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RESUMO

Introducdo: A cistite hemorrdgica (CH) é um processo inflamatério da bexiga urinéria,
caracterizado por alteracdes na mucosa, hematdria, disuria, aumento da frequéncia e urgéncia
urinaria, além de dor pélvica intensa. Dentre as causas mais frequentes da CH estd a
quimioterapia baseada em oxazafosforinas, tais como a ciclofosfamida e seu analogo
sintético, a ifosfamida (IFO). Apesar dos avancos no tratamento, em situagcbes como no pre-
condicionamento para transplante de medula 6ssea, a CH continua sendo um grave problema
clinico. A curcumina € o componente da Curcuma longa L., possuindo numerosas atividades
bioldgicas e potenciais beneficios para a salde, sendo de interesse como agente anti-
inflamatorio e anticancerigeno. O presente trabalho buscou avaliar o efeito da curcumina
sobre parametros inflamatorios envolvidos na patogénese da cistite hemorragica induzida por
ifosfamida em camundongos. Metodologia: Foram utilizados camundongos Swiss, machos,
pesando 20-25g. Inicialmente os animais foram divididos em 5 grupos experimentais (n = 6):
CONTROLE, IFO e os grupos Curcumina que receberam 10, 30 e 100mg/kg por gavagem,
administrado uma hora antes e seis horas depois da inducdo da CH com ifosfamida
(400mg/kg, i.p.). Apos selecionar a dose de 30mg/Kg de curcumina como a mais promissora,
nos testes posteriores, os animais foram divididos apenas em 4 grupos (n=6): CONTROLE,
IFO, CUR (Curcumina 30mg/kg, oral uma hora antes e seis horas ap6s a indu¢do da CH com
ifosfamida (400 mg/Kg) i.p.) e curcumina (Curcumina 30 mg/Kg, oral, uma hora antes e seis
horas depois da injecdo de salina 0,9% i.p.). Em seguida, doze horas apés a inducéo da CH foi
realizada a eutanasia com excisdo das bexigas para avaliacdo macroscopica de edema,
hemorragia e andlise histopatoldgica segundo os critérios de Gray, peso Umido vesical
(PUV),permeabilidade vascular, atividade de mieloperoxidase (MPO), dosagens de citocinas
(IL-1 e KC) e imunomarcacdo de E-selectina. Para andlise estatistica foram utilizados os
testes One-way ANOVA/Kruskal Wallis e Bonferroni ou Newman-Keuls ou Dunn com
p<0,05 aceito como nivel de significancia. Resultados: A Curcumina nas doses de 10, 30 e
100 mg/Kg atenuou escores de edema e hemorragia (p<0,05) quando comparado com 0 grupo
IFO. Na avaliacdo do peso umido vesical, a curcumina, na dose de 30 mg/Kg, apresentou o
melhor efeito protetor versus o grupo IFO (p<0,05). Na andlise histopatolégica observou-se
gue a IFO promoveu edema, hemorragia, e dano urotelial, sendo esse dano significativamente
prevenido pela curcumina na dose de 30 mg/Kg, visto que, a mesma manteve as bexigas com
preservacdo do urotélio e camada muscular, bem como auséncia de edema e hemorragia.
Adicionalmente, a curcumina atenuou a migracao de neutrofilos. Entretanto, na avaliacdo dos
niveis de KC (quimiocina anéloga da IL-8 humana) e interleucina-1p (IL-1pB) nas bexigas,
notou-se que a curcumina na dose de 30 mg/Kg ndo reverteu 0 aumento destas citocinas
gerado pela IFO. Por outro lado, houve significativa reducdo da imunomarcacdo de E-
selectina no grupo injetado com curcumina na mesma dose. Conclusédo: A curcumina possui
atividade anti-inflamatoria na CH por inibir a migracédo de neutréfilos possivelmente mediante
a reducdo da expressao de moléculas de rolamento E-selectina.

Palavras-chave: Cistite hemorragica, ifosfamida, curcumina.



ABSTRACT

CURCUMIN PREVENTS THE DEVELOPMENT OF IFOSFAMIDE-INDUCED
HEMORRHAGIC CYSTITIS BY INHIBITION OF E-SELECTIN EXPRESSION AND
NEUTROPHIL MIGRATION

Introduction: Hemorrhagic cystitis (HC) is an inflammatory process of the urinary bladder,
characterized by mucosal injury, hematuria, dysuria, increased urinary frequency and
urgency, as well as severe pelvic pain. Oxazaphosphorine-based chemotherapy, including
cyclophosphamide and ifosfamide (IFO), is one main cause of CH. Despite advances in CH
management, administration of higher doses of these drugs, such as in preconditioning for
bone marrow transplantation, HC remains a serious clinical problem. Curcumin is the
component of Curcuma longa rhizomes, which has biological interest for its anti-
inflammatory and anticancer properties. In the present research, the protective effect of
curcumin was evaluated on hemorrhagic cystitis induced by ifosfamide. Methods: Swiss male
mice (20-25 g) were treated by oral administration with vehicle (0.9% saline, tween 80 and
70% alcohol) or curcumin (10, 30 and 100 mg/kg) 1h before and 6h after induction of CH
with IFO (400 mg / kg, ip). Following 12h of HC induction, the mice were euthanized for
bladder excision. Macroscopic damage, vascular permeability, myeloperoxidase,
histopathological injury, cytokine levels, and E-selectin immunostaining were measured.
ANOVA/Bonferroni or Kruskal-Wallis/Dunn's test were used for statistical analysis. p<0.05
was accepted as significant. Results: Curcumin attenuated edema and hemorrhage scores at
doses of 10, 30 and 100 mg/kg (p<0.05) when compared to the IFO group. Curcumin at the
dose of 30 mg/kg also reduced bladder wet weight (p<0.05 vs IFO). The histopathological
analysis showed that the IFO promoted edema, hemorrhage, and urothelial damage, and this
injury was significantly prevented by curcumin, as detected by preserved urothelial and
muscle layer, as well as absence of edema and hemorrhage. In addition, curcumin attenuated
neutrophil accumulation into the bladder. Conversely, IFO-related increased levels of KC
(keratinocyte chemokine, a murine analogue of the human chemokine IL-8) and interleukin-1
(IL-1) in the bladders were not prevented by curcumin (30mg/kg). On the other hand, there
was a significant reduction in the immunoexpression of E-selectin in curcumin-administered
group. Conclusion: Curcumin has anti-inflammatory activity in HC due to the inhibition of
neutrophil migration probably by reduction of E-selectin expression.

Keywords: Hemorrhagic cystitis, ifosfamide, curcumin.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer

O céncer é um termo genérico para descrever um grupo de doengas proliferativas
celulares que podem afetar qualquer parte do corpo. Outros termos utilizados s&o tumores
malignos e neoplasias. Uma caracteristica do cancer é¢ a geracdo de células com potencial
replicativo a partir de mutacGes, que posteriormente podem invadir tecidos adjacentes e se
espalhar para outros 6rgéos, este ultimo chamado de metastase, sendo este, um dos principais
mecanismos responsaveis pelo ébito de pacientes. O cancer é a segunda principal causa de
morte em todo o mundo e foi responsavel por 8,8 milhdes de mortes em 2015. Globalmente,
quase 1 em cada 6 mortes é associada ao cancer (WHO, 2017).

A quimioterapia antineoplasica compde uma das formas de tratamento do cancer.
Entretanto, os farmacos desse grupo afetam tanto as células normais como as neoplasicas. Os
efeitos terapéuticos e tdxicos dos quimioterapicos dependem do tempo de exposicdo e da
concentracdo plasmatica da droga. A toxicidade é variavel para os diversos tecidos e depende
da droga utilizada e incluem mielossupresséo, alopécia e alteracfes gastrintestinais, como

nauseas, vomitos e diarreia (INCA, 2017).

1.2 Quimioterapicos: as oxazafosforinas como agentes alquilantes.

Os compostos utilizados na quimioterapia de doengas neoplésicas exibem
acentuada variagdo em sua estrutura e em mecanismos de agéo, incluindo agentes alquilantes,
analogos antimetabolicos do acido félico, das pirimidinas e das purinas, produtos naturais,
horménios, antagonistas hormonais e uma variedade de agentes dirigidos para alvos
moleculares especificos (CHABNER, 2012).

Os agentes alquilantes agem modificando diretamente a estrutura do DNA e seu
uso clinico foi favorecido por observacdes em marinheiros inadvertidamente expostos as
mostardas nitrogenadas durante a Segunda Guerra Mundial. Foi constatado que esses homens
apresentaram uma drastica supressao das células hematopoiéticas, sugerindo que os agentes
alquilantes poderiam ter utilidade terapéutica em neoplasias malignas derivadas do sangue,
como as leucemias. Pouco depois, foi sugerido que os agentes alquilantes também poderiam

ser (teis no tratamento de tumores epiteliais, tumores mesenquimatosos, carcinomas e



sarcomas; com efeito, hoje esses agentes sdo comumente utilizados no tratamento de todas
essas doengas (BARBIE; FRANK 2009).

Biologicamente os agentes alquilantes representam uma classe de moléculas
citotoxicas, que possuem, em comum, a habilidade de tornarem-se compostos eletrofilicos
fortes, que formam ligacOes covalentes com os grupos do DNA e, assim, impedindo a sua
replicacio (GERMANAS; PANDYA, 2002). A etapa principal da acdo dos agentes
alquilantes é a formacéo de um ion carb6nio — um atomo de carbono com apenas seis elétrons
em sua camada externa. Estes ions séo altamente reativos e reagem instantaneamente com um
doador de elétrons, como os grupos amina, hidroxila ou sulfidroxila. A maioria dos agentes
alquilantes anticancer citotdxicos sdao bifuncionais, ou seja, possuem dois grupos alquilantes
(RANG et al., 2012).

A alquilacdo do DNA no interior do nucleo provavelmente representa a principal
interacdo que leva a morte celular (FIGURA 1). Dependendo do agente especifico, a
alquilacdo pode ocorrer nos atomos de nitrogénio ou de oxigénio da base nitrogenada, na
estrutura de fosfato ou em uma proteina associada ao DNA. Os atomos N-7 e O-6 das bases
de guanina mostram-se particularmente suscetiveis a alquilacdo (CHU, SARTOLLI 2014,
BARBIE; FRANK 2009).

As oxazafosforinas sdo um grupo de farmacos citotdxicos alquilantes em que seus
principais representantes é a ciclofosfamida e a ifosfamida. Ambas sdo pro-drogas cujo
metabolismo hepatico produz substancias eletrofilicas capazes de se ligar aos grupos
nitrogenados dos &cidos desoxirribonucleico (DNA) e ribonucleico (RNA), bem como a
alguns elementos proteicos, corrompendo a sua estrutura (CHABNER, LONGO, 2005).
Quimicamente estes compostos sao isdmeros de formula (C;H15CI;N2O,P), que diferem entre
si apenas pela posicdo de um grupamento cloroetil, como pode ser visto na Figura 2
(MOURAO, 2012).
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Figura 1 - Mecanismo de alquilagéo da guanina do DNA.

~ CHyCH,C -~ CHyCH, I _~ CH,CH,Cl
R—N R —(—BN\ N\
"~
CH,CH,CI _CHy _CH,
CH, CH,
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I |
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NN //’L ,7L 9 3//‘\
HaN N N N N NH; N N NH; N N NH,
I I l i
DNA DNA DNA DNA
(Radicais de guanina com ligagdo cruzada) (guanina alquilada)

Fonte: Katzung, Marters, Trevo (2014).

A toxicidade dos agentes alquilantes depende da dose e pode ser grave, por via de
regra elas acontecem devido a lesdo do DNA das células normais. Essa toxicidade manifesta-
se tipicamente nos tecidos de rapida proliferacdo, como medula déssea, o epitélio do trato
gastrintestinal e do trato geniturinario e nos foliculos pilosos. Por outro lado, pode resultar da
acdo de produtos do metabolismo da molécula original do farmaco, como, por exemplo, a
acroleina (um subproduto metabdlico hepatico da ciclofosfamida ou de seu analogo, a
ifosfamida) podendo produzir a cistite hemorragica, devido a seu acimulo e concentracdo na
bexiga (BARBIE; FRANK 2009).

Figura 2 - Estrutura quimica das oxazafosforinas

[ Q
N \\P/
> el 0~ “NH
IFOSFAMIDA CICLOFOSFAMIDA

Fonte: Mouréo, (2012).
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A cistite hemorrégica causada pela ifosfamida apresenta-se de forma difusa e com
edema por toda parede da bexiga, podendo ocasionar anemia devido a hematuria, infeccdes
recorrentes do trato urinario, hidronefrose, insuficiéncia renal, constricdo da bexiga e morte
(SENCER et al., 1993). Os métodos para o tratamento da cistite induzida pelas
oxazafosforinas incluem hiper-hidratagdo, constante irrigagdo da bexiga, esvaziamento
frequente, drenagem com cateter e cateterizacao uretral, sendo todas medidas profilaticas com
0 intuito de diminuir o tempo de contato da acroleina com as paredes da bexiga, diminuindo
assim a urotoxicidade (RIBEIRO et al., 2012).

Uma medida que visa neutralizar o efeito toxico da acroleina é a administracéo
sisttmica de MESNA (2-mercaptoetanosulfonato de sédio) que resulta em detoxicacdo do
sistema urinario. O mesna se liga a acroleina e esta interacdo resulta em um composto inativo,
ndo anulando a atividade antitumoral do farmaco. Portanto, 0 mesna esta indicado para
prevenir a ocorréncia de cistite hemorragica, embora ndo seja efetivo quando a lesdo ja estiver
estabelecida (RIBEIRO et al., 2012).

O mesna (FIGURA 3) é um composto tiol que, logo ap6s sua administracdo
endovenosa, sofre oxidacdo rapida no plasma a dimesna. Apenas pequena proporcdo do
composto ativo permanece no plasma. Mesna e dimesna sdo hidrofilicos, ficando no
compartimento intravascular e sendo rapidamente depurados pelos rins. Os grupos sulfidril
(tiol) livres do mesna combinam-se com a acroleina e a outros metabolitos urotdxicos,

formando compostos ndo toxicos estaveis (ROSA, 2004).

Figura 3 - Estrutura quimica do mesna.

O O
\\S//
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Fonte: Mouréo, (2012).

O mesna tem um papel fundamental na diminuicdo da gravidade e incidéncia da
cistite hemorragica, uma vez que possibilita a utilizacdo de doses maiores das oxazafosforinas
e, consequentemente, o aumento da eficacia dos tratamentos antineoplasicos (KOC et al,
2000; ELZIMAITY et al, 2004; HADJIBABEI et al, 2008).
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Entretanto, em um estudo clinico controlado randomizado de pacientes em
tratamento quimioterédpico & base de ifosfamida, demonstrou-se que mesmo com profilaxia
classica com trés doses de mesna, 66,7% dos pacientes apresentaram lesdes cistoscopicas e

100% de dano urotelial, como edema, exocitose e hemorragia (LIMA et al., 2007).

1.3 Cistite hemorragica

A cistite € um processo inflamatorio da bexiga, caracterizado por alteracdes na
mucosa, e que pode apresentar como sinais caracteristicos a hematuria (presenca de sangue na
urina), disuria (dor ao urinar), aumento da frequéncia e urgéncia urinaria, além de dor pélvica
intensa (SAKTHIVEL et al., 2008). Essa patologia pode ser causada por infeccdes
bacterianas, virais, fungicas e parasitarias, por radiacdo, medicamentos, agentes quimicos
(ifosfamida e ciclofosfamida) ou ainda, pode ter origem idiopatica (NEHEMAN et al., 2005;
SAINI et al., 2008; GROVER et al., 2011; VYKHOVANETS et al., 2012).

Ja a Cistite Hemorragica (CH) é uma forma mais severa desta patologia que pode
trazer importantes complicaces pos-transplante de células-tronco hematopoiéticas com uma
incidéncia variando de 7 a 70% entre estes pacientes. Uma CH leve pode causar disuria e
hemorragia microscopica e muitas vezes estd associada aos efeitos toxicos do
condicionamento realizado no pré-transplante. Isto também pode ocorrer durante ou
imediatamente apds o condicionamento (LEUNG et al., 2002).

Dentre as causas mais frequentes de CH crbnicas recorrentes estdo a
quimioterapia com as oxazafosforinas, tais como a ciclofosfamida (CYP) e seu analogo
sintético, a ifosfamida (IFO), e as radioterapias pélvicas (MOY, 2012). Muitos casos de CH
leves sdo resolvidos espontaneamente sem complicacdes; porém casos de CH moderada a
severa podem resultar em significante morbidade ou até mesmo mortalidade (CHEUK et al.,
2007; MANIKANDAN; KUMAR; DORAIRAJAN, 2010).

E ao contréario do que acontece como efeito colateral associado ao uso de agentes
antineoplasicos como mucosite oral e intestinal ou a mielossupressdo, a CH ndo deriva da
acdo citotdxica da droga usada no tratamento anticancer, trata-se de um processo inflamatdrio
de intensidade variavel causada pela eliminacdo renal de metabdlitos toxicos da ciclosfamida
e da ifosfamida, do qual se destaca a acroleina como principal responsavel pelo dano urotelial
(PHILLIPS et al., 1961; FORNI; KOSS; GELLER, 1993).
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1.3.1 Citocinas e mediadores inflamatdrios na cistite hemorragica induzida por ifosfamida:
contribuigdes do LAFICA

O dano epitelial na bexiga causado pela acroleina ja foi relatado que pode ocorrer
em cerca de 20 a 40% dos pacientes que estdo em tratamento contra o cancer, e € dose
dependente. No entanto a incidéncia de cistite hemorragica pode acometer até 5% dos
pacientes mesmo com a administracdo da mesna (BALIS; HOLCENBERG; POPLACK,
1997). J& Korkmaz; Topal; Obter (2007) e Ribeiro et al (2012) baseado nessas observacdes
levantaram a hipdtese de que o dano urotelial ndo seria causado somente pela acdo citotoxica
da acroleina, sugerindo que essa substancia deveria ativar vias importantes do processo
inflamatdrio, envolvendo varios mediadores que potencializam os efeitos citotdxicos e
subsequente dano urotelial.

Desde o inicio da década de 90 o Laboratério de Farmacologia da Inflamacgéo e do
Céncer (LAFICA) vem se dedicando aos estudos da fisiopatologia e dos mediadores
inflamatdrios envolvidos na patogénese da cistite hemorragica experimental induzida por
ifosfamida, e 0 que se sabe até hoje é que varios mediadores contribuem para a génese e 0
consequente dano urotelial da cistite hemorragica, assim como outros atuam como agentes
protetores, atenuando o processo inflamatorio.

Em 1995, Gomes et al. sugeriu em seu estudo que o fator de necrose tumoral
(TNF-a) e a citocina prO-inflamatoria interleucina 1B (IL-1) sdo mediadores cruciais
envolvidos em eventos inflamato6rios gerados na cistite hemorragica, visto que ao pré-tratarem
camundongos Swiss com soro anti-TNF-a e anti-IL-1, os pardmetros de peso Umido e
permeabilidade vascular reduziram significativamente quando comprados com 0S grupos
tratados apenas com ciclofosfamida. J4 em Souza-filho et al. (1997) avaliou a relacdo do
oxido nitrico na cistite induzida por ciclofosfamida, indicando que os eventos inflamatdrios
também estdo relacionados a presenga do NO.

A migracdo dos neutrofilos no desenvolvimento da CH também foi descrita nos
estudos de Assreuy et al. (1999) dando continuidade as pesquisas do LAFICA. Naquela
ocasido foi demonstrado que lectinas de plantas com afinidade especifica por residuos de
glicose-manose exercem atividade anti-inflamatoria na CH induzida por ciclofosfamida, uma
vez que sdo capazes de diminuir de forma significativa o dano urotelial através do provéavel
bloqueio competitivo da ligagdo com as selectinas e consequente inibicdo da migracdo de

leucdcitos para o sitio inflamatdrio.
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Vieira et al (2003) ao estudar o efeito de glicocorticoide adicionado as duas
ultimas doses de mesna, comprovou que a dexametasona é capaz de diminuir o edema vesical
e as alteragdes macro e microscépicas provocadas pela cistite. Esse efeito poderia ser
explicado por dois motivos: 1) pelo fato dos glicocorticoides serem potentes inibidores da
sintese de citocinas tais como TNF- a, IL-1p e iNOS, os mesmos que anos atras ja haviam
sido associados a patogénese da cistite hemorragica; 2) Como a dexametasona também é um
potente inibidor da migracdo de neutrofilos, seria provavel que essa acdo também poderia
contribuir para a prevencéo da cistite.

Adicionalmente, Gifoni (2008) demonstrou a relacdo da pentraxina 3 (PTX3) na
CH induzida por ifosfamida e que sua producdo é consequente ao estimulo de TNF- a ¢, em
menor escala, ao estimulo por IL-1B, visto que talidomida e amifostina sdo capazes de reduzir
a imunoexpressdo de PTX3. Além disso, a PTX3 parece potencializar a expressdo de iNOS.

Posteriormente, Macedo et al. (2011) sugeriu o papel de cicloxigenase-2 na leséo
vesical associada a ifosfamida, uma vez que a inibicdo dessa enzima com indometacina ou
com etoricoxibe levou a atenuacdo dos danos histopatoldgicos e das alterac6es funcionais.

Mourdo (2012), como uma das ultimas contribui¢cfes do LAFICA nessa linha de
pesquisa, demonstrou que a amifostina possui acdo protetora no controle da disfuncdo vesical
causada pela ifosfamida, através de bloqueio na formacdo de NO e da abertura de canais de
potéssio sensiveis ao ATP.

Na busca por entender e se criar um esquema mais simplificado e de facil leitura
sobre os achados experimentais acerca da patogénese da CH induzida pelas oxazafosforinas,
Ribeiro e colaboradores (2012) propuseram um esquema das vias que levam dano ao epitélio
da bexiga, como pode ser visto na Figura 4.

Como citado anteriormente, apesar dos avancos no conhecimento da patogénese da
cistite, 0 manejo clinico desta toxicidade ainda é limitado em situacdes em que altas taxas de
dose quimioterapica sdo empregadas. Isso abre espaco para pesquisas de drogas com potencial
uroprotetor. Nesse sentido, produtos naturais com reconhecida atividade anti-inflamatoria,

COmo a curcumina, apresentam-se como potenciais agentes terapéuticos.
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Figura 4 - Vias da patogénese da cistite hemorragica induzida por

oxazafosforinas.
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Fonte: Leite, 2014. Fase de iniciagdo: acumulo de acroleina, levando a danos uroteliais. Fase
inflamatoria: up-regulation dos fatores de transcricdo (NF-kappaB), liberacdo de citocinas inflamatérias por
células residentes, como macréfagos. Resposta amplificada por citocinas, espécies reativas de oxigénio,
expressdo de oxido nitrico sintase induzida. Fase sintomética: perca de urotélio e formacéo de Ulceras, presenca
de dor e disfuncdo vesical. Fase de cicatrizacdo: reparo dos tecidos com possivel sinalizagdo por fibroblastos e

liberagdo de fatores de crescimento como o fator de crescimento de queratindcitos.
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1.4 Curcumina

A Curcuma longa L. é um arbusto perene endémico da india e sua parte vegetal
com maior utilizacdo é o rizoma, que pode ser consumido fresco ou seco. Para fins de
conservacao, esse rizoma é desidratado e moido, gerando um pd de coloracdo dourada
denominado turmérico (FIGURA 5). A utilizacdo do turmérico remete as primeiras
descricdes de C. longa L., e historicamente tem aplicacdo na culinaria, medicina e religido
(SANTIAGO et al., 2015).

Figura 5 — Turmérico

P64 do rizoma

Fonte: Mendonca, 2012.

Esta planta também pode receber a denominacdo de acafrdo, acafrdo-da-india,
acafrdo-da-terra, acafroa, acafroeira, acafroeiro-da-india, batata-amarela, gengibre-amarelo,
gengibre-dourada e mangarataia (LORENZI; MATOS, 2002). Pertencente a familia
Zingiberaceae é uma planta de pequeno porte que mede aproximadamente 1m e amplamente
cultivada nos paises asidticos. Tem sido utilizado h4 anos como alimento na forma de
especiarias, devido ao seu forte sabor e a sua coloracdo amarela marcante (VILELA; ARTUR,
2008).

A composicdo quimica do turmérico é bastante variada, tendo como principais
classes de compostos 0s terpenos volateis, presentes no 6leo essencial de diferentes partes do
vegetal, além dos curcumindides, componentes majoritarios da fracdo ndo volatil. Estes
ocorrem em maior propor¢do nos rizomas da planta, com destaque para curcumina (
FIGURA 6), desmetoxicurcumina (DMC) e bisdesmetoxicurcumina (BDMC), além de
curcumindides minoritarios (SANTIAGO et al., 2015).
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Entre os curcumindides a curcumina é o componente majoritario dos rizomas de
C. longa L., sendo responsavel por cerca de 2% do peso seco dos rizomas. A curcumina pode
ser obtida comercialmente como uma mistura dos trés componentes em uma proporcao que
gira em torno de 77% de curcumina (CUR), 17% de desmetoxicurcumina (DMC) e 3% de
bisdesmetoxicurcumina (BDMC) (GOEL; KUNNUMAKKARA; AGGARWAL, 2008).
Devido as suas numerosas atividades bioldgicas e potenciais beneficios para a saude, 0s
curcuminoides sdo de interesse atual, principalmente como agente anti-inflamatério e
anticancerigeno (METZLER, 2013).

Varios outros efeitos bioldgicos e aplicacbes terapéuticas tém sido explorado nos
curcuminoides, entre eles efeitos antiprotozoarios, antimicrobianos, antivirais e aplicacdo em
doencas cardiovasculares, diabetes e em doengas neurodegenerativas como esclerose multipla,
Parkinson e Alzheimer (AGGAARWAL; HARIKUMAR, 2009; GUPTA et al, 2012).

Figura 6 - Formula molecular da curcumina

Fonte: Santiago et al., 2015.

1.4.1 Metabolismo da curcumina

Os primeiros estudos do metabolismo da curcumina remontam de 1978 quando
Holder, Plummer e Ryan lancaram os resultados de uma pesquisa em que se avaliaram as
alteracbes moleculares da curcumina em organismos de ratos ap6s a administracdo oral e
intraperitoneal. No mesmo estudo, realizou-se a marcac¢do da curcumina com tritio e deutério
e, em seguida, foram quantificados os metabdlitos através de espectrometria de massa. Os
metabdlitos detectados eram em sua maioria produtos da glicuronizag&o.

Hoje é aceito que a curcumina sofre um extenso metabolismo de primeira
passagem seguido de biotransformacao de fase 1 e fase 2 no figado e no intestino, tendo como

metabdlitos finais o tetra, hexa e octahidrocurcumina na fase 1 (reducdo) (MAHRAN et al.,



18

2016). Ja na fase 2 a curcumina é conjugada com glicuronideos, glutationa e sulfatos no
intestino e no citosol de células hepaticas (IRESON et al., 2002) (FIGURA 7).

O tipo de metabolismo envolvido esta diretamente ligado a via de administracéo
da curcumina. Administracdo oral leva a formacdo direta de metabdlitos de fase 2
(conjugacdo) ao passo que administragdes intraperitoneais ou intravenosas geram
preferencialmente metabdlitos de reducédo ou fase 1 (ASAI, MIYAZAWA, 2000; ANAND et
al., 2007).



Figura 7 - Vias metabolicas da curcumina: reagdes de fase 1 e 2.
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2016. No metabolismo de fase 1 a curcumina é reduzida no

figado e no epitélio intestinal para tetra, hexa e octahydrocurcumina. Na fase 2 a curcumina é conjugada com

glucuronideos e glutationas ou sulfatadas no citossol intestinal e hepatico.



20

1.4.2 Absorgéo da curcumina

A curcumina € muito pouco sollvel em meio aquoso, sendo assim, torna-se
necessario a utilizacdo de adjuvantes para aumentar sua solubilidade, como solventes
apréticos (DMSO) ou surfactantes, entre outros (COLETTI, 2013).

Surfactantes sdo compostos organicos formados por dois grupos estruturais
diferentes, um soltvel em agua (grupo polar ou hidrofilico) e o outro insoltvel em agua
(grupo apolar ou hidrofobico) (CROSS, 1997). Quando dissolvidas em agua, as moléculas do
surfactante se auto-associam em agregados micelares, com suas caudas hidrofdbicas
protegidas da agua no interior dos agregados, e a sua cabeca hidrofilica expostas a agua na
superficie desses agregados. Esta auto associacdo é impulsionada principalmente pelas
interacdes hidrofobicas, embora interacGes de Van Der Waals, pontes de hidrogénio, também
desempenhem um papel importante na micelizagdo (ISRAELACHVILI, 1991). De acordo
com suas caracteristicas peculiares, os sulfactantes ou tensoativos atuam como detergentes,
agentes emulsificantes, dispersantes ou solubilizantes (ROSSI et al., 2006).

O monooleato de sorbitan etoxilado 80, também conhecido como polissorbato 80
ou tween 80, é um sulfactante ndo-idnico que ja foi usado como agente dispersante por varios
pesquisadores. A adicdo de moléculas de surfactantes, como o tween 80, forma micelas e
pode fornecer a influéncia necesséria para estabilizar moléculas de curcumina em &gua
(YALLAPU; JAGGI; CHAUHAN, 2012).

A curcumina possui grande potencial farmacoldgico, porém alguns fatores
limitam suas aplicacOes terapéuticas, principalmente por suas caracteristicas fisico-quimicas,
incluindo baixa solubilidade aquosa em condi¢des de pH &cido e fisiologico, hidrélise rapida
em pH alcalino e instabilidade em presenca de luz (SHARMA, GESCHER & STEWARD,
2005).

Estrategicamente, a indlstria farmacéutica vem utilizando técnicas que possa
melhorar a farmacocinética da curcumina, uma destas é tentar complexar a curcumina com
um fosfolipideo bastante lipofilico chamado fosfatitilcolina. A curcumina, comercialmente
complexada com fosfatidilcolina vendida com o nome de Meriva®, é facilmente incorporado
as membranas celulares lipofilicas, tornando-se significativamente mais biodisponivel do que
a curcumina ndo ligada (MARCZYLO et al., 2007; JULIE, JURENKA, 2009).

Outra estratégia comumente feita na clinica para aumentar a biodisponibilidade da
curcumina é a utilizagdo de adjuvantes que bloqueiam sua biotransformacéo, como é o caso

da piperina, um alcaldide extraido das sementes de Pipper nigrum L. e Pipper longum L., que
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inibe os processos de glucuronidacdo hepética e intestinal, e aumenta o efluxo de drogas
(GUPTA etal., 2012; ZHOU et al., 2012).

1.4.3 Ac¢ao bioldgica da curcumina

Tém sido atribuidos a curcumina diversos efeitos bioldgicos. Existem estudos
demonstrando sua atividade antioxidante, antimicrobiana, anticarcinogénica e anti-
inflamatdria. Além disso, foi demonstrado em modelos animais e humanos que a curcumina
pode ser extremamente segura, mesmo quando usada em doses muito altas (ANAND, et al
2008).

Essa ampla variedade de efeitos deve-se ao seu grande numero de alvos
moleculares que podem ser divididos em duas categorias: aqueles que a curcumina liga-se
diretamente, modulando sua atividade, e outra categoria que envolve modulagéo indireta ou
secundéria. Dentre os alvos diretos da curcumina encontram-se enzimas como a
cicloxigenase-2 (COX-2) e a lipooxigenase (LOX) (GAFNER et al., 2004; HONG et al.,
2004). Os alvos indiretos podem ser regulados positiva ou negativamente dependendo do alvo
e da célula. Esse tipo de acdo ocorre, por exemplo, através de sua acdo sobre fatores de
transcrigdo, como o NF-kB (SOUZA, 2012).

Essa inibicdo da via do NF-«xB acontece, simultaneamente, em diversos pontos da
via de ativacdo. Inicialmente, os estimulos extracelulares que ativam a cascata de formacao do
NF-kB dependem da presenca de espécies reativas de oxigénio, que sdo decorrentes de lesoes,
processos inflamatorios e estresse oxidativo. A presenca das hidroxilas fenolicas e da
subunidade 1,3-diceténica da curcumina consegue capturar os radicais dessas espécies
reativas, minimizando a ativacao da via (SANTIAGO, 2015).

Portanto, devido aos efeitos supracitos sobre os mediadores que participam da
patogénese da cistite hemorragia e dos estudos com a curcumina comprovando seu papel
modulador em processos inflamatérios, a curcumina foi utilizada neste trabalho como

potencial agente protetor na cistite hemorragica experimental.
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2 JUSTIFICATIVA

A cistite hemorragica induzida por quimioterapicos ¢ uma compliacdo clinica
comum do tratamento oncoldgico. Compreender 0s mecanismos que geram a resposta
inflamatoria e sua consequente fisiopatologia abre um vasto campo de estudo na identificacdo
de alvos farmacoldgicos e na criacdo de estratégias terapéuticas. J& estdo bem elucidados os
papéis de alguns mediadores proinflamatérios na génese da CH, tais como a IL-1B, TNF-a,
COX-2 e NO. Apesar de ser bem responsiva ao uso profilatico do mesna, a CH ainda
apresenta relativamente refrataria quando tratada com doses altas de oxazafosforinas no pré-
condicionamento para o transplante de medula dssea.

A curcumina, um produto natural isolado de Curcuma longa L., tem sido estudada
guanto ao potencial antiinflamatério e antitumoral, modulando diversos mediadores
reconhecidamente envolvidos na patogénese da cistite hemorragica. Esta j& vem sendo estuda
em modelo de cistite hemorragica induzida por ciclofosfamida em ratos (ARAFA 2009) e
com isso ja foi possivel mostrar o seu papel na modulacdo de TNF-o e NO por exemplo. No
entanto, a caracterizacdo de sua acdo em modelo de CH induzido por ifosfamida em
camundongos ainda ndo tem dados descritos na literatura. Baseado nesses aspectos, o presente
trabalho buscou investigar o potencial efeito anti-inflamatorio da curcumina sobre a cistite

hemorragica induzida por ifosfamida e os mecanismos envolvidos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o efeito da curcumina nos parametros inflamatérios envolvidos na

patogénese da cistite hemorragica induzida por ifosfamida em camundongos.

3.2 Especificos

@) Investigar o efeito de curcumina oral sobre os pardmetros macroscépicos e
microscopicos de lesdo e sobre a migracdo de neutréfilos na cistite hemorragica induzida por
ifosfamida;

(b) Avaliar o efeito da curcumina oral sobre a permeabilidade vesical;

(© Examinar o efeito da curcumina sobre as dosagens dos marcadores pro-inflamatérias,
tais como IL-1R e KC;

(d) Determinar o efeito da curcumina na expressao da molécula de rolamento E-selectina.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss, machos, com peso entre 20-25 ¢
provenientes do Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
Universidade Federal do Ceard. Os animais receberam &gua e racdo comercial balanceada a
vontade e foram mantidos em gaiolas com temperatura (22 +1 °C), umidade (65-70%) e ciclo
de luz (12h claro/ 12h escuro).

Os modelos experimentais utilizados neste trabalho foram submetidos a
apreciacdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Universidade Federal do Ceara, que aprovou os protocolos sob o numero
119/16.

4.2 Drogas

Ifosfamida 0,5 g (Haloxone® Baxter); Azul de Evans (Sigma Chemical Co.);
Tribromoetanol (Sigma Chemical Co.) ; Formamida (Sigma Chemical Co.); Curcumina

(Pharmanostra), anticorpo anti-E-selectina (Santa Cruz Biotechnology).

4.3 Preparacao da solucédo de curcumina

A curcumina foi dissolvida em Tween-80 (2% na solucdo final), alcool 70 (2% na
solucéo final) e NaCl 0,9% para a administracdo das doses de 10, 30 ou 100 mg/Kg, por via
oral, com posterior escolha da dose com melhor resposta inibidora para parametros de

inflamacédo dando continuidade aos experimentos seguintes.

4.4 Modelo de inducéo de cistite hemorragica por ifosfamida

Para indugdo da cistite hemorragica, os animais receberam dose Unica
intraperitoneal (i.p.) de ifosfamida (IFO) (400 mg/Kg). Apos 12 horas os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical. Em seguida, através de uma incisdo abdominal

mediana, realizou-se cuidadosamente a coleta da bexiga, desprezando-se 0
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contetdo urinario, em seguida foram pesadas, analisadas macroscopicamente e submetidas as

andlises descritas a seguir.

4.5 Grupos experimentais

4.5.1 Experimento 1

Os animais foram divididos aleatoriamente em 5 grupos (n = 6). Distribuidos nos

seguintes grupos para decisao da melhor dose a ser utilizada nos experimentos posteriores:

1) Grupo CONTROLE: administracdo do veiculo (salina 0,9% + tween 80 + alcool 70%,
oral) uma hora antes e seis horas depois da injecéo de salina 0,9% i.p.

2) Grupo IFO: veiculo uma hora antes e seis horas apés a inducédo da CH com ifosfamida
(400 mg/KQ) i.p.

3) Grupo CUR: Curcumina (10, 30, 100mg/ Kg, oral) uma hora antes e seis horas apds a

inducdo da CH com ifosfamida (400 mg/Kg) i.p.

Os animais deste experimento foram submetidos as avaliacbes do peso Umido,
escores macroscopicos de edema e hemorragia, permeabilidade vesical e infiltrado

neutrofilico.

4.5.2 Experimento 2

Como anteriormente, os animais foram divididos aleatoriamente agora em apenas
4 grupos (n = 6) apos a escolha da dose de 30mg/Kg para prosseguimento das analises.

Distribuidos da forma a seguir:

1) Grupo CONTROLE: administracdo do veiculo (salina 0,9% + tween 80 + &lcool 70%,
oral) uma hora antes e seis horas depois da injecéo de salina 0,9% i.p.

2) Grupo IFO: veiculo uma hora antes e seis horas apos a indu¢do da CH com ifosfamida
(400 mg/KQq) i.p.

3) Grupo CUR: Curcumina (30mg/kg, oral) uma hora antes e seis horas apos a inducdo da
CH com ifosfamida (400 mg/Kg) i.p.
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4) Grupo CURCUMINA: Curcumina (30 mg/Kg, oral) uma hora antes e seis horas depois
da injecéo de salina 0,9% i.p.

Os animais deste experimento foram submetidos as avaliacGes de histopatologia,

dosagens de citocinas e expressdo de moléculas de rolamento.

4.6 Avaliacdo dos parametros gerais de inducéo de cistite hemorragica por ifosfamida

4.6.1 Avaliag&o do Peso Umido Vesical

Depois de dissecadas e retirado o conteudo urinario com auxilio de papel
absorvente (hidrofilico), as bexigas foram pesadas, sendo o peso umido vesical expresso em
mg/20g de peso do animal. O edema vesical foi quantificado por aumento do peso Umido

vesical, reportado como média + EPM/20 g de peso do animal.

4.6.2 Andlise Macroscopica (EDEMA / HEMORRAGIA).

As bexigas foram examinadas macroscopicamente quanto ao edema e hemorragia

de acordo com os critérios de Gray et al. (1986), detalhado a seguir:

Edema:

a) Severo (3+): edema interno e externo;
b) Moderado (2+): edema interno (mucosa);
c) Leve (1+): intermediario;

d) Normal (0): nenhum.

Hemorragia:
a) (3+): codgulo intravesical;

b) (2+): hematomas na mucosa;
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c) (1+): telangiectasia ou dilatacdo dos vasos da bexiga;

d) (0): Normal

4.6.3 Anélise Microscdpica (histopatoldgico)

As bexigas foram fixadas em formol 10%, em seguida desidratadas em &lcool
70%, imersas em xilol e incluidas em parafina. Os blocos foram cortados (5 um), com auxilio
do micrétomo, corados pela técnica de hematoxilina-eosina (HE) e analisado por microscopia
Optica. As alteracdes microscopicas foram determinadas pelos critérios de Gray Modificado
(MARTINS et al., 2012), que se seguem:

a) (0): Histologia Normal: caracterizada pelo urotélio normal, bem como auséncia de Ulcera e
infiltrado inflamatério.

b) (1+): AlteracBes Discretas: caracterizada por nimero de células epiteliais diminuidas pela
descamacgdo, “apagamento” das dobras habituais da mucosa em decorréncia do edema
submucoso, hemorragia discreta e poucas Ulceras.

c) (2+): AlteracBes Moderadas: caracterizada por multiplas ulceragdes da mucosa, edema
moderado, infiltrado inflamatdrio, deposito de fibrina e focos hemorragicos.

d) (3+): Alteracbes Intensas: caracterizada por mdaltiplas ulceragdes da mucosa, erosdo na
mucosa, edema intenso, infiltrado inflamatério intenso, deposito de fibrina intenso e

diversos focos hemorragicos com possivel hemorragia transmural.

4.6.4 Avaliacao da permeabilidade vesical

A permeabilidade vascular vesical foi avaliada pela técnica de extravasamento
com solugdo de Azul de Evans. O Azul de Evans é um corante que se liga a albumina
plasmatica. Caso haja extravasamento de albumina para o tecido inflamado, devido aumento

da permeabilidade e consequente edema encontraremos o corante no intersticio.

Seguindo a mesma divisdo dos grupos experimentais previamente apresentados,

foi injetado, por via endovenosa, via plexo reto-orbital, 2,5% de solucdo de Azul de Evans (25
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mg/Kg) 30 minutos antes do sacrificio dos animais. As bexigas foram retiradas, dissecadas e
incubadas em tubos de ensaio contendo solucéo de formamida (1 mL/bexiga) a 62°C por 12 h
para extracdo do corante presente no tecido. Posteriormente, 0 corante presente nos tubos de
ensaio foi mensurado pela absorbancia em 630 nm (ELISA). Ao mesmo tempo, foi
determinada uma curva de absorbancia. Os resultados foram expressos em microgramas de
Azul de Evans por mg bexiga (média + EPM) (MACEDO et al., 2011).

4.7 Avaliacéo de parametros inflamatorios

4.7.1 Determinacdo da infiltracdo de neutrofilos atraves da atividade da Enzima
Mieloperoxidase (MPO).

A quantificacdo do acimulo de neutréfilos na bexiga de animais apés a inducéo
da cistite por IFO foi determinada pelo ensaio da atividade de MPO, uma enzima encontrada
nos granulos azuroéfilos de neutrofilos, utilizada como marcador da presenca de neutréfilos no
tecido inflamado. Os tecidos foram coletados, conforme protocolo e incubadas em 200uL de
tampé&o gelado (NaCl 0,1 M, NaPO,4 0,02 M, NaeEDTA 0,012 M; pH 4,7). Posteriormente, 0s
tecidos foram homogeneizados com o auxilio de um triturador (Pollytron). O material
homogeneizado foi centrifugado a 3.000 rpm por 15 minutos a 4°C. Em seguida foi realizado
um choque hipoténico no sedimento celular (pellet) com 1000 pL de NaCl 0,2%. Apo6s nova
centrifugagdo a 3000 rpm por 15 minutos a 4°C, o “pellet” foi ressuspenso em tampéo NaPO,
0,05M (pH 5,4) contendo 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilamonio (HTAB) e novamente
homogeneizado. A seguir, 0 homogeneizado foi centrifugado a 10.000 rpm por 15 minutos a
4°C. Ap0s centrifugagdo, 50 pL do sobrenadante das bexigas foram colocados em placa de 96
pogos para 0 ensaio. Em cada poco, adicionaram-se 25 uL de TMB (3, 3°, 3, 3-
tetramethylbenzidine; 1,6 mM) e 100 puL de H,O, (0,5 mM) e posteriormente a placa foi
incubada por 5 min a 37 °C. A seguir, a reacao foi interrompida com &cido sulfurico 4 M. Em
seguida os neutrofilos foram quantificados a partir de uma curva padrdo de neutréfilos (1 x
10° neutréfilos/ pogo/ 50 pL). Por fim, foi feito a absorbancia em leitor de ELISA no
comprimento de onda de 450 nm. Os resultados foram expressos como numero de
neutrofilos/mg de tecido (ALVES-FILHO et al., 2006).
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4.7.2 Deteccao das citocinas KC e IL-1f por ELISA

Os niveis de KC e IL-1p presentes nas amostras foram mensurados por ELISA,
como descrito por Melo et al. (2008). Resumidamente, os anticorpos primarios, anti-IL-1 e
anti-KC foram incubados durante a noite a 4°C em microplacas de 96 pocos. Apds bloqueio
das placas, as amostras e a curva padrdo foram adicionadas em duplicata em varias dilui¢des e
incubadas por 24 h a 4°C. As placas foram entdo lavadas trés vezes com solucdo tampao e
incubadas com anticorpo secundario produzido em caprinos anti anticorpos primarios, anti-
IL-1 e anti-KC. Apds o periodo de incubacgdo a temperatura ambiente por 1 h, as placas foram
lavadas e 100 pL do complexo estreptavidina-HRP diluida 1:200 foi adicionado em cada
poco. Em seguida, foi acrescido o substrato aos pogos (1:1 mistura de H,O, e
tetrametilbenzidina; R&D systems, EUA) e apds 20 mim de incubacdo a temperatura
ambiente em local protegido da luz, a reacdo enzimaética foi parada utilizando H,SO4 a 2N. A
reacdo colorimétrica foi mensurada pela absorbancia medida a 450 nm. Os resultados foram

expressos em pg/mg de tecido para os ensaios in vivo (LIMA-JUNIOR, et al., 2014).

4.7.3 Expressdo por imuno-histoquimica de E-selectina na bexiga.

A partir de amostras de bexiga dos diferentes grupos de animais foi avaliada a
expressao da molécula de adesdo E-selectina através de técnica de imuno-histoquimica
seguindo o método de estreptavidina-biotina-peroxidase descrito por Hsu e Raine (1981). As
pecas histopatoldgicas embebidas em parafina foram cortadas em 5 mm de espessura de
tecido, montadas em laminas para microscépio revestidas de poli-L-lisina e processadas em
banhos de xileno, alcoois graduados, aquecidas em tampéo de citrato, para recuperacdo de
antigenos, e tratadas com 3 % (v/v) de peroxido de hidrogénio, para o blogqueio da peroxidase
endogena (15 min). As laminas foram incubadas a 4°C por 12 h com anticorpo primario anti-
E-selectina, diluido de acordo com as recomendacdes do fabricante. Em seguida, foram
realizados os procedimentos de lavagem em Solucgéo Salina Tamponada com Fosfato (PBS), e
as amostras foram incubadas com o anticorpo secundario. Em seguida, o complexo
estreptavidina-biotina-peroxidase (sc-2017, ABC Coloracdo Sistema de Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) foi adicionado, junto com a 3,3'-diaminobenzidina

(referéncia K3468, Dako liquido DAB + peroxido, CA, EUA) e as laminas foram contrastadas
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com hematoxilina de Harry. Ap6s a desidratacdo dos tecidos em alcool foi realizada a
montagem das ldminas. As amostras foram avaliadas por um patologista, que através de teste
cego, classificou a imunomarcacdo nos tecidos em escores variado de 0-3, onde O seria
equivalente a nenhuma marcacdo; 1 = imunomarcacao fraca, 2 = imunomarcacdo moderada e
3 = imunomarcacéo intensa (LIMA-JUNIOR et al., 2014).

4.8 Analise estatistica

A anélise estatistica foi realizada com o software GraphPad Prism®, versdo 5.0,
foi realizada empregando o teste de analise de variancia One-way (ANOVA) ou Kruskal
Wallis conforme propriedade, respectivamente, para dados paramétricos e nao-paramétricos,
seguidos do teste de comparacdes mdaltiplas de Bonferroni, Newman-Keuls ou Dunn,

baseando-se na continuidade das variaveis em analise.

Os resultados foram expressos como media £ E.P.M ou mediana, sendo as

diferencas consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacdo de diferentes doses de curcumina sobre os parametros de inducéo da

cistite hemorragica induzida por ifosfamida.

Para induzir os efeitos deletérios da acroleina na bexiga dos camundongos 0s
animais foram tratados com ifosfamida na dose de 400 mg/Kg, via intraperitoneal, com o
objetivo de induzir a cistite hemorragica. Para o protocolo de tratamento preventivo a
Curcumina foi administrada por via oral (gavagem), uma hora antes e seis horas depois da
administracao de ifosfamida.

O esquema de tratamento com duas administragcdes orais de curcumina baseou-se
no fato de que o uso dessa substancia é severamente limitado pela sua pouca estabilidade,
baixa solubilidade, biodisponibilidade e metabolismo acelerado (RAVICHANDRAN, 2013).

Inicialmente, foi testado o efeito da Curcumina nas doses de 10, 30 e 100 mg/Kg,
e os resultados mostram que todas as trés doses tiveram respostas positivas e muito parecidas
em reduzir o peso umido vesical (PUV), este que é um dado que mede indiretamente o grau
do edema presente no tecido.

A Figura 8 mostra que ifosfamida (400mg/Kg, i.p.) foi capaz de induzir aumento
do peso Umido vesical nos animais tratados somente com ifosfamida (p<0,05), quando
comparado com o grupo CONTROLE que recebeu apenas o veiculo, uma solucdo contendo o
diluente da curcumina (&lcool 70%; Tween 80; NaCl 0,9%). J& os grupos pré-tratados com
Curcumina nas doses de 10, 30 e 100mg/Kg, via oral, uma hora antes do inicio da inducdo da
cistite hemorragica e seis horas depois, obtiveram diminuicdo dos parametros do peso umido
e escores de edema, diferindo significativamente (p<0,05) do grupo tratado apenas com
ifosfamida 400 mg/Kg. Na avaliacdo do escores de hemorragia apenas a dose de 10mg diferiu
(p<0,05) do grupo tratado apenas com ifosfamida 400 mg/kg (FIGURA 9)
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Figura 8 - Efeito de diferentes doses de curcumina no Peso Umido Vesical (PUV)

na cistite hemorragica induzida por ifosfamida (IFO).
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Os valores da figura representam a média + E.P.M. dos valores de peso Umido vesical ap6s 12
horas de inducéo da cistite pela ifosfamida. Grupos: Controle (n = 6) (veiculo, por via oral, uma hora antes e seis
horas ap0és a injecéo de salina 0,9% i.p.); Ifosfamida (n = 6) (veiculo, via oral, uma hora antes e seis horas apés a
indugdo da C.H. com ifosfamida 400mg/Kg, i.p.); Curcumina (n = 6) (Curcumina 10, 30 e 100mg/Kg, via oral,
uma hora antes e seis horas ap6s a inducéo da C.H. com ifosfamida 400mg/Kg, i.p.). ®p<0,05 vs grupo Controle;
®p<0,05 vs grupo Ifosfamida. A analise estatistica foi realizada com One-way ANOVA seguida de Bonferroni.

Os testes com as trés doses de curcumina serviram ainda para avaliar se esta era
capaz de influenciar nos escores de edema e hemorragia descritos por Grey (1986). Os
resultados comprovam a eficacia da curcumina neste critério a0 mostrar que as trés doses
também conseguiram reduzir estatisticamente os escores, ndo havendo praticamente nenhuma

diferenca de uso, entre elas (FIGURA 9).
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Figura 9 - Efeito de diferentes doses de curcumina no escore de edema e

hemorragia na cistite hemorragica induzida por ifosfamida (IFO).
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Os valores da figura representam a mediana dos valores dos escores de edema e hemorragia apés
12 horas de inducdo da cistite hemorragica pela ifosfamida. Grupos: Controle (n = 6) (veiculo, por via oral, uma
hora antes e seis horas ap06s a inje¢do de salina 0,9% i.p.); Ifosfamida (n = 6) (veiculo, via oral, uma hora antes e
seis horas ap6s a indugdo da C.H. com ifosfamida 400mg/Kg, i.p.); Curcumina (n = 6) (Curcumina 10, 30 e
100mg/Kg, via oral, uma hora antes e seis horas ap6s a indugdo da C.H. com ifosfamida 400mg/Kg, i.p.).
#p<0,05 vs grupo controle; °p<0,05 vs grupo tratado apenas com ifosfamida. A anélise estatistica foi realizada
com o teste One-way ANOVA seguida de Bonferroni.
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5.1.1 Avaliacdo de diferentes doses de curcumina na permeabilidade vesical na cistite

hemorragica induzida por ifosfamida

A permeabilidade vascular vesical foi avaliada pela técnica de extravasamento com
solucdo de Azul de Evans 2,5%, corante que se liga a albumina plasmatica. Havendo
extravasamento de albumina para o tecido inflamado, devido ao aumento da permeabilidade,
ocorre o surgimento de edema que tornara possivel detectar o corante no intersticio.

A Figura 10 mostra que neste parametro a curcumina se mostrou eficaz somente nas

doses de 10 e 30 mg/Kg (p<0,05) quando comparada com o grupo ifosfamida. J& a dose de 100

mg/Kg ndo foi estatisticamente (p>0,05) eficaz.

Figura 10 - Efeito de diferentes doses de curcumina na permeabilidade vesical na

cistite hemorrégica induzida por ifosfamida (IFO).
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Efeito das diferentes doses de Curcumina, via oral, na permeabilidade vesical ao Azul de Evans na
cistite hemorragica induzida por ifosfamida. Grupos: Grupos: Controle (n = 6) (veiculo, por via oral, uma hora
antes e seis horas apds a injecao de salina 0,9% i.p.); Ifosfamida (n = 6) (veiculo, via oral, uma hora antes e seis
horas ap6s a inducdo da C.H. com ifosfamida 400mg/Kg, i.p.); Curcumina (n = 6) (Curcumina 10, 30 e
100mg/Kg, via oral, uma hora antes e seis horas ap6s a indugdo da C.H. com ifosfamida 400mg/Kg, i.p.).
p<0,05 vs grupo controle; "p<0,05 vs grupo ifosfamida. A anélise estatistica foi realizada com One-way

ANOVA seguida de Bonferroni.
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5.1.2 Efeito da curcumina sobre as alteracGes histopatoldgicas na cistite hemorragica
induzida por ifosfamida (IFO).

Apdbs 12 horas da administracdo da IFO inducdo da cistite, observou-se nas
amostras de bexiga marcantes tracos que caracterizavam histologicamente a cistite
hemorragica no grupo IFO (400 mg/Kg i.p.), tais como: edema, pequenos focos de
hemorragia e presenca de infiltrado inflamatorio, o que representou escores maximos 3 (3-3).
Ja os grupos Controle e CUR (Curcumina 30 mg/Kg), mostraram-se preservados em relacdo a
alteracBes inflamatorias (urotélio constituido; camada mucosa, submucosa e muscular
intactas) recebendo escores 0 (0-0). No grupo pré-tratado com curcumina houve prevencdo

das alteracfes observadas no grupo IFO [p<0,05, 0 (0-1)].
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Figura 11 — Fotomicrografias representativas do efeito da curcumina 30mg/Kg na
bexiga de camundongos com CH induzida por ifosfamida 400 mg/Kg.
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Fotos: Elaborada pelo autor. Analise histopatoldgica dos tecidos que formam a aparte mais interna
da bexiga em secBes coradas por H&E, 40x. Efeito uroprotetor da curcumina. Bexiga normal, (Grupo
CONTROLE) animal que recebeu dose oral de veiculo uma hora antes e seis horas apds a injecdo de se salina
0,9%, i.p. a seta indica area urotelial preservada; Bexiga de animal tratado do grupo IFO (veiculo, via oral, uma
hora antes e seis horas ap6s a inducdo da C.H. com ifosfamida 400mg/Kg, i.p.), observa-se intenso dano urotelial
(seta vermelha) e edema (seta preta). Bexiga do grupo CUR 30mg/Kg + IFO: nota-se a preservacdo do urotélio
com auséncia de edema e camada muscular praticamente normal (setas vermelhas) se comparada aos grupos
controles e curcumina. Bexiga do grupo Curcumina 30mg/Kg, oral, a seta indica a regido urotelial preservada,
curcumina reverteu o dano urotelial e reduziu edema. Aumento 40 x.

5.1.3 Avaliagdo da curcumina sobre o infiltrado neutrofilico na cistite hemorragica
induzida por ifosfamida

Os resultados demonstram que a curcumina, independentemente da dose, foi
capaz de reduzir a quantidade de neutrdfilos no tecido vesical, detectada pela dosagem da
enzima Mieloperoxidase (MPO).
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Como observado na Figura 12, a IFO aumentou os niveis de MPO se comparado
com grupo excipiente (p<0,05), o que foi prevenido no grupo curcumina em todas as doses

testadas (p<0,05 vs grupo IFO).

Figura 12 - Efeito de diferentes doses de curcumina sobre recrutamento de

neutrdfilos na cistite induzida por ifosfamida
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Os valores da figura representam a média + E.P.M. dos valores de MPO presente no tecido vesical
apos as 12 h de injecdo de ifosfamida. Grupos: Controle (n = 6) (veiculo, por via oral, uma hora antes e seis
horas apds a inje¢do de salina 0,9% i.p.); Ifosfamida (n = 6) (veiculo, via oral, uma hora antes e seis horas ap6s a
indugdo da C.H. com ifosfamida 400mg/Kg, i.p.); Curcumina (n = 6) (Curcumina 10, 30 e 100mg/Kg, via oral,
uma hora antes e seis horas ap6s a inducdo da C.H. com ifosfamida 400mg/Kg, i.p.). ®p<0,05 vs grupo Controle;
®p<0,05 vs grupo Ifosfamida. A anélise estatistica foi realizada com One-way ANOVA seguida de Bonferroni.

5.2 Determinacdo de KC e IL-1 na cistite hemorragica induzida por ifosfamida

Verificou-se que a ifosfamida (400mg/Kg) aumentou significativamente o nivel
de KC (Figura 13) e de IL-1 (Figura 14) nas amostras de bexiga se comparados com 0 grupo
excipiente e curcumina (30 mg/kg) administrada isoladamente (p<0,05). Contudo, a

curcumina falhou em prevenir o aumento dessas citocinas (FIGURAS 13 E 14).
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Figura 13 - Efeito da curcumina no nivel de KC na bexiga de camundongos
tratados com ifosfamida a 400 mg/Kg.
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Os Grupos: Controle (n = 6) (veiculo, por via oral, uma hora antes e seis horas ap06s a injecéo de
salina 0,9% i.p.); Ifosfamida (n = 6) (veiculo, via oral, uma hora antes e seis horas ap6s a indugdo da C.H. com
ifosfamida 400mg/Kg, i.p.); CUR (n = 6) (Curcumina 30mg/Kg, via oral, uma hora antes e seis horas apés a
indugdo da C.H. com ifosfamida 400mg/Kg, i.p.) e grupo Curcumina 30mg/kg (Curcumina 30mgKg, por via
oral, uma hora antes e seis horas ap6s a injecdo de salina 0,9% i.p). O pré-tratamento com Curcumina nao
reduziu o nivel de KC com relagio ao grupo tratado apenas com ifosfamida. ®p<0,05 vs grupo Controle. O grupo
CUR vs grupo Ifosfamida ndo apresentou p<0,05 assim como, o grupo Controle vs grupo Curcumina 30mg/Kg.
A analise estatistica foi feita por One-way ANOVA seguida de pds teste com Newman Keuls.
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Figura 14 - Efeito da curcumina 30mg/Kg na concentracdo de IL-1p em bexigas

de camundongos tratados com ifosfamida (400 mg/Kg)
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Os Grupos: Controle (n = 6) (veiculo, por via oral, uma hora antes e seis horas apds a injecdo de
salina 0,9% i.p.); Ifosfamida (n = 6) (veiculo, via oral, uma hora antes e seis horas ap6s a indugdo da C.H. com
ifosfamida 400mg/Kg, i.p.); CUR (n = 6) (Curcumina 30mg/Kg, via oral, uma hora antes e seis horas apés a
indugdo da C.H. com ifosfamida 400mg/Kg, i.p.) e grupo Curcumina 30mg/kg (Curcumina 30mgKg, por via
oral, uma hora antes e seis horas apés a injecdo de salina 0,9% i.p). O pré-tratamento com curcumina nao reduziu
o nivel de IL-1B com relacdo ao grupo tratado apenas com ifosfamida. ®p<0,05 vs grupo Controle; °p<0,05 vs
grupo IFO; °p<0,05 vs grupo Curcumina 30mg/Kg; ndo apresentou diferenca (p<0,05) se comprado com o
grupo Controle. A andlise estatistica foi feita por One-way ANOVA seguida de pds teste com Newman Keuls.

5.3 Imunohistoquimica para E-selectina na cistite hemorrégica induzida por ifosfamida

apods tratamento com curcumina

Apos a realizacdo de testes confirmatorios para a presenca de E-selectina por
imuno-histoquimica existiram evidéncias de aumento na expressdo endotelial desta nas
bexigas de animais tratados com ifosfamida (400 mg/kg, i.p., 3[2-3]) versus o0 grupo
excipiente (0[0-1]), como mostrado na Figura 15 e 16. Estas alteracbes foram

reduzidas (p<0,05) com o pre-tratamento com curcumina (1[0-2]) Figuras 15 e 16.
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Figura 15. - Fotomicrografias representativas da imunomarcacao para E-selectina

em bexigas de camundongos.

Fotos: Elaborada pelo autor. A - Controle (n = 6) (veiculo, por via oral, uma hora antes e seis
horas ap0s a injecdo de salina 0,9% i.p.); B - Curcumina 30mg/kg (Curcumina 30mgKg, por via oral, uma hora
antes e seis horas apds a inje¢éo de salina 0,9% i.p); C - Ifosfamida (n = 6) (veiculo, via oral, uma hora antes e
seis horas apo6s a inducdo da C.H. com ifosfamida 400mg/Kg, i.p.); D - CUR (n = 6) (Curcumina 30mg/Kg, via
oral, uma hora antes e seis horas apds a inducdo da C.H. com ifosfamida 400mg/Kg, i.p.). As setas pretas
indicam a regido endotelial vascular, curcumina reduziu a expressao de E-selectina. Aumento de 40x.
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Figura 16. Efeito da administragdo oral de Curcumina na expressdo endotelial de

E-selectina em bexiga de camundongos.
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Os dados da figura representam a mediana de valores dos escores ap6s 12 horas de inducgdo da
cistite pela ifosfamida. Grupos: Controle (n = 6) (veiculo, por via oral, uma hora antes e seis horas ap6s a inje¢do
de salina 0,9% i.p.); Ifosfamida (n = 6) (veiculo, via oral, uma hora antes e seis horas ap6s a indugdo da C.H.
com ifosfamida 400mg/Kg, i.p.); CUR (n = 6) (Curcumina 30mg/Kg, via oral, uma hora antes e seis horas apds a
indugdo da C.H. com ifosfamida 400mg/Kg, i.p.) e grupo Curcumina 30mg/kg (Curcumina 30mgKg, por via
oral, uma hora antes e seis horas apds a injecdo de salina 0,9% i.p). Ifosfamida levou ao aumento da expressao
de E-selectina nos animais do grupo Ifosfamida (400mg/Kg), assim como causou reducdo na expressdo de E-
selectina no grupo CUR. ?p<0,05 vs grupo Controle; °p<0,05 vs grupo Ifosfamida. A analise estatistica foi
realizada com Kruskal Wallis seguido do teste de Dunn.
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6 DISCUSSAO

Em nosso estudo foi possivel reproduzir a cistite hemorragica quando
administramos ifosfamida intraperitoneal na dose de 400 mg/Kg em camundongos Swiss.
Através de estudos anteriores de nosso laboratorio ja se sabe que o pico de producdo de
mediadores pré-inflamatdrios e da marcante presenca de sinais classicos da inflamag&o como
edema e hemorragia ocorre em torno da décima segunda hora apds a administracdo da
ifosfamida (RIBEIRO et al., 2002).

A curcumina foi testada nesta pesquisa como substancia com potencial para
proteger a bexiga dos efeitos nocivos da ifosfamida. O tratamento foi realizado por
administracdes orais de curcumina 1 hora antes e 6 horas ap6s a administracdo intraperitoneal
da ifosfamida. Os protocolos de tratamento com duas doses orais foram pensados através da
observacdo ja descrita em artigos que comprovam a pouca solubilidade da curcumina em
meio aquoso e da sua baixa biodisponibilidade quando administrado por via oral (SHARMA,
GESCHER, STEWARD, 2005; COLETTI, 2013).

Consta de 2009 o trabalho pioneiro que buscou elucidar o papel da curcumina na
cistite hemorréagica induzida por antineoplésico, nele ARAFA documenta pela primeira vez
que o tratamento prévio com curcumina i.p. por 10 dias antes da inducdo de CH com a
ciclofosfamida, foi capaz de melhorar as alteracdes bioquimicas e histopatoldgicas causadas
pelo farmaco, assim como a curcumina demonstrou eficacia uroprotetora, possivelmente
através da modulacdo da liberagdo de citocinas inflamatdrias, nomeadamente 0 TNF-a e
Oxido nitrico (ARAFA, 2009).

Ja é bem descrito na literatura que o uso clinico da curcumina pode enfrentar forte
limitacdo para uso oral devido aos problemas com a farmacocinética e farmacodinamica da
droga. Estudos com a nanotecnologia, por exemplo, refletem a necessidade da criacdo de
estratégias viaveis que possibilite a utilizagdo da curcumina em seres humanos sem a grande
perca gerada pelo metabolismo. A nanotecnologia torna a curcumina completamente
dispersivel em meio aquoso, foi 0 que pode ser avaliado por Ravichandran (2013) quando
administrou em ratos Wistar capsulas orais de curcumina, comprovando 0 aumento
significante da concentracdo de curcumina em Orgaos importantes dos animais como pulmao,
coracdo, figado e baco logo apds trinta minutos de administragcdo. Estes dados evidenciam a
importancia do manejo adequado de metodologias que favorecam o uso correto para a
determinacdo da dose, o tempo de administracdo e a toxicidade em pesquisas terapéuticas

com a curcumina.
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Para nossa avaliacdo, realizou-se um teste piloto que consistiu em uma curva
dose-resposta, onde avaliamos o efeito da curcumina sobre o Peso Umido Vesical (PUV),
escores macroscopicos de Grey et al. (1986) para edema e hemorragia e dosagem de
mieloperoxidase (MPO) com doses de 10, 30 e 100 mg/Kg v.0. Nossos resultados mostraram
que nas de 10 e 30mg, a curcumina foi capaz de reduzir de forma significativa os parametros
analisados nos animais pré-tratados se comparado com 0 grupo que recebeu apenas dose
intraperitoneal de ifosfamida. De fato, pesquisas anteriores com outros modelos de inflamacéo
ja mostraram que a curcumina € capaz de atenuar sinais classicos da inflamagdo como edema
e hemorragia. Wang et al. (2015) ao estudar a hemorragia intracerebral em camundongos
testou doses intraperitoneal de curcumina e comprovou seu efeito na reducéo da hemorragia e
edema com consequente melhoria dos animais.

Em nosso estudo, o edema também foi avaliado através da técnica de
extravasamento de Azul de Evans, onde, as doses de 10 e 30 mg/Kg mostraram reducdo
estatisticamente consideravel na quantidade de corante presente no tecido, comprovando,
indiretamente, a capacidade que a curcumina teve de prevenir o aumento da permeabilidade
vascular e consequente saida de fluidos juntamente com proteinas do sangue para os tecidos.
Essa técnica foi recentemente utilizada por Li et al. (2016) em um estudo sobre a retinopatia
diabética induzida por estreptozotocina em camundongos, e ao usar também a curcumina oral
por um periodo de 12 semana, comprovou a acao desta em reverter o edema nos vasos da
retina dos animais diabéticos mostrando o seu potencial efeito anti-inflamatorio.

Lima et al. (2007) relatou em sua pesquisa que edema e hemorragia sdo condicdes
que costumam acometer os pacientes em quimioterapia mesmo sendo aqueles submetidos ao
tratamento com trés doses de mesna. Em seus achados, 66,7% dos voluntarios em tratamento
da cistite hemorrdgica submetidos a profilaxia com mesna ainda foram capazes de
desenvolver a cistite. Este fato comprova o quanto € necessario encontrar outras formas de
tratamento que possam ser associados ao uso de mesna e tragam, portanto, melhor
tolerabilidade dos pacientes ao tratamento quimioterapico.

Nossos achados comprovam o efeito uroprotetor da curcumina, gquando
administrada oralmente, nos parametros macroscopicos de lesdo vesical. A partir da analise
dos testes iniciais, foi possivel perceber que as doses de 10 e 30 mg/Kg foram capazes de
induzir as melhores respostas frente a acdo da ifosfamida nos parametros de dano tecidual.

Mostramos ainda, na analise histopatoldgica, a atividade protetora da curcumina,
evidenciando que na dose de 30 mg/Kg, foi possivel garantir a preservacdo do urotélio, a

auséncia de edema intramural, além da manutencdo estrutural normal da camada muscular e
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menor acimulo de células inflamatdrias nas amostras de bexiga dos animais submetidos ao
pré-tratamento com curcumina antes da inducéo de cistite com a ifosfamida.

Nossos resultados condizem com uma atividade anti-inflamatoria da curcumina na
fase aguda do processo inflamatorio. Esta fase apresenta-se de inicio rapido e caracteriza-se
pela exsudacdo de liquido e proteinas plasméticas decorrentes das alteracdes no calibre
vascular que proporciona um distanciamento nas células endoteliais adjacentes, além do
acumulo de leucdcitos, predominantemente neutrofilos, no local da lesdo (ABBAS; ASTER;
KUMAR 2013).

Considerando-se os achados histopatoldgicos, buscamos também, mostrar o efeito
protetor da curcumina sobre a migracdo dos polimorfonucleares através da dosagem de
mieloperoxidase (MPOQO), esta que € uma enzima armazenada em granulos azurodfilos de
neutrofilos e macrofagos e liberada para o fluido extracelular no contexto do processo
inflamatorio, refletindo assim o grau de dano que o tecido possa estar sofrendo (LORIA,
2008).

Nossos achados foram satisfatorios ao identificar que neste parametro os animais
pré-tratados com curcumina nas trés doses (10, 30 e 100 mg/Kg v.0.) mostraram reducdo do
recrutamento de neutréfilos no tecido das bexigas. Neste contexto, ja existem estudos que
buscam justificar o poder anti-inflamatério da curcumina relacionado a inibicdo do
recrutamento de células de defesa, a citar o estudo de Fan e colaboradores (2015), que ao
induzir isquemia intestinal em ratos Wistar avaliou o efeito da curcumina neste modelo e
evidenciou o papel desta com a capacidade de inibir os niveis tanto de MPO quanto a
producdo de IL-6 e a expressdao da molécula de adesdo ICAM-1 provavelmente pela inibicéo
da via do NF-xB, o fator de transcrigdo nuclear que esta envolvido na sintese destas duas
moléculas.

A IL-6 é produzida no local da inflamacdo e desempenha um papel fundamental
na resposta da fase aguda, ela portanto também regula o trafico de neutréfilos durante a
resposta inflamatoria orquestrando a producédo de quimiocinas e a apoptose de leucdcitos. Esta
citocina ainda determina a transi¢do da inflamag&o aguda para a crénica, alterando a natureza
do infiltrado leucocitario de neutréfilos polimorfonucleares para mondcitos/macr6fagos
(GABAY, 2006; FEILDING, et al, 2008). A molécula de ades&o intercelular ICAM-1 é uma
componente que permite a ligacéo de leucocitos ao endotélio e pode permitir sua subsequente
transmigracdo para o tecido periférico gerando, por exemplo, aumento da permeabilidade
vascular (FRANK, LISANTI, 2008).
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J& Lubbad e colaboradores em 2009 usaram a curcumina em modelo de colite,
evidenciando também um efeito protetor na inflamagdo via inibicdo do NF-«xB, além da
capacidade de inibir a expressao de receptores TLR-4 e da molécula adaptadora de sinalizacdo
MyD88. O NF-xB tem forte papel na inflamacdo e na imunidade inata, pois este fator de
transcrigdo induz a expressdo de citocinas que regulam a resposta imunitaria, tais como TNF-
a, IL-1B, IL-6 e IL-8, bem como as moléculas de adesdo, que levam ao recrutamento de
leucdcitos para os locais da inflamacdo (HOESEL, SCHMID, 2013).

Sabe-se que na patogénese da cistite hemorragica induzida pelas oxazafosforinas
as citocinas IL-1p e o fator de necrose tumoral (TNF-a) tém participacdo fundamental. Uma
das pesquisas pioneiras € remetida a Gomes et al. (1995), que comprovou o efeito protetor do
soro anti-TNF-a ¢ anti-IL-1B contra o estabelecimento da cistite hemorragica em
camundongos injetados com ciclofosfamida. Em seus achados o pré-tratamento dos animais
como o0s soros anti-TNF-o e anti-IL-1p promoveu blogueio significativo do peso Uumido
vesical e ainda reduziu parametros de edema, hemorragia, migracdo de neutréfilos e eroséo da
mucosa.

Posteriormente em 2002, Ribeiro e colaboradores reafirmaram o papel de TNF-a e
IL-1p na C.H. agora induzida por ifosfamida, uma vez que a talidomida (inibidor seletivo da
sintese de TNF-a) e a pentoxifilina (inibidor de TNF-a e IL-1B) controlaram o edema e
alteragBes macro e microscopicas indicativas de dano. Mais recentemente foi demonstrada a
importancia de TNF-a e IL-1p na génese da C.H. induzida por ifosfamida no estudo de Leite
(2014), desta vez mostrando o efeito protetor do anakinra, um antagonista de receptor de IL-
1B, e infliximabe, um anticorpo anti-TNF-a.

J& 0 uso da curcumina modulando IL-1p vem sendo relatado ha um certo tempo.
Consta de 2001 a pesquisa de Lim e colaboradores que mostrou a acdo inibitdria da
curcumina (v.0.) nos niveis de IL-1p e no dano oxidativo em modelo de inflamagdo.
Posteriormente os mesmos dados foram reafirmados por Begum et al (2008) ao comprovar a
acao anti-inflamatorio da curcumina (v.o. e i.p.) em modelo de doenca de Alzheimer. Souza
(2012) trabalhando com isquemia cerebral mostrou que a curcumina (v.0.) protegeu 0s
animais de danos cognitivos por vezes associados ao aumento de IL-1B em regides
hipocampais de ratos, evidenciando assim, mais uma vez o papel importante deste composto
na inflamacao.

Considerando o0s achados anteriormente citados, optou-se por dosar a
concentracéo tecidual de IL-1p de forma a verificar se o efeito protetor da curcumina seria

proveniente a modulacdo desse mediador. Em nosso estudo, observou-se que os niveis de IL-


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hoesel%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23915189
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1B permaneceram elevados equiparando-se ao nivel produzido no grupo Ifosfamida, o que
corrobora em parte com achados anteriores de nosso laboratério (GOMES et al. 1995;
RIBEIRO et al. 2012), reafirmando a participacdo de IL-1p na patogénese da C.H., porém,
evidenciando que curcumina possivelmente age por mecanismos independentes da producao
desta citocina para atenuar o processo inflamatorio.

Dado que camundongos injetados com curcumina apresentaram menor atividade
de mieloperoxidase durante a C.H. e uma vez que a migragédo de leucdcitos é dependente da
liberacdo local de quimiocinas (KOLACZKOWSKAS, KUBES, 2013), testou-se, no presente
estudo, o efeito da curcumina sobre a producdo de KC, um analogo de IL-8 em camundongos,
que tem papel quimiotatico importante sobre neutrofilos. A resposta dos neutréfilos a 1L-8 é
caracterizada por migracdo das células, liberacdo de enzimas granulares e outras alteracGes
intra e extracelulares (BAGGIOLINI, DEWALD, MOSER, 1994; BAGGIOLINI,
HOLCENBERG, POPLACK, 1997; BORISH, STEINKE, 2003). Pouco se sabe sobre o papel
da IL-8 na patogénese da C.H., estudos em nosso laboratério mostraram uma atividade pro-
inflamatdria de 1L-8, fato comprovado ap6s administracdo de soro anti-1L-8 que preveniu o0
edema em camundongos que haviam recebido ciclofosfamida por via intraperitoneal
(RIBEIRO et al, 2012).

Nossos resultados para as dosagens de IL-8 nas amostras de bexiga também néo
mostraram diferencas estatisticas quando comparado 0s grupos tratados apenas com
ifosfamida e os animais que receberam tratamento com curcumina. Leite (2014) relatou que a
fase inflamatoria da génese da C.H. é caracterizada por um up-regulation dos fatores de
transcricdo, tais como o fator nuclear-kappa B e, consequentemente, pela producdo e
liberagdo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias diversas, gerando assim, mais de uma
via passivel de ser controlada por algum agente anti-inflamat6rio como a curcumina.

Diversos mecanismos posteriores a acdo celular da IL-1B e de KC podem ser
modulados pela curcumina, justificando, portanto, seu efeito anti-inflamatdrio. Dentre estes
tem-se a modulacdo da expressdo de moléculas de rolamento e adeséo celular, cuja expresséo
é dependente de citocinas e quimiocinas (MCEVER, 2015). O TNF-a juntamente com IL-1
tem capacidade de estimular a sintese e expressdo de moléculas de rolamento, as chamadas E-
selectinas, na superficie celular do endotélio vascular, que podem ser expressas dentro de 1 a
2 horas (ABBAS, LICHTMAN, PILLAI, 2011).

No presente estudo, observou-se que a injecdo de ifosfamida aumentou a
imunoexpressdo da E-selectina, o que foi significativamente inibido pela curcumina. A

literatura relata o potencial modulador da curcumina sobre as vias de ativacdo das moléculas
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de rolamento e adesdo. Kumar e colaboradores (1998) propuseram que a curcumina seria
capaz de inibir a expressao de moléculas de adesdo tais como ICAM-1 e VCAM-I via inibigéo
de proteinas quinases, ativadas por TNF-a. Em modelo de inflamagéo induzido por TNF-a
descrito por Gupta e Ghosh (1999) a curcumina além de inibir a expressdo ICAM-1 e VCAM-
| também atenuou a expressao de E-selectina, segundo o0s autores a curcumina possivelmente
age interferindo em estagios iniciais dos eventos de sinaliza¢do bloqueando a ativacdo de NF-
kB pela inibicao de proteinas quinases importantes como a IkB.

Em nosso estudo ndo foi possivel avaliarmos a acdo da curcumina sobre a
producdo de TNF-a, uma citocina que faz parte da patogénese da C.H. (GOMES et al., 1995;
RIBEIRO et al., 2012) e que ja foi evidenciado ter sua producéo reduzida em tratamentos com
curcumina (CHAN, 1995; ZHANG, MO, LIU, 2010; NISHIDA et al., 2010; AGGARVAL,
GUPTA, SUNG, 2013), inclusive na CH induzida por ciclofosfamida (ARAFA, 2009).

Sabe-se que o estagio de firme adesdo de células de defesa ao endotélio vascular é
mediado pela ligacdo de moléculas da familia das integrinas, especialmente a proteina LFA-1,
presentes nos neutrofilos e que se ligam as moléculas ICAM-1 ou ICAM-2 presentes em
células vasculares (ABBAS, LICHTMAN, PILLAI, 2011; MAYADAS; MANTOVANI et al.,
2011). Nesse contexto, as E-selectinas expressas por células endoteliais medeiam um tipo de
ligacdo fraca com os neutrofilos, permitindo o rolamento inicial (MCEVER, 2015). Contudo,
desencadeiam o primeiro passo essencial para a adesdao firme de neutréfilos ao endotélio e
posterior transmigracéo para o tecido.

Mediante os achados aqui apresentados é possivel inferir que a curcumina
protegeu 0s animais da cistite hemorragica induzida por ifosfamida através da inibicdo da
migracdo de neutréfilos, mediante em parte, a reducdo da expressdo de moléculas de
rolamento E-selectina, 0 mecanismo proposta da curcumina na CH induzida por ifosfamida
pode ser visto na Figura 17. A curcumina além de melhorar a funcdo endotelial ao atenuar a
migracdo de leucocitos reduziu a permeabilidade vascular com posterior melhora do edema.
No entanto, sdo necessarias maiores investigaches para determinacdo dos mecanismos
envolvidos na diminuicdo da expressdao das moléculas de rolamento, assim como a
caracterizacdo do papel de TNF-a e o fator de transcrigao nuclear NF-kB neste protocolo de
tratamento. E possivel que o efeito anti-inflamatdrio da curcumina seja pela modulacio de
mecanismos de sinalizacdo celulares importantes para a expressdo de moléculas de rolamento,
como fatores de transcricdo (CHASE, MAGNANI, SIMON, 2012).

Existem ainda, autores que relacionam a agdo protetora da curcumina com o
controle do estresse oxidativo (ARAFA, 2009; DAI, 2016; WANG et al., 2017), e ha muito ja
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é conhecido que na C.H. a acroleina aumenta as espécies reativas de oxigénio (ROS) no
urotélio catalisando a reacdo da glutationa ao glutationilpropionaldeido (GTPD), e que este
ativa a via apoptdtica NF-kB interagindo com vérias enzimas para formar radicais
superdxidos que levam ao dano celular (GOMES et al., 1995). Ndo podemos excluir a
possibilidade da curcumina estar interagindo em pontos diversos da cascata inflamatéria da
CH, nossos achados sdo inéditos neste modelo de inflamagdo e abre perspectivas para
investigacOes futuras.

A curcumina, sendo um produto natural de baixo custo e toxicidade pouco
aprecidvel, encoraja pesquisas para seu uso em protocolos de tratamento de doengas
inflamatorias cronicas ou agudas, principalmente como terapia preventiva. A possibilidade do
uso oral da curcumina como complemento a terapia medicamentosa de pacientes com

toxicidades decorrentes do tratamento do cancer poderia torna-se uma estratégia viavel.
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Figura 17. — Proposta de mecanismo de acéo da curcumina na cistite hemorrégica
induzida por ifosfamida.
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Fonte: Adaptado de ABBAS, LICHTMAN, PILLAI, 2011. A — Papel da ifosfamida no processo
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processo inflamatério da cistite hemorrégica induzida por ifosfamida (400mg/Kg).



50

7 CONCLUSAO

De acordo com os resultados aqui apresentados, podemos concluir que:

v'A curcumina nas doses analisadas reduz edema, hemorragia, permeabilidade vesical e
migracdo de neutrofilos na cistite hemorragica induzida por ifosfamida.

v'A curcumina ndo modula a producdo de citocinas pré-inflamatérias KC e IL-18 no
contexto da cistite hemorragica induzida por ifosfamida.

v'A curcumina protege da cistite hemorragica induzida por ifosfamida pela inibicdo da
migracdo de neutréfilos, possivelmente mediante reducdo da expressdo de moléculas de

rolamento como a E-selectina.
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