberam
acroleina intravesical com o Mesna numa dose de 80 mg/Kg de peso ip,
fundamentado na dose que € habitualmente administrada para a prevencao
contra a urotoxicidade da Ifosfamida (20% de 400mg/Kg). No entanto optamos por
fazé-la em apenas uma administracdo, uma vez que neste modelo os aspectos
farmacocinéticos nédo interfeririam ja que a acroleina esta sendo administrada
diretamente na bexiga e ndo sendo formada a partir da metabolizacdo das
oxazafosforinas.

O Mesna também foi administrado em associacdo com a acroleina em
injecdo intravesical. A dose utilizada neste tratamento foi de 2 mg / Bexiga, que
corresponde a dose semelhante a do tratamento sistémico ( 2 mg/25g de peso).

No nosso modelo experimental, de forma similar ao que acontece na

pratica clinica, o0 Mesna proporcionou protecdo vesical eficaz tanto quando foi



utilizado por via sistémica como por via intravesical , nas analises realizadas apds
3 e 24 horas da acroleina, baseando-se em todos os parametros aqui utilizado.

Em busca de uma compreensao mais detalhada dos eventos envolvidos
no processo de instalacdo do quadro de cistite hemorragica induzida por
oxazafosforinas, um grupo de pesquisadores do LAFICA, estudando a
participacdo do NO, estabeleceu que a modulacdo farmacolégica dos niveis de
IL1, TNFa e da expressdo da NOS induzida, consequentemente dos niveis de NO
poderia tornar-se ferramenta adequada no desenvolvimento de farmacos
eficientes no controle da patogenia desta afeccéo. (RIBEIRO et al., 2002)

Apesar da compreensdo de que o NO provavelmente seria o mediador
final da cistite hemorragica induzida por oxazafosforinas, ainda permanece sem o
devido esclarecimento os alvos moleculares por ele afetados, bem como os
mecanismos de protecédo celular aqui envolvidos.

Algumas ac6es inflamatorias do Oxido Nitrico j4 sdo bem conhecidas
como relaxamento da microvasculatura com controle do fluxo arterial (PERSON et
al., 1990 ; FORTES et al., 1990) ,controle da permeabilidade vascular induzida por
PAF e Bradicinina, controle da migracdo de neutréfilos. (MONCADA, 1992;
TAVARES-MURTA et al.,, 1994) e controle da dor inflamatéria (FERREIRA,
DUARTE & LORENZETTI, 1991)

De acordo com o que ja foi citado anteriormente no capitulo Introducéo,
um dos principais alvos moleculares do NO é a Glutationa reduzida (GSH).
Diferentes tipos celulares expostos a doadores de NO tiveram seus niveis de

Glutationa intracelular reduzidos, aumentados ou inalterados. (BERENDJI et al.,



1999) Alguns autores demonstraram que a deplecdo de Glutationa aumenta a
sensibilizacdo de células aos efeitos citotoxicos do NO (WINK et al.,, 1994;
WALKER et al., 1994; LUPERCHIO et al., 1996) e que esta deplecdo n&o parece
ser, por si s0, suficiente para determinar morte celular. (SANTOS-SILVA, 2002)

A diminuicdo dos niveis de Glutationa reduzida (GSH) e aumento da sua
forma oxidada (GSSG), que estdo presentes durante situacbes de estresse
oxidativo ou nitrosativo, encontram-se associados a um aumento da expressao de
v-GCS (RAHNMAN & MACNEE, 2000) esta por sua vez € mediada pela ativacéo
do Fator Nuclear kB (NF-«B).(MANNA et al., 1999 ) No entanto estudos realizados
com células leucémicas humanas demonstraram que embora o NO tenha
diminuido os niveis de glutationa intracelular, ndo contribuiu para o aumento da
expressao da y-GCS, pois inibiu a atividade do NF-kB. (SANTOS-SILVA, 2002)

Além da inibicdo da ativacdo do NF-kB, a exposicao de células obtidas de
adenocarcinoma pulmonar A549 a acroleina se relacionou com a deplecdo de
glutationa, bem como com a inibicdo da ativacdo de um outro fator de transcricao,
0 AP-1. (BISWAL et al., 2002)

No presente estudo também avaliamos o papel protetor da Glutationa
reduzida na cistite hemorragica induzida por oxazafosforinas. O pré tratamento
dos animais com GSH na dose de 500 mg/Kg ip foi capaz de inibir os eventos
inflamatérios provocados pela administracdo de Ifosfamida (400mg/Kg ip), de
maneira significativa desde as primeiras observacdes (6 horas). (Figuras 28 e 36)

Nossos resultados demonstram que apenas uma dose de Glutationa

reduzida (GSH)( 500 mg/Kg ip) uma hora antes da Ifosfamida foi capaz de inibir



significativamente o curso temporal do aumento do peso umido vesical induzido
pela Ifosfamida , de forma semelhante a inibicdo promovida pelo Mesna,
administrado em trés doses, 1 hora antes e apds 4 e 8 horas da Ifosfamida.

A mesma dose da GSH foi capaz de inibir a cistite hemorragica induzida
por acroleina quando observadas apos 3 e 24 horas da inducdo, analisados por
todos os parametros.

O efeito protetor local da Glutationa também foi por nds evidenciado
guando esta foi administrada intravesicalmente na dose de 2 mg/Bexiga em
associa¢do com a acroleina.

Na cistite hemorragica induzida por Ciclofosfamida, onde a acroleina
€ 0 metabdlito que se aceita estar envolvido na toxicidade vesical associada a esta
droga, existe uma expressdao aumentada do mRNA de citocinas na bexiga,
principalmente IL1B, IL2, IL4, IL8, IL6 e TNFa e B.(AL-RAWITHI et al., 1998)
Somando-se a ja descrita participacdo de mediadores inflamatorios na cistite
hemorragica induzida por oxazafosforinas, nos questionamos sobre as possiveis
acOes pro inflamatérias da acroleina.

A acroleina é um aldeido insaturado altamente reativo, amplamente
distribuido como um poluente ambiental (ASTRY AND JACOB, 1983; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 1991), presente como um dos principais componentes
volateis da fumacga do cigarro (CADWELL et al.,, 1998; AYER AND YEAGER,
1982; ALTSCHULER AND MC PHERSON, 1963), podendo ser gerado

endogenamente como um metabdlito toxico de drogas antineoplasicas,



Ciclofosfamida e Ifosfamida (FRAISER et al., 1991) e também pode ser produzido
nos sitios inflamatorios (ANDERSON et al., 1997)

Esta bem demonstrado na literatura que a exposicéo do trato respiratorio
de animais a acroleina induziu a liberacdo de trés eicosandides
broncoconstrictores, PGF, o, TXA, B, e Leucotrieno B, , bem como estimulou o
influxo de neutroéfilos para o lavado brénquico. A acroleina também foi capaz de
estimular a liberacdo de eicosanodides em cultura de células epiteliais bovinas
(LEIKAULF, 1992). Adicionalmente, Anderson e colaboradores propuseram que a
producao de acroleina por fagocitos ativados poderia exercer um papel importante
na leséo tecidual nos locais de inflamacéo. (ANDERSON et al., 1997)

Ja se reconhece o fato de que a acroleina pode estimular a liberacdo de
IL8 (MIO et al., 1997) e estudos mais recentes demonstraram que a mesma pode
afetar diretamente a funcdo dos neutréfilos, uma vez que a exposicdo de
neutréfilos humanos isolados a acroleina, inibiu acentuadamente a apoptose
espontanea destas células e induziu a producdo da quimiocinas Interleucina 8
(IL8), aumentando o recrutamento de células inflamatdrias. (FINKELSTEIN et al.,
2001)

Visando avaliar os possiveis efeitos inflamatérios da acroleina per si, foi
por nés realizado um experimento de edema de pata induzido por acroleina, assim
como avaliamos o efeito do tratamento com o Mesna, por duas vias de
administragao distintas.

O Mesna ao ser absorvido é prontamente oxidado a dimesna pela

formacdo de pontes disulfeto entre duas unidades monoméricas (BROCK et al.,
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1980), o dimesna por sua vez é muito menos eficaz do que o Mesna como
antagonista quimico da acroleina.(SHAW et al.,, 1987) O fato de serem
extremamente hidrofilicos, faz com que ambos, Mesna e Dimesna, sofram rapida
excrecdo urinaria. (ORMSTAD et al.,, 1983) Nos rins as pontes dissulfeto séo
guebradas e o Mesna é entdo novamente formado, (ORMSTAD E UEHARA,
1982) podendo desta forma reagir com a acroleina, protegendo da toxicidade
urinaria induzida por esta, de uma maneira especifica, ou seja sem interferir com a
atividade antineoplasica das oxazafosforinas.

Para comprovar o efeito urinario especifico do Mesna, o administramos
tanto por uma via sistémica (ip) como local em associacdo com a acroleina em
injecao subplantar.

A injecdo subplantar de acroleina induziu a um edema que obteve seus
valores maximos ap0s seis horas da injecdo da acroleina e as patas tiveram seus
volumes de volta aos valores normais por volta do 6° dia. O pico do edema em
torno da 62 hora, , conforme pudemos observar na Figura 43, sugere a
participacdo de células , o que foi comprovado na avaliacao histolégica das patas,
gue evidenciou presenca de infiltrado de neutrofilos e mononucleares,
confirmando os relatos, ja citados anteriormente, de Finkelstein e colaboradores,
de que a acroleina € capaz de recrutar neutrofilos.(FINKELSTEIN e al., 2001)

O tratamento sistémico com o Mesna, por via intraperitoneal, ndo foi capaz
de inibir 0 edema de pata induzido pela acroleina, o que condiz com os dados
existentes na literatura, que indicam que apenas na bexiga o Dimesna €
convertido a Mesna por acdo de enzimas presentes nas células

renais.(ORMSTAD E UEHARA, 1982)



JA& o Mesna administrado em associacdo com a acroleina, inibiu
prontamente o edema induzido por esta isoladamente, em todos os tempos, uma
vez que a detoxificacdo da acroleina pode ser obtida pela reacdo quimica com o
Mesna com formacdo de um tioéter relativamente estavel e ndo toxico.
(SHAW et al., 1987)

O mecanismo pelo qual a acroleina, metabdlito urotoxico da
Ciclofosfamida e da Ifosfamida, é dirigida até a bexiga ainda ndo é totalmente
conhecido. (RAMU et al., 1995) No entanto estudos sugerem que a taxa de
aparecimento da acroleina na bexiga € muito mais crucial para o desenvolvimento
da cistite hemorragica do que o0 total excretado cumulativamente.
(AL-RAWITHI et al., 1998)

A Glutationa reduzida (GSH) prontamente se conjuga com a acroleina, e 0
composto formado desta reacdo, o acroleina mercapturato S-3 (hidroxipropil)-N-
acetilcisteina tem sido encontrado na urina de homens e animais que receberam
Ciclofosfamida. (RAMU et al., 1995). Além de se conjugar com a acroleina a GSH
também pode se associar com o proprio Oxido Nitrico, com formacdo de um
composto intermediario, a nitrosoglutationa (GSNO), (CLANCY et al., 1994)
podendo desta maneira amplificar o efeito citotoxico do NO, uma vez que € muito
mais estavel, além de poder vir a funcionar como um estoque intracelular de NO.
(GASTON, 1993)

A compreensdo deste fato nos leva a propor que o Oxido Nitrico gerado
na cistite hemorragica induzida pela acroleina , quer injetada diretamente na

bexiga, quer gerada pelo metabolismo das oxazafosforinas, esteja causando



reducdo dos niveis de glutationa tanto pela oxidagédo desta a GSSG, como pela
inibicdo da sua sintese de novo.

A acroleina também pode depletar estoques intracelulares de glutationa
diretamente (POCERNICH et al.,, 2001) ou secundariamente a geracdo de
espécies pré oxidantes ( NARDINI et al., 2002)

O presente trabalho, associado aos dados da literatura ja citados,
comprovam a real importancia da acroleina na génese da cistite hemorragica
induzida por oxazafosforinas.

Acrescentando-se ao ja sugerido em trabalhos anteriores, a acroleina
além de lesar inicialmente o urotélio, expondo elementos da lamina propria, com
conseqiiente ativacdo e liberagdo de citocinas e Oxido Nitrico (GOMES, 1995),
poderia, por si so, induzir a liberacdo de mediadores inflamatorios, eicosandides,
citocinas e NO, além de diminuir os niveis vesicais de Glutationa, tendo desta
forma amplificados seus efeitos citotdxicos. (Figura 46)

As aplicagbes clinicas do entendimento da sinalizacdo molecular da
acroleina pode ser evidenciada em diversas condi¢des patoldgicas, incluindo
cancer, devido a sua presenca como metabdlito das oxazafosforinas, e
inflamac&o como produto de peroxidacao lipidica.(UCHIDA, 1999 a) A acroleina
também tem sido implicada na patogénese de doengcas como aterosclerose e
Doenca de Alzheimer,(UCHIDA, 1998b; CALINGASAN et al.,, 1999) onde a
importancia protetora de niveis aumentados de Glutationa no cérebro ja foi
demonstrada. (POCERNICH et al., 2001)

Apesar da extensa literatura toxicolégica da acroleina, ainda existe uma

compreensao incompleta da base molecular da citotoxicidade por ela induzida,



assim como a habilidade de diferentes antioxidantes em inibir os seus efeitos
adversos. (NARDINI et al., 2002).

Nossos resultados em conjunto confirmam a importancia dos tidis
enddégenos e a Glutationa, como ferramenta farmacoldgica, nos permitiu
evidenciar os mecanismos citoprotetores que ocorrem na cistite hemorragica
induzida por oxazafosforinas.

Novos agentes potencialmente citoprotetores tém sido investigados e
carregam consigo a promessa de diminuir a toxicidade das terapias anticancer
melhorando assim as condi¢des de vida dos pacientes oncolégicos. Confirmando
a importancia dos compostos tidis na protecdo celular, um composto emergiu
dentre muitos testados com esta finalidade, trata-se da Amifostina, um tiofosfato
gue apoés sofrer desfosforilagdo no organismo € convertido num tiol livre.
(GRIGGS, 1998)

Tal droga tem se mostrado clinicamente eficaz na protecdo contra
diversos efeitos indesejados de drogas antineoplasicas como cardiotoxicidade
induzida por antraciclinas (GREEN et al, 1992)(DORR et al, 1994) e
mielotoxicidade induzida por carboplatina,(TRESKES et al., 1994) , ciclofosfamida
e seus derivados.(CAPIZZI, 1996)(DOUAY et al., 1995)

O fato da amifostina ser um composto tiol de forma semelhante ao Mesna,
classico antagonista quimico da acroleina, nos estimulou a estuda-la como
possivel droga protetora na cistite hemorragica induzida tanto por Ifosfamida como
pela injecdo intravesical de acroleina. De fato, os resultados dos nossos estudos
comprovaram este efeito inibitorio ja que o tratamento com amifostina foi capaz de

inibir ~ significativamente os eventos inflamatérios analisados tanto



macroscopicamente (edema e hemorragia) como a nivel histopatolégico (eroséao,
edema, infiltrado leucocitario e necrose) na cistite hemorragica induzida por
Ifosfamida, estando de acordo com os dados da literatura que ja citam a
amifostina como sendo eficaz na prevencado da CH induzida por ciclofosfamida
(SRIVASTAVA et al, 1999).

A amifostina também bloqueou a cistite hemorragica induzida pela inje¢éo
ive de acroleina. Esta protecdo vesical em ambos os modelos de cistite pode ser
atribuida ndo somente ao fato de suas caracteristicas quimicas, mas também pela
sua habilidade em modular os niveis de glutationa aumentando o pool intracelular
de grupamentos tiol (SH).(UMA DEVI and PRASANA,1990)(UMA DEVI et
al.,2000) além de atuar como um potente "scavanger " de radicais livres de
oxigénio. (CAPIZZI, 1996) proporcionando assim um incremento nos mecanismos
de defesas celular.

Ainda poderiamos propor que a possibilidade de que a Amifostina também
possa agir como um modulador da liberacdo de citocinas (IL1 e TNFa) e dessa
forma também inibir a NOS induzida, inibindo consequentemente a liberacdo de
Oxido Nitrico. No entanto este possivel mecanismo ainda deve futuramente ser
investigado, bem como o seus efeitos moleculares.

A partir da compreensdao mais detalhadas da patogénese da cistite
hemorragica induzida por oxazafosforinas, bem como dos sistemas de protecdo
celular envolvidos nesta situacéo, abrem-se entdo novos horizontes na busca de

substancias capazes ndo somente de antagonizar quimicamente a acroleina, mas



também de atuarem como moduladores ou amplificadores dos mecanismos
enddgenos de citoprotecao.
A Figura 46 apresenta 0 mecanismo proposto de acdo citoprotetora da

Glutationa e da Amifostina na Cistite hemorragica induzida por oxazafosforinas.

Oxazafosforinas

(CFM e IFO)

X l x GLUTATIONA

ACROLEINA IL 10

. v

Lesao urotelial

!

© Lamina prépria

AMIFOSTINA

IL 4 /

@I CISTITE HEMORRAGICA

AMIFOSTINA

Figura 46. Mecanismo de acao proposto da Glutationa e da amfostina na protecao

da cistite hemorragica induzida por oxazafosforinas.
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V - CONCLUSOES

¢

A injecdo intravesical de acroleina induziu de forma dose-dependente o
desenvolvimento de um processo inflamatério vesical agudo e progressivo em

camundongos Swiss .

Os eventos inflamatérios da Cistite Hemorragica induzida pela injecao
intravesical de acroleina caracterizaram-se pela importancia de fenbmenos
vasculares, como congestdo, hemorragia e erosdes do epitélio, sendo o
edema mais exuberante nas observacdes iniciais atingindo sua plenitude 12
horas depois do estimulo lesivo. JA4 as manifestacbes hemorragicas

predominaram apos 24 horas da injecdo da acroleina.

De maneira semelhante ao que ocorre na clinica e nos modelos de Cistite
Hemorragica induzida por oxazafosforinas, o Mesnha atuou como um
uroprotetor eficaz na lesdo vesical induzida pela acroleina, quer administrado
local ou sistemicamente, em apenas uma dose, bloqueando as manifestacdes

macroscopicas e histoldgicas.

O pré-tratamento dos camundongos Swiss com apenas uma dose de
Glutationa reduzida conferiu protecdo vesical, com inibicdo significante da
Cistite Hemorragica induzida por Ifosfamida ndo apenas no seu pico, no

tempo de 12 horas, mas em toda a cinética de leséo .



¢

A inibicdo da Cistite Hemorragica induzida por acroleina apds o tratamento
com a Glutationa reduzida foi obtida de maneira significativa nos tempos de 3

e 24 horas da injecao intravesical,

O tratamento de camundongos Swiss com amifostina foi capaz de inibir de
maneira estatisticamente significativa as alteracdes macroscépicas e
histopatolégicas da cistite hemorragica induzidas tanto pela Ifosfamida como

pela injecéo ive de acroleina.

A acroleina foi capaz de induzir uma resposta edematogénica extravesical
rica em leucocitos, a qual foi também inibida pela administracdo local do
Mesna, mas ndo o foi pela sua administracdo sistémica, confirmando o fato
de que na circulacdo a sua forma de Dimesna € pouco eficiente em

antagonizar quimicamente a acroleina.

Os resultados deste trabalho comprovam a real importancia do metabdlito
urinario das oxazafosforinas, a acroleina como causa da Cistite Hemorragica
por estas induzida, e ainda evidenciam a importancia dos tidis enddégenos
como importante sistema de defesa celular contra compostos téxicos como a

acroleina.
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