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RESUMO

EFEITOS UROPROTETORES DO 2-MERCAPTOETANO SULFONATO (MESNA), ISOLADO OU
ASSOCIADO A DEXAMETASONA, NA PROFILAXIA DA CISTITE HEMORRAGICA EM

PACIENTES SUBMETIDOS A QUIMIOTERAPIA A BASE DE IFOSFAMIDA LIMA, M.V.A.

Tese apresentada ao Curso de Pds-Graduacdo em Farmacologia da Faculdade de Medicina
da Universidade Federal do Ceara, como pré-requisito para obtencéo do titulo de Doutor em
Farmacologia. Data da defesa: 21 de fevereiro de 2003. Orientador: Prof. Dr. Ronaldo de
Albuquerque Ribeiro.

Com base em resultados experimentais, em que se demonstrou que a dexametasona foi
eficiente na prevengdo do desenvolvimento de fendmenos inflamatorios na cistite
hemorragica (CH) induzida por ifosfamida (IFS), delineou-se um ensaio clinico prospectivo,
aleatorio, duplo cego, objetivando avaliar, comparativamente, a acdo do MESNA, em seu
esquema classico de trés doses (a primeira de 20% da dose de ifosfamida, endovenosamente,
as demais de 40% e 40%, administradas via oral, as 02h00 e 06h00 do inicio da IFS,
respectivamente), isoladamente ou em associacdo a dexametasona, na profilaxia desse tipo
de afeccdo. Para tanto, em um dos grupos, as duas Ultimas doses do MESNA foram
substituidas por 4 mg de dexametasona e, no outro grupo, a elas foi acrescentada idéntica
dose de dexametasona. Foram incluidos no estudo 46 pacientes portadores de cancer,
selecionados para tratamento com esquemas quimioterapicos contendo IFS, no Hospital do
Céancer do Instituto de Céancer do Ceard, independente do sexo, da raca, da idade ou do
estadiamento, cuja dose diaria de IFS fosse igual ou superior a 1,8 g/rn . Foram excluidos,
no caso, pacientes cujos escores de Kamofsky fossem menores que 50, aqueles tratados com
IF, ciclofosfamida ou corticosterdides nas ultimas quatro semanas, além dos portadores de
afeccdes do trato urinario ou submetidos a radioterapia pélvica. Na avaliagdo dos resultados,
trés parametros foram utilizados: a hematlria, os achados cistoscopicos e os achados
histoldgicos. No que concerne ao primeiro parametro, adotou-se, como critério, para avaliar
0s resultados, a presenca de hematiria em exames urindrios, realizados 24 h ap6s a ultima
dose de ifosfamida, estratificada em graus | a Ill, de acordo com a quantidade de hemécias
por campo de grande aumento. Apds as coletas de urina, realizaram-se exames cistoscopicos
e biopsias vesicais. As alteracBes vesicais macroscopicas, observadas através de
cistoscopias, foram avaliadas mediante escores baseados nos critérios macroscopicos de
Cray. Nas analises histologicas, feitas por trés observadores, sem que tivessem
conhecimento dos grupos aos quais pertenciam as laminas examinadas, foi utilizada uma
avaliagdo semiquantitativa, elaborada especialmente para o estudo. O grupo de referéncia
(individuos nédo-tratados) permitiu a obtencdo dos escores de base e o estabelecimento do
ponto de corte. Os escores foram comparados mediante o teste exato de Fisher, com nivel de
significancia de 95%. Considerando os parametros utilizados, o esquema tradicional de
MESNA administrado em 3 doses, ndo preveniu completamente o desenvolvimento de
fendmenos inflamatérios observados, mesmo que, clinicamente, nem sempre se
caracterizasse cistite. A substituicdo das duas ultimas doses do MESNA por dexametasona,
no regime tradicional, produziu um efeito uroprotetor semelhante ao esquema tradicional,
inclusive no que diz respeito a persisténcia de uma cistite subclinica; contudo a associacdo
da dexametasona as duas ultimas doses do MESNA, conferiu uroprotecdo adicional
(p<0,05), quando comparada com 0 MESNA, isoladamente.



ABSTRACT

UROPROTECTIVE EFFECTS OF 2-MERCAPTOETHANANESULFONIC ACID
(MESNA) ADMINISTERED IN ASSOCIATION OR NOT WITH DEXAMETASONE
ON PROPHILAXIS OF HEMORRHAGIC CYSTITIS IN PATIENTS RECEIVING
AN IFOSFAMIDE-CONTAINING CHEMOTHERAPY REGIMEN. LIMA, M.V.A.
Thesis submitted as a partial fulfillment for requirement to doctoral degree in Pharmacology
at the Post graduation Pharmacology Course of the Federal University of Ceard. Defense
date: February 21st, 2003. Advisor: Ronaldo de Albuquerque Ribeiro, M.D., phD.

Based on results obtained in experimental studies, which demonstrated that dexametasone
prevenis the development of ifosfamide (IFS) induced hemorrhagic cystitis (HC), a
prospective randomized double-blind clinicai study was performed to compare the
uroprotective efficacies of the regular 2-mercaptoethananesulfonic acid (MESNA) with
MESNA and dexametasone in association in IFS-induced HC. A total of 46 cancer patients
being treated at the Institute of Cancer of Ceara Hospital and receiving an ifosfamide-
containing chemotherapy program, independent of sex, race, age or clinicai stage were
enrolled in this study. They were eligible for participating if the following criteria were
fulfilled: ifosfamide dose per day of treatment equal or more than 1.8 g/m2, Kamofsky’s
score more than 50; no ifosfamide, cyclophosphamide or glucosteroid therapy in the last
four weeks; absence of urinary tract affections or prior pelvic radiation therapy. Eligible
patients were randomized into three groups: 1) Those receiving the usual trhee-dose regimen
with MESNA. MESNA was given at a dose equal to the ifosfamide dose, divided into three
doses: i.v. at the same time (20% of the ifosfamide dose), p.o. at 2 e 6 h following (40% of
ifosfamide dose) the ifosfamide treatment. 2) Replacement of the last two dose of MESNA
by dexametasone and 3) Addition of dexametasone to the last two dose of MESNA three
doses regimen. Cystitis was evaluated by taking into account three parameters: mycroscopic
nematuria, cystoscopic aspects and mycroscopic analysis of biopsy specimens. After 24 hour
of completion of ifosfamide treatment, urinalysis was performed and hematuria was
classified in grades, ranging from | to Ill, according to the intensity of red blood cells per
high-power field. Immediately after this, cystoscopy and mucosal biopsy were performed.
Concerning macroscopic evaluation, bladders were examined grossly through cystoscopy,
for edema and hemorrhage according to modified Gray's criteria. Three observers performed
independent histological examination of biopsy specimens and discussed at the end to
confirm the results. Histological aspects were evaluated according to the criteria and scores
specially elaborated for this study. A reference group (untreated patients) was used to obtain
the baseline scores and the cut off establishment. Statistical significance (p<0.05) was
assessed by Fisher’s exact test. According to these parameters, the regular three-dose
regimen with MESNA did not provide complete uroprotection although most patients did
not have clinicai cystitis develop. Replacement of the two last doses of MESNA by
dexametasone conferred similar uroprotection and subclinical cystitis. Finally, the addition
of dexametasone to the MESNA three-dose regimen improved MESNA’s uroprotection
(p<0.05).



APRESENTACAO

Esta tese é o resultado de um estudo clinico realizado em pacientes portadores de
sarcoma, cancer pulmonar, 6sseo ou germinativo testicular, cujos esquemas quimioterapicos
continham o agente citotdxico ifosfamida, em doses mais elevadas e, portanto, com risco de
desenvolverem cistite hemorragica. Trata-se de um estudo cooperativo, promovido e
patrocinado pelo Laboratério da Inflamacdo e do Céancer (LAFICA), do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Cear4 (UFC), e pelos Servicos de
Oncologia Clinica e Uro-Oncologia, do Hospital do Cancer do Instituto de Céancer do Ceara
(ICC).

Este estudo clinico foi devidamente planejado para avaliar o papel da
dexametasona na prevencdo do desenvolvimento de cistite hemorragica (CH) - um dos para-
efeitos limitantes do uso da ifosfamida. Para tanto, utilizou-se, como referéncia, o esquema
profilatico classico, que é realizado com o 2-mercaptoetano sulfonato (MESNA).

O processo reflexivo que levou a este estudo, iniciou-se com a utilizagédo do
modelo animal experimental da CH, produzida por ciclofosfamida, utilizado por Phillips e
publicado em 1961. Este modelo, considerado simples, preciso e verificavel, deu origem a
uma linha de pesquisa que resultou na elucidagdo de diversos aspectos relacionados a
patogénese e a terapia da CH, induzida pela ciclofosfamida e pela ifosfamida. Assim, com
respaldo nos resultados obtidos com o0 uso da dexametasona na profilaxia da CH e, ainda, na
escassez de estudos relativos a essa afeccdo, publicados na literatura indexada, decidiu-se
realizar o primeiro ensaio clinico do grupo de pesquisa que elaborou este estudo.

O primeiro capitulo resultou de uma pesquisa documental, abordando aspectos
relacionados ao conceito, & patologia, a apresentacdo clinica e aos tratamentos até aqui
propostos para’ cistite hemorréagica, resultante do uso de agentes alquilantes, como a
ciclofosfamida e a ifosfamida. Por oportuno, conceitos, importancia clinica, farmacocinética
e farmacodinamica destes agentes citotoxicos foram expostos no primeiro sub-capitulo, a
fim de proporcionar subsidios técnicos para uma melhor compreensdo da CH.

No segundo sub-capitulo do capitulo primeiro, completados os passos anteriores,
foram prestadas informacdes obtidas no campo da literatura especializada, acerca da droga a
ser testada (dexametasona), e expostas, jJuntamente com a motivacao para a realizagéo deste

estudo, a fundamentacdo experimental para a formulagdo das hipoteses testadas.



O capitulo dois trata dos objetivos e, ainda que de forma breve, da importancia da
pesquisa.

Do terceiro capitulo, consta uma descricdo minuciosa da metodologia, tendo como
ponto de partida a opgdo por um estudo prospectivo, randomizado e duplo-cego, em que
foram utilizados parametros laboratoriais, endoscépicos e histologicos para a afericdo e a
comparaco dos resultados. As observacdes, a fim de se oferecer tratamento estatisticamente
adequado, foram dados escores que propiciaram estudos de contingéncia.

O quarto capitulo apresenta, de forma detalhada e seqliencial, os dados obtidos,
bem assim nos ensaios, permitindo, dessa maneira, que se possa identificar, facilmente, os
resultados obtidos e vislumbrar as conclusdes que virdo a seguir.

O quinto capitulo, em que se apresenta a discussdo, esta centrado na comparagdo
dos resultados e nos dados encontrados na literatura, concordantes ou contraditérios com
cada hipdtese de trabalho, bem como informagdes que dardo origem a continuidade desta
tese.

Por fim, o sexto capitulo apresenta as conclusdes, ou seja, uma sintese dos

resultados, aliada as indagacdes enunciadas nos objetivos.



1. INTRODUCAO



1.1 IFOSFAMIDA COMO DROGA PROMOTORA

DE CISTITE HEMORRAGICA
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111 AGENTES ALQUILANTES

Os agentes alquilantes representam uma variedade de drogas citotoxicas, cuja
similaridade reside no fato de terem um elemento citotoxico molecular comum. A substancia
alquilante ativa, em sua estrutura molecular, contém um grupamento quimico em que ha um
atomo de nitrogénio ligado a um ion etileno (—N-CH(2)-CH(2)--)+, sendo o carbono
terminal o sitio ligante ao DNA celular. Estas moléculas, altamente reativas que sdo, ligam-
se covalentemente as moléculas nucleofilicas (COLVIN, 2001).

Em que pese obstante a ampla variedade de grupos quimicos (amino,
imidazolico, carboxil, sulfidril e fosfato) que os agentes alquilantes podem formar, a partir
das ligagBes covalentes, é nas bases do DNA que se formam os mais importantes, no que diz
respeito as suas acOes terapéuticas.(COOPER, 1995). Estas ligacdes, no caso do DNA, tém
ocorréncia predominante na posicdo N-7 da guanina, embora, em menores proporgoes,
possam ocorrer nas posi¢cdes 0-6 e N-I da guanina; N-7 e N-I, da adenina; N-3 da citosina e
0-4 da timina (BUBLEY et al., 1997).

Trata-se, portanto, de uma classe de agentes antitumorais de grande importancia
clinica, em cujo grupo se incluem a ifosfamida e a ciclofosfamida. As aludidas drogas, tais
como os demais agentes alquilantes, ao entrarem na célula produzem ligacGes covalentes
nos sitios hidrofilicos das bases nitrogenadas do &cido desoxirribonucléico (DNA) e em
outras moléculas biologicamente importantes, fendbmeno quimico denominado de alquilagéo,
resultando, no primeiro caso, em ligacBes cruzadas entre as hélices (FIGURA 1), que

impedem o processo de divisdo celular (TRUMP, 1998).
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FIGURA 1 - Representacao esquematica do DNA mostrando uma ligacéo covalente
bifuncional de um agente alquilante inibindo o progresso da replicacdo do DNA

celular.

Estas ligacOes resultam em uma multiplicidade de defeitos no DNA, variando desde a
depurinacgdo, as quebras em fita simples e dupla, até as ligacbes cruzadas inter e intrafitas.
Referidas alteracfes impedem as ocorréncias de replicacdo e (ou) transcricdo do DNA. Esses
danos no codigo genético, se ndo reparados eficientemente, podem se traduzir por morte
celular ou mutagénese.(COOPER, 1995).

112 IFOSFAMIDA

A ifosfamida (IFS) é um éster fosforamididico integrante do grupo das
oxazafosforinas, agente alquilante citostatico e isdmero estrutural da ciclofosfamida (CFS)
(CALABRESI & CHABNER, 1992). Sintetizada em 1965, a IFS somente passou a fazer
parte do arsenal terapéutico antineoplasico nos primdrdios da década de setenta (HIGGS et
al.,, 1989). A ifosfamida apresenta uma similaridade estrutural com a ciclofosfamida
(FIGURA 2), na medida em que ambas possuem um anel oxazafosforinico. Entretanto, um
dos grupos 2-cloroetil da primeira, esta localizado no &tomo de nitrogénio do anel (BROCK
et al.,1988).
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CICLOFOSFAMIDA IFOSFAMIDA

FIGURA 2 -Representacdo das formulas estruturais da ciclofosfamida e da ifosfamida

Esta modificacdo na estrutura quimica da IFS é responsavel pelas diferencas
fisico-quimicas, dentre as quais a hidrossolubilidade, bem como por outras propriedades
farmacoldgicas e toxicoldgicas (WAGNER, 1994).

Em modelos animais, a ifosfamida revelou-se menos potente e com eficéacia
equivalente a ciclofosfamida, quando administrada em dose Unica. Ndo obstante, quando em
regimes de multiplas doses, a IFS foi mais eficaz (BROCK, 1983; ZALUSPKI & BAKER,
1988). Dessa maneira, logo apds sua instituicdo na pratica clinica, ficou claro que, para o
tratamento de algumas neoplasias malignas, como o carcinoma de pequenas células do
pulméo e os sarcomas de partes moles, a IFS, quando usada em combinagdo com outras
drogas, era mais efetiva que a CFS (BRADE et al., 1985; GOLDIN, 1982; BRAMWELL et
al., 1987). Nos dias atuais, tanto a ciclofosfamida como a ifosfamida sdo largamente
utilizadas no tratamento de doencas linfoproliferativas, tumores soélidos e no
condicionamento de transplante de medula ¢ssea. A CFS ainda é utilizada no tratamento de
doencas imunolégicas (RUSSO, 2000).

Tal qual a ciclofosfamida, a ifosfamida é uma pro-droga, ou seja, é necessario que
a IFS sofra uma primeira passagem, para que, em ultima analise, se transforme em
metabolitos citotoxicos que sdo a 4-hidroxiifosfamida (4-OH-IF), a mustarda de
isofosfaramida, a carboxil-ifosfamida e a cloroetil ifosfamida. Tanto a CFS como a IFS séo
transformadas em metabdlicos ativos, originados, preferencialmente, no figado (FRAISER
et al, 1991), pelo sistema de oxidases de fungdo mista do citocromo P450. Inicialmente, essa
ativacdo se faz através da hidroxilacdo, na posi¢do quatro do anel oxazafosforinico, por
hidrixilase do sistema citocromo P450 (BROCK et al., 1988; BRADE & HERDRICH,
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1986). Assim, a ifosfamida é metabolizada por oxidacdo do anel, também chamada de
ativacdo, formando a 4-OH-IF (forma ativa mais importante), com liberacdo de
cloroacetaldeido (CAA), formando os metabdlitos inativos 3-descloroetilifosfamida (3-
DCE-IF) ou 2-descloroetilifosfamida (2-DCE-IF) que passam por diversas etapas (FIGURA
3), até a formacdo de um Ultimo composto ativo, a mostarda de isofosforamida, e um
produto secundario denominado de acroleina (KUROWSKI & WAGNER, 1997; WRIGHT
et al., 1995;GOREN, 1991; LEWIS et al., 1991). Testes in vitro demonstraram que, embora
todos esses metabolitos tenham uma acéo citotdxica, efetivamente a 4-hidroxi-ifosfamida (4-
OH-IF) € a mais ativa deles (ARNOLDT et al., 1988).

A inativacdo destes metabdlicos se processa através de um complexo sistema
metabdlico, representado por desidrogenacdo irreversivel. Essas reacfes sdo catalisadas
pelas enzimas aldeido desidrogenase e aldeido oxidases. Vale destacar que, por
apresentarem baixos niveis das mencionadas enzimas, as células tumorais sdo mais
suscetiveis a acdo da IFS, sendo esta uma das explicagdes para a acao seletiva da IFS. Dessa
maneira, tumores que demonstrem uma atividade maior da enzima aldeido desidrogenase
apresentam-se mais resistentes a atividade citotoxica das oxazafosforinas. (KOLB et al.,
1994; LIND & ROBERTS, 1990; BROCK, 1989)

FIGURA 3 - Representacdo esquematica do metabolismo da ifosfamida
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Quando comparada a ciclofosfamida, a ifosfamida é menos eficientemente
hidroxilada; isso certamente explica 0 motivo pelo qual maiores doses de ifosfamida séo
necessarias para produzir iguais efeitos (COLVIN, 1982). J& a meia-vida plasmatica da IFS
é igual a da CFS, que é de 5 a 6 horas (WRIGHT et al., 1995; LEWIS et al., 1991).

1.1.3 CISTITE PRODUZIDA POR AGENTES ALQUILANTES
1.1.3.1 Conceito e Etiologia

Apesar do sucesso terapéutico da ifosfamida e da ciclofosfamida, um dos mais
importantes fatores limitantes do uso de ambas, sobretudo em altas doses, é a toxicidade
urotelial. Nessa categoria de efeitos colaterais, destaca-se a cistite hemorragica (KIMURA,
1998; GWEON & SHANBERG, 1997; FOAD, 1976).

Cistite hemorragica (CH) é definida como uma condigdo patoldgica caracterizada
por inflamacdo vesical aguda ou insidiosa, associada a sangramento vesical, de intensidade
variavel. Os fatores etiologicos da CH variam desde radiagGes ionizantes, agentes quimicos,
agentes imunes e agentes biol6gicos, até causas idiopaticas. No que diz respeito aos agentes
quimicos, destacam-se os alquilantes (oxazafosforinas), os inseticidas, a anilina, 0s corantes
derivados da toluidina e a violeta de genciana. Os virus da influenza e o adenovirus, bem
como agentes imunes, como penicilinas, sdo agentes potenciais dessa afecgdo. Apesar da
variedade etioldgica, a radioterapia e a quimioterapia sdo responsaveis pela grande maioria
de hemorragias vesicais severas (DeVRIES & FREIHA, 1990).

Pouco tempo ap6s a introducdo da ciclofosfamida, como agente antineoplésico,
em 1958, jA se comecgou a notar sua urotoxicidade, expressada, clinicamente, através de
sintomas miccionais, dentre os quais vale destacar a disuria, a polaciuria, a urgéncia urinéria
e a hematdria macroscopica e microscopica. Posteriormente, observagdes demonstraram que
outras oxazafosforinas tinham efeito similar (DeVRIES & FREIHA, 1990).

Usualmente, a hemorragia tem inicio durante ou imediatamente ap6s o tratamento
quimioterépico, de tal sorte que a hemorragia tardia s6 é observada nos casos de uso
prolongado de agentes alquilantes, como é o caso da ciclofosfamida em doencas do
coldgeno, dentre outras. J& efeitos tardios, como fibrose e tumor vesicais secundarios,
necessitam longos periodos para se formar, sendo vistos apenas meses ou anos apds 0 uso do
agente antineoplésico (DeVRIES & FREIHA, 1990).
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Algumas séries, até pouco tempo, registravam uma incidéncia de CH de até 68%,
bem como uma mortalidade, nos casos de hemorragias severas, de 4% (BURKET, 1983;
PYERITZ et al, 1978). Atualmente, somente com a utilizacdo de doses tdo elevadas, quanto
as necessarias no condicionamento dos pacientes em regime de transplante de medula, pode-
se observar percentuais proximos a estes (EFROS et al.,, 1994). H4& ainda uma clara
associacdo entre o uso prolongado de ciclofosfamida ou ifosfamida e o desenvolvimento,
tardiamente, de tumores uroteliais, particularmente os vesicais. (CALABRESI &
CHABNER, 1992; LEVINE & JARRARD, 1984).

1.1.3.2 Fisiopatologia

A urotoxicidade desses agentes alquilantes é ocasionada sobretudo pela acroleina
(BROCK & STEKAR, 1979), um aldeido insaturado, altamente reativo, resultante do
metabolismo das oxazafosforinas (RUSSO, 2000). Esse metabolito reage, rapidamente, com
compostos intracelulares, particularmente com a glutationa (KEHRER & BISWAL, 2000),
cujo papel é de citoprotetora. Essa Ultima interacdo exemplifica um dos possiveis
mecanismos da toxicidade da acroleina. Adicionalmente, na sua agdo toxica, a acroleina,
além de favorecer a geracdo de radicais de oxigénio, como anion superoxido e radical
hidroxil, ainda é capaz de iniciar a peroxidacao lipidica (ADAMS & KLAIDMAN, 1993). A
exposicdo a acroleina, também causa interferéncias nos mecanismos  imunes e
inflamatorios (LI et al.,1999; NGUYEN et al., 2001).

Particularmente, em relacdo a IFS, h4, na literatura, indicios de que a
urotoxicidade vesical, resultante do uso dessa droga, possa ser multifatorial, resultando ndo
s6 da acdo da acroleina, como também da acdo de 4-OH-IF e do cloroacetaldeido
(WAGNER et al., 1981; COLVIN, 1982; NORPOTH, 1976). O cloroacetaldeido (CAA)
também esta envolvido com a nefrotoxicidade associada a les&o tubular renal (KUROWSKI
& WAGNER, 1997; ZAMEAUSKI & TUCKER, 1994; MONCRIEFF & FOOT, 1989). A
possibilidade de que a 4-OH-IF possa contribuir, diretamente, com os efeitos urotoxicos,
decorre da observacdo de que sua concentracdo na urina é 50 vezes maior do que sua
concentracdo plasméatica (WAGNER et al., 1981).

O dano urotelial inicia-se com o contato direto da acroleina com a superficie
urotelial. Assim sendo, devido a sua funcdo de reservatorio que propicia um contato
prolongado entre a acroleina e a mucosa vesical, a bexiga € o sitio anatbmico mais afetado
pela toxicidade da acroleina (LEVINE & JARRARD, 1984).
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As alteragOes histologicas se iniciam cerca de 4 horas apds a administracdo da IFS, e
os danos progridem até 36 horas, apds uma dose Unica. Ao final desse periodo, segue-se
uma fase em que predominam os fendmenos relacionados a regeneracdo, cujo inicio ocorre
com a hiperplasia mucosa e a proliferacao papilar (DeVRIES & FREIHA, 1990).

As observacOes feitas & microscopia eletrénica, em bexigas de ratos com leséo
induzida por CFS, indicam que a agressdo primaria dos agentes urotoxicos parece envolver,
inicialmente, a membrana citoplasmatica apical, sendo o complexo unitivo lesado
secundariamente (HICKS, 1966; LEESON, 1962; THEMANN et al., 1987). As alteracOes
que ocorrem nas células superficiais incluem degeneracdo hidrépica com vacuolizacdo de
mitocondrias, reorientacdo dos tonofilamentos apicais e desintegragdo do citoplasma. O
acentuado edema intercelular e a reduzida coesdo celular, resultante da desintegracéo dos
desmossomas, causam, durante as primeiras 6 horas ap6s a administracdo de CFS,
progressiva descamacdo das células epiteliais degeneradas, resultando na exposi¢do da
membrana basal. O escape dos agentes nocivos para o espaco intercelular das camadas mais
profundas decorre de ruptura de membrana nas células superficiais (BROCK, POHL &
STEKAR, 1981).0s ndcleos de muitas células epiteliais exibem marginacdo da cromatina e
pequenos granulos centrais, que séo sinais de lesdo do DNA (FUKUSHIMA et al., 1981). A
membrana basal, nas areas desnudas, mostra-se, por sua vez, alterada e os capilares
subepiteliais apresentam alteracGes endoteliais mais severas do que as registradas naqueles
situados sob membrana basal que ainda contém urotélio integro. As alteracGes endoteliais
envolvem tanto capilares quanto vénulas, enquanto que o endotélio arteriolar encontra-se

menos afetado.

1.1.3.3 Quadro Clinico 4

A apresentacao clinica da CH, que se segue ao uso de oxazafosforinas, inclui uma
variedade de sinais e sintomas que vao desde hematdria microscépica, presente em pacientes
assintomaticos, até episodios recorrentes de hematdria macica, associada a disuria, a
hipertermia, a dor suprapubica, a incontinéncia urinaria e a noctdria, as duas Ultimas
decorrentes da diminuicdo da capacidade vesical, por espasmo do musculo detrussor da
bexiga (DeVRIES & FREIHA, 1990; STILLWELL & BENSON, 1988).

Em casos severos, o processo inflamatério pode evoluir para necrose de todas as
camadas da parede, com perfuracdo vesical secundaria (STILLWELL & BENSON, 1988,
DeVRIES & FREIHA, 1990). O risco de hemorragia é dose-dependente e 0s pacientes que
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por ventura estejam desidratados ou recebendo tratamentos intravenosos, ao invés de orais,
tém um risco aumentado de desenvolver cistite (DeVRIES & FREIHA, 1990).

1.1.3.4 Diagnéstico

O diagndstico é sugerido pelo quadro clinico, obtendo-se sua confirmagdo pela
cistoscopia, seguida de biopsia. Macroscopicamente, ou seja, ao se verificar, cirurgicamente
ou em necropsias, nas bexigas com CH completamente desenvolvida, observa-se hiperemia
e edema acentuados, areas de hemorragia puntiformes, erosbes e Ulceras, podendo haver,
inclusive, urina hemadtica e coagulos intravesicais. Pode ocorrer também hemorragia
ureteral, se houver obstrucdo do colo vesical (THEMANN et al., 1987). O aspecto
endoscépico inicial, ou seja, aquele observado através da cistoscopia, nas primeiras horas
apds a administragcdo de ciclofosfamida ou ifosfamida, caracteriza-se por edema urotelial,
com multiplos pontos de telangiectasia ou pontos hemorragicos discretos. Posteriormente,
ou seja, dias apds a IFS, nota-se a existéncia de telangiectasias difusas e reducdo da
capacidade vesical, além de trabeculagdes da parede da bexiga.

Histologicamente, os achados iniciais sdo edema, erosdo, congestdo e hemorragia.
Mais tardiamente, ao se analisar & microscopia Optica, observa-se alteracGes teciduais
vesicais que abrangem desde descamacdo quase completa do urotélio, Ulceras, edema
subepitelial severo e infiltrado leucocitario, deposito de fibrina e hemorragia (STILLWELL
& BENSON, 1988; GRAY et al., 1986).

1.1.35 Tratamento

Ao longo dos anos, varios métodos terapéuticos tém sido empregados, tanto no
tratamento, quanto na prevencdo da CH. Naturalmente que a prevencdo, efetuada de varias
maneiras, ainda é a forma mais eficiente, fundamentada, essencialmente, na neutraliza¢éo ou
detoxificacdo da acroleina (STILLWELL & BENSON, 1988). Um exemplo de prevencéao
reside na manutencdo de uma diurese volumosa, de modo a diminuir as concentra¢des dos
metabolitos toxicos na bexiga (DROLLER, SARAL & SANTOS, 1982). Dessa forma,
atribui-se a hidratacdo combinada com micgdes freqiientes e cateterismos vesicais, a reducéo
dos efeitos urotoxicos da acroleina. No que diz respeito a essa Ultima modalidade

terapéutica, ha alguma controvérsia quanto a sua eficiéncia, uma vez que o uso de cateteres
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uretrais para remover os metabdlitos e deixar a bexiga em repouso, pode provocar espasmo e
impedir a eliminacdo de codgulos (FRAISER, KANEKAL & KEHRER, 1991).

A hematlria da CH pode ser dividida em 3 categorias, de acordo com a
severidade do sangramento, de tal sorte que a intensidade do tratamento serd diretamente
proporcional a categorizacéo do episddio. As trés categorias sdo: leve, moderada e severa. A
leve ndo produz um decréscimo agudo no hematdcrito, de tal maneira que pode ser
controlada com medidas simples, tais como hidratagdo e irrigagéo vesical, dentre outras
(DeVRIES & FREIHA, 1990). Quanto a categoria seguinte, a moderada, reline 0s casos em
que se produz um decréscimo do hematdcrito no curso de dias e, para manter a estabilidade
hemodinamica, requer transfusdo de ! a 6 unidades de hemécias. Esses casos necessitam de
medidas mais arrojadas e, em algumas circunstancias, podem carecer até mesmo de
instilacdo intravesical de substancia como a formalina. (DeVRIES & FREIHA, 1990). Por
ultimo, vem a categoria das hematurias severas, definida como aquelas refratarias a simples
irrigacOes, instilagbes ou &cido aminocaprdico, que requerem mais de seis unidades de
concentrados de hemacias, cujo controle implica a utilizacdo de procedimentos mais
complexos, como sera citado mais adiante (DeVRIES & FREIHA, 1990).

Uma vez ocorrendo complicagOes vesicais, a terapia com ciclofosfamida ou
ifosfamida deve ser descontinuada (PEDERSEN-B.IERGAARD et al., 1988). Nos casos de
leve intensidade, o tratamento conservador, com cuidado para assegurar uma excelente
diurese, é, com freqliéncia, adequado. A medida que se trata de casos de maior intensidade
de aparecimento dos sintomas e sinais proprios da CH, aumenta a complexidade das a¢des
terapéuticas necessarias para o controle dessa afeccdo. Assim é que, mesmo em casos de
média gravidade, ndo é incomum a necessidade de infusdo de hemoderivados. Ja naqueles
em que o quadro clinico se apresenta de forma severa, procedimentos mais elaborados e,
naturalmente, mais mdrbidos, estdo indicados (DeVRIES & FREIHA, 1990). A tentativa de
realizar cistoscopia, evacuar os coadgulos intravesicais e realizar eletrocauterizagdo com
bisturi, deve ser o primeiro recurso terapéutico a ser adotado, apd6s os procedimentos
conservadores, embora seja, na maioria das vezes, infrutifero. E bem verdade que, mais
recentemente, melhores resultados tém sido obtidos com a substituicdo da
diatermocauterizacgéo por cauterizacdo a laser (GWEON & SHANBERG, 1997).

Quando todas as medidas apresentadas anteriormente ndo surtirem éxito no
controle da hemorragia, a mais letal manifestacdo da CH, lanca-se méo de procedimentos
terapéuticos bastante mérbidos ou complexos e, por vezes, de resultados duvidosos. E assim
que, em determinados casos de hemorragia importante, é indicada a irrigagdo vesical, com
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solucéo de formol a 0.37% ou 0.74%. Durante 10 minutos, mantém-se, intravesicalmente, a
solugdo em questdo, de tal maneira que se consegue sustar 0 sangramento em cerca de 85%
dos casos (KLEIN et al., 1984). Nos casos em que, mesmo assim, ndo sejam contidas as
hemorragias, faz-se necessaria a abordagem cirdrgica, cujas alternativas podem ser, desde a
ligadura das artérias hipogastricas e a derivagdo ureteral, até, em casos extremos, a
cistectomia (ELIAS et al., 1990; DeVRIES & FREIHA, 1990).

1.14 PAPEL DO MESNA E OUTROS TIOIS NA PREVENCAO DA CISTITE
HEMORRAGICA INDUZIDA POR IFOSFAMIDA.

Ainda objetivando proporcionar uma profilaxia da CH, utilizando para tanto
as informacGes disponiveis sobre a reatividade quimica dos metabdlitos urotdxicos das
oxazafosforinas, diversas pesquisas conduziram aos estudos dos tiocompostos como agentes
detoxificantes regionais (BROCK et al., 1984). Entretanto, os referidos estudos, em que pese
0 empenho da comunidade de pesquisadores, obtiveram pouco éxito na descoberta de
compostos efetivos. Uma das razbes do acontecimento, diz respeito ao fato de os
tiocompostos testados ndo serem eliminados por via renal, em tempo suficientemente rapido
para detoxificar os metabdlitos toxicos das oxazafosforinas presentes na urina. Destarte,
apenas duas drogas, N-acetilcisteina (Mucomyst) e 2-mercaptoetano sulfonato (Mesna), por
reagirem com a acroleina, através de dupla ligacdo de carbono, formando tio-ésteres estaveis
ndo-urotdxicos, passaram a ser mais utilizadas nos estudos cientificos (WAGNER, 1994;
BROCK & POHL, 1983; SCHEULEN et al., 1983; BROCK et al., 1981).

Ap6s a administracdo, ja no plasma, o MESNA é rapida e irreversivelmente
oxidado e, em poucos minutos, transforma-se, através de dimerizagdo, em um dissulfito,
chamado DIMESNA. O MESNA e DIMESNA, por serem hidrofilicos, permanecem na
circulagdo. O DIMESNA, resultante da conversdo do MESNA ainda na circulagdo, sofre a
passagem hepética sem mudancas (GOREN et al., 1998), é filtrado pelo rim e reabsorvido
pelos thbulos proximais. E nesse sitio anatdmico onde, através da acdo da glutationa
intracelular, ocorre a reducdo de DIMESNA em MESNA. A seguir, 0 MESNA ¢ secretado
no limen tubular, momento em que os seus grupos sulfidrilas combinam-se diretamente com
0s metabdlitos urotdxicos da IFS e CFS (MORHMANN et al., 1994).

Uma caracteristica do MESNA a merecer destaque é que ele se liga a acroleina, o
mais urotdxico dos metabdlitos da IFS e da CFS, sem afetar o efeito terapéutico dos agentes

alquilantes (EHRL1CH et al., 1984). Esta interacdo entre a acroleina e 0 MESNA, resulta em
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um composto inativo (WAGNER, 1994), sendo portanto, indicado para prevenir a
ocorréncia de CH, deixando de ser Gtil quando a lesdo j& esta estabelecida. (GOREN et al.,
1998).

E, sobretudo, devido as suas solubilidades, que 0 MESNA e o DIMESNA s&o
rapidamente excretados pelo rim, fato que explica suas curtas meias-vidas, obrigando a
repeticdo de suas doses, quando se deseja obter uroprotecdo no uso de oxafosforinas
(BROCK, 1981). No caso do MESNA, a meia-vida plasmatica é de apenas 15 hora
(PEDERSEN-BJERGAARD et al., 1988). Assim, administrado em bolus, imediatamente
antes da CFS ou IFS, a dose inicial do MESNA deve ser de 20% da dose da oxazafosforina,
seguida de doses semelhantes apds 2 e 6 horas, no caso de administracdo por via oral, ou
apés 4 e 8 horas, quando se tratar de administracdo intravenosa (GOREN et al., 1997; KATZ
et al., 1995).

Em estudos pré-clinicos padrées, 0 MESNA demonstrou baixa toxicidade aguda e
crbnica, ndo apresentando teratogenicidade ou mutagenicidade. Igualmente, na pratica
clinica, 0 MESNA revelou-se com baixa toxicidade, sendo observados discretos efeitos
colaterais, incluindo diarréia, cefaléia e dores nos membros inferiores (BATISTA, 2002).

Quanto a N-acetil cisterna, a droga que por muito tempo constituiu uma
esperanca para detoxicar os metabolitos das oxazafosforinas, pode ser administrada via
sistémica (oral, parenteral) ou local (intravesical). Quando administrada, sistemicamente, a
N-acetil cisteina reduz as atividades antineoplésica e imunosupressora das oxazofosforinas.
Quanto a segunda forma de administra-la, ou seja, como irrigante intravesical, além de ser
incomoda, tem um custo financeiro expressivo (RUSSO, 2000), razbes para seu completo
desuso terapéutico na CH. Por outro lado, 0 MESNA, que é absorvido pelas células tumorais
em menor propor¢do que outros tidis (acetilcisteina, glutationa), ndo altera a atividade
terapéutica dos antincoplésicos IFS e CFS (GOREN, 1992).



1.2. DEXAMETASONA: DA EXPERIMENTACAO
EM MODELOS ANIMAIS AO PRIMEIRO
ENSAIO CLINICO (BASE RACIONAL DESTA
PESQUISA)
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121 DEXAMETASONA

Devido ao fato dos glicorticdides representarem a classe de drogas mais efetivas e de
acdo mais ampla na terapéutica das doencas inflamatorias, bem como em raz&o do respaldo
obtido a partir dos ensaios experimentais realizados pelo LAFICA (Laboratdrio de
Farmacologia da Inflamacdo e do Céncer), adotou-se a dexametasona, um dos mais potentes
componentes deste grupo, como droga padrdo no estudo da inibicdo do processo
inflamatério da CH.

A hidrocortisona é o protétipo dos glicorticdides; sua estrutura basica é a mesma de
todos os esterdides, caracterizando-se pelo ndcleo ciclopentassoperidrofenantreno, bem
como pela presenca de uma hidroxila na posicdo 11-beta, essencial a atividade glicorticoide.
Alteracdes nas moléculas da hidrocortisona e da cortisona deram origem aos compostos
denominados de analogos sintéticos, com propriedades farmacoldgicas e farmacodinamicas
diferentes, mais potentes como antiinflamatorios, e com menor capacidade de retencéo de
sodio. Foi dessa maneira que resultou a dexametasona, 30 vezes mais potente que a
hidrocortisona e com atividade mineralcorticoide quase nula (MACEDO & OLIVEIRA,
2002)

O receptor para glicorticoide é uma fosfoproteina com 77 aminoécidos, peso
molecular de quase 94.000 daltons. Possui dois dominios basicos: a porgéo carboxi-terminal,
em que se liga o hormbnio, e o dominio de ligacdo com regiBes especificas do DNA. Os
glicorticéides atravessam as membranas celulares, por difusdo, ligam-se ao receptor,
formando um complexo citoplasméatico que se altera conformacionalmente. O complexo
penetra no ndcleo da célula, e parte do receptor se liga com uma porcdo especifica do
genoma, regulando a transcricdo de RNA, por alteracdo na atividade do gene promotor. As
sequéncias especificas de nucleotideos sdo conhecidas como elementos de resposta dos
glicorticéides (MACEDO & OLIVEIRA, 2002; BARNES & ADCOCK, 1993).

Em que pese a acdo exata dos corticosterdides, no que diz respeito ao seu papel
antiinflamatorio ainda ndo estar plenamente elucidado, diversos mecanismos para explicar
sua atuacdo supressiva foram propostos (FORSYTH&TALBOT, 1992), dentre os quais se
inclui a sintese de proteinas, cujas acGes guardam relagdo com a supressdo dos fendmenos
inflamatorios. Entre tais proteinas encontram-se a lipocortina-1, a interleucina-10, o
antagonista do receptor para interleucina-1 e as endopepdidases (GOULDING et al.,1990;
C1RINO&FLOWER, 1987). Dessa forma, a inibicdo da sintese de citocinas e quimiocinas

pré-inflamatorias, resulta em uma diminuicdo da migragdo leucocitaria para a &rea



inflamato6ria (SCHLEIMER, 1990; MANCUSO, 1995). A lipocortina-1 é, também, in vitro,
a responsavel pela liberacdo de PGE? pelos macréfagos (FERREIRA et al., 1997), fato que
explica, em parte, a agdo antianalgésica.

producdo dos derivados do &cido aracdénico (AA) e de eicosandides, pelas vias das enzimas
cicloxigenase e da lipoxigenase. O mecanismo esté relacionado a inducdo da formagéo da
proteina citada anteriormente, denominada lipocortina-1, de peso molecular igual a 37 kDa,
a qual é termo-estavel, acido resistente, calcio-dependente, tripsina sensivel e que é
imbitoria da fosfolipase A2 Assim é que parte da interferéncia dos glicorticdides na agdo
leucocitaria se d& através da inibicdo da producdo de LTB4, um dos mais potentes agentes
quimiotaticos. Entre outras acdes, O LTB4 aumenta a producgdo de radicais livres e enzimas
iisossdémicas pelos neutréfilos e eosinofilos; além disso , como vasodilatador, é 100 a 1000
vezes mais potente que a histamina, provavelmente em razdo da sua acdo direta nas células
endoteliais (BARNES, 1998; BARNES, 1993; BUTTERFIELD & GLEICH, 1989;
BARNES et al., 1988).

Os glicorticéides tém, ainda, um potente efeito inibitério na sintese de diversas
citocinas, incluindo IL-1, IL-2, IL-3, EL-8, TNF-oc, interferon-y e fator estimulador de
col6nias de granuldcitos e macréfagos (BARNES, 1998; AUPHAN et al., 1995; BARNES
& ADCOCK, 1993; WAAGE et al., 1990). Esse efeito inibitorio guarda relagdo com a
interacdo dos glicorticdides e fatores de transcricdo ativados, a saber: o fator nuclear Kappa
B (NF-kB) e o fator ativador da proteina-1 (AP-1). Essas citocinas, dentre suas atuagdes,
estimulam a produgdo de moléculas de adesdo, as quais sdo fundamentais no processo de
migracdo unidirecional dos leucécitos do sangue periférico, para o sitio inflamatdrio
(ROCHA et al., 1998; ZIMMERMAN et al.,1992).

Além do destacado papel na inflamacdo, tanto a EL-1 quanto a EL-8 produzem
hiperalgesia, a primeira por um mecanismo que envolve a participacdo dos derivados do
AA, pela via da cicloxigenase, a segunda por um mecanismo prostaglandina-independente,
cujo estudo experimental sugere existir a participacdo do sistema nervoso simpatico
(CUNHA et al., 1991).

O TNFa, conhecido inicialmente como caquectina, face a sua propriedade de
desenvolver um intenso consumo calérico-protéico, é produzido por macréfagos ativados,
mondcitos e fibroblastos, em resposta a lipolissacarideos (LPS) bacterianos, células tumorais

e bactérias ( OLD, 1985). Outras func¢Bes importantes do TNFa s&o: estimular o linfécito T
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a produzir citocinas; aumentar a expressao de receptores de IL-2; incrementar a producéao de
linfocitos B e, conseqlientemente, de plasmacitos e anticorpos (OLD, 1985).

O fator de agregacdo plaquetaria (PAF) é um éter-fosfolipidio, formado a partir de
um lipidio complexo, armazenado na forma de um precursor nas membranas
citoplasmaticas, através da acetilacdo catalisada pela acetiltransferase. Sua formacgdo pode
ser inibida por antagonistas da fosfolipase A2 como o sdo os corticosterdides (ALBERT,
1983). O PAF é um importante mediador inflamatério, atuando através de diversos
mecanismos, dentre os quais podem ser citados: a ativacdo plaquetéria, resultando tanto na
agregacdo quanto na liberacdo de fatores pro-inflamatorios; a inducdo de migracéo
leucocitéria; e a formagdo de superdxidos (BRAQUET, 1987).

O o6xido nitrico (NO), por sua vez, € um radical livre em forma de gas, envolvido
com uma multiplicidade de fenbmenos fisioldgicos e patoldgicos, dentre 0s quais merece
destaque a sua participacdo no mecanismo da inflamagéo (DAVIS et al., 2001).

O NO é formado a partir do aminoacido L-arginina, através da agdo da enzima Oxido
nitrico sintetase (NOS). A reacdo catalisada pela NOS requer, além do substrato L-arginina,
oxigénio molecular, NADPH e outros cofatores como a tetrahidrobiopterina, FMN, FAD e
heme para resultar producdo de NO e citrulina (MARLETTA, 1994). Esta enzima se
apresenta em trés isoformas, codificadas por distintos genes, e estd presente em diversos
tecidos. A primeira isoforma, NOS-1, também conhecida como NOS neuronal ou tipo I, esta
associada aos efeitos relacionados a neurotransmissdo. Uma outra isoforma é a NOS-2 ou
tipo Il, conhecida ainda como NOS macrofégica ou induzida, originalmente identificada em
macrofago, e que se encontra presente em uma variedade de células, incluindo hepatécitos,
células de musculo liso, fibroblastos e células epiteliais. Uma ultima isoforma é a NOS-3,
denominada de NOS endotelial ou tipo Ill. Esta forma é responsdvel pela acéo
vasodilatadora do NO (DAVIS et al., 2001).

Ainda dé ponto de vista didatico e funcional, a NOS pode ser agrupada sob duas
categorias ou formas: uma, denominada de constitutiva (NOS-1 E NOS-3), que € citosdlica,
calcio-calmodulina dependente e que promove uma liberagdo de NO, por um curto periodo e
em pequena quantidade, em resposta a um estimulo especifico. Liberado desta forma, o NO
age diretamente ou, principalmente, como segundo mensageiro, em diversos mecanismos
fisiologicos, dentre os quais o controle homeostatico do fluxo coronariano. O outro subtipo
enziméatico (NOS-2) tem sua producdo induzida ap6s a ativacdo dos macrofagos, células
endoteliais e por algumas citocinas pro-inflamatorias e toxinas. Dentre estas citocinas,

merece citacdo a interleucina-1, o IFN-y e 0 TNF-a (DAVIS, 2001). O estimulo do NO, por
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esta via, € duradouro e célcio-calmodulina independente; a enzima é citosolica, necessita de
um co-fator e € inibida por corticosterdides. O NO, produzido dessa maneira, age,
sobretudo, de forma indireta (DAVID et al., 2001; MONCADA et al., 1991).

Adicionalmente as suas func@es fisioldgicas, 0 NO estd envolvido na patogénese de
muitas doencas inflamatdrias, incluindo a artrite reumatoide, a miocardite, a colite e a
nefrite, além de outras patologias como a esclerose lateral amiotrofica, o cancer, o diabete e
algumas doencas neurodegenerativas (DAVID et al., 2001; JANG & MURRELL, 1998;
SCHULTZ etal., 1997).

Em suma, as acOes potenciais do NO sdo diversas e dependem de varios fatores.
Assim é que o sitio e a fonte de producdo, bem como as concentra¢Ges teciduais de NO,
coletivamente determinam se 0 NO ird produzir efeitos diretos ou indiretos, fisiolégicos ou
patoldégicos. Quanto aos efeitos patologicos, na sua producdo estdo envolvidos fenbmenos
que védo desde a inibicdo das enzimas ribonucleotideos redutases, regulacdo das atividades
da ciclooxigenase, da lipoxigenase, do citocromo P-450, até modificages do DNA (DAVED
et al., 2001).

1.2.2 BASE CIENTIFICA EXPERIMENTAL PARA O ENSAIO CLINICO

O Laboratério de Farmacologia da Inflamacdo e do Céancer (LAFICA), do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceara, tem se
dedicado, nos ultimos anos, ao estudo dos mediadores inflamatorios envolvidos nas lesdes
desencadeadas pelo uso de agentes antitumorais. Entre as linhas de pesquisas desenvolvidas,
os destaques vao para a cistite hemorragica induzida por ciclofosfamida e ifosfamida; para
as mucosites, oral e intestinal, induzidas por agentes antimetabolitos; e para a
cardiotoxicidade induzida por doxorrubicina. Nesse sentido, varios estudos experimentais
foram sistematizados, voltando-se para a busca de conhecimentos relativos a patogénese da
cistite hemorrégica induzida por ciclofosfamida e ifosfamida. Os resultados das observagoes
sistematizadas que foram levadas a efeito serviram de base para elaboragéo desta tese que,
na verdade, constituiu-se no primeiro estudo clinico voltado para esse tema, realizado sob a
responsabilidade daquele grupo de pesquisa.

As primeiras tentativas para elucidar questdes relacionadas a patogénese da CH,
vieram demonstrar o envolvimento de mediadores classicos lipidicos, tipo prostaglandinas
(PG), leucotrieno B4 (LTB4) e PAF, bem como de mediadores vasoativos, como a

bradicinina, em eventos inflamatérios na CH. Dessa forma, constatou-se que mediadores,
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tais como as PG, o LTB4 e o PAF, estdo envolvidos no aumento da permeabilidade vascular
na CH; enquanto isso, 0 LTB4e o PAF tém um importante papel na infiltracdo de neutrofilos
desse tipo particular de cistite. Dando sequéncia a estes estudos, 0s pesquisadores
concluiram que a dexametasona era capaz de inibir, de forma estatisticamente significativa,
os eventos inflamatorios atras referenciados. Esses dados foram obtidos a partir de ensaios
experimentais, parte integrante do projeto que resultou na primeira dissertacdo de mestrado
do aludido grupo de pesquisa com relacdo a CH (LIMA, 1994).

Posteriormente, foi constatado que as citocinas, como TNFa e IL-1, eram
mediadores cruciais envolvidos nesses eventos inflamatorios mencionados anteriormente,
assim como na eroséo urotelial e na hemorragia. Na sequiéncia, ainda investigando os papéis
de ambas as drogas, observou-se que inibidores seletivos (talidomida) e ndo seletivos
(pentoxifilina) de TNFa blogueavam, de forma parcial, mas significativa, os eventos
inflamatdrios da CH induzida por ciclofosfamida ou IFS (GOMES, 1995).

Posteriormente, a fim de elucidar a hip6tese enunciada de que, por se tratar de uma
sindrome rica em fendmenos vasculares, o 6xido nitrico deveria estar envolvido, foram
realizados experimentos voltados para trés diregdes.

Como primeiro ponto, os experimentos realizados com inibidores da enzima 6xido
nitrico sintase, tipo L-NAME e L-NOARG, resultaram em bloqueio dos eventos
inflamatdrios e da lesdo urotelial da CH, sendo este efeito revertido por L-arginina, mas ndo
por seu isdmero inativo D-arginina. No segundo direcionamento, observou-se que a
histoquimica para NADPH-diaforase mostrava células contendo NO sintase (NOS) no
urotélio de ratos do grupo controle e que tal marcacdo desaparecia apds inducdo da cistite,
devido a descamacdo urotelial, a0 mesmo tempo em que surgiam células inflamatoérias
coradas para NOS, na lamina prdpria. Em terceiro lugar, comprovou-se que a atividade da
NOS constitutiva decai apos indugdo da CH, em concomitancia a deteccdo de atividade para
NOS induzida na lamina propria (SOUZA-FILHO et al., 1997).

A luz dos conhecimentos anteriores, pode-se demonstrar que o pré-tratamento com
antagonista de PAF (BN52021), além de inibir os eventos inflamatorios cléssicos da cistite,
diminui a atividade da NOS induzida, o que levou a crer que sua liberagdo era mediada por
PAF, via, provavelmente, inducdo de NOS (SOUZA-FILHO et al., 1997).

Ribeiro e colaboradores, em estudos experimentais, demonstraram que, na cascata
dos mediadores envolvidos na patogénese da cistite hemorragica induzida por

ciclofosfamida, o TNF-o¢ é liberado precocemente, induzindo a producdo de outras citocinas
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e a expressdo de NOS induzida, levando a formagéo de NO, o agente lesivo final do urotélio
(RIBEIRO et al., 1998; RIBEIRO et al., 2002).

Essa demonstragdo recente e inédita de que o éxido nitrico (NO) é o mediador final
dos danos uroteliais e da hemorragia da CH, foi uma contribui¢cdo importante daquele grupo
na compreensdo da patogénese dessa patologia e resultou na proposicdo de um modelo
esquematico para ilustrar a participacdo sequencial dos mediadores inflamatérios na CH
(FIGURA 4).

Assim, acredita-se que, apds metabolizada a oxazafosforina, a acroleina resultante,
altamente reativa que é, uma vez em contato com a por¢do apical do urotélio, promove 0
aparecimento de fenémenos, tais como formacgdo de radicais livres, peroxidagdo lipidica,
diminuicdo da gutadiona, produzindo dano ao complexo unitivo, cujo resultado € a perda da
adesividade das células uroteliais superficiais e consequente erosao epitelial. Isso ocorrido, a
lamina propria fica exposta & acéo da acroleina e outros produtos toxicos que, uma vez em
contato com as células apresentadoras de antigenos, induzem a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias, como a IL-1, TNF-a, a0 mesmo tempo em que outras substancias pro-
inflamatdrias estdo sendo produzidas. Quanto a essas Ultimas relacionadas, cabem o0s
destaques para o PAF, bradicinina, derivados do acido aracdénico, e, principalmente para o
NO (LIMA, 1994; RIBEIRO et al., 1998; RIBEIRO et al., 2002).

FIGURA-4 Representacdo esquemdtica da participacdo de mediadores

inflamatdrios na patogénese da cistite hemorragica induzida por oxazafosforinas.
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Baseados no fato de que os glicocorticoides sdo potentes inibidores da sintese de
citocinas, como TNF-a, da IL-1, do PAF e da expressdo da NOS induzida (BARNES &
ADCOCK, 1993), estudos experimentais foram desenvolvidos pelo Laboratério de
Inflamagéo e Cancer do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade
Federal do Ceard (LAFICA), visando a avaliacdo, através de analise farmacoldgica e
histopatoldgica, do efeito da dexametasona na cistite hemorrdgica induzida pela
ciclofosfamida ou ifosfamida em ratos Wistar. No caso particular do estudo pré-clinico de
Morais (2000), cujos resultados serviram de referencial experimental para a execucao desse
estudo clinico, animais foram submetidos a injecéo intraperitoneal (i.p.) de CFS ou IFS, nas
doses de 200 e 400 mg/kg, respectivamente. Os referidos animais foram tratados com
MESNA, na proporcdo de 20% das doses de CFS ou IFS, via i.p., administradas, 4 e 8 horas
apo6s CFS ou IFS. Em outros grupos experimentais, foi substituido o MESNA por Img/kg de
peso de dexametasona, parcialmente (uma ou duas doses) ou totalmente (trés doses).

Os resultados descritos, a seguir, tiveram como base observacfes feitas sobre o
peso umido vesical (FIGURA 5), analise macroscopica e microscopica (TABELA 1) das
bexigas de animais tratados com 200 mg/kg de peso de CFS:

FIGURA 5 - Efeitos de esquemas terapéuticos, com MESNA e/ou dexametasona na profilaxia de cistite

hemorragica induzida por ciclofosfamida, em ratos Wistar. Os resultados do peso Umido vesical estdo

expressso em mg/l0OOg de peso do animal.
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TABELA 1 - Resultado da adogdo dos critérios de Gray, na analise semiquantitativa dos eventos

inflamatdrios, nos animais tratados com Ciclofosfamida (Resultados expressos em medianas e variagdo

dos escores).

Anélise Macroscopica Andlise Macroscopica
(Edema) (Hemorragia) Andlise Microscopica
Grupo S 0 (0-0)* * 0 (0-0) ** 0 (0-0) **
Grupo CH 3 (2-3)* 3(2-3) * 2 (2-2) *
Grupo MMM 0 (0-0) ** 0 (0-0) ** 0 (0-0) **
Grupo MMD 0 (0-0) ** 0 (0-0) ** 0 (0-0) **
Grupo MDD 0 (0-0) ** 0 (0-0) ** 0 (0-0) **
Grupo DDD 1 (0-3)* 1(1-3) * 2(1-2)*

Grupo S = Grupo Salina * p<0,05 em relagdo ao grupo S; **p<0,05 em relagdo ao grupo CHGrupo CH
Grupo da Cistite Hemorragica

Grupo MMM = Grupo tratado com 3 doses de Mesna

Grupo MMD = Grupo tratado com 2 doses de Mesna e 1 dose de Dexametasona

Grupo MDD = Grupo tratado com | dose de Mesna e 2 doses de Dexametasona

Grupo DDD = Grupo tratado com 3 doses de Dexametasona

Os resultados, a seguir descritos, tiveram corno base observacGes feitas sobre o
peso Umido vesical (FIGURA 6) e analise macroscopica e microscépica (TABELA 2) das

bexigas de animais tratados com 400 mg/kg de peso de IFS:

owmo

peso Ifosfamida

*p<0,05

FIGURA 6 - Efeitos de esquemas terapéuticos, com MESNA e/ou dexametasona na profilaxia de

cistite hemorrégica induzida por ifosfamida, em ratos Wistar. Os resultados do peso Umido vesical

estdo expressso em mg/I0O0g de peso do animal.



TABELA 2 - Resultado da adocdo dos critérios de Gray, na analise semiquantitativa dos eventos

inflamatorios, nos animais tratados com Ifosfamida (Resultados expressos em medianas e variagdes dos

escores).
Anélise Macroscopica Andlise Macroscépica Analise Microscdpica
(Edema) (Hemorragia)

Grupo S 0 (0-0) ** 0 (0-0) ** 0 (0-0) **
Grupo CH 3(2-3)* 3 (2-3)* 2 (2-2)*
Grupo MMM 0 (0-1) ** 0 (0-2) ** 0(0-1)**
Grupo MMD 0.5 (0-2) ** 0.5 (0-2) ** 0 (0-0) **
Grupo MDD 0 (0-1) ** 0 (0-1) ** 0 (0-1) **
Grupo DDD 2(1-3)* 25 (1-3) * 2 (2-2) *

Grupo S = Grupo Salina * p<0,05 em rela¢do ao grupo S; **p<0,05 em relagdo ao grupo CH
Grupo CH = Grupo da Cistite Hemorragica

Grupo MMM = Grupo tratado com 3 doses de Mesna

Grupo MMD = Grupo tratado com 2 doses de Mesna e 1 dose de Dexametasona

Gnipo MDD = Grupo tratado com | dose de Mesna e 2 doses de Dexametasona

Grupo DDD = Grupo tratado com 3 doses de Dexametasona

A substituicdo das 3 doses do MESNA, por dexametasona, em 3 doses, embora
tenha reduzido o edema, ndo preveniu os fendBmenos hemorragicos da CH.

Por fim, foram realizados experimentos com ratos Wistar, visando a avaliacdo da
acdo potencializadora da dexametasona, quando associada a0 MESNA, na profilaxia da CH.
Animais foram submetidos a aplicacdo de injecGes intraperitoneais (i.p.) de IFS, na dose de
400 mg/kg. Os animais foram tratados com MESNA, na proporcdo de 20% das doses de
IFS, via i.p., administradas, 4 e 8 horas apds a IFS. Em outro grupo experimental, 0s
animais foram tratados, ao mesmo tempo em que as duas Gltimas doses do MESNA eram
administradas ip, com doses de 4mg/kg de dexametasona vo. Os resultados obtidos foram os

seguintes:
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* p<0,05 em relagdo ao grupo S; **p<0,05 em relagdo ao grupo CH
FIGURA 7 - Efeito do MESNA, isoladamente ou em associacdo com dexametasona, na cistite

hemorréagica induzida por ifosfamida. Os resultados do Peso Umido Vesical, foram expressos em

mg/I00g de peso do animal.

Embora néo tenha havido diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
que utilizaram as trés doses de MESNA e aquele em que se associou 0 MESNA a
dexametasona, a associacdo dessas Ultimas drogas promoveu uma potencializagdo de
17,93% na acdo preventiva de CH, quando comparada com a utilizacdo de 3 doses de
MESNA.

TABELA 3 - Resultado da adocdo dos critérios de Gray, na analise semiquantitativa dos eventos

inflamatérios, nos animais tratados com Ifosfamida (Resultados expressos em medianas e variagdes dos

escores).
Analise Analise Macroscopica Analise Microscdpica
Macroscopica (Hemorragia) (n=6)
(Edema)
Grupo S 0 (0-0) ** 0 (0-0) ** 0 (0-0) **
Grupo CH 3(2-3)* 3(2-3)* 2 (1-2) *
Grupo MMM 0 (0-1) ** 0 (0-1) ** 0(0-1)**
Grupo MMDMD 0 (0-0)* 0 (0-0) * 0 (0-0) *
Grupo S = Grupo Salina * p<0,05 em relagdo ao grupo S; **p<0,05 em relacdo ao grupo CH

Grupo CH = Grupo da Cistite Hemorragica
Grupo MMM = Grupo tratado com 3 doses de MESNA
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Grupo MMDMD = Grupo tratado com 1 doses de Mesna e 2 doses de MESNA + Dexametasona

Mais uma vez, conforme se pode observar (TABELA 3), no que diz respeito ao
peso vesical imido, a associacdo de dexametasona com MESNA, evitou o desencadeamento
de eventos inflamat6rios, macroscopicos e microscopicos, de forma mais consistente que
aqueles observados no grupo em que foram utilizadas trés doses de MESNA, muito embora
néo se tenha alcancado uma diferenca estatisticamente significativa.

Finalmente, apés tudo o que foi exposto anteriormente e que constituiu a base
racional deste trabalho experimental, o grupo do LAFICA, com a participacédo do ICC,
decidiu iniciar este trabalho, que, para eles, teve a primazia de transpor o campo da

experimentacdo para o da pesquisa clinica.



2. OBJETIVOS
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2 OBJETIVOS

O objetivo principal deste ensaio clinico, tendo como base os dados obtidos
experimentalmente e ja expostos de forma preliminar, foi avaliar, comparativamente, 0s
efeitos uroprotetores do esquema terapéutico padrdo de MESNA, composto de trés doses,
versus aqueles de dois esquemas propostos, nos quais se utilizou a dexametasona em
substituicdo ou associagdo as duas Ultimas doses do MESNA, na profilaxia da cistite
hemorréagica, em pacientes portadores de cancer e submetidos a quimioterapia a base de
ifosfamida.

Concomitantemente, e ndo com menor importancia, o trabalho objetivou,
secundariamente, propor um modelo clinico simples e objetivo para o desenvolvimento de

estudos clinicos na area de urotoxicidade vesical, ocasionada por ifosfamida.



3. METODOLOGIA
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31 SELECAO DE PACIENTES

Foram convidados a participar do ensaio, pacientes portadores de tumor
pulmonar, sarcoma e tumor germinativo testicular, dentre aqueles que iriam ser submetidos

a quimioterapia, no Servigo de Oncologia Clinica do ICC.

3.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos todos o0s pacientes que consentiram, previamente, em participar
da pesquisa e que tinham sido selecionados para tratamento com ifosfamida, tanto em
carter curativo quanto paliativo, independentemente do sexo, da raca, da idade e do
estadiamento, cujos protocolos de quimioterapia incluiam dose diaria de ifosfamida igual ou
superior a 1,8 g por metro quadrado. Vale ressaltar que todos os esquemas deveriam

contemplar um minimo de trés, e um maximo de quatro dias de tratamento por ciclo.

3.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Constituiu-se objeto de exclusdo da pesquisa: paciente cujos escores da escala de
desempenho de Karnofsky foram iguais ou inferiores a 40 (ANEXO I); também pacientes
submetidos a tratamento prévio com ciclofosfamida, ifosfamida ou corticosterdides nas
ltimas quatro semanas; e, ainda, portadores de quaisquer patologias do trato urinario, bem
assim os submetidos a radioterapia pélvica.

Por fim, mesmo depois de selecionados, foram excluidos os pacientes cujos
exames laboratoriais de hemograma, creatinina e sumério de urina ndo apresentaram

resultados dentro dos limites dos valores normais.

3.4 CRITERIOS DE INTERRUPCAO DO TRATAMENTO

A interrupcdo deveria ocorrer em todos os pacientes que desenvolvessem cistite
hemorrégica, efeitos indesejaveis moderados ou severos, referentes ao uso da dexametasona
e complicagOes resultantes da cistoscopia (sangramentos moderados, severos ou infecgdes);
a interrupcdo alcancaria, também, os que apresentassem resultados anormais nos testes
laboratoriais, desde que considerados de relevancia clinica, bem assim 0s que tivessem

desistido de participar da pesquisa.



45

3.5 TERMO DE CONSENTIMENTO

O projeto foi apreciado pelo Conselho de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Ceard (COMEPE), para fins de emissdo de parecer. A seguir, o dito parecer foi
referendado pelo Diretor de Ensino e Pesquisa e pelo Diretor-Geral, ambos do Instituto de
Cancer do Ceard. Assim, como o0 respeito devido a dignidade humana exige que toda
pesquisa se processe apds consentimento livre e esclarecido dos individuos envolvidos, 0s
pacientes foram esclarecidos, mediante uma linguagem acessivel, sobre 0s objetivos do
estudo, os procedimentos utilizados, bem como os desconfortos, riscos possiveis e
beneficios esperados. Coube a pelo menos um dos trés médicos envolvidos nesse estudo,
apresentar, oportunamente, aos pacientes, o Termo de Consentimento (Anexo Il) atrés

referenciado.

3.6 APARELHOS E INSTRUMENTOS LABORATORIAIS

* Aparelho de televisdo (SONY) triniton, modelo KV-21B80, série 3014510.

» Camera de video (KARL STORZ) modelo endovision XL, referéncia EKP025577.

* Centrifuga (HETTICH), modelo universal II.

 Cistoscépio (KARL STORZ) com camisa n° 19 de referéncia 27026D; oOtica 30° de
referéncia 27005 BA e ponte de referéncia 27068 D.

» Corador automatico de laminas (M1CROM), modelo NS50.

* Fonte de luz de xenbnio (KARL STORZ), numero de série EK6540.

* Inclusor de tecidos (LEICA), modelo EG-1160.

» Microscépico 6tico (NIKON), modelo YS2-H.

 Microscopico o6tico (OLIMPUS), modelo LII00A.

» Micrétomos (LEICA), modelos RN-2145 e RN2025.

« Pinga de bidpsia endoscépica (KARL STORZ) 7 FR, de referéncia 27177 ACE.

* Processador de tecidos humanos (LEICA), modelo TP-1020.

« Sistema de captura de imagens microscopicas com camara (SONY), modelo SSC-C374,
série 22651.

« Video Cassete (SONY) modelo SLV-66Br, série5512685.

*Criostato (LEICA), modelo CM 1850.
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3.7 DROGAS, SOLUCOES, LIQUIDOS E CORANTES.

« Agua destilada.

e Dexametasona (DECADRON - Prodrome Quimica & Farmacéutica Ltda., Sdo Paulo,
Brasil): comprimidos de quatro mg.

 Doxorrubicina (ADRIBLASTINA - Pharmacia, Australia): frasco-ampola de 10 e 50mg.
 Eosina (EOSINA - Merck, Alemanha): frasco de 25 g de po.

« Fitas reagentes de urinalise (TECO DIAGNOSTICS), referéncia URS-10.

» Formol a 35% (FORMOL CONCENTRADO - Reagen, Brasil): frasco de 1000 ml.

» Hematoxilina (HEMATOXILINA - Reagen, Brasil): frasco de 25 g de pé.

* Ifosfamida (HOLOXANE - Asta médica, Frankfurt, Alemanha): frasco-ampola de | mg.

e Mesha (MITEXAN - Asta Médica, AG Franfurt, Alemanha): comprimidos de 400 e 600
mg.

e VP-16 (VEPESIDE - Bristol, Estados Unidos): frasco-ampola de 100 mg.

« Lidocaina (XYLESTESIN - Cristalia): bisnaga de 30g contendo geléia a 2%.

3.8 PROTOCOLO CLINICO

3.81  ADMINISTRACAO DAS DROGAS

Um grupo constituido pelos 18 primeiros pacientes, candidatos ao uso de
quimioterapia com ifosfamida, e que preenchiam todos os critérios de inclusdo neste estudo,
foi denominado de grupo de referéncia. Todos eles, antes de iniciados 0s esquemas
quimioterapicos propostos, realizaram exame sumario de urina e foram submetidos a
cistoscopia e a bidpsia vesical. Completado o nimero de pacientes de que necessitava 0
grupo de referéncia, o estudo além de duplo cego, passou a ter as divisdes dos pacientes
realizadas aleatoriamente. Esses pacientes, bem assim os novos, foram divididos, ao acaso,
entre trés grupos, cada um contendo 15 participantes, a excecdo do grupo MDD, em que
foram incluidos somente 12 pacientes. Essa decisdo deveu-se ao fato de ter sido observada,
quando da avaliagdo preliminar, menor acdo uroprotetora com a profilaxia administrada aos
pacientes deste grupo. Vale destacar que nenhum deles apresentou quadro clinico de cistite

clinica de importancia, apenas sintomas leves, tais com polacidria e arddria.
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No primeiro grupo, denominado de MMM, os pacientes foram tratados
profilaticamente com MESNA, na dose usual, ou seja, receberam injecdes endovenosas
rapidas, com doses iguais a 20% das doses de ifosfamida, imediatamente antes da
administracdo desta ultima. Apds 2 e 6 h do inicio da quimioterapia, foi administrado o
MESNA, vo, na dose equivalente a 40% daquela de IFS. O mesmo esquema de profilaxia de
cistite foi repetido a cada dia em que se administrou ifosfamida, conforme protocolos
estabelecidos para os diversos tipos de tumores ou intencdo terapéutica (ANEXO IlI). No
segundo grupo, denominado MDD, foi administrada a primeira dose de MESNA,
semelhante aquela do grupo anterior, porém as duas restantes foram substituidas por doses
orais de 4 mg de dexametasona, 2 e 6 horas apds a ifosfamida.

Finalmente, no terceiro grupo, denominado MMDMD, ao inves de substituicéo,
foram adicionados 4 mg de dexametasona as doses de 2 e 6 horas de MESNA, administradas
apos a ifosfamida. Com a finalidade de ser obtida gastroprote¢do, todos 0s pacientes em uso
de dexametasona receberam 150 mg de ranitidina, via oral, duas vezes ao dia (12 em 12
horas). Para garantir a profilaxia de infegdo urinéria, todos os pacientes, uma hora antes de

cada cistoscopia, foram medicados com sulfametoxazol (800 mg) e trimetropin (160 mg).

3.8.2 ANALISE URINARIA

Adotou-se, como critério para avaliacdo dos resultados, em exames urinarios dos
pacientes, realizados 24 horas ap6s a administracdo da Gltima dose de ifosfamida, a presenca
de hematuria, assim designada sempre que se obtivesse mais de cinco hemécias por campo
(400x), estratificada em graus I, Il ou Ill, de acordo com a observacdo de 6 até 10, 11 até 50

e acima de 51 eritrocitos por campo, respectivamente.

3.8.3 EXAME tNDOSCOPICO

Tao logo a coleta de urina houvesse sido realizada, todos os pacientes foram
submetidos a exame cistoscopico, em carater ambulatorial, utilizando lidocaina gel a 5%,

intrauretralmente (FIGURA 8).
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FIGURA 8- Videocistoscopia

Na primeira parte do exame, foram observados 0s aspectos macroscopicos,
levando-se em conta, nesse caso, as carateristicas urinarias, vascularizacdo, presenca de
sangramento, edema, até a existéncia de outras patologias vesicais, tais como: litiase,
diverticulos, tumores, etc... Na segunda parte, foram coletadas amostras vesicais, através de
biopsias com pingas endoscopicas, em numero de duas, escolhendo-se os sitios mais
representativos, ou seja, aqueles que, no entendimento do examinador, apresentassem
alteracOes dos padrdes considerados normais.

No que concerne aos aspectos macroscépicos, a exemplo do que se fez
experimentalmente, para quantificar e descrever os achados endoscdpicos, utilizou-se o0s

critérios macroscopicos de Gray, a saber:

1 -Edema: Escore
a- Nenhum: zero
b- Leve: um
c- Moderado: dois
d- Severo: trés

2 - Hemorragia:

a- Ausente: Zero
b- Telangiectasia: um

c- Sulfusdo hemorréagica: dois
d- Urina hematica ou coagulos intravesicais: trés
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3.8.4 ANALISE HISTOLOGICA

Ao final de cada exame endoscopico, foram realizadas duas bidpsias vesicais. Os
fragmentos uroteliais obtidos foram fixados em formol a 10%, desidratados, diafanizados
em xilol e incluidos em parafina.

A analise histoldgica foi feita em espécimes cortados na espessura de 5pm, coradas
em hematoxilina-eosina, com pelo menos trés sec¢fes por ldmina histoldgica. A observagdo
(FIGURAS 9 e 10) foi feita por dois observadores e os resultados confirmados por um

terceiro observador (patologista mais graduado).

FIGURA 9- Sistema de captura de imagem microscopica

Além da descricdo, os achados histoldgicos foram avaliados semiquantitativamente,
do dano inicial a reparacdo (regenerativa, adaptativa ou cicatrizante), mediante escores (ver
0 ANEXO V), sendo considerados os graus de intensidade das alteraces uroteliais e
estromaticas decorrentes dos, ou associadas aos eventos inflamatérios e a sua evolugdo

(dano celular, necrose, congestéo, edema, exsudato, hemorragia, hialinizagdo, esclerose).
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A introducdo de métodos quantitativos de andlise morfométrica em cortes
histoldgicos, calcada no magnifico trabalho de AHERNE(1970), tem propiciado inferéncias
inquestionaveis sobre dimenses, extensdo, volumes, proporcdes de componentes teciduais,
comparagOes entre espécies e individuos (ALVES et al., 1996). Todavia, a intensidade de
fendmenos microscopicos em uma cadeia de eventos, por exemplo, inflamagéo, assim como
intensidade de reac@es tintoriais de células e tecidos, v.g. na imunoistoquimica ou na
histoenzimologia, embora possa haver a contagem de células reativas, ha caréncia de meios
de andlise quantitativa plena. Neste caso, os investigadores lancam mao de avaliacdo
semiquantitativa, qualificando a intensidade dos fendmenos (leve, moderado ou acentuado;
fraco, moderado ou forte) ou estabelecendo graus numéricos de equivaléncia (1,2,3...); nesse
altimo caso , o somatério dos achados compde o escore (ou indice), permitindo-se
observacdes de comparacdo entre individuos, séries ou coortes. Exemplos sdo vistos em
todas as areas médicas, seja catalogando sintomas, aspectos macroscopicos, eventos
microscopicos ou histoquimicos (JERDE et al., 2002; FERNANDES et al., 2002; HAN et
al., 2002; ITO et al., 2002; BOMMELAER et al., 2001; FERREIRA et al., 2000; ASSREUY
et al., 1999; ALVES et al., 1999; DJAVAN et al., 1999; SANNINO & Sousha, 1994), em
diversos territorios organicos , processos inflamatérios e neoplésticos, inclusive nas cistites
(JERDE et al., 2002; DENSON et al., 2000; ASSREUY et al., 1999).

FIGURA 10 -Aspecto microscopico de um espécime de bidpsia vesical  (aumento
de 40 x)
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Para a analise microscopica da cistite hemorragica (FIGURAS 10 e 11), foram
considerados, em cada caso, 0s escores finais (somatdrio) das alteragdes do urotélio (graus
de erosdo, de edema, de exocitose, de proliferacdo tipica ou atipica e de metaplasias
adaptativas), sabidamente envolvidas nas etapas da inflamacdo, seja como iniciantes, pela
necrose epitelial, geralmente tdxica ou isquémica, seja de regeneragdo hiperplasica ou
adaptacdo. No estroma, em especial na ldmina propria, foram analisados o0s graus (1 a 3) de
congestéo, edema, hemorragia, exsudacao, hialinizacéo e esclerose,valorizando-se, ainda, a
qualidade do exsudato (agudo,crbnico), pela sua celularidade. Destarte, 0s escores finais de

cada caso poderiam alcangar o somatorio de 26.

FIGURA 11-A FIGURA 11-B

FIGURA 11-C FIGURA 11-D

FIGURA 11 - Exemplificacdo de achados microscopicos observados: A - Congestdo (400 x); B -
Epitélio normal com hialinizagdo subepitelial (400 x); C - Edema urotelial maximo (400 x); D - Eroséo

perda das camadas superficial e intermediaria (100 x)
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O grupo controle, ou seja, de referéncia (individuos ndo tratados), permitiu a
obtencdo dos escores de base, pela avaliacdo dos mesmos parametros, aléem da definicdo do
ponto de corte. Desta forma, variagdes individuais ligadas a outros valores (sexo, idade), ou
intercorréncias aleatdrias, foram minimizadas.

Fica evidente que, além de propiciar uma visdo analitica globalizante, os escores
permitem distinguir ndo apenas as diferengas individuais ou de grupos, mas facilitam,
também, a aplicagdo de métodos estatisticos descritivos, sobretudo a avaliacdo de
correlagdes ou independéncia entre os eventos, os individuos e os grupos analisados. Nessa
perspectiva, a par da analise descritiva, os escores foram comparados mediante o teste exato
de Fisher.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Utilizando uma série de programas de computador, denominada em seu conjunto
por Epi info, na sua versdo 6.04 b, foi desenvolvido um questionario para coleta de dados e
formacéo de um banco de dados.

O numero de pacientes por grupo foi calculado utilizando um nivel de confianga
de 95% e um poder de 80% (FLEISS, 1981). Uma vez agrupados os dados, utilizou-se a
mediana como medida de tendéncia central, comparando-se, ademais, os resultados obtidos
nos grupos tratados, com os obtidos nos 18 pacientes que ainda ndo tinham sido submetidos
a quimioterapia com ifosfamida, incluidos no grupo de referéncia. Antes, porém, necessario
se faz dizer que, para realizagdo dos testes de significancia, foi adotado como ponto de corte,
a mediana (Me) dos somatorios dos escores do grupo de referéncia. Ja na composi¢do das
tabelas de contingéncia, em uma célula, utilizou-se a freqiiéncia e o percentual dos
somatorios dos escores que foram iguais ou inferiores ao ponto de corte, e , na outra célula,
foram utilizados aqueles superiores ao ponto de corte. Finalmente, através de tabelas 2x2,
para avaliacdo da significancia, aplicou-se o teste exato de Fisher, para apreciar o nivel de

significancia dos resultados obtidos.



4. RESULTADOS
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4 RESULTADOS

Dos 46 pacientes incluidos no estudo, quatro foram excluidos; uma dessas
exclusdes ocorreu por desisténcia do paciente, no momento da realizagdo da cistoscopia, sob
a alegativa de desconforto para prosseguir com o0 exame; dois outros pacientes, antes mesmo
dos exames, manifestaram desejo de sair do estudo, alegando mal-estar decorrente de efeitos
colaterais da quimioterapia (nausea e vomitos). O ultimo foi excluido por impossibilidade de
realizar a cistoscopia, em face de uma estenose uretral. Dos remanescentes, 12, 15 e 15
foram randomizados para os grupos MDD, MMM e MMDMD, respectivamente. O aludido
estudo clinico teve inicio, representado pela data da primeira inclusdo, no dia 11 de outubro
de 1999, e término no dia 15 de julho de 2002, momento da realizagdo do ultimo exame.

No que diz respeito ao sexo, houve um equilibrio, posto que 52.4% eram
masculinos e 47,6% femininos, fato que se repetiu, inclusive, no grupo de referéncia, onde

50% eram mulheres. Nos grupos tratados, a distribuicdo se fez como na tabela a seguir:

TABELA 4- Distribuicdo dos pacientes estudados, segundo 0 sexo e a profilaxia da

cistite realizada.

MMM MDD MMDMD TOTAL
Feminino 7 (46,6%) 5(41,7%) 8 (53,4%) 20
Masculino 8 (53,4%) 7 (58,3%) 7 (46,6%) 22
TOTAL 15 12 15 42

A anélise dos dados demonstrou que ndo h& diferencas significantes entre os
grupos, quando 830 levados em conta o sexo e a idade. A idade média global dos pacientes
foi de 34 anos, tendo o mais jovem 17 anos e o mais velho, 68 anos (ANEXO V). Nos
grupos REF, MMM, MDD e MMDMD as médias etdrias foram 34, 31, 40 e 31 anos,
respectivamente.

Entre os pacientes, como era de se esperar, houve uma ampla variacdo de
patologias neoplasicas, sendo o predominio de sarcomas (78,7%), seguidos de PNET
(11,9%), tumores germinativos dos testiculos (7,1%) e um caso de tumor pulmonar (2,3%)
(ANEXO V).
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Os esquemas quimioterapicos utilizados foram, em cerca de 21 (50%) dos casos, a
ifosfamida associada a doxorrubicina, na dose de 25 mg/m2, e, nos demais, ifosfamida em
associacdo ao VP-16, esse ultimo na dose de 120 mg/m? (ANEXO V). Quanto a dose
utilizada de ifosfamida, obteve-se uma média de 1,9 g/m , com a menor dose de 1,8 g/m" e a
maior de 2,5 g/m2

No tocante a analise urinaria, 15 (83,3%) dos pacientes do grupo de referéncia
apresentavam menos que cinco hemacias por campo, ao passo que 3 (16,7%) pacientes
obtiveram classificacdo de hematdria com grau I. Mesmo nos grupos tratados e que
utilizaram as diversas opgdes apresentadas para profilaxia de cistite, ndo foram obtidos
resultados que diferissem, significativamente, daqueles encontrados no grupo de referéncia.
Assim é que, quando se trata de exames urinarios em que se detectou cinco ou menos
hemacias por campo, este evento ocorreu 14 vezes (93,3%) no grupo MMM, nove vezes
(75%) no grupo MDD e 15 vezes (100%) no grupo MMDMD, tal como se pode observar na
figura 12. Isto significa que, ndo obstante a profilaxia de que se fez uso, quando se levou em
conta os parametros utilizados neste estudo, em todos 0s grupos 0s pacientes obtiveram
protecdo contra a hematuria.

Grupos de Referéncia e Tratados (segundo a profilaxia)

0 >5 hemacias/campo

FIGURA 12 - Avaliagdo dos efeitos dos diferentes tipos de profilaxia de cistite
hemorrégica induzida por ifosfamida nas altera¢des do exame urinario quando se leva
em conta a hematuria. O percentual representa a proporcdo de pacientes em que

foram obtidos mais de cinco hemacias nor canino (400x).
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Embora, a principio, ndo fosse inten¢do estudar outros parametros urinarios que
ndo a presenca de hemacias, ao se fazer a tabulacdo dos dados, observou-se dois aspectos
que foram julgados interessantes e que dizem respeito ao ndmero de leucécitos e a
proteindria.

No primeiro caso, no grupo de referéncia, 13 (72,7%) apresentavam quatro ou
menos leucocitos por campo, ao passo que nos demais grupos tal observagdo ocorreu como

se segue na tabela 5.

TABELA 5 - Efeito das profilaxias de CH induzida por IF na presenca de leucécitos

na urina.

GRUPO Quatro ou menos leucécitos Mais de quatro leucécitospor TOTAL

por campo campo
MMM 13 (86,6%)** 2 (13,3%) 15
MDD 5 (41,6%) * 7 (58,4%) 12
MMDMD 15(100%)** 0 15
TOTAL 33 9 42

* p<0,05 , quando comparados os grupos REF xMDD; ** p<0.01, os grupos MDD x MMM e MMDMD.

Os dados obtidos e suas respectivas andlises de significancia demonstram que
todos as formas de profilaxia, a excecdo da MDD, foram eficientes em evitar a deteccéo de
um numero de leucdcitos urinarios, além daquele considerado valor de referéncia, quando se
usou, como base, o grupo de referéncia. Além disso, considerando 0 mesmo aspecto, ndo se
observou diferenca entre os grupos MMM e MMDMD.

O segundo ponto a ser considerado, diz respeito a proteinuria, cujo
comportamento dos dados em tudo se assemelhou aqueles observados quando se levou em
conta os leucdcitos. Dessa maneira, ¢ que ficou demonstrado que a profilaxia MDD ndo
confere protecdo contra a proteindria, ao contrario das MMM e MMDMD. E, mais uma vez,
ndo houve diferenca estatisticamente significante, quando se considerou 0 mesmo

pardmetro, entre estes dois Ultimos grupos (TABELA 6).
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TABELA 6- Efeito das profilaxias de CH induzida por IF na presenca de proteina na

urina.
PROTEINURIA REF MMM MMDMD MDD
Presente 6 Gxx 2 8 *
Ausente 12 10 13 4
TOTAL 18 15 15 12

* p<0,05, quando comparados os grupos REF xMDD; ** p<0.01, os grupos MDD x MMM e MMDMD.

Quanto aos achados endoscopicos, ou seja, aqueles registrados segundo as
observacBes durante as cistoscopias, de acordo com o modelo utilizado, foi possivel
constatar alguns aspectos, julgados importantes e que serdo mostrados nos préximos
paragrafos.

No grupo de referéncia, tal como se poderia esperar, a mediana foi igual a zero, e,
somente em um caso registrou-se escore um. Assim, quando comparado 0 grupo atras
referenciado com aquele em que se usou a profilaxia padrdo, com trés doses de MESNA,
houve uma diferenga significativa, pondo em evidéncia que o0 MESNA ndo consegue
prevenir o desenvolvimento de fendmenos inflamatorios observados endoscopicamente
(FIGURA 13 e 14).
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Grupo de Referéncia e Grupo Tratado

FIGURA 13 - Efeito da terapia padrdo com o0 MESNA na prevencdo de CH. A coluna vermelha
representa o percentual de somatdrios de escores cistoscopicos que ultrapassaram o ponto de

corte.* P<001.
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E importante destacar que no grupo MMM, embora se pudesse observar edema e (ou)
telangiectasia em 66,7 % dos pacientes, somente dois deles (11%) referiam queixas

urinarias (disUria e polacidria) 24 horas ap6s o término do ciclo de quimioterapia com IFS.

FIGURA 14 - Detalhe de uma visdo video-cistoscopica de um paciente tratado

profilaticamente com MMM mostrando telangiectasias.

A substituicdo das duas Ultimas doses do MESNA por dexametasona, no regime
tradicional, tal qual pode ser observado na figura 15, também ndo foi capaz de evitar o
aparecimento de fendmenos inflamato6rios observaveis a endoscopia. Assim é que 58,3% dos
escores obtidos colocavam-se acima do ponto de corte, ou seja, da mediana do somatorio
dos escores do grupo de referéncia.Mesmo assim, pelo menos do ponto de vista
endoscdpico, o0s seus resultados se equivaleram aos do grupo de referéncia. Ja a adicdo de
dexametasona ao MESNA (grupo MMDMD), reduz aquela proporcéo para 46,3%, embora

ainda ndo represente isso uma diferenca estatisticamente significante (FIGURA 15).
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FIGURA 15 - Efeito da terapia padrdo com MESNA, isolado ou associado a
dexametasona, na prevencdo de CH. A cor vermelha representa o percentual de escores

cistoscopicos que ultrapassaram o ponto de corte. Quando se compara REF com MMM,
MDD ou MMDMD (* P<001).

No que concerne a histologia dos espécimes, produtos das bidpsias vesicais dos
pacientes do grupo de referéncia, algumas observacOes foram feitas, a fim de identificar
possiveis alteracfes morfologicas teciduais resultantes dos traumas inerentes a execugédo das
bidpsias. Dessa maneira, constatou-se que os edemas urotelial e da lamina prépria, embora
representados por aqueles categorizados por leve, estavam presentes em 33,3 % e 72,2% dos
pacientes, respectivamente. N&o se observou endocitose, ou seja, a presencga de leucocitos
inseridos no epitélio; a0 mesmo tempo, foi possivel constatar a exocitose, ou seja, a presenca
de extravasamento leucocitario na lamina prépria, em 38,9% dos casos no mencionado
grupo.

Considerando-se as alteracdes sofridas pelo urotélio dos pacientes submetidos a
quimioterapia com IFS e aos esquemas profilaticos para CH, utilizados neste estudo,
permitiu-se constatar que, independente da profilaxia, 0 edema (FIGURA 16) esteve

presente na maioria dos casos, conforme se pode observar na figura a seguir (tabela 7):



TABELA 7- Propor¢cdo de edema urotelial observado a microscopia Otica

espécimes vesicais, segundo o tipo de profilaxia para cistite hemorragica.

Classificagdo do Edema  Grupo de Referéncia MDD MMDMD
Ausente 66,6% *20,0% *16,7% *13,3%
Minimo 33,3% *73,3% *75,0% *86,7%
Intenso 6,7%  6,3%

p<0,05 quando se compara 0s grupos tratados com o grupo de referéncia.

Figura 16-A Figura 16-B

nos

FIGURA 16 A - Aspecto microscépico do urotélio sem edema (400 x); B - Aspecto

microscépico de um urotélio com edema intenso, porém sem erosdo (400x).

Levando-se em conta 0 edema observado na lamina prépria (FIGURA 17), foi

possivel perceber uma nitida e porque ndo dizer significativa diferenca entre 0s grupos

tratados, tal como se pode constatar na tabela 8.
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TABELA 8- Proporcao de edema na lamina propria observado & microscopia otica nos

espécimes vesicais, segundo o tipo de profilaxia para cistite hemorrégica.

Classificagdo do Edema  Grupo de Referéncia MMM MDD MMDMD

Ausente 27,8% *6,7% _ *6,7%
Minimo 72,2% *86,7% 66,7% *93,33%
Intenso *6,6% 33,3%

* p<0,05 comparando-se o grupo MDD x MMM e MDD x MMDMD.

Figura 17 A Figura 17 B

FIGURA 17 A - Aspecto microscopico de urotélio com avulsdo focal, lamina prépria
sem edema, porém com esclerose. Nota-se a muscular indene (400X); B - Aspecto

microscépico da lamina propria intensamente edemaciada e com hialinizacdo (400X).

Ainda sob a perspectiva de observar, isoladamente, os fendmenos inflamatorios,
julgados mais importantes, tabulou-se os dados que dizem respeito a erosdo urotelial

(FIGURA 18), cujos resultados podem ser apreciados na tabela 9.
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TABELA 9- Proporcdo de erosdo urotelial observado a microscopia oOtica nos

espécimes vesicais, segundo o tipo de profilaxia para cistite hemorrégica.

Tipo de Erosao Grupo de Referéncia MMM MDD  MMDMD
Ausente 38,8% *8,3% *13,3%
Superficial 61,2% 60,0% **33,3%  86,7%
Superficial e para-basal 26,6%  33,3% B
Ulceracéo 6,7% **25,1%
Total de erosdo 61,2% 933% 91,7% 86,7%

* p< 0,05 quando se compara o tratamento com o grupo ndo tratado (referéncia); **p<0,05 quando se compara

o grupo MDD com MMM ou MMDMD.

Figura 18 A
FIGURA 18 A - Aspecto microscopico do urotélio integro, com congestdo vascular
minima na lamina propria (400 x); B - Aspecto microscopico de erosdo urotelial

completa (400x).

Assim, conforme pode ser constatado a partir dos dados apresentados na tabela 9,
foi possivel fazer inferéncias acerca de dois aspectos interessantes:

Inicialmente, que ja havia algum grau de erosdao em uma proporcdo expressiva das
amostras vesicais de pacientes ainda ndo tratados. Vale ressaltar que, em todos 0s casos,
tratava-se de erosdo superficial e, na maioria das vezes, focal. Provavelmente, este achado

deve-se a disrupgdo determinada pela retirada do fragmento vesical.
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Em segundo lugar, constatou-se que, independente do tipo de uroprotegédo
utilizada, levando-se em conta apenas a existéncia ou ndo de erosdo, ndo se alcangou
diferenca estatisticamente significativa. Por outro lado, na medida em que se estratifica o
tipo de eroséo, ou seja, a intensidade da alteragdo estrutural observada, observou-se que no
grupo em que se administrou apenas a primeira dose de MESNA e se substituiu as demais
por dexametasona (MDD), erosdes de maiores magnitudes foram observadas.

Do ponto de vista microscopico, dois outros aspectos relevantes foram
observados. O primeiro diz respeito a exocitose, ou seja, a migracdo celular para fora dos
vasos sanguineos e sua interposicdo epitelial; a seguir, chamou atencdo a hemorragia,
representada pela extravasamento de hemécias do espaco intravascular para a lamina
prépria, espaco sub-urotelial ou musculatura .

Com relagéo ao primeiro ponto, a exocitose ou exsudato (FIGURA 19) estava
presente em 48,9% dos casos do grupo de referéncia (REF), em 84,7% dos casos do grupo
MMM, em 75% dos casos do grupo MDD e em 46,7% do grupo MMDMD. Tendo em vista
os resultados obtidos, é verdadeiro afirmar que, no modelo utilizado neste estudo, a
dexametasona, quando associada ao MESNA, é capaz de reduzir, de forma estatisticamente
significativa, a observagdo de exsudato celular, qualquer que seja ele; isso sugere que a
dexametasona a faz através de inibicdo de migracdo celular leucocitaria para o sitio
inflamatdrio. Embora ndo tenha havido predominio de um tipo especifico de leucdcitos no
grupo REF, nos demais, a celularidade mista, ou seja, granuldcitos e agranuldcitos, foi
majoritaria (TABELA 10).

TABELA 10 - Tipo de celularidade observada nos casos de exocitose, segundo o tipo

de profilaxia administrada de cistite hemorragica induzida por ifosfamida.

CELULARIDADE REF MMM MDD MMDMD

Ausente 61,1% 13,3%* 25,0% * 53,3%**
Agranulocito 5,6% 6,7% 8,3%
Granulécito 16,7% 26,7% 25,0% 6,7%
Mista 16,7% 53,3% 41, 7% 40,0%

e p<0,01 quando se compara MMM e MDD x REF, ** p<0,05, quando se

compara
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Finalmente, os Gltimos aspectos considerados antes de se passar a utilizar os
escores totais, para que se possa ter uma visdo geral do conjunto dos fendbmenos
inflamatorios, foram aqueles relacionados a hemorragia e a reparacdo (FIGURA 20).
Coincidentemente ao que foi constatado, via comparagdo com alguns outros parametros,
tanto o MESNA, administrado no seu esquema padrdo (MMM), quanto a dexametasona,
administrada em substituicdo ao MESNA (grupo MDD), ndo foram eficientes em prevenir o
aparecimento de focos hemorrgicos. Contudo, a associacdo de dexametasona ao MESNA
(grupo MMDMD) conseguiu inibir o surgimento de focos hemorrdgicos, de maneira
significativa (TABELA 11).

Figura 19 A Figura 19 B

Figura 19 C Figura 19 D

FIGURA 19 - Aspectos microscopicos de espécimes de bidpsias vesicais: A -Lamina
propria com edema intenso e infdtrado leucocitario (exocitose), rico em eosindfilos
(400x); B - Detalhes da lamina de A em maior aumento (1000 x); C - Lamina propria
com intenso infiltrado leucocitario misto, com predominio de mononucleares (400 x); D

- Detalhes da lamina C em maior aumento (1000 X).
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TABELA 11 - Percentual de hemorragia, observado a microscopia Otica, em tecido
vesical obtido por biopsia vesical, segundo a profilaxia utilizada para cistite
hemorragica induzida por ifosfamida.

HEMORRAGIA REF MMM MDD MMDMD

PRESENTE 4 (22,2%) 11 (73,3%)* 7 (58,3%)* 2(13,3%)**

AUSENTE 16 (77,8%) 4 (26,7%) 5 (41,7%) 13 (86,71%)

* p<0,05, quando se compara MMM E MDD x REF; ** p< 0,05, quando se compara MMDMD x MDD;
**pP<0,01, quando se compara MMDMD x MMM. Néo ha diferenca significante entre MMDMD e REF.

Figura 20 A Figura 20 B

FIGURA 20  Aspecto microscépico de espécime de bidpsia vesical: A - Urotélio
integro com congestdo e hemorragia subepitelial, além de hialinizacéo corial (400 x); B
- Erosdo completa (ulceracdo) do urotélio mais hemorragia e esclerose da lamina

propria (400 x).

Quanto a reparagdo, ou seja, 0 conjunto de fendmenos adaptativos celulares e
teciduais frente as agressdes, notou-se que os dois tipos mais frequientemente observados
neste estudo foram a hializacdo e a esclerose. A primeira, quase sempre esteve presente

concomitantemente, ou seguindo-se aos focos de hemorragias recentes (figura 20 A). Em



relacdo ao segundo tipo, a esclerose esteve presente quando j& ndo eram observados focos
recentes de hemorragia, muitas vezes associada com areas de extensas erosoes (figura 20 B).
A distribuicdo percentual dos referidos fendmenos deu-se na conformidade dos valores

registrados na tabela 12.
TABELA 12 -Proporgao de hialinizacdo e/ou esclerose, observadas a microscopia

Otica, em biopsia vesical, segundo a profilaxia para cistite hemorragica induzida por
ifosfamida.

Tipo de Reparagdo  Grupo de Referéencia MMM MDD  MMDMD

Inexistente 56,3% *20%  35,0%  **53,3%
Hialinizagéo 31,3% 6,7%  31,6% 20,0%
Esclerose 12,5% 73,3%  16,7% 33,3%
Ambas 16,7%

* p< 0,05 comparando-se REF x MMM; ** p< 0,05 quando se leva em conta MMM x
MMDMD.

Mais uma vez, no grupo cuja profilaxia para CH foi MESNA, utilizado segundo o0
esquema tradicional (grupo MMM), evidenciou-se um percentual significativo de
hialinizacdo e (ou) esclerose, resultante da reparacdo seqliente aos danos teciduais,
sobretudo a hemorragia.

Uma vez contabilizados os eventos inflamatdrios nas suas particularidade e
nuances, de maneira mais descritiva, passou-se a utilizar a metodologia semiquantitativa de
somatério dos escores microscopicos atribuidos as diversas alteracBes estruturais teciduais.
Dessa forma, obteve-se uma mediana do somatério dos escores, no grupo de referéncia,
igual a quatro. Portanto, tal qual ocorreu quando da analise dos achados endoscépicos, esse
valor passou a ser utilizado como ponto de corte. Os dados obtidos ratificaram as
observacOes de que o MESNA, pelo menos no modelo em questéo, ndo confere protegédo

completa contra a urotoxicidade induzida pela ifosfamida (FIGURA 21).
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E importante ressaltar que a maior contribuicio no somatorio dos escores veio
das alteragdes ocorridas na lamina propria, significando que € ai que a IFS provoca uma
maior intensidade de alteracBes microscopicas. Assim € que 0s percentuais de contribuicdo
da ldmina prépria, nas diversas opg¢des de profilaxia, ou seja, MMM, MDD, MMDMD,
foram 70,78%, 68,73% e 64,09%, respectivamente. Portanto, independente do escore final, a
relacdo entre os danos da lamina propria e do urotélio obedeceu a uma certa

proporcionalidade.
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FIGURA 21 - Efeito da terapia padrdo com MESNA na preven¢do de CH. A cor
vermelha representa o percentual de escores histoldgicos que ultrapassaram o

ponto de corte. * P<0,01.

No grupo MDD, os fendmenos inflamatorios microscopicos estiveram
presentes de tal maneira, que se chegou a uma diferenca estatisticamente significativa
entre este grupo e o REF. Esse fato permitiu inferir-se que a dexametasona, quando
utilizada substituindo o MESNA, ndo melhora de maneira consistente 0s seus
resultados, isso se levada em conta a uroprotecdo, afirmagdo essa que pode ser
comprovada pela inexisténcia de diferenca significante entre os grupos MDD e MMM,
quando considerados os parametros microscopicos citados anteriormente (FIGURA
22).
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FIGURA 22 - Efeito da terapia padrdo com MESNA e da substituicdo do MESNA por
dexametasona na prevencdo de CH. As colunas vermelhas representam os percentuais

de escores histoldgicos que ultrapassaram o ponto de corte.* P<0,01 (REF x MMM),

p<0,05 (REF x MDD),

Por outro lado, a associacdo da dexametasona as duas ultimas doses do
MESNA foi eficiente em prevenir a observacdo de achados inflamatorios, quando

comparada com o0 esquema tradicional de MESNA (MMM) e a substituicdo de duas das

doses do MESNA por dexametasona (MDD) (FIGURA 23).

REF MMM MDD MMDMD
GRUPOS

FIGURA 23 - Efeito da terapia padrdo com MESNA, da substituicdo do MESNA por
dexametasona e da adicdo de dexametasona ao MESNA na prevencdo de CH. A cor
vermelha representa o percentual de escores histologicos que ultrapassaram o p

de corte.* p<0,05 (MMM x MMDMD).
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5 DISCUSSAO

5.1 Limitacbes Metodoldgicas

A pesquisa, no seu sentido mais amplo, e justamente aquela que merece o qualificativo
de cientifica, guardam similitudes em muitos aspectos. Ambas se valem de um conjunto de
atividades direcionadas para a busca de um determinado conhecimento, utilizam métodos,
além de técnicas epistemoldgicas voltadas para a realidade empirica, e, ainda, tém uma
forma peculiar de comunicar o conhecimento obtido. Apesar do exposto, seguir um roteiro
minucioso, detalhado, ndo € o bastante para assegurar a obtencdo de resultados
incontestaveis. Em outras palavras, o sucesso de um trabalho de pesquisa ndo depende
somente da submissdo aos procedimentos do método e aos recursos da técnica, mas requer
mcentivo, imaginagdo criadora e iniciativa individual. Assim é que, por ter sido esta a
primeira pesquisa clinica de cistite hemorragica induzida por um agente alquilante, sob a
responsabilidade de um grupo de pesquisa com uma significativa producdo congénere, na
area experimental, adotou-se, em todos 0s momentos, uma atitude de desapego, para que a
critica, propria e de outros, pudesse lapidar o processo de pesquisa, em busca da verdade.

O contraditério, muitas vezes, evoca questionamentos, e demanda a¢des mobilizadoras
de esforgos cientificos que resultam em pesquisas. Foi dessa forma que, ao investigar um
tema tdo importante como a cistite hemorrdgica induzida por ifosfamida (CH), os
pesquisadores do LAFICA foram surpreendidos pela escassez de estudos sobre CH, na
literatura médica indexada, ainda que experimentais. Esse fato serviu de motivagdo para que,
por mais de nove anos, 0 grupo do LAFICA desenvolvesse diversos estudos experimentais
(RIBEIRO et al., 2002; RIBEIRO et al., 1998; SOUZA-FILHO et al., 1997; GOMES, 1995;
LIMA, 1994), cujos resultados serviram de base para o equacionamento do problema,
fornecendo subsidios para orientacdo desta pesquisa. Porém, mesmo com as apresentacdes
do estudo preliminar, do anteprojeto e do projeto final, jA na montagem e na execucao,
foram necessarias adequacBes ao projeto, representadas pelo ajuste de elementos
selecionados, fundamentados em observagdes praticas, ja que o conhecimento tedrico sobre

0 tema, quando se leva em conta um ensaio clinico, era parco.
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Como exemplo marcante, cita-se a introdugdo de um método de avaliagdo
semiquantitativa, qualificando a intensidade dos fendmenos inflamatérios, de maneira mais
completa que a utilizada até aquele momento nos ensaios experimentais, sob a denominagao
de critérios de Gray (1986). Essa opcdo resultou da observacdo de que, por serem utilizados
em estudos experimentais, em que as bexigas dos animais poderiam ser examinadas in
totum, os critérios de Gray ndo eram suficientes para servir de parametro na observagdo de
fendmenos inflamatérios em espécimes que representavam apenas pequenas amostras
vesicais. Essa decisdo foi embasada em outros exemplos de trabalhos cientificos realizados
com diversos 6rgdos, inclusive bexiga (ASSREUY et al., 1999, ALVES et al., 1996,
BOMMELAER et al., 2001, DJAVAN et al., 1999, FERNANDES et al., 2002, FERREIRA
et al., 2000, HAN et al,, 2002, ITO et al, 20002, JERDE et al., 2002, SANNINO &
SOUSHA,1994).

Como primeira contribuicdo, a metodologia empregada para propiciar inferéncia sobre
0s aspectos microscopicos da CH, além de possibilitar uma visdo analitica globalizante do
problema, permitiu a aplicacdo de testes estatisticos descritivos. A sua adogdo, tida como
uma ferramenta essencial na observagdo dos fenémenos inflamatérios da CH, com os
devidos ajustes, podera servir de base a elaboragdo de novos trabalhos que tenham por
objetivo a elucidacdo de questfes relacionadas a CH.

A cistoscopia é um exame que, se executado dentro dos rigores da técnica e em maos
experientes, tem baixo indice de complicacdo e mortalidade nula. Na instituicdo em que este
estudo clinico foi realizado, tal como na maioria dos servigos de urologia do Brasil, € uma
pratica corrente realizar cistoscopia em ambiente ambulatorial, sob o efeito de anestesia
topica uretral, como lidocaina. O referido exame, ainda que seguro, é fonte de desconforto e,
mais que isto, de apreensdo por parte do paciente. Assim é que, sob tais condi¢cdes, nem
sempre se consegue a colaboragdo do paciente para fazer mais que um destes exames,
sobretudo quaiido, por ser de direito, o individuo é devidamente informado do carater
experimental do estudo do qual est& participando. De tal forma, embora a idéia inicial fosse
realizar dois exames, um antes e outro depois da quimioterapia, por razdes obvias, deu-se
por satisfatéria, nesta pesquisa, a realizacdo de duas cistoscopias somente naqueles que
concordaram, quantidade suficiente apenas para atingir o nimero de individuos necessarios
a0 grupo que serviu como referéncia.

Somado ao rigor na selecdo dos pacientes, outro Obice encontrado deveu-se a
caracteristica da populagdo, representada por pacientes portadores de doenca neoplésica,

muitos dos quais com evolugdo desfavoravel, fato que chegou a limitar a adesdo ao estudo;
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concorreu também para isto, a variabilidade na caracteristica dos pacientes, fator que
motivou uma demora acima da planejada na obtencdo de nimero suficiente de individuos,
capaz de satisfazer o planejamento amostrai.

Ainda no que tange as limitacGes, pode-se destacar a impossibilidade para assegurar a
completa ingestdo de todos os comprimidos administrados para uso domiciliar, uma vez que
0s tratamentos quimioterapicos foram realizados em carater ambulatorial e os tratamentos
profilaticos, fossem com MESNA ou dexametasona, continuavam apds o retomo dos
pacientes para suas casas. Para se certificar da correta ingestdo das drogas, além de rigorosa
orientacdo recebida previamente, posteriormente, 0s pacientes eram interrogados sobre o
modo como usaram 0s medicamentos, bem como foram instruidos, no sentido de que, ao seu
retorno, trouxessem as embalagens das aludidas drogas, a fim de que fossem as mesmas
conferidas.

Por fim, os pré-tratamentos com ondasetrona, um inibidor da serotonina, além de
corticosteréide, ambos utilizados como antiemético, embora ndo tenham impedido a
obtencdo de resultados estatisticamente significantes, talvez expliquem parte do efeito
uroprotetor do MESNA.

5.2 Principais achados e correlatos na literatura

N&o obstante pertencam ao grupo das oxazafosforinas, a ifosfamida (IFS) e a
ciclofosfamida (CFS), devido as diferencas que apresentam em suas propriedades
farmacoldgica e toxicologica, tém diferentes aplicabilidades terapéuticas, bem como
limitacbes nos seus respectivos usos. Quanto a esse Ultimo aspecto, a toxicidade dose-
limitante da IFS é a urotoxicidade, enquanto que a da CFS é a mielotoxicidade (BRADE &
HERDRICH, 1986).

O advento'da profilaxia com o0 MESNA modificou o rumo da terapia citotéxica com
oxazafosforinas, aumentando, assim, o potencial terapéutico da IFS em tumores responsivos
a esta droga, na medida em que permitiu 0o uso de doses maiores. Assim é que a baixa
incidéncia de cistite hemorragica observada atualmente, creditada ao uso do MESNA, cria
dificuldades a realizacdo de estudo visando a compreensdo dessa afecgdo, até porque,
obviamente, ndo se observam fenémenos inflamatorios similares aos ocorrentes nos tempos
que antecederam o uso do MESNA. Por outro lado, seria considerado antiético e ndo
passivel de aprovacdo pelas comissdes de ética em pesquisa, qualquer proposi¢do para
utilizar grupos de pacientes em que ndo se administrasse qualquer profilaxia para cistite
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hemorragica. Por esta razdo, ha necessidade de desenvolver modelos cada vez mais
inteligiveis, e, a0 mesmo tempo, precisos e verificaveis. Este trabalho é resultado de uma
dessas tentativas que, por assim dizer, podera nortear outros pesquisadores a trilhar rumos
seguros na busca de um conhecimento mais completo sobre esta importante entidade
nosoldgica.

Dentre as contribuigfes oferecidas por este trabalho, tem-se a destacar, em
primeiro lugar, o fato de que o sumario de urina, quando da utilizacdo da hematdria como
parametro para aferir a existéncia e intensidade dos fendmenos inflamatorios na CH, em
estudos comparativos, ndo € confiavel. Pode-se fazer tal afirmacéo, tendo em vista que, sob
as circunstancias em que o exame foi realizado e de acordo com o modelo deste trabalho,
ndo houve eficiéncia na demonstracdo de qualquer diferenca estatisticamente significativa
entre os diversos grupos, embora tenha sido logrado éxito via outros métodos. Essa
inferéncia é baseada na observacdo feita de que, o sumario de urina, quando se leva em
conta a hematdria, ndo tem a necessaria sensibilidade para detectar alteracGes iniciais ou
menores na CH. Por outro lado, nos mesmos grupos, foi possivel constatar tais diferencas,
quer do ponto de vista endoscopico, como microscépico.

Possivelmente, a hematuria teria sido um parametro adequado para indicar cistite,
no tempo em que ndo se usava MESNA, com a finalidade profilatica. Assim é que em um
dos poucos estudos randomizados, com finalidade de estudar as toxicidades da IFS e CFS,
realizado pelo EORTC, com dose ration de 2,5 e 1,2 g/m2, respectivamente, sem protecao
com MESNA, observou-se hematiria microscopica e macroscopica em 18% e 9%, apés IFS
(BRADE&HERDRICH, 1986). Outras observacdes, embora ndo obedecessem a uma
sistematizacdo do mencionado estudo, chegaram a demonstrar percentuais de hematiria que
variavam de 20 a 40%. Convém ser dito que, quando se utiliza o MESNA, a incidéncia de
hematuria, microscopica e macroscopica, reduz-se para algo em torno de 5% (BRADE &
HERDRICH, 1986).

Apesar da uroprotecdo inquestiondvel que o MESNA confere, sobretudo
quando se leva em consideracdo a redugdo da sintomatologia urinéria, conforme se pode
observar neste estudo, uma cistite minima, ainda que em pacientes na grande maioria das
vezes assintomaticos, representada por alteracBes uroteliais endoscoOpicas, pode ser
observada em uma consideravel parcela dos citados individuos. A dexametasona, em
substituicdo ao MESNA, embora tenha reduzido o aparecimento desses achados, ndo o fez
de forma significativa. No primeiro caso, pressupfe-se que nem toda acroleina é
neutralizada pelo MESNA, ou, ainda, que outros mecanismos, desconhecidos ou menos
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potentes, sdo responsaveis pelo desenvolvimento de uma cistite, na maioria dos casos,
subclinica. Um dos mecanismos provaveis é que o DIMESNA, em ensaios experimentais, in
vitro, utilizando células tubulares renais, confere protecdo urotoxica contra o 4-OOH-CFS e
ndo contra a 4-O0OH-IFS e o cloroacetoaldeido (CAA), dois dos metabolicos urotdxicos da
ifosfamida. A constatacdo relatada, explica, em parte, as diferengas de urotoxicidade da IFS
e da CFS (MOHRMANN et af, 1994). Pohl e colaboradores, baseados no fato de que o
CAA ¢é um importante metabdlito das oxazafosforinas, desenvolveram um estudo
experimental, com o intuito de elucidar o possivel papel do CAA na patogénese da CH.
Estes autores observaram que, em experimentos com ratos, a injegéo intraperitoneal de CAA
ndo produz lesdo, ao passo que sua instilagdo intravesical produz efeitos urotoxicos, 0s quais
séo parcialmente revertidos pelo MESNA (POHL et al., 1989).

Quanto ao segundo aspecto, ou seja, a impossibilidade da dexametasona de evitar,
significativamente, o desenvolvimento de fendmenos inflamatorios relacionados a cistite
hemorragica, quando sdo levados em conta os achados cistoscdpicos, possivelmente isso se
deve ao fato da dexametasona ndo impedir a agdo tdxica inicial da acroleina e de outros
metabdlitos urotoxicos. Assim, embora ocorra a lesdo superficial do urotélio, a
dexametasona minora ou inibe o desenrolar da cascata inflamatéria que culminaria com a
instalagdo de um quadro hemorragico. 1sso se d4, naturalmente, em razdo da dexametasona
ser inibitdria de passos importantes no mecanismo inflamatério, tais como a producdo de
prostaglandinas, de leucotrienos, de algumas citocinas pré-inflamatdrias, bem como de
Oxido nitrico (SOUZA-FILHO et al., 1997; LIMA, 1994; GOULDING et al., 1990;
BUTTERFIELD & GLEICH, 1989; CIRINO & FLOWER, 1987).

A integridade dos epitélios de todos os departamentos organicos ¢ uma condigao
importante no processo de defesa contra 0s agentes agressores de qualquer natureza. No
caso do urotelio, além deste aspecto, leva-se em consideracdo a existéncia de uma camada
de muco epitélial, representada, sobretudo, por glicosaminoglicanos, cuja fungdo €
antiaderente, evitando, dessa forma, que bactérias ou compostos toxicos se fixem na
mucosa. Este efeito antiaderente é importante na adaptacdo das células vesicais ao seu
ambiente intravesical, protegendo-as contra os agentes agressores (PARSON, 1986). Na
cistite hemorrégica (CH), uma vez que o agente tdxico é excretado por via urinaria e sua
acdo é local, a integridade do epitélio assume uma importancia fundamental na protecdo
contra os efeitos deletérios, consequentes ao uso dos agentes alquilantes.

Desde os estudos pioneiros de Cox, demonstrando que a acroleina era a
responsavel pela urotoxicidade na CH, sabe-se que a acdo da acroleina é local, ou seja, 0
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dano inicial tem inicio com o contato da acroleina com o urotélio (COX, 1979).
Concordante com o estudo de Cox, neste ensaio clinico, pode-se observar que uma ampla
maioria dos pacientes tratados com ifosfamida, mesmo em se tratando daqueles cujo
esquema profilatico para CH era o padrdo (MMM), ou seja, tratados com 3 doses de
MESNA, apresentou graus de erosdo urotelial ndo observados nos pacientes do grupo de
referéncia.

Therman e colaboradores, em estudo experimental utilizando microscopia Otica,
demonstraram que a lesdo inicial na CH era a ruptura da membrana intraluminal, o que
viabilizaria, sobremaneira, o contato dos produtos urinarios toxicos com as camadas mais
profundas do epitélio vesical, produzindo descolamento das células uroteliais e exposi¢édo da
membrana basal (THERMAN et al., 1987). Referido contato desencadearia a producdo de
mediadores inflamatorios, sendo que dentre eles vale destacar o PAF e oxido nitrico (NO)
por terem um papel preponderante na patogénese da CH (RIBEIRO et al.,, 2002,
ZIMMERMAN, 1992). Na conformidade dos dados atras referenciados, tomou-se possivel
constatar, neste ensaio clinico, que os fenbmenos inflamatorios foram mais intensamente
registrados, na medida em que mais eram observados observava erosdes uroteliais. Ademais,
tais fendbmenos, representados, sobretudo, por exocitose, edema e congestdo vascular, todos
que, conforme foi relatado em capitulos anteriores desta publicacdo, sdo favorecidos pela
acdo de substancias pro-inflamatérias como o PAF e 0 NO, diminuiram de intensidade com
a associacdo de dexametasona ao MESNA, nos esquemas de profilaxia da CH. Esses dados
ratificam os resultados obtidos experimentalmente (RIBEIRO et al., 2002; MORAIS, 2000).

Ainda no que diz respeito a patogénese da CH, ha dois outros trabalhos
experimentais, com inferéncias sobre importantes aspectos, que merecem ser destacados:

O primeiro desses trabalhos apresentou resultados que corroboraram a idéia de
que a integridade do urotélio é fundamental na prevencdo do desenvolvimento da CH. Nesse
caso, os autores utilizaram fator de crescimento de ceratindcitos, cujo efeito € induzir
crescimento de células epiteliais em uma variedade de tecidos, inclusive urotelial, e
concluiram que essa substancia tem um papel na prevencdo de CH, devido ao seu rapido
efeito tréfico sobre o urotélio, fato que mantém a integridade epitelial (ULICH, 1997).

O segundo trabalho sugere uma possivel especificidade da agdo tdxica dos
derivados da ciclofosfamida no desencadeamento de CH. Nesse estudo, os autores
realizaram colocistoplastia em ratos Sprague-Dawler, administraram CFS em dose Unica e
observaram que isto ndo resultou em lesdes no segmento de célon utilizado para
colocistoplastia (RODO, 2001).
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No presente estudo clinico, mesmo utilizando apenas bidpsia vesical e levando-se
em conta o fato de que todos os pacientes utilizaram esquemas uroprotetores profilaticos de
CH, pode-se observar que a grande maioria dos espécimes vesicais apresentava algum grau
de erosdo urotelial, embora a maioria dos achados inflamatdrios tenha se concentrado na
lamina propria, e nenhum na muscular propria. Vale ressaltar que apenas uma minoria
desses pacientes apresentava algum grau de sintomatologia urindria. Kimura e
colaboradores, em um estudo que objetivava avaliar a importancia da cistoscopia no
seguimento de pacientes submetidos a regimes terapéuticos com ciclofosfamida em altas
doses, por longos periodos, e em que também se chegou a conclusdo que lesdes precoces do
urotélio aparecem antes do surgimento da hematdria, sugeriram que cistoscopias periddicas
fossem realizadas em pacientes desse tipo (KIMURA et al, 1998). Considerando que a
patogénese da CH, seja ela induzida por CFS ou IFS, é muito assemelhada, e levando-se em
conta os resultados obtidos com a hematdria e 0s achados cistoscopicos como parametros,
acredita-se que a assertiva de Kimura seja valida também para este estudo.

N&o obstante se saiba, ja ha algum tempo, que os glicorticoides sdo inibidores da
sintese de IL-1 e TNF-a (BARNES & ADCOCK, 1993), somente recentemente, através de
estudo experimental, ficou demonstrado que estas citocinas estdo envolvidas na producao da
NOS no urotélio e, por conseqiéncia, com as lesdes ai observadas, quando do uso da
ifosfamida (RIBEIRO et al., 2002). Essa ultima constatacdo é fruto dos estudos
desenvolvidos pelo LAFICA, através dos quais foi sugerida uma provavel participacdo do
PAF, além de ter sido demonstrado o papel do NO na patogénese da CH induzida por
oxazafosforina (SOUZA-FILHO, 1997, RIBEIRO et al., 1998).

Os resultados das analises histoldgicas dos espécimes vesicais, neste estudo,
ratificaram os achados cistoscopicos, uma vez que 0 MESNA ndo foi capaz de suprimir,
completamente, o surgimento de cistite, ainda que seja ela apenas uma expressao
microscopica e ndo clinica. Esses achados, referentes ao aparecimento de cistites, sao
parcialmente suprimidos pela concomitancia do uso do MESNA e dexametasona. Por outro
lado, a utilizagdo da primeira dose de MESNA e a substituicdo das demais por DEXA
produziram uma uroprotecdo compardvel ao regime profilatico rotineiro (MMM). Dai
concluir-se que a dexametasona potencializa a acdo uroprotetora do MESNA, mas,
isoladamente, ndo evita a cistite microscopica. O sinergismo, provavelmente, deve-se ao fato

das duas drogas atuarem através de mecanismos distintos.
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Sabe-se ainda que a reducdo da sintese de citocinas e quimiocinas pro-
inflamatdrias, obtida com a administracdo de corticOides, resulta em uma diminuicdo da
migracdo leucocitaria para a area inflamatéria (SCHLEIMER, 1990; MANCUSO, 1995).
Essa acdo da-se, em parte, através da inibicdo da producdo de IL-1 e TNF-a, uma vez que a
sintese da NOS parece ser mediada por estas citocinas (RIBEIRO et al., 2002). Outras
citocinas, incluindo IL-1, IL-6, IL-8, interferon-y e fator estimulador de coldnias de
granuldcitos e macrdfagos, todas com uma reconhecida acdo pro-inflamatoria, tém suas
produces reduzidas quando da administracdo de corticoides (BARNES & ADCOCK, 1993;
BARNES, 1998; AUPHAN et al., 1995). Adicionalmente, no que concerne as quimiocinas,
a interferéncia dos glicorticoides na acdo leucocitéria ocorre através da inibigdo da producao
de LTB4, um dos mais potentes agentes quimiotaticos (BUTTERFIELD & GLEICH, 1989),
como também do PAF, um importante mediador inflamatdrio, cuja acdo acontece através de
mecanismos, tais como a ativagdo plaquetéria, na inducdo de migracdo leucocitéria e
formacdo de superoxidos, dentre eles 0 NO (RIBEIRO et al., 1997; RIBEIRO et al., 1991;
BRAQUET, 1987).

Vale ressaltar que a dexametasona, na conformidade do modelo aqui utilizado,
conseguiu inibir a exocitose de maneira significativa, fato que certamente guarda relacéo
com a diminuicdo do aparecimento de fendémenos inflamatorios, uma vez que diversos
mediadores inflamatérios, dentre os quais 0 NO, sdo produzidos pelos leucécitos que
migram para o0 sitio da lesdo.(LIMA, 1994; SOUZA-FILHO et al., 1997). Assreuy e
colaboradores, em estudo experimental, demonstraram que a inibicdo da migracdo
leucocitaria por lectinas vegetais reduziu, significativamente, o edema na CH em ratos, o0
que respalda a inferéncia feita no inicio deste paradgrafo (ASSREUY et al., 1999).

Lima, em estudo experimental, utilizando o extravasamento vascular do azul de
Evans, demonstrou gque a dexametasona e 0 BN-52021 (inibidor do PAF) foram capazes de
inibir os danos aos vasos sanguineos, na cistite hemorragica induzida por ciclofosfamida
(LIMA, 1994). Esse aumento na permeabilidade vascular, resultante do uso de CFS ou IFS,
pode ocasionar, a depender da intensidade, desde um simples extravasamento de proteinas
para o intersticio, contribuindo para a formacdo de edema, até hialinizagdo e focos de
hemorragias. |odos esses achados foram fartamente identificados nas anélises histoldgicas
dos espécimes de bidpsias vesicais utilizados no presente estudo. Coincidentemente com 0
estudo de Lima, no modelo utilizado neste estudo clinico, pode-se constatar que a adi¢do de

dexametasona a0 MESNA inibiu o surgimento de focos hemorrégicos na lamina propria. Tal
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resultado, somado aos outros descritos anteriormente, chega a ser alentador, na medida em
que cria a perspectiva ndo so de se maximizar a eficicia dos esquemas profilaticos de CH,
como também da utilizagdo, por via sistémica, ainda que em protocolos clinicos, de
corticosterdides, no tratamento de CH ja instalada.

Dois trabalhos, concordantes com os resultados deste estudo, sugerem que 0S
corticdides tém um importante papel na reducéo dos fenémenos inflamatorios da CH:

O primeiro diz respeito a um estudo retrospectivo, cujo objetivo foi estudar a
ocorréncia de cistite hemorragica induzida por ciclofosfamida em pacientes portadores de
lupus eritematoso sistémico, tratados entre janeiro de 1990 e julho de 1996, no Hospital das
Clinicas da Universidade Federal do Ceara. Vale destacar que, nesse periodo, o uso do
MESNA nédo era rotina naquele hospital e que a profilaxia da cistite hemorragica (CH) se
dava através de hidratagdo venosa, por vezes associada a administracdo de diuréticos.
Mesmo assim, ndo foram observados sintomas ou anormalidades urinarias que fossem
consistentes com o diagnostico de CH. Segundo os autores, tudo levava a crer que a baixa
incidéncia de CH foi devida ao fato de, concomitantemente com a ciclofosfamida, todos os
pacientes do estudos estarem fazendo uso de 10 mg de prednisona por dia, fato que resultou
em uma protecdo adicional contra CH (ROCHA & OLIVEIRA, 1997). Por outro lado, a luz
das observacOes realizadas nesse estudo clinico com ifosfamida, os dados relatados
anteriormente poderiam ratificar a afirmativa de que alteracBes iniciais ou incipientes,
observadas a cistoscopia e a microscopia, nem sempre promovem alteracbes no exame
urinério ou resultam em quadro clinico compativel com cistite hemorragica.

O outro trabalho est4 relacionado a um estudo experimental italiano, publicado em
marco de 1999, cujo objetivo era investigar o papel da bradicinina em induzir contragdo
vesical e manter sua complacéncia em ratos tratados com ciclofosfamida, o qual demonstrou
que a dexametasona, além de diminuir os efeitos inflamatdrios, previne a “up-regulation”
dos receptores B de bradicinina, reduzindo a contragéo vesical (LECCI et al., 1999).

Uma vez que o objetivo principal da ciéncia, mais do que a mera descricdo de
fenbmenos empiricos, é estabelecer, mediante teorias, 0s principios gerais com 0s quais se
pode explicar e prognosticar como tais fendmenos sdo percebidos pelo (s) o (s) examinador
(es); torna-se legitima a busca de inferir acerca de uma sequéncia de eventos inflamatorios
que ocorrem na CH.

Cabe destacar que se chegou a aludida elaborag&o tedrica, atraves da interpretacdo da
intensidade e da frequéncia com que os eventos inflamatérios se apresentaram nos casos

particulares, permitindo-se a compreensdo do que ocorreu no conjunto de individuos
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pesquisados. Ainda se admitiu, por parecer aceitavel, considerar uma certa cronologia para
suas ocorréncias. Destarte, acredita-se que o evento resultante da agressdo inicial ocorreu na
regido apical do urotélio, ocasionando alteracbes como edema, degeneracéo hidropica, cujo
efeito favoreceu a perda da coesdo celular e uma consequente erosdao. A principio, a erosao
se apresentou na sua forma focal superficial, representada pela descamacdo de células
superficiais, de maneira limitada e fracional. A partir dessa etapa, na lamina propria, pode-se
perceber um certo grau de congestdo vascular, edema moderado e exocitose, cuja
intensidade foi proporcional & magnitude das erosdes. Acredita-se que, nesse momento,
conforme foi demonstrado experimentalmente (SOUZA-FILHO, 1997; GOMES, 1995;
LIMA, 1994), o recrutamento celular e os estimulos para producdo de substancia pro-
inflamatorias, destacando-se o PAF, as citocinas (TNF-a e IL-1) e o oxido nitrico (NO),
tenham sido responsaveis pela fenomenal cascata inflamatéria desenvolvida a seguir.

Foi sob as influéncias das substancias pro-inflamatérias aludidas que se
intensificou a erosdo, tanto em extensdo quanto em profundidade, bem como se iniciou a
hemorragia. Quanto a este ultimo fenémeno, o seu local inicial foi no espaco compreendido
entre o urotélio e a ldmina propria, dispondo-se em focos em forma de faixas. Pressupondo-
se resultarem da persisténcia dos estimulos nocivos, observou-se, seqliencialmente, que um
incremento na exocitose, usualmente com a celularidade mista (granuldcitos e
agranuldcitos), além de intenso edema e hemorragias multifocais ou difusas da lamina
propria, fizeram-se acompanhar de ulceraces uroteliais. Por ultimo, como mecanismo
regenerativo, principalmente ap6s hemorragias, nessa sequiéncia, estiveram presente a

hialinizaco e a esclerose.

5.3 Consideragdes finais

No caso do iiso da ifosfamida, como ocorre em toda a ciéncia, ndo se espera que uma
causa, isoladamente, seja suficiente para produzir todos os fenbmenos que, no seu conjunto
sdo denominados de cistite hemorrégica (CH). A interpretacdo dos dados obtidos, através de
metodologia indutiva, permite remeter-se a crenca de que é necesséria a conjungdo de causas
que, influenciando-se mutuamente, criam uma situacdo em que o fendbmeno CH tende a se
manifestar. Assim, levando-se em conta o seu carater experimental, salvaguardadas, no caso,
as condigBes em que se realizou o estudo clinico acerca desta afecgdo, sente-se o quanto é
necessario desenvolver trabalhos para definir fatores que estejam presentes e que influencia

a referida situagéo, sejam eles causas contribuintes, contigentes ou alternativa.
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Ao longo do desenvolvimento deste estudo, ficou claro que, embora as solucGes
encontradas tenham satisfeito as condigdes necessarias para desenvolver uma pesquisa de
acordo com os ditames aceitos, o desenvolvimento de um modelo inteligivel e, a0 mesmo
tempo simples, preciso, completo e verificavel, capaz de fazer previsbes e ajudar a utilizar
0s meios eficazes e apropriados para conhecer e controlar o fendmeno cistite hemorréagica, é
uma tarefa deveras complexa, que requer esforcos conjuntos, desenvolvidos através de
estudos multidisciplinares e multiinstitucionais.

Dessa forma, urge sejam desenvolvidos novos estudos nessa area, objetivando,
inicialmente, uma melhor compreenséo da patogénese da CH em humanos, sendo que, para
tanto, j& existe a fundamentacdo experimental com inibidores especificos. A titulo de
exemplificagdo, pode-se citar a pentoxifilina e a talidomida, a primeira inibidora da sintese
do TNF-oc e IL-1, e a segunda, da sintese do TNF-a.

Outra investigagdo clinica a ser desenvolvida, que ja tem suficiente embasamento
experimental, diz respeito ao uso de amifostina, um anadlogo da cisteamina (CAPIZZI,
1999), também chamada de composto WR-2721. A droga em referéncia foi originalmente
produzida pelo Exército dos Estados Unidos da América, no final da década de 50, com o
objetivo de ser usada como um agente radioprotetor para os seus militares, na eventualidade
de uma guerra nuclear (SPENCER, 1995). Estudos pré-clinicos e clinicos demonstraram que
a citada droga tem a capacidade de proteger os tecidos normais dos efeitos citotoxicos, nao
s6 das radiacBes ionizantes, como de varios grupos quimioterapicos, dentre os quais
poderiam ser citados os agentes alquilantes (ciclofosfamida e ifosfamida), organoplatinos
(carboplatina, cisplatina), antraciclicos (doxorrubucina, daunorrubicina) e taxanes
(SRISWASDI et al., 2000; CAPI1ZZI, 1999; LAPORT et al,, 1999; SPENCER, 1995). No
tocante aos 6rgaos ou tecidos, a amifostina revelou-se citoprotetora no rim, glandula salivar,
figado, coracdo, nervos periféricos, pulmdo e intestino delgado (SRISWASDI et al., 2000;
FOSTER-NORA & SIDEN, 1997). Por tal motivo, a FDA (Food and Drug Administration)
aprovou a amifostina (Ethyol / US Bioscence), como um novo agente citoprotetor, capaz de
reduzir a toxicidade renal cumulativa, em associa¢do com o uso repetido de cisplatinum, na
terapia do cancer do ovario (SPENCER, 1995). Por fim, dois estudos experimentais,
realizados recentemente (BATISTA, 2002; SRIVASTAVA et al., 1999), demonstraram uma
acdo uroprotetora da amifostina, contra a toxicidade da ciclofosfamida e da ifosfamida.

Conhecer a forma como se processa, em todos 0s passos, 0 desenvolvimento da CH,

bem como os fatores inflamatorios envolvidos nessas etapas, seria a chave para se desenhar
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esquemas terapéuticos de maior eficacia, uma vez que a base do tratamento atual da CH é a

profilaxia, sendo pouco o resultado pratico obtido nos casos de CH ja instalada.



6. CONCLUSOES
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Respeitando-se todas as condi¢cdes observadas neste ensaio clinico, bem como a

metodologia utilizada na execucdo, pode-se concluir que:

O MESNA ndo confere protecédo plena contra o desenvolvimento de

cistite, resultante do uso terapéutico de ifosfamida.

A dexametasona, associada ao MESNA, confere uma uroprotegédo

adicional associada na profilaxia da cistite hemorragica.

O exame sumario de urina, particularmente quando se leva em conte
a hemataria, ndo é eficiente para identificar a cistite hemorrégica

subclinica, produzida por tratamento com ifosfamida.

O exame cistoscopico € um instrumento fundamental na
identificacdo de eventos inflamat6rios iniciais na cistite

hemorrégica induzida por ifosfamida.

O método semiquantitativo de avaliacdo da intensidade dos
achados histoldgicos inflamatorios utilizados neste estudo, permitiu
que fossem realizadas, com eficiéncia, comparacgdes entre 0s grupos

de individuos tratados diferentemente.
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ANEXO |

ESCALA DE DESEMPENHO DE KARNOFSKY

ESTADO CLINICO
Normal, nenhuma queixa, sem evidéncia clinica da doenca.
Capaz de continuar a atividade normal; sintomas menores da
doenga.
Atividades normais com esforgo, alguns sintomas da doenga.
Mantém os cuidados pessoais, porém incapaz de continuar as
atividades normais ou trabalho ativo.
Requer auxilio ocasional, mesmo que seja para 0s cuidados
pessoais.
Requer auxilio consideravel e o cuidado médico frequente.
Incapacitado: requer o cuidado e o auxilio especial.
Incapacitado severamente: a hospitalizacdo € indicada, morte ndo
iminente.
Muito doente, hospitalizacdo mandatéria, tratamento ativo
necessario.

Moribundo, progressao para o ébito.
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ANEXO n

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estudo do efeito da Dexametasona na Profilaxia da Cistite Hemorragica Induzida por
Ifosfamida

Vocé esta sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa. Sua participacéo é
importante, porém vocé ndo deve participar contra sua vontade. Leia atentamente as
informacdes abaixo e faga qualquer pergunta que desejar para que todos os procedimentos
desta pesquisa sejam esclarecidos.

Responsaveis: Drs. Ronaldo de Albuquerque Ribeiro e Marcos Venicio Alves Lima.

0] ADAIX0-ASSINAUO, ... ettt ,
........... anos, RG de NC......ccccocveivieieiesiesesieseseeeennns, Prontudrio (Instituto de Céncer do
Ceard)......coceeevevveeneinenn, , declara que é de livre e espontanea vontade que esta participando
como voluntario do projeto de pesquisa supracitado, um ensaio clinico cooperativo em que
estardo envolvidos o Laboratério da Inflamagéo e do Céncer do Departamento de Fisiologia
e Farmacologia da Universidade Federal do Ceara e os Servigos de Oncologia Clinica e Uro-
oncologia do Instituto de Cancer do Ceard. O abaixo assinado esta ciente de que:

1- O objetivo da pesquisa é avaliar a substituicdo de uma ou duas ultimas doses de
MESNA, medicamento normalmente administrado com o quimioterapico, por
dexametasona, outro medicamento que possui acdo antiinflamatéria, no tratamento
convencional com trés doses, como meio para evitar o aparecimento de cistite
hemorrégica (inflamacdo da bexiga), causada por ifosfamida em humanos. Esses sdo
medicamentos necessarios ao seu tratamento.

2- Este estudo é baseado em dados obtidos em estudos laboratoriais que demonstram ser a
substituicdo parcial do MESNA por dexametasona capaz de evitar a cistite hemorragica
induzida por ifosfamida.

3- A cada ciclo de quimioterapia o voluntario serd submetido a exames laboratoriais
(sumario de urina, creatinina) e cistoscopia (exame endoscopico da bexiga), seguida de
bidpsia (coleta de uma minuscula amostra da bexiga).

4- A participacdo neste estudo ndo modifica o tratamento quimioterpico padrdo, indicado
para a doenca e em plena utilizag&o.

5- A realizacdo de exames laboratoriais é desprovida de complicacbes ou efeitos
indesejaveis.

6- A cistoscopia, seguida de bidpsia (02 mindsculos fragmentos), em maos experientes e
com a adocdo de cuidados técnicos necessarios, € um procedimento de baixo indice de
complicacdo, entretanto pode causar, além de eventuais desconfortos durante o exame,
maior possibilidade de infeccdo urinaria; raramente ocorre sangramento urinério e se
isso acontece, € de pequena monta e rapidamente cessa.
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7- Todas as informacBes necessarias para poder decidir, conscientemente, sobre a
participacdo no referido ensaio clinico, foram fornecidas.

8- A liberdade de desistir ou interromper a participagdo, no projeto, no momento em que
desejar, € um direito seu, sem necessidade de qualquer explicacdo e sem que isto venha
interferir no atendimento médico que lhe é prestado nesta instituicao.

9- Os resultados obtidos durante este ensaio serdo mantidos em sigilo e as entidades
promotoras se comprometem em ndo identificar o voluntario por ocasido da
apresentacdo ou da publicacdo dos dados.

10- Caso surja alguma intercorréncia, devera procurar o Instituto de Cancer do Ceara (ICC)
e solicitar que contactem os médicos responsaveis pelo ensaio clinico, nos telefones
abaixo:

Ronaldo de Albuquerque Ribeiro - Fone 99887282
Marcos Venicio Alves Lima -Fone 99834760



ANEXO m

PROTOCOLOS DE QUIMIOTERAPIA

OSTEOSSARCOMA

QT PREVIA E QT ADJUVANTE:

Semanas 0,6 e 12
Ifosfamida 1800 mg/m?

0
Doxorrubicina 25 mg/m

Semanas 3e9
Cisplatina 100-120 mg/m?2

Doxorrubicina 25 mg/mz2

Semana 15
CIRURGIA

Semana 17
Cisplatina 100-120 mg/m2

Doxorrubicina 25 mg/m2

Semanas 20, 26 e 32
Ifosfamida 1800 mg/m2
Etoposide 50 mg/m?2

Semanas 23, 29 e 35
Cisplatina 100-120 mg/m2
Etoposide 50 mg/m?2

D1-D5
D1-D3

DI
D1-D3

DI
D1-D3

D1-D5
D1-D3

DI
D1-D3

Semana 38: REAVALIACAO
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SARCOMA DE PARTES MOLES

OT ADJUVANTE E PALIATIVA:

Ifosfamida 2 g/m? D1-D3 28/28d
Doxorrubicina 25 g/m2 D1-D3

ou

Ifosfamida 2 g/m? D1-D3 28/28d
Etoposide 120 mg/m2  D1-D3

TUMORES GERMINATIVOA TESTICULARES

SEGUNDA LINHA - RESGATE

VP-16 75 mg/m2 D1-D5
Ifosfamida 1800 mg/m2 D1-D5
CDDP 20 mg/m2 D1-D5
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ANEXO IV

Para efeito didatico, as observagdes microscopicas das espécimes vesicais,

coradas em HE, observadas a microscopia Otica, foram divididas em uroteliais e da lamina

propria, conforme a seguir esta discriminado:

1-

Uroteliais:

a.

Dismaturacgdo - perda da polaridade, auséncia de diferenciagdo da camada
superficial.Gradacgdo: 0 - ausente, | - presente.

Atipias - mitoses andmalas, ou seja, na camada parabasal ou superficial: 0 -
ausente, 1 - presente.

Exocitose - Células leucocitarias interpostas no urotélio: 0 - inexistente, 1 -
Um foco, 2 - Dois ou 3 focos, 3 - difuso ou mais de 3 focos.

Edema - Gradacgdo: 0 - ausente, I - minimo (separagdo celular), 2 - intenso
(rotura da continuidade do urotélio com formagéo de vesiculas).

Erosdo - Perda de camadas de revestimento urotelial: 0 - inexistente, 1 -
perda somente da camada superficial, 2 - perdas das camadas superficial e
parabasal com basal integra.3 - Ulceracdo com exposi¢do da lamina propria.
Regeneragdo - Mitoses tipicas e aumento da camada basal: 0 - inexistente, !
- normal, 2 - exagerada ou hiperplasica, 3 - sdo encontradas metaplasia

intestinal ou escamosa.

Lamina propria:

Edema: 0 - ausente, | - minimo, 2 - intenso.

Exocitose (exsudato): 0 - inexistente, 1 - um foco, 2 - dois ou 3 focos, 3 -
difuso ou mais de 3 focos.

Hemorragia: 0 - inexistente, 1 - um foco, 2 - dois ou 3 focos, 3 - quatro ou
mais focos.

Hialinizagdo ou esclerose: 0 - inexistente, 1 - somente hializagdo, 2 -
somente esclerose , 3 - hialinizagéo e esclerose.

Congestdo - aumento da vascularizagcdo, representada por presenga de
muitos capilares ou vasos ectasiados: 0 - ausente, 1 - minima, 2 - maxima.
Celularidade - O tipo de leucdcitos presentes nas areas de exocitose:

granuldcitos ou agranulécitos
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Dados demograficos e clinicos dos

Idade
32
18
32
22
46
50
54
45
20
36
63
21
22
20
39
68
21
48
40
27
47
28
24
24
30
18
24
22
38
20
39
68
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32
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22
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Condicédo Patolégica

Fibrossarcoma
Osteossarcoma
Fibrossarcoma
PNET

Sarcoma
Fibrossarcoma
Neoplasia pulmonar
Lipossarcoma
Sarcoma epiteliéide
Tumor germinativo testicular
PNET
Leiomiossarcoma
Sinoviossarcoma
Fibrohistiocitoma
Sinoviossarcoma
Leiomiossarcoma
Sarcoma de Ewing
Lipossarcoma

Leiomiossarcoma

Sarcoma de pequenas células

Leiomiossarcoma
Sinoviossarcoma
Nefroblastoma
Lipossarcoma
PNET
Osteossarcoma
Osteossarcoma
PNET

Tumor germinativo testicular
Fibrohistiocitoma
Sinoviossarcoma
Leiomiossarcoma
PNET
Osteossarcoma
Sinoviossarcoma
Osteossarcoma
Osteossarcoma
Fibrohistiocitoma
Fibrossarcoma
Tumor germinativo testicular
Osteossarcoma

Schwanoma

Esquema quimioterapico

Ifosfamida + VP-16
Ifosfamida + Doxorrubicina
Ifosfamida + VP-16
Ifosfamida + VP-16
Ifosfamida + Doxorrubicina
Ifosfamida + VP-16
Ifosfamida + Doxorrubicina
Ifosfamida + Doxorrubicina
Ifosfamida + Doxorrubicina
Ifosfamida + VP-16
Ifosfamida + VP-16
Ifosfamida + Doxorrubicina
Ifosfamida + Doxorrubicina
Ifosfamida + VP-16
Ifosfamida + VP-16
Ifosfamida + Doxorrubicina
Ifosfamida + VP-16
Ifosfamida + Doxorrubicina
Ifosfamida + Doxorrubicina
Ifosfamida + Doxorrubicina
Ifosfamida + Doxorrubicina
Ifosfamida + Doxorrubicina
Ifosfamida + VP-16
Ifosfamida + VP-16
Ifosfamida + VP-16
Ifosfamida + VP-16
Ifosfamida + VP-16
Ifosfamida + VP-16
Ifosfamida + VP-16
Ifosfamida + Doxorrubicina
Ifosfamida + Doxorrubicina
Ifosfamida + VP-16
Ifosfamida + VP-16
Ifosfamida + Doxorrubicina
Ifosfamida + Doxorrubicina
Ifosfamida + Doxorrubicina
Ifosfamida + Doxorrubicina
Ifosfamida + VP-16
Ifosfamida + Doxorrubicina
Ifosfamida + VP-16
Ifosfamida + Doxorrubicina

Ifosfamida + VP-16
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