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RESUMO

A cistite hemorragica é um efeito colateral da quimioterapia induzida pelo
antineoplasico do grupo das oxazafosforinas (ifosfamida e ciclofosfamida), decorrente
da formacédo do metabdlito urotoxico acroleina. Assim, a busca por proteinas vegetais
pode ser uma alternativa terapéutica. Morinda citrifolia Linn., popularmente conhecida
como noni, é uma espécie da familia Rubiaceae, dessa espécie utiliza-se desde a raiz
aos frutos para finalidades terapéuticas. A partir das sementes, uma proteina
termoestavel denominada McLTP: (9,4 kDa) foi purificada, dentre os seus efeitos
terapéuticos apresentou atividade anti-inflamatéria, gastroprotetora, antibacteriana e
antinociceptiva. Desse modo, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito uroprotetor
de McLTP: na cistite hemorragica induzida por ifosfamida em camundongos,
investigando os mecanismos de acdo envolvidos. A cistite hemorragica foi induzida
por meio da administracao intraperitoneal (i.p) de ifosfamida (IFO) em dose Unica de
400 mg/kg, conforme protocolo padronizado, em camundongos da linhagem Balb/c
machos. O grupo experimental tratado com o farmaco uroprotetor, Mesna (80 mg/kg;
i.p), recebeu um pré-tratamento 30 minutos antes, 4 e 8 horas apdés IFO. Realizou-se
um pré-tratamento trés dias antes da indugé&o da cistite com McLTP1 administrada nas
doses de 10, 20 e 40 mg/kg (i.p), e dois tratamentos 4 e 8 horas ap6s administracao
da IFO. Seguidas 12 horas da inducdo da cistite hemorragica, os animais foram
eutanasiados por uma alta dosagem anestésica. Posteriormente, as bexigas foram
removidas, pesadas, analisadas macroscopicamente (edema e hemorragia), em
seguida foram mantidas em formol tamponado a 10% para analises histoldgicas,
imuno-histoquimica (COX-2 e TNF- a), imunofluorescéncia (NF-kB e F4-80) ou
armazenadas a - 80°C para dosagem de MPO, hemoglobina, citocinas (TNF-a, IL-1f,
IL-6, IL-10, IL-4, IL-33), enzimas (INOS e COX-2) e marcadores de estresse oxidativo
(MDA, NO, GSH, SOD e CAT). Os procedimentos experimentais adotados foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/NPDM) através do
protocolo ndamero n° 23170920-0. O tratamento com McLTP: reduziu
significativamente o peso umido vesical nas trés respectivas doses supracitadas,
contudo, foi observada a reducdo dos parametros de toxicidade (escores
macroscopicos de edema e hemorragia) apenas na menor dose (10 mg/kg), como
também a atividade da MPO nas doses de 10 e 20 mg/kg (p<0,05). Diante desses
resultados, a menor dose foi escolhida para os experimentos subsequentes. McLTP1
(10 mg/kg) foi capaz de reduzir a permeabilidade vascular e hemoglobina na bexiga
(p<0,05). Além disso, apresentou efeito protetor ao atenuar os escores inflamatérios
e preservar a estrutura do urotélio. A atividade anti-inflamatéria foi demonstrada
através da diminuicdo significativa das citocinas TNF-a, IL-1B, IL-6 e aumento de IL-
10; reducao da expressao de COX-2, NF-kB e F4/80, e expressédo génica de IL-33, IL-
4 e INOS. McLTP; também apresentou atividade antioxidante, sendo capaz de reduzir
MDA e NO e aumentar os niveis de GSH, SOD e CAT. A partir dos dados
apresentados, podemos inferir que McLTP1 € um uroprotetor na prevencéo da cistite
hemorragica induzida por ifosfamida em camundongos através da redugdo de
parametros inflamatorios e atividade antioxidante.

Palavras-chave: bexiga; cistite hemorragica; ifosfamida; Morinda citrifolia; MCLTP;.



ABSTRACT

UROPROTECTIVE EFFECT OF A PROTEIN ISOLATED FROM NONI SEEDS
(Morinda citrifolia L.) ON IFOSFAMIDE-INDUCED HEMORRHAGIC CYSTITIS IN
MICE

Hemorrhagic cystitis is a side effect of chemotherapy induced by an antineoplastic
agent from the oxazaphosphorine group (ifosfamide and cyclophosphamide), resulting
from the formation of the urotoxic metabolite acrolein. Thus, the search for vegetable
proteins can be a therapeutic alternative. Morinda citrifolia Linn., popularly known as
noni, is a species of the Rubiaceae family, this species is used from the root to the fruit
for therapeutic purposes. From the seeds, a thermostable protein called McLTP; (9.4
kDa) was purified, among its therapeutic effects, it showed anti-inflammatory,
gastroprotective, antibacterial and antinociceptive activity. Thus, the aim of this study
was to evaluate the uroprotective effect of MCLTP1 on hemorrhagic cystitis induced by
ifosfamide in mice, investigating the mechanisms of action involved. Hemorrhagic
cystitis was induced by intraperitoneal (i.p) administration of ifosfamide (IFO) in a single
dose of 400 mg/kg, according to a standardized protocol, in male Balb/c mice. The
experimental group treated with the uroprotective drug, Mesna (80 mg/kg; i.p),
received a pretreatment 30 minutes before, 4 and 8 hours after IFO. A pre-treatment
was carried out three days before the induction of cystitis with McLTP1 administered at
doses of 10, 20 and 40 mg/kg (i.p), and two treatments 4 and 8 hours after IFO
administration. After 12 hours of hemorrhagic cystitis induction, the animals were
euthanized by a high anesthetic dose. Subsequently, the bladders were removed,
weighed, analyzed macroscopically (edema and hemorrhage), then kept in 10%
buffered formalin for histological, immunohistochemical (COX-2 and TNF-a),
immunofluorescence (NF-kB and F4-80) or stored at -80°C for measurement of MPO,
hemoglobin, cytokines (TNF-a, IL-183, IL-6, IL-10, IL-4, IL-33), enzymes (iNOS and
COX-2) and oxidative stress markers (MDA, NO, GSH, SOD and CAT). The adopted
experimental procedures were approved by the Committee on Ethics in the Use of
Animals (CEUA/NPDM) through protocol number 23170920-0. Treatment with McLTP,
significantly reduced bladder wet weight at the three respective doses mentioned
above, however, a reduction in toxicity parameters (macroscopic scores of edema and
hemorrhage) was observed only at the lowest dose (10 mg/kg), as well as the activity
of MPO at doses of 10 and 20 mg/kg (p<0.05). Given these results, the lowest dose
was chosen for subsequent experiments. McLTP; (10 mg/kg) was able to reduce
vascular permeability and hemoglobin in the bladder (p<0.05). In addition, it had a
protective effect by attenuating inflammatory scores and preserving the structure of the
urothelium. The anti-inflammatory activity was demonstrated through the significant
decrease of the cytokines TNF-q, IL-1B, IL-6 and increase of IL-10; reduced expression
of COX-2, NF-kB and F4/80, and gene expression of IL-33, IL-4 and INOS. McLTP1
also showed antioxidant activity, being able to reduce MDA and NO and increase levels
of GSH, SOD and CAT. From the presented data, we can infer that McLTP; is a
uroprotector in the prevention of ifosfamide-induced hemorrhagic cystitis in mice by
reducing inflammatory parameters and antioxidant activity.

Keywords: bladder; hemorrhagic cystitis; ifosfamide; Morinda citrifolia; MCLTP1.
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1. INTRODUCAO

1.1 Oxazafosforinas: ifosfamida

As oxazafosforinas sdo antineoplasicos alquilantes da classe das mostardas
nitrogenadas altamente reativas que agem modificando diretamente grupos
nucleofilicos especificos de moléculas de DNA. Ciclofosfamida e ifosfamida fazem

parte desse grupo de quimioterapicos (Figura 1) (DECHANT et al., 1991).

Figura 1 - Formulas estruturais das oxazafosforinas.

CH,CH,CI
CICH,CH, N /N3 A\ CICH,CH, \_
N— P2 5
v /\ 1 5/
H o O CICH,CH,
Ifosfamida Ciclofosfamida

Fonte: adaptado de Furlanut; Franceschi (2003).

Os quimioterapicos ciclofosfamida e ifosfamida tém eficicia terapéutica em
diversos tumores malignos, abrangendo o cancer de pulméo pequenas células e ndo
pequenas células, osteossarcoma, sarcoma de tecidos moles, sarcoma de Ewing,
cancer de testiculo, bexiga, cancer do colo do utero (recorrente ou metastético),
cancer de mama avancado, linfoma n&o-Hodgkin e Ilinfoma de Hodgkin
(GANGIREDDY; NOOKALA, 2022; GUPTA et al., 2011).

A ifosfamida foi desenvolvida no inicio da década de 1970, com um espectro
de atividade mais amplo do que a ciclofosfamida que j& estava em uso desde final da

década de 1960, esse antineoplasico é um analogo da oxazafosforinas com atomo de
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fésforo assimétrico. Atualmente administrado como uma pro-droga sintetizada a partir
da modificacdo quimica da ciclofosfamida, constituindo uma estrutura com maior
solubilidade em agua, com baixa mielotoxicidade (possibilitando uso em maiores
doses) e atividade antineoplasica mais eficaz (BROCK, 1996). Por ser uma pro-droga
sua atividade farmacoldgica esta associada aos metabdlitos sintetizados durante as
biotransformacdes metabdlicas hepaticas, pelos citocromos CYP3A4, CYP2B6 e
CYP2C9 (ZHANG,; TIAN; ZHOU, 2006).

Em seguida, ifosfamida é convertida em cloroacetaldeido ou hidroxilada em C-
4 de seu anel oxinitrofosforico, formando os metabdlitos 4-hidroxi-ifosfamida e
isoaldofosfamida. Esse ultimo, por meio de sua decomposi¢éo, da origem a acroleina
e seus metabdlitos formam mostarda fosforamida como agente alquilante citotoxico.
A acroleina € um subproduto toxico causador de dano urotelial, edema subepitelial,
infiltracdo de neutrofilos, morte celular, neovascularizacdo, hemorragia e ulceragao
(LAWSON et al., 2008) (Figura 2). Esses metabdlitos ativos se ligam ao DNA e inibem
sua sintese, de forma que, causam danos celulares formando liga¢des cruzadas entre
fitas ou intracadeias, levando a apoptose da célula danificada. Em segundo lugar, os
metabdlitos ativos também suprarregulam as espécies reativas de oxigénio (ROS),

resultando em danos irreparaveis no DNA e proteinas (SANNU et al., 2017).

A ifosfamida é metabolizada principalmente no figado, embora existam
diferencas na via preferencial do metabolismo, dependendo da via de administracao
oral versus endovenosa. O volume de distribuicdo chega a 0,5 - 0,81 L/kg. A excrecao
ocorre pela urina de forma inalterada por uma baixa fracéo da dose administrada (valor
médio de cerca de 20%) e a preferéncia pelo enantidbmero (R) foi relatada. A
eliminacdo via renal geralmente ndo excede 15 ml/min, enquanto a depuracao
corporal total € maior em aproximadamente cinco vezes. Além disso, a excrecao
urinaria da ifosfamida em pacientes tratados € predominantemente representada por
metabalitos inativos estaveis e por urotdxicos, como a acroleina. No entanto, a via de
administracdo pode influenciar a via metabdlica, uma vez que a administracao oral
produz concentracfes urinarias mais altas de cloroetilifosfamida, carboxiifosfamida e
mostarda de isofosforamida do que a endovenosa. A meia-vida de eliminacéo (tvzl3)
da ifosfamida € variavel entre 4 a 7 horas, dependendo da duracédo do tratamento,
idade, composicéo do tecido (teor de gordura dos tecidos), co-medicacdo, fungao
hepética e renal (FURLANUT; FRANCESCHI, 2003).
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As reacbes adversas de oxazafosforinas sdo inUmeras e principalmente
relacionadas a dose, acometendo sistema hematolégico (leucopenia, anemia,
trombocitopenia), sistema nervoso central (encefalopatia), cardiaco (arritmia),
dermatolégico (alopecia), respiratorio (fibrose pulmonar, pneumonia, dispneia),
gastrointestinal (vbmitos, anorexia e desconforto abdominal), endécrino (amenorreia),
metabdlico (acidose metabdlica) e doencas neurologicas (ototoxicidade e neuropatia
periférica). Além disso, acomete o0 sistema geniturinario, correlacionado a
hiperatividade da bexiga, frequéncia urinaria, incontinéncia, disaria, hematuria,
urgéncia, nocturia. Além disso, a ifosfamida causa necrose tubular renal, associado a
sindrome de Fanconi, raquitismo renal, insuficiéncia renal aguda e hematuria
(DOBREK; BARANOWSKA; THOR, 2013).

As contraindicacdes conhecidas para o uso de ifosfamida sdo poucas. As
contraindicacbes absolutas sdo hipersensibilidade conhecida ao farmaco ou seus
componentes e obstru¢cdo do fluxo urinario. Enquanto que as relativas incluem

mielossupressao e insuficiéncia hepatica grave ou renal (KERBUSCH et al., 2001).

Figura 2 - Vias de metabolismo da ifosfamida.

Cloroacetaldeido

A
.
8
2,3-Descloroetil-Ifosfamida <+ Ifosfamida
I
1
v
--- Inativa 4-Hidroxi-Ifosfamida ---# 4-Ceto-Ifosfamida
------ Ativa
--= Tobxica
Aldo-Ifosfamida ---+ Carboxi-lfosfamida
I
) R
Acroleina «--- v

Mostarda de fosforamida

Fonte: adaptado de Furlanut; Franceschi (2003).
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1.2 Cistite hemorréagica: fisiopatologia

7

O termo cistite € empregado para definir inflamacado geral da bexiga. A
inflamag&o pode ser cronica ou aguda, com gravidade variando de leve desconforto
na regiao supra pubica a hemorragia significativa, podendo ser fatal. Sua etiologia é
diversificada e por vezes desconhecida (THOMPSON et al., 2013).

A compreensdo da cistite é dependente do conhecimento das relacbes
estrutura-funcéo na bexiga urinaria e sua interacao com outros sistemas organicos. A
parede da bexiga urinaria € composta por trés camadas: (1) mucosa, (2) muscular
propria e (3) adventicia ou serosa. A mucosa € constituida do urotélio, classificado
histologicamente como o epitélio de transicdo que recobre a bexiga; e abaixo do
mesmo, encontra-se a lamina basal, que separa o urotélio do tecido conjuntivo
subjacente, seguida da lamina propria, constituida por uma matriz extracelular
contendo numerosos tipos de células, dentre esses: fibroblastos,
miofibroblastos/células intersticiais, células imunes e neurdnios aferentes e eferentes.
Além disso, a lamina propria contém vasos sanguineos e linfaticos, fibras elasticas e
fasciculos de musculo liso. A camada muscular esta disposta abaixo da lamina prépria
e é composta pelo musculo detrusor, sendo organizada em trés camadas de fibras
musculares lisas que se fixam em diferentes direcdes. O urotélio recobre ndo apenas
a superficie interna da bexiga urinaria, mas também a pelve renal, ureteres e uretra
proximal (Figura 3) (LEE; ROMIH; ZUPANCIC, 2014).
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Figura 3 - Representacdo das camadas de tecido que compdem a bexiga.

Lumen da bexiga
Camada de GAG*
Células superficiais

Células intermediarias

Urotélio Células basais
Células-tronco basais
Laminina, fibronectina,
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ULP** superior Telocitos
Miofibroblastos
ULP** inferior Linfocitos
Colageno le lll
Mastocitos
Lamina Vasos sanguineos (mi )
propria Macréfagos
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Fibroblastos
e 4 Células interticiais
© °;,‘;‘:fﬁ‘;af Musculo liso
ECM Elastina
Vasos sanguineos (capilares)
Musculos lisos longitudinais
Misculo < Musculos lisos circulares
detrusor
Nervos
Musculos lisos longitudinais
Adventicia Adipocitos
Camada serosa

O urotélio é a camada que reveste o limen da bexiga e forma a barreira urina-corpo. A lamina prépria
€ uma camada de tecido conjuntivo que contém nervos e vasos. A lamina prépria e a camada muscular
gue fornece suporte estrutural a bexiga e facilita suas fungbes fisiolégicas de enchimento e
esvaziamento. A serosa é a camada mais externa. Dentro do urotélio ainda existem trés subdivisGes
de camadas. A primeira formando uma barreira de permeabilidade com alta resisténcia a ions e
moléculas, além de patdgenos presentes na urina que podem se acomodar durante longos periodos
de armazenamento nos ciclos da mic¢ao. A segunda é constituida de células superficiais diferenciadas
denominadas de células “umbrela” (guarda-chuva), encarregadas de manter a barreira sangue-urina
gue advém das jun¢Bes apertadas e a terceira € a membrana plasmatica apical constituida de placas
uroteliais. GAG: glicosaminoglicanos; ULP: lamina propria superior; DLP: |amina prépria profunda;
ECM: matriz extracelular. Fonte: adaptado de (BROSSARD et al., 2022).



22

As células citadas anteriormente passam por diferentes deformacdes durante
o enchimento e esvaziamento da bexiga (estiramento), compressao subita durante a
miccao e alteracfes na superficie apical durante exocitose e endocitose. Além disso,
o urotélio sofre interferéncia de uma rede sensorial da bexiga, composta por fibras
nervosas sensoriais, miofibroblastos e células musculares lisas, responsaveis pela
liberacdo de neurotransmissores e mediadores de forma que 0s nervos simpaticos e
parassimpaticos orquestram a funcionalidade da bexiga durante seu enchimento e
miccdo (DALY et al., 2011).

A permeabilidade do epitélio e funcionalidade sensorial sofrem alteracfes
durante o curso de doencgas que afetam a bexiga. Um exemplo é a hiperatividade do
musculo detrusor, uma vez que o acometimento da barreira de permeabilidade do
urotélio pode levar a um aumento da sinalizac&o responsavel pela frequéncia urinaria
e dor na bexiga. De forma semelhante, na cistite ocorre aumento da permeabilidade
do urotélio podendo estar associado a deficiéncia na diferenciagdo de células
uroteliais (LEWIS, 2000).

A cistite hemorragica (CH), especificamente, € uma condi¢éo inflamatoria da
bexiga que resulta em sangramento da mucosa associada a hematuria manifestando-
se como sinal clinico primério. A ciclofosfamida e a ifosfamida sdo geralmente
associadas a cistite hemorragica de inicio precoce. A fisiopatologia da CH tem
envolvimento do estresse oxidativo, inflamacéao e liberacéo de 6xido nitrico (HALDAR,;
DRU; BHOWMICK, 2014). A patogénese da cistite induzida por
ciclofosfamida/ifosfamida € iniciada pela acroleina, metabdlito ativo, que apés sua
biotransformacao, induz o aumento do estresse oxidativo, que danifica diretamente as
membranas biologicas e prejudica os processos energéticos mitocondriais, bem como
a funcéo do reticulo endoplasmatico (KATERJI; FILIPPOVA; DUERKSEN-HUGHES,
2019).

Estudos pioneiros do Laboratério de Farmacologia da Inflamacéo e do Cancer
(LAFICA) investigaram o envolvimento de diversos mediadores inflamatérios na
fisiopatologia da cistite hemorragica induzida por quimioterapia, dentre esses,
prostaglandinas, leucotrienos e fator de ativacdo plaquetaria (LIMA, 1994). Em
seguida, foi demonstrada a correlagdo da agéo de citocinas pré-inflamatérias, IL-1B e
TNF-a, uma vez que a neutralizagdo de ambas com soro anti-TNF-a ou anti-IL-1 inibiu

significativamente o processo inflamatério (GOMES et al., 1995).
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O envolvimento do 6xido nitrico foi investigado por Souza-Filho e colaboradores
em 1997, que observaram que a inibicdo da enzima Oxido nitrico sintase foi capaz de
reduzir a hemorragia e danos no urotélio, bem como, promoveu um aumento da
expressdo de iINOS nas células da lamina prépria. Outro dado revelado no presente
estudo € que o fator ativador de plaguetas também parece estar envolvido na
patogénese dessa condicdo, possivelmente pela inducdo da expressdao da iINOS
(SOUZA-FILHO et al., 1997). Em seguida foi demonstrado que a acéo da citocina pro-
inflamatoéria TNF-a também é fundamental para 0 aumento da expressédo da iNOS na
cistite (RIBEIRO et al., 2002).

Com a finalidade de investigar o efeito da acroleina na bexiga no modelo de
cistite hemorragica, Batista e colaboradores demonstraram que a administracao
intravesical de acroleina aumentou o peso Umido vesical e a permeabilidade vascular,
comprovado pela reducdo macroscopica de edema e hemorragia (BATISTA et al.,
2006).

Posteriormente, Macedo e colaboradores investigaram o envolvimento da
ciclooxigenase-2 (COX-2) e prostaglandinas, através da inibicdo com etoricoxib, onde
esse ultimo foi capaz de inibir parcialmente a cistite hemorragica em ambos modelos
de cistite hemorragica induzida por acroleina e ifosfamida. Posteriormente, os autores
observaram que a inibicao da sintese de TNF-a por talidomida e de TNF-a e IL-13 por
pentoxifilina contribuiram para a reducédo da expressdo de COX-2, dos escores de
edema e hemorragia no modelo de inducéo por ifosfamida (MACEDO et al., 2008a,
2008b).

Em seguida, observou-se que uma pentraxina de cadeia longa, pentraxina 3
(PTX3), esta envolvida no presente modelo, e sua ativacdo é estimulada por TNF-q,
uma vez que talidomida e amifostina sdo capazes de reduzir a imunoexpressao de

PTX3. Além disso, esse ultimo parece estimular a expressao de INOS (GIFONI, 2008).

Proteinas reguladoras também estdo envolvidas na patogénese da cistite
hemorragica induzida por oxazafosforinas, como por exemplo, o fator nuclear kB (NF-
KB). Esse fator de transcricdo normalmente fica no citoplasma como uma ligagdo com
a proteina inibidora (inibidor-kB; I-kB). Varios agentes, incluindo espécies reativas de
oxigénio e citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a e IL-1B, degradam I-kB que
permitem que NF-kB entre no nucleo e estimule a transcricdo génica de fatores

relacionados ao estresse. No curso da cistite hemorragica, a acroleina, juntamente
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com espécies reativas de oxigénio (ROS) e citocinas pro-inflamatérias mencionadas
acima, ativam vias dependentes de NF-kB, resultando na exacerbacdo e
intensificacdo dos efeitos nocivos da acroleina na bexiga (DOBREK; BARANOWSKA,;
THOR, 2013).

Ribeiro e colaboradores subdividiram a patogénese da cistite hemorragica por
ifosfamida em etapas: Primeira etapa, fase de iniciacdo: ocorre ap0s a agregacgao de
acroleina na bexiga, provocando danos uroteliais. Segunda etapa, fase inflamatoria:
destaca-se pela supra regulacdo dos fatores de transcricdo, NF-kB e liberacdo
citocinas inflamatérias pelas células residentes epiteliais e conjuntivas, como 0s
macréfagos. O estresse oxidativo é desencadeado pela ativacao de espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio, além do envolvimento das enzinas inflamatérias, INOS e
COX-2. Terceira etapa, fase sintomatica: resulta no desnudamento urotelial e na
formacdo de Ulceras, causando hiperalgesia e disfuncdo vesical. Quarta etapa, fase
de cicatrizacdo: implica no reparo dos tecidos, com a participacéo dos fibroblastos e
fatores de crescimento (fator de crescimento de queratinécitos) (RIBEIRO et al., 2012)
(Figura 4).

O envolvimento de IL-4 foi investigado por Macedo e colaboradores (2012),
visto que essa citocina tem efeitos inibitérios na expressao e liberacdo de citocinas
pré-inflamatérias. No modelo de cistite hemorragica induzida por ifosfamida, a
administracdo de IL-4 exdgena apresentou atividade anti-inflamatoria através da
inibicdo de TNF-q, IL-13, INOS e COX-2. Entretanto, a administracao sistémica de IL-
4 resulta em efeitos adversos, logo, o interesse é de encontrar substancias capazes

de modular esse alvo terapéutico (MAJHAIL et al., 2004).

Leite e colaboradores avaliaram o efeito protetor do antagonista do receptor da
IL-1 (Anakinra) e do anticorpo anti-TNFa (infliximabe) na cistite hemorragica. Foi
observado nesse estudo que anakinra foi capaz de atenuar a hemorragia, o edema, o
infiltrado neutrofilico, a hipernocicepcao visceral e a disfuncéo vesical, além de reduzir
a inflamacgé&o e o infiltrado vesical de neutrofilos e macréfagos em animais IL-1R--
guando comparado a animais selvagens. No entanto, animais caspase-1--, ndo houve
mudanca no padrdo inflamatdrio, demonstrando que IL-1B produzida pela caspase-1
parece ter menor importancia na via de ativagcédo da CH. A administragao de infliximabe
inibiu 0 edema vesical e a hipernocicepcéo visceral, sem interferir na hemorragia,

disfuncéo vesical e infiltracéo de neutroéfilos e macréfagos, como também foi capaz de
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reduzir o edema em animais TNFR1.., contudo, ndo alterou os parametros
inflamatorios, e verificou-se uma piora da CH em animais TNFR1/R2-/- (LEITE et al.,
2015).

Dobrek e colaboradores (2012) destacaram que o0 ponto chave no
desenvolvimento da cistite hemorragica € a sintese de peroxinitrito que é formado a
partir de ROS e NO. O peroxinitrito atrai macromoléculas celulares (proteinas, lipidios,
DNA), exacerbando os danos na bexiga, resultando em danos a integridade das
células e tecidos, manifestando-se na forma como anormalidades histologicas e
morfolégicas, como edema, hemorragia e ulceracbes (DOBREK; BARANOWSKA,;
THOR, 2013).

Posteriormente, Dornelas-Filho e colaboradores (2018) investigaram o
envolvimento direto dos neutréfilos na patogénese da cistite hemorragica por
ifosfamida através da administracdo do fucoidan, um inibidor de P- e L-selectinas e
também através da deplecdo de neutrofilos com anticorpo anti-Ly6G. O estudo
demonstrou que fucoidan (100 mg/kg) foi capaz de reduzir danos macro e
microscoépicos, peso umido da bexiga e atividade da MPO. A deplecao de neutrofilos
preveniu a cistite hemorragica induzida por ifosfamida por meio da reducdo de
parametros inflamatérios e leséo histoldgica da bexiga. Em contraste, o G-CSF, fator
estimulador de colénia de granulécitos, agravou a CH induzida por IFO, que foi
significativamente atenuada pelo tratamento com fucoidan, evidenciando a

importancia dos neutréfilos na patogénese da CH.


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/myeloperoxidase
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Figura 4 - Vias propostas para a patogénese da cistite hemorragica induzida

por ifosfamida.

Bexiga :

Lumen da
normal '

bexiga

Camada -
de mucinas

Urotélio

residentes §

Vas;
sanguinio

| | Terminal nervoso

Submucosa =

Musculo
liso

(+)—>
(53—

Hiperalgesia

Infiltrac&o de
neutrofilos

Peroxinitrito

ROS
v

Disfuncéo
muscula

v

Bexiga
urinaria

Acroleina

Fonte: adaptada de Ribeiro et al., 2012.
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1.3 Cistite hemorragica: manejo e uroproterores

O manejo clinico da cistite hemorragica por ifosfamida pode levar a
necessidade de extracdo de coagulos por cistoscopia, irrigacdo vesical continua e até
administracdo de farmacos intravesicais (MATZ; HSIEH, 2017). Em casos graves
pode levar a necessidade de transfusdo sanguinea e até cistectomia. Uma vez
instalada, os tratamentos disponiveis séo: instilacdo de sulfato de aluminio e potassio
(corrosivos quimicos), cauterizacao e terapia por oxigénio hiperbarico. Contudo, essas
opcOes de tratamento ndo sdo completamente eficazes (HALDAR; DRU; BHOWMICK,
2014).

O agente protetor com maior efetividade e usado na clinica é o 2-
mercaptoetanossulfonato (Mesna). Mesna € um medicamento desenvolvido em 1983,
€ 0 seu mecanismo de acao baseia-se na sua ligacdo a molécula de acroleina no nivel
do urotélio, levando um produto ndo téxico para excre¢cdo na urina. Apos injecao
endovenosa, o0 mesmo circula em sua forma dimérica, dimesna, a qual é pouco
absorvida, novamente reduzido a mesna pelo metabolismo renal, e excretado na
urina. Consequentemente, torna-se capaz de prevenir a cistite hemorragica sem
interferir na atividade antitumoral das oxazafosforinas (ELIAS et al., 1990). Mesna
deve ser administrada antes, durante e apés a ifosfamida juntamente com hidratacao
agressiva (pelo menos 2 litros por via oral ou endovenosa) para prevenir
urotoxicidade. Todavia, mesmo seguindo a profilaxia classica com trés doses de
mesna, 66,7% dos pacientes apresentam lesdes cistoscopicas graves e 100% sao
acometidos por danos uroteliais, tais como edema, exocitose e hemorragia (LIMA et
al., 2007).

Outra estratégia para manejo da cistite hemorragica € o uso clinico da hiper-
hidratagdo, um agente efetivo e de baixo custo que se mostrou tdo eficaz quanto
mesna e a irrigacao vesical. Porém, torna-se um método inviavel para pacientes com
disfuncédo renal, hepatica ou pulmonar devido os riscos de sobrecarga de fluidos
(MANK et al., 2003). Logo, ha necessidade de agentes uroprotetores alternativos.

Vieira e colaboradores (2003) investigaram o efeito de um glicocorticoide
associado as duas ultimas doses de mesna, e observaram que a dexametasona
reduziu o edema vesical e as alteracbes macro e microscépicas provocadas pela
cistite. Esse efeito é relacionado a inibicdo da producéo de citocinas pré-inflamatorias
(TNF-a, IL-1B) e INOS, como também reducao na migracao de neutrofilos.
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Mouréo e colaboradores observaram que amifostina foi capaz de prevenir as
alteracdes urodinamicas, avaliadas por metodologia de cistometrograma continuo,
bem como restabeleceu a capacidade do tecido vesical em responder a estimulos
contrateis em camundongos. O efeito protetor da amifostina se d4 por meio da inibicdo
da geracdo de NO e da abertura de canais de potassio dependentes de ATP sem,
contudo, ocorrer via geracdo de GMPc (MOURAO, 2012).

O uso de tratamento adjuvante através da glutationa associado a mesna foi
investigado por Ali e colaboradores, onde foi possivel observar que o agente
antioxidante pode ser tdo Gtil guanto mesna (ALI et al., 2014). Outra alternativa foi o
uso de cetamina e mesna combinados, sendo esses capazes de reduzir o edema e
alteracdes histologicas. De forma surpreendente, a cetamina sozinha preveniu
alteracdes histoldgicas associadas a cistite hemorragica (OZGUVEN et al., 2014).

O metabdlito ativo, acroleina, depleta as reservas de agentes nucleotidicos
(glutationa) e reage com acidos nucleicos e proteinas, bem como possui potencial
citotéxico direto contanto que em maiores concentracdes. Batista e colaboradores
associaram o tratamento de dois antioxidantes, glutationa e amifostina, e foi
demonstrado que o pré-tratamento com esses compostos preveniram a cistite
hemorragica induzida por ifosfamida de maneira dose-dependente. Além disso, a
cistite hemorragica induzida por acroleina também foi prevenida pelo pré-tratamento
sistémico (i.p.) ou local (i.ve.) com glutationa ou amifostina, sendo o melhor efeito
protetor observado no tratamento com amifostina (2 mg/kg intravesical) (BATISTA et
al., 2007).

A busca por novos farmacos tem sido crescente, dentre esses, farmacos
antioxidantes e anti-inflamatérios oriundos de produtos naturais, como por exemplo,
curcuma, gengibre, Moringa oleifera, dissulfeto de dialil, Uncaria tomentosa, a-
felandreno, entre outros, demonstraram potencial efeito protetor no modelo de cistite
hemorragica por ifosfamida (ARAFA, 2009; DIETRICH et al., 2015; FERREIRA, 2017,
GONGCALVES et al., 2020; KIM et al., 2015; SOUSA, 2017).

Apesar da existéncia de um tratamento com uso de mesna e hiper-hidratacéo,
ainda se buscam alternativas de agentes uroprotetores, uma vez que esses farmacos
nao sao isentos de efeitos colaterais e uma porcentagem de pacientes ndo se
beneficiam. A busca pela elucidacdo do mecanismo patogénico da cistite hemorragica
induzida por ifosfamida ainda persiste. Diante disso, novos estudos sdo necessarios

para o desenvolvimento de novos agentes profilaticos.
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1.4 Proteinas aplicadas a Farmacologia

Os produtos farmacéuticos com origem proteica sdo uma das classes de
moléculas de medicamentos que mais crescem, incluindo mais de 250 proteinas
usadas clinicamente para vérias indica¢des. Dentre as vantagens de uso estédo a alta
seletividade e interacdes altamente especificas com seu alvo com base em um
mecanismo de acdo bem definido (CRAIK et al., 2013). Ao longo dos anos, as
proteinas sdo usadas em uma diversidade de aplicacbes na saude, como por
exemplo, em reagentes para diagnéstico, vacinas e medicamentos (FISCHER et al.,
2004). Terapias mais robustas como as baseadas em citocinas (interferon beta) para
Esclerose Mdltipla; medicamentos a base de anticorpos monoclonais, como
adalimumabe (Humira), proteinas Fc-Fusion e Etanercept (Enbrel) para artrite
reumatoide. Eloctate (Fc-FVIII) e inibidores de checkpoint imunol6égico, como
pembrolizumabe (Keytruda) e atezolizumabe (Tecentrig), entre outros produtos de
anticorpos foram desenvolvidos (DINGMAN; BALU-IYER, 2019).

As plantas demonstraram ser fonte de compostos biologicamente ativos,
englobando metabdlitos secundarios, proteinas e peptideos. Metabdlitos secundarios
como vincristina e paclitaxel isolados de Catharanthus roseus e Taxus brevifolia Nutt,
respectivamente, tém sido usados clinicamente para linfoma, leucemia linfoblastica
aguda, nefroblastoma, cancer de mama, pulméao e ovario. Contudo, medicamentos a
base de metabdlitos secundarios estdo associados a toxicidade, ma absorcéo, baixa
biodisponibilidade sistémica e desenvolvimento de resisténcia a multiplas drogas.
Estas limitagBes estimularam a comunidade cientifica a explorar outras moléculas
biologicamente ativas, como proteinas e peptideos (PAN; CHAI; KINGHORN, 2012;
SECA; PINTO, 2018).

As vantagens da drogas proteicas sobre as extraidas de metabdlitos
secundarios sao: especificidade de proteinas com pouca interferéncia em outros
processos biolégicos e, com isso, reducéo da toxicidade; funcées complexas que nao
podem ser desempenhadas por outros compostos; minima resposta imune do
hospedeiro; alta capacidade de tolerancia a modificagcdes estruturais para maior
eficiéncia terapéutica; presenca de multiplos grupos funcionais que permitem cargas
em diferentes valores de pH, permitindo atingir diferentes tecidos do corpo com faixas
de pH variadas (WANI et al., 2020).
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Um importante grupo de proteinas envolvidas na ativacdo da resposta imune
contra tumores sado denominadas, proteinas de choque térmico (HSPs). A alta
expressdo de HSPs é relatada em cancer de esbfago, gastrico, pulmonar, mama,
pulmonar, prostata e colorretal. A detec¢cdo dos niveis dessas proteinas e seus
anticorpos especificos no soro de individuos com neoplasia podem desempenhar um
papel importante no diagndstico, uma vez que o perfil de expressao esta relacionado
a proliferacéo, invasdo, metastase e morte de células cancerosas. Esses recursos sédo
explorados como biomarcadores e vacinas baseadas em HSP destinadas a induzir
respostas citotdxicas contra células tumorais (SAINI; SHARMA, 2018).

Enzimas proteoliticas derivadas de plantas tem sido alvo de investimentos na
industria farmacéutica no tratamento de diversas doencas, tendo destaque as enzimas
colagenoliticas. Os produtos a base de colageno séo utilizados no tratamento de
feridas crbnicas, Ulceras venosas e diabéticas, queimaduras, cirurgia plastica,
ginecologia, urologia, proctologia, otorrinolaringologia, oftalmologia, odontologia,
cirurgia Ossea, cartilaginosa e cardiovascular, como também em cosmetologia
(LEADER; BACA; GOLAN, 2008).

As vantagens do uso de proteinas vém fomentando o ganho de estratégias para
o desenvolvimento de novas ferramentas farmacologicas. Sao necessarios métodos
gue simplifiqguem o processo de purificacdo, a fim de tornar viavel a producdo em
guantidades industriais rentaveis que viabilizem o uso comercial. Diante disso,
tecnologias estdo sendo aplicadas, dentre essas destacam-se 0s sistemas de
producdo para proteinas terapéuticas como lipossomas, microesferas e
nanoparticulas. O DNA recombinante € mais uma op¢ao que permite a producao e
comercializacdo de proteinas terapéuticas recombinantes, com menor custo de
produgdo e maior lucro no setor farmacéutico, viabilizando a producdo de
biofarmacos. Atualmente, novos estudos tém sido realizados para otimizar o processo
de producédo e consolidar novas formas de sintese enzimatica (GOSWAMI et al.,
2018).
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1.5 Morinda citrifolia L.

Morinda citrifolia Linn., popularmente conhecida como noni, € uma espécie de
Rubiaceae, distribuida de forma abundante em regifes tropicais, nativa do sudeste da
Asia, cultivada na India, América Central e do Sul e principalmente na Polinésia, onde
utiliza-se desde a raiz aos frutos para finalidades nutricionais e terapéuticas (DENG et
al., 2007). No Brasil, é cultivada nos estados do Acre, Sdo Paulo, Minas Gerais, Para,
Sergipe, Ceara e Mato Grosso (SILVA, 2012).

O noni é uma arvore pequena, medindo cerca de 3 a 6 metros de altura,
podendo atingir até 10 metros. As folhas sdo de coloragdo verde brilhante, com
formato ovalado medindo 15-30 cm de largura por 20-40 cm de comprimento
(POTTERAT; HAMBURGER, 2007). As flores sdo pequenas, tubulares e agrupadas
em estrutura globosa no peddnculo, onde originam frutos ovoides carnosos, de cor
verde a translucida quando maduros, de forte cheiro e sabor desagradavel devido a
liberacdo de acido butirico, ao final da maturacdo. As sementes sao pequenas e
triangulares (4 milimetros de comprimento) com coloracdo marrom avermelhada,
sendo abundantes no fruto, aproximadamente 100 — 150 sementes (CHAN-BLANCO
et al., 2006; YASHASWINI et al., 2014).
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Figura 5 - Morinda citrifolia L. (Rubiaceae) “Noni”.

Fonte: Barbosa, 2022.

Diferentes partes do noni tém sido empregadas na medicina popular para
diversas finalidades terapéuticas, como hipoglicemiante, hipotensor, antialérgico, anti-
inflamatorio, analgésica, antifingica, antimicrobiana, tratamento de Ulcera gastrica,
aterosclerose, atividade cicatrizante, artrite e até anticancerigeno (LOHANI et al.,
2019; TORRES et al., 2017).

O suco do noni € mais uma forma de consumo da populacéo, sendo inclusive
comercializado por empresas asiaticas, como Tahitian Noni Juice (TNJ). Na acéo
antioxidante do TNJ in vitro, foi evidenciado que o suco do fruto foi capaz de remover
radicais superéxido com maior eficiéncia do que a vitamina C. Quando testado in vivo
foi capaz reduzir significativamente os niveis de superéxido e de peroxidacao lipidica,
em modelo de hepatotoxidade induzida por tetracloreto de carbono em ratos (WANG,;
SU, 2001).
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A atividade hipoglicémica foi evidenciada em diferentes componentes da
Morinda citrifolia L., como o efeito do extrato aquoso dos frutos parece estar
relacionado a lipogénese e captacéo de glicose em células adipdcitos 3T3-L1 (INADA
et al., 2020). Sua atividade também foi relacionada a inibicdo da Proteina Tirosina
Fosfatase 1B (PTP1B), mimetizando a acéo da insulina (NGUYEN et al., 2013).
Constituintes quimicos de raizes de Morinda citrifolia exibiram efeitos hipoglicemiantes
no modelo animal de diabetes induzida por estreptozotocina (KAMIYA et al., 2008).
Até mesmo o suco do fruto fermentado foi capaz de produzir atividade hipoglicémica
e hepatoprotetora em ratos diabéticos (NAYAK et al., 2011).

O efeito hipotensor do extrato etandlico de folhas e frutos de Morinda citrifolia
L. foi demonstrado em ratos apés hipertenséo induzida por dexametasona (WIGATI
et al., 2017). Como também, cardioprotecdo induzida por dieta rica em gordura e

colesterol através do suco de noni em hamsters (LIN et al., 2012).

A atividade anti-inflamatoria foi evidenciada em diferentes modelos
experimentais. O suco comercial de noni apresentou atividades antioxidantes e anti-
inflamato6rias no modelo de edema de pata induzido por carragenina (YILMAZER et
al., 2016). Bem como, um polissacarideo isolado de Morinda citrifolia L. foi capaz de
inibir a migracao de leucdcitos para o local da inflamacéo, reduziu a hiperalgesia
inflamatoria e em modelo de colite ulcerativa também apresentou acao anti-
inflamato6ria em camundongos (BATISTA et al., 2020; SOUSA et al., 2018).

Evidéncias cientificas sugerem que o consumo diario de frutos e folhas do noni
sdo capazes de prevenir sintomas alérgicos, esse dado foi constatado através do
extrato etandlico a 50% de frutos e folhas de Morinda citrifolia L. na reagéo cutanea
trifasica induzida por dinitrofluorobenzeno e dermatite de contato induzida por cloreto
de picril em camundongos (MURATA et al., 2014).

O suco do noni mostrou-se eficiente no controle da artrite reumatoide e gotosa
em camundongos (KUSTIARINI et al., 2019; LI et al., 2021). Além disso, folhas de
Morinda citrifolia ricas em escopoletina (cumarina) e epicatequina (flavondides) foram
capazes de suprimir a progressao da osteoartrite contra a degradacgao e inflamacgao
da cartilagem articular, através da reducéo da liberacao de glicosaminoglicano e 6xido
nitrico da cartilagem (WAN OSMAN et al., 2019).
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O efeito do extrato aquoso do fruto de Morinda citrifolia e seu biomarcador
escopoletina foi investigado no modelo de esofagite de refluxo e Ulcera gastrica em
ratos, onde foi demonstrado que o noni pode ser benéfico como um potencial agente
preventivo e terapéutico para doencas inflamatorias gastroesofagicas, principalmente
por meio de suas atividades antissecretoras e pro-cinéticas, incluindo uma atividade
inibitéria  sobre serotonina, radicais livres e citocinas pro-inflamatérias
(MAHATTANADUL et al., 2011).

A atividade antibacteriana de sementes de Morinda citrifolia contra
Staphylococcus spp resistente a meticilina foi comprovada através da obtencao de um
extrato metandlico que foram avaliados como antibacterianos no modelo de
bioautografia e técnicas de microdiluicdo em caldo, validando seu uso na medicina
tradicional (CRUZ-SANCHEZ et al., 2019).

A atividade cicatrizante foi investigada através da fabricacdo de um scaffold
nanofibroso a base de Morinda citrifolia L. eletrofiado testado in vitro e in silico, onde
foi demonstrado como um potencial cicatrizante através do aumento da proliferacéo e
adesdo de queratindcitos. A hipotese é de que por serem hidrofilicos por natureza,
visando proteinas de feridas, aumentando a proliferacdo e adesdo de queratindcitos
e combatendo patégenos, os scaffolds nanofibrosos dotados de extrato de Morinda
citrifolia mostraram-se um material terapéutico eficaz para aplicacbes de curativos
cutaneos (EKAMBARAM et al., 2021).

Atividade anticancerigena de Morinda citrifolia foi investigada recentemente em
modelos in vitro, no qual o 6leo essencial do noni carregado de nanoparticulas de
quitosana foi capaz de combater células de cancer de pulmdo humano A549. Uma
antraquinona foi extraida das hastes de Morinda citrifolia, denominado
Nordamnacanthal, também apresentou efeito citotoxico em linhagens celulares de
cancer de mama, MDA-MB231 e MCF-7 in vitro e cessou a progressao tumoral de
células 4T1 in vivo (ABU et al., 2018).
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1.5.1 Proteinatransferidora de lipideos da Morinda citrifolia L. (McLTP1)

As proteinas transferidoras de lipideos (LTPs) sdo abundantes no reino vegetal
e recebem essa denominagéo devido a sua capacidade de se ligar e transportar
moléculas hidrofobicas, como os lipideos entre as membranas (CARVALHO; GOMES,
2007). As LTPs sdo moléculas pequenas e seu ponto isoelétrico € geralmente basico
(8-10), sendo diferenciadas por sua massa molecular, tendo a LTP do tipo 1 com
massa de 9 kDa (com cerca de 90 aminoacidos) e LTP do tipo 2 com massa de 7 kDa
(com 90 aminoéacidos). A estabilidade estrutural dessas proteinas deve-se a
guantidade de residuos de aminoacidos (90 - 95), dentre esses 8 sao cisteinas,
formando quatro pontes dissulfeto, formando assim uma estrutura terciaria do

peptideo. Além disso, sdo moléculas estaveis ao calor e a protedlise (KADER, 1996).

Investindo no potencial do noni, Campos e colaboradores isolaram de forma
inédita uma proteina transferidora de lipideos de Morinda citrifolia L. denominada
McLTP1. A massa molecular da proteina é de 9.4 kDa e sua sequéncia N-terminal
(AVPCGQVSSALSPCMSYLTGGGDDPEARCCAGYV) evidenciou um elevado grau de
identidade com proteinas transferidoras de lipideos vegetais ja mencionados na
literatura. Além disso também se mostrou resistente a altas temperaturas, digestéo
com pepsina, tripsina e quimotripsina (CAMPOS et al., 2016).

As primeiras atividades biol6gicas de McLTP:1 demonstraram seu efeito
analgésico e anti-inflamatoério. A administracdo por via intraperitoneal nas doses de 1,
2, 4, 8 mg/kg e via oral na maior dose (8 mg/kg) inibiu as contorcbes abdominais
induzidas por acido acético em camundongos. Tendo essa atividade mantida apés 30
minutos de incubacgdo da proteina a 80°C, evidenciando sua termoestabilidade. Um
pré-tratamento com McLTP; (8 mg/kg, i.p. e v.0.) também reduziu as fases
neurogénica e inflamatéria da nocicepcdo no teste da formalina. O uso de um
antagonista de receptores opioides, naloxona (2 mg/kg, i.p.), reverteu o efeito
antinociceptivo do McLTP1, sugerindo que a analgesia induzida por essa proteina
ocorre com envolvimento da via opioide (CAMPOS et al., 2016).

A estabilidade da proteina foi avaliada por Costa (2016), mostrando que
McLTP: permaneceu estavel por até 6 meses a - 4, 4 e 25°C, com protecao a
incidéncia luminosa em prateleira. Sua estabilidade foi comprovada por sua aparéncia,

suspendabilidade, estrutura secundaria e atividade antinociceptiva, apresentando
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efeito biolégico antinociceptivo estatisticamente igual ao observado com a proteina
nao-armazenada. Entretanto, a exposicdo a luz alterou a cor, suspendabilidade e
efeito farmacolégico (COSTA, 2016).

Os ensaios de toxicidade foram realizados nas doses de 8 e 80 mg/kg e doses
diarias de McLTP; de 8 mg/kg durante 28 dias. Em ambos, ndo foram constatadas
alteracbes comportamentais, na mortalidade, no consumo de racdo, ganho de peso,
parametros bioquimicos e hematoldgicos, havendo também preservacéo histolégica
dos ¢6rgéos vitais (COSTA, 2016). No contexto in vitro, foi avaliada a atividade
citotoxica, onde nao foi demonstrado alteracdo de viabilidade celular na linhagem de
carcinoma hepatocelular (HepG2/C3a), leucemia humana (HL-60), células tumorais
de célon humano (HCT-116) e glioblastoma humano (SF-295). Em relacdo ao
potencial alergénico, McLTP; induziu a producao de IgG e IgG1 em camundongos
imunizados pela via oral, semelhante a dados encontrados de outras LTPs (COSTA,
2016; LUTIF, 2015).

Em seguida, Campos e colaboradores (2017) investigaram oS mecanismos
envolvidos na atividade anti-inflamatoéria de McLTP1 relatadas anteriormente. McLTP1
(8mg/kg, i.p. ou v.0.) inibiu significativamente a migragdo celular em modelos
experimentais de peritonite induzida por carragenina e a formacao de edema de pata
induzido por carragenina e dextrana em camundongos. Além disso, a proteina reduziu
0s niveis de citocinas inflamatérias TNF-a, IL-1B, IL-6, associado ao aumento da

citocina anti-inflamatéria 1L-10.

O tratamento com McLTP: (v.0 e i.p) no modelo de pancreatite induzida por
ceruleina reduziu marcadores bioquimicos de les@o pancreatica e pulmonar (amilase,
lipase, mieloperoxidase) como também escores histopatolégicos estando relacionado

seu efeito a modulacao de citocinas (CAMPOS et al., 2017).

Souza e colaboradores (2018) investigaram na atividade antibacteriana in vitro
e no modelo in vivo de sepse induzida por ligadura de ceco em camundongos. McLTP;
(12,5-800 pg/mL) reduziu a formagéao e o crescimento de biofilme de Staphylococcus
aureus e Staphylococcus epidermidis, além disso mostrou uma interacdo sinérgica
com a oxacilina em outras culturas bacterianas. Entretanto, McLTP1 n&o inibiu
significativamente o crescimento de bactérias Gram-negativas. No modelo

experimental de sepse, McLTP1 na dose de 8 mg/kg (i.p. ou v.0.) foi capaz de inibir
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em 100% a mortalidade dos animais e também melhorou significativamente a perda
de massa corporal, leucocitose, febre e dano histolégicos nos 6rgaos. Todos esses
efeitos parecem estar relacionados a reducdo de citocinas inflamatorias séricas

induzidas pelo quadro de sepse (SOUZA et al., 2018).

Marinho e colaboradores (2020) investigaram os efeitos protetores McLTP1 em
modelo de nefrotoxicidade induzida por gentamicina em ratos e em uma linhagem de
células epiteliais tubulares proximais de macaco Rhesus (LLC-MK2). O tratamento
com 6,25-25 ug/mL da proteina protegeu as células contra a citotoxicidade induzida
por 2 mM de gentamicina. No modelo in vivo o tratamento de 8 mg/kg, administrado
por via oral diariamente, durante 7 dias, 2 h apos indugéo da lesdo atenuou 0 aumento
dos niveis de creatinina, ureia e &cido arico. Além disso, aumentou 0s niveis de
glutationa, um importante marcador antioxidante, incluindo uma reducéo na atividade
da mieloperoxidase e na modulacao de citocinas ao reduzir IL-6 e aumentar IL-10. Os
dados foram corroborados com analise histoldgica mostrando lesfes histologicas
atenuadas pelo tratamento proteico (MARINHO et al., 2020).

Os efeitos gastroprotetor de McLTP:1 foram descritos por Nogueira e
colaboradores (2022). A proteina na dose de 8 mg/kg reduziu as lesdes gastricas
induzidas por etanol apés 1 hora. Em seguida, com a finalidade de avaliar o
envolvimento do 6xido nitrico no efeito protetor de McLTP4, foi administrado Nw-nitro-
argininametil-ester (L-NAME) (20 mg/kg, i.p.) antes do tratamento padrdo com
proteina, de forma que L-NAME reduziu parcialmente o efeito gastroprotetor,
sugerindo que seu efeito pode estar relacionado com a ativacéo da via do 6xido nitrico.
Somado a isso, McLTP1 também diminuiu a secre¢éo gastrica em modelo de ligadura
pilérica e reduziu significativamente os niveis de marcadores de estresse oxidativo,
ao reduzir o malonaldeido (MDA) e de aumentar significativamente a glutationa
reduzida (GSH) (NOGUEIRA et al., 2022).

Recentemente, Do Carmo e colaboradores (2022) avaliaram a atividade de
McLTP1 no modelo de mucosite intestinal induzida por irinotecano em camundongos.
A proteina foi capaz de reduzir a mortalidade, diarreia, bem como preveniu
significativamente o dano histolégico e levou a uma reducdo na contratilidade
excessiva do duodeno. Além disso, McLTP1 diminuiu os niveis de MPO, IL-1B, IL-6 e
KC, e a expressdo de COX-2, NF-kB e iNOS, importantes parametros inflamatérios

envolvidos na fisiopatologia da doenca.
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Diante desse embasamento tedrico que mostra o potencial terapéutico de
McLTP1 ao modular citocinas inflamatorias em diferentes modelos, surgiu o interesse
de investigar o efeito uroprotetor dessa proteina na cistite hemorragica induzida por

ifosfamida.

2. Justificativa

O aumento mundial da expectativa de vida esta intimamente relacionado ao
aumento nas taxas de morbidade e mortalidade por cancer. O tratamento do cancer
por cirurgia, radioterapia e quimioterapia é de alto custo e tornou-se um encargo
financeiro substancial para os sistemas de saude em todo o mundo. No entanto,
aproximadamente metade de todos os casos de cancer sdo evitaveis com medidas
de baixo custo. Uma vez que esse risco pode ser controlado por meio de mudangas
no estilo de vida, como evitar o tabagismo, dieta rica em calorias e gorduras,
obesidade, inatividade fisica e outros fatores de risco para o cancer (BRAY et al.,
2018).

O quadro clinico do paciente oncologico sob consequéncia dos efeitos
adversos da quimioterapia se agrava em decorréncia ao comprometimento da adesao
medicamentosa, levando & manutencdo da longitudinalidade do cuidado, portanto, a
adesdo ao tratamento em pacientes com cancer esta associada a melhores resultados
de saude e diminuicdo dos custos de saude (KUMAR; GUDHOOR; GANACHARI,
2020).

A ma adesao tem sido correlacionada a internacdes sucessivas, aumento da
necessidade de intervencdes médicas, morbidade e mortalidade. Além disso, a ndo
adesdo resulta em aumento dos custos de saude. Na América do Norte as estimativas
chegam a aproximadamente US$ 100 bilh6es sendo gastos anualmente e US$ 2.000

gastos por paciente/ano em visitas adicionais ao médico (MEDEIROS et al., 2019).

A cistite hemorrdgica induzida por oxazafosforinas continua a ser uma
complicagdo ameagadora na vida de pacientes que utilizam essa classe de
antineoplasicos. Esse efeito adverso é uma importante complicacéo clinica dose-
limitante em pacientes em tratamento com ifosfamida. A incidéncia global relatada da

cistite hemorragica entre pacientes tratados com dosagem fracionada de ifosfamida
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sem protecdo urotelial varia de 18 a 40 por cento (LINDER, CHAO, GOUNDER, 2021).
Ja a cistite hemorragica refrataria € uma doenca com diagndstico de exclusdo que
pode ocorrer em 5-10% dos pacientes submetidos a radioterapia pélvica, assumindo
uma incidéncia relevante. Manifesta-se entre 6 meses e 20 anos ap0s o tratamento,
sendo uma complicacdo cronica da radioterapia (J et al., 2018). Nesse contexto, €

primordial a prevencao desse efeito adverso na pratica clinica.

Estudos demonstram que as espécies reativas de oxigénio (ROS) e
mediadores inflamatérios estdo envolvidos na patogénese da cistite hemorragica
induzida por ifosfamida. Diante disso, antioxidantes e agentes anti-inflamatorios ainda
tém atraido grande interesse como alternativas terapéuticas para tratar esse efeito

adverso e possibilitar a tolerabilidade do tratamento (RIBEIRO et al., 2012).

O mesna, apesar de ser 0 agente uroprotetor mais usado na clinica, ndo impede
completamente o dano causado a bexiga, pois sua atividade € estritamente profilatica,
ndo sendo capaz de tratar a cistite hemorragica residual assintomética. Além disso,
seu uso pode resultar em hipersensibilidade sistémica e rea¢cfes adversas, incluindo
arritmias (REDDY; WINSTON, 2022). Quando sao administradas doses mais altas de
ifosfamida, entre 2 e 4 g/m? durante 3 a 5 dias produziram hematuria em 31% a 100%
dos pacientes, contudo, quando mesna foi administrada em associacdo com estas
doses de ifosfamida, a incidéncia de hematuria foi menor de 7% (FUKUOKA et al.,
1991; SCHEEF et al., 1979). Desse modo, a investigagao de alternativas terapéuticas
que possam ter eficacia quando administradas isoladamente ou concomitante ao uso
do mesna pode trazer beneficios significativos para a prevencdo e tratamento dos

efeitos colaterais destes antineoplasicos.

O recente interesse nessas abordagens, as moléculas provenientes de plantas
continuam sendo uma poderosa fonte de novos compostos biologicamente ativos.
Dentre essas moléculas, as proteinas e peptideos tém se destacado, em funcéo de
sua seletividade e atividade farmacologica em doses relativamente baixas, quando
comparadas aos farmacos convencionais ou derivados de moléculas pequenas,

produzindo, assim, menos efeitos adversos (ZHANG et al., 2021).

Assim, ndo ha duvidas que a toxicidade, eventualmente, direcionada para um
orgao especifico, ocasiona uma grande limitacdo do tratamento quimioterapico

acarretando um prejuizo substancial para o paciente, sendo fundamental a busca de
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alternativas preventivas e terapéuticas que promovam melhoria significativa da
qualidade de vida dos individuos acometidos, impedindo a reducdo das doses dos
guimioterapicos, ou até mesmo a interrupcao temporaria ou definitiva do tratamento.
Sabendo do potencial anti-inflamatério de McLTP1 em outros modelos animais, é
relevante investigar o efeito terapéutico da proteina no modelo cistite hemorragica

induzida por ifosfamida.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito uroprotetor de uma proteina isolada da semente de Morinda
citrifolia L. (McLTP1) na cistite hemorrdgica induzida por ifosfamida em

camundongos, investigando os mecanismos de acéo envolvidos.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a melhor dose de McLTP: para reducgéo da toxidade no modelo de cistite
hemorragica por ifosfamida através da avaliagdo do peso umido vesical (PUV),
escores macroscopicos de edema, hemorragia e infiltrado neutrofilico;

e Analisar o efeito de McLTP: sobre a permeabilidade vascular e quantidade de
hemoglobina no tecido vesical no modelo de cistite hemorragica induzida por
ifosfamida;

e Analisar o efeito protetor de McLTP1 nas alterag@es histopatoldgicas induzidas
pelo quimioterapico ifosfamida;

¢ Investigar a atividade anti-inflamatéria de McLTP; via niveis de citocinas (TNF-
a, IL-1B, IL-6, IL-10, IL-4, IL-33) e expressédo de F4/80, NF-kB, COX-2 e iINOS;

e Investigar a atividade moduladora do estresse oxidativo de McLTP; através da
dosagem de MDA, GSH, Nitrito, SOD e CAT,;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Isolamento e purificagcdo de McLTP1

A proteina utilizada nesse trabalho foi purificada a partir da semente da planta
Morinda citrifolia L., sendo denominada McLTPi1. A purificagdo foi realizada no
Laboratério de Quimica Medicinal no Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de
Medicamentos da Universidade Federal do Ceara, sob a supervisdo do Prof. Dr.
Hermogenes David de Oliveira, conforme descrito anteriormente por (CAMPOS et al.,
2016) com as modificacbes adotadas por (SOUZA, 2016). Sua pureza foi confirmada
pelo SDS-PAGE. A amostra de proteina liofilizada foi armazenada a -20°C para
posterior utilizacdo nos ensaios bioldgicos. A determinacao de proteinas soltveis foi
efetuada conforme metodologia proposta por Bradford (1976), utilizando albumina

sérica bovina (BSA) como padréo.

4.2 Animais experimentais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) machos da linhagem Balb/c (8
semanas de idade) provenientes do Biotério do Nucleo de Pesquisa e
Desenvolvimento de Medicamentos da UFC para execucdo dos protocolos
experimentais (n = 6-8/grupo). Os animais foram mantidos em ciclo de 12h
claro/escuro, temperatura (23 £+ 2°C) e umidade (55 £ 10%) controlados, com
fornecimento ad libitum de racédo e agua. Os procedimentos experimentais adotados
foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Nucleo de
Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM) da Universidade Federal do

Ceard com o numero de protocolo 23170920-0 (anexo).
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4.3 Protocolo experimental
4.3.1 Inducdo da Cistite Hemorragica

A inducdo da cistite hemorragica foi feita por meio da administracao
intraperitoneal (i.p) de ifosfamida (IFO) em dose Unica de 400 mg/kg, conforme
protocolo padronizado por MACEDO et al., (2012). ApGs 12 horas, 0s animais foram
eutanasiados por dose elevada de anestésico com cloridrato de xilazina (30 mg/kg,
i.p.) e cloridrato de cetamina (300 mg/kg, i.p.). Em seguida, as bexigas foram
removidas, pesadas e mantidas em formol tamponado a 10% ou armazenadas a - 80

°C para analises subsequentes.
4.3.2 Grupos experimentais

Os animais foram divididos em 6 grupos (n = 6-8/grupo). Distribuidos da

seguinte forma (Figura 6):
- Grupo controle: administragédo do veiculo (NaCl 0,9%) por via intraperitoneal;

- Grupo IFO: dose unica de ifosfamida (Eurofarma; Brasil, 400 mg/kg) diluida em NaCl

0,9% por via intraperitoneal;

- Grupo IFO + MESNA: administracdo de Mesna (Mitexan®; 80 mg/kg) por via
intraperitoneal como droga uroprotetora comercializada diluida em NaCll 0,9% 30 min

antes, 4 e 8h apds a ifosfamida.

- Grupo IFO + McLTP1 10 (mg/kg; i.p): os animais foram pré-tratados com McLTP1 (10
mg/ kg; i.p) uma vez ao dia durante 3 dias consecutivos, seguido de ifosfamida (400
mg/kg; i.p) 30 minutos apds a administracdo de McLTP1 no terceiro dia. A seguir, 4 e

8 h apds o quimioterapico.

- Grupo IFO + McLTP1 20 (mg/kg; i.p): os animais foram pré-tratados com McLTP1 (20
mg/ kg; i.p) uma vez ao dia durante 3 dias consecutivos, seguido de ifosfamida (400
mg/kg; i.p) 30 minutos apds a administracdo de McLTP; no terceiro dia. A seguir, 4 e

8 h apdbs o quimioterapico.

- Grupo IFO + McLTP1 40 (mg/kg; i.p): os animais foram pré-tratados com McLTP1 (40
mg/ kg; i.p) uma vez ao dia durante 3 dias consecutivos, seguido de ifosfamida (400
mg/kg; i.p) 30 minutos apds a administragcdo de McLTP1 no terceiro dia. A seguir, 4 e

8 h apds o quimioterapico.
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As doses das drogas e o protocolo foram selecionados baseado em estudos
anteriores (BARUT et al., 2019; BATISTA et al., 2007; CAMPOS et al., 2017; VIEIRA
et al., 2003, 2004).

Figura 6 - Protocolo experimental no modelo de cistite hemorragica induzida

por ifosfamida.

Grupo IFO + McLTP::
Ifosfamida (400 mg/

Grupo IFO+ Meésna:

Sl Ifosfamida (400 mgy

Ifosfamida (400

Grupo controle:

NaCl 0,9%; Lp - kg 1.p) + mesna (80 ka; I.p) + McLTP, (10,
mg/kg; I.p) e gzﬂ, 40 mg/kg; i.p)
- fl
McLTP. MclTP oy losfamida ~ MCLTP: ou MELTP, o Sacrificio
| | Mesna N esna
Dial piaZ2 Dia 3 4 horas 8 horas
30 minutos 12 horas

antes

Fonte: elaborado pela autora no software BioRender®.

4.4 Avaliacdo dainducdo de cistite hemorragica por ifosfamida

4.4.1 Peso Umido vesical

As bexigas foram dissecadas, retirado conteudo urinario com papel hidrofilico
e pesadas. A partir disso, o peso umido vesical foi quantificado em mg/20g de massa

corporal, um parametro que representa o edema vesical.

4.4.2 Andlise Macroscopica

Apés a avaliacdo do peso umido vesical as bexigas foram analisadas
visualmente quanto ao edema e hemorragia de acordo com os Critérios de GRAY et

al., (1986) (tabela 1). Os resultados foram expressos em mediana.
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Tabela 1 — Escores de Gray para edema e hemorragia

ESCORES

EDEMA HEMORRAGIA
Intenso (3+) quando fluido é visto externa e 3+ coagulos intra-vesicais
internamente na parede da
bexiga
Moderado (2+) quando o edema é confinado a 2+ hematomas na mucosa
mucosa interna
Intermediario aspecto entre normal e 1+ telangiectasia ou dilatacdo dos vasos
(1+) moderado vesicais
Ausente (0) aspecto normal 0 Normal

Elaborada pela autora.

4.4.3 Avaliacdo da Atividade de Mieloperoxidase (MPO)

A mieloperoxidase, enzima presente nos granulos azuroéfilos dos neutrdéfilos é
empregada como um marcador quantitativo do acumulo dessa célula no sitio
inflamatorio (BRADLEY et al., 1982). As bexigas coletadas foram incubadas em 200
WL de tampao (NaCl 0,1 M, NaPO, 0,02 M, NaEDTA 0,015 M; pH 4,7). Posteriormente,
as amostras foram homogeneizadas com o auxilio de um triturador (Pollytron®) e
centrifugadas a 3.000 rpm durante 15 min, a 4°C. O pellet foi ressuspenso em tampéao
NaPO4 0,05 M (pH 5,4) com brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTAB), em seguida,
o material foi macerado. O homogenato foi centrifugado a 10.000 rpm por 15 min, 4°C.
Posteriormente, 50 yL do sobrenadante foram aplicados em placa de 96 pocos para
0 ensaio. Em cada poco foram adicionados 25 pyL de TMB (3, 3, 3, 3-
tetramethylbenzidine; 1,6 mM) e 100 uL de H,0, (0,5 mM) e a placa foi incubada em
estufa por 5 min a 37 °C. A seguir, a reagao foi interrompida por &cido sulfarico 4M. A
qguantificacdo dos neutrofilos foi realizada a partir de uma curva padréao de neutrofilos
(com 1x10° neutrdfilos/50 uL no primeiro pogo). A leitura das absorbancias foi através
de um espectrofotdmetro no comprimento de onda de 450 nm, e os resultados foram
expressos como U/mg de tecido (ALVES-FILHO et al., 2006).
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4.4.4 Avaliacdo da Permeabilidade Vascular pelo Método do Azul de Evans

O aumento da permeabilidade vascular vesical foi avaliado por meio do
extravasamento do corante Azul de Evans, que se liga a albumina plasmatica, e
quando ha o extravasamento de albumina formando o edema estara presente. O
corante foi injetado por via endovenosa no plexo retro orbital na dose de 25 mg/kg, 30
minutos antes dos animais serem eutanasiados. As bexigas foram removidas, o
conteudo urinario foi desprezado e foram incubadas em solugdo de formamida (1
ml/bexiga) a 56°C overnight. O corante extraido foi determinado pela medida na
mudanca da absorbancia a 630 nm em leitor de placa. A permeabilidade vascular foi

expressa em g de Azul de Evans/mL (MOTA et al., 2007).

4.45 Quantificacdo da hemoglobina vesical pelo método da

cianometahemoglobina

A dosagem de hemoglobina foi realizada através da adaptacdo da técnica
descrita por Harold e Drabkin (1935). As bexigas foram homogeneizadas em reagente
de Drabkin (100 mg de tecido da bexiga por mL de reagente) e apos 1 h de incubacao,
as bexigas foram centrifugadas a 10.000 x g por 10 min. Os sobrenadantes foram
extraidos e centrifugados novamente a 10.000 x g por 10 min. A absorbancia do
sobrenadante foi quantificada utilizando um leitor de placas no comprimento de onda
de 450 nm e a concentracdo de hemoglobina foi calculada através da curva analitica
previamente construida utilizando padrdo de hemoglobina (Labtest, Brasil) e os
resultados foram expressos em g de hemoglobina/mg de tecido (DRABKIN; AUSTIN,
1935).

4.5 Analise Histopatoldgica

As bexigas foram removidas e fixadas em formol tamponado a 10% por 24h,
em seguida desidratadas em alcool 70% e incluidas em parafina. Os blocos de
parafina foram cortados em 5 pm e corados com hematoxilina-eosina (HE). A
avaliacao histologica foi realizada de forma cega pela Profd. Dra. Renata Ferreira de
Carvalho Leitdo de acordo com critérios de Gray Modificado (MARTINS et al., 2012)
gue se seguem na tabela 2:
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Tabela 2 — Escores histologicos de Gray

Escore Descricao
Alteragdes intensas (3 +) Caracterizada por multiplas ulceragbes da mucosa, erosdao na

mucosa, edema intenso, infiltrado inflamatério intenso, depésito de
fibrina intenso e diversos focos hemorragicos com possivel

hemorragia transmural.

Alteracdes moderadas (2+) Caracterizada por multiplas ulcera¢des da mucosa, edema moderado,

infiltrado inflamatério, depésito de fibrina e focos hemorragicos.

Alteracdes discretas (1+) Caracterizada por numero de células epiteliais diminuidas pela
descamacgédo, “apagamento” das dobras habituais da mucosa em
decorréncia do edema submucoso, hemorragia discreta e poucas

Ulceras.

Histologia normal (0) Caracterizada pelo urotélio normal, bem como auséncia de Ulcera e

infiltrado inflamatério.

Fonte: elaborada pela autora.

4.5.1 Avaliacdo da hemorragia por Tricromio de Mallory

A hemorragia vesical foi avaliada nos diferentes grupos experimentais a partir
de laminas de tecidos coradas com coloracdo especial de Mallory, corante utilizado
comumente na identificacédo de fibras colagenas, que séo evidenciadas em azul nessa
coloracdo. As laminas foram utilizadas no presente estudo para a avaliacdo dos vasos
sanguineos, considerando que as hemacias e as células endoteliais sdo fortemente
marcadas em vermelho, o que facilita a identificacdo dos vasos sanguineos e
colageno (NARIMIYA et al., 2017).

4.5.2 Mensuracao da espessura do urotélio

A mensuracdo da espessura do urotélio foi realizada por meio do sofware
ImageJ versédo 1.36b, sendo medidas cinco imagens seriadas da lamina corada com
HE de cada animal em cada grupo usando baixa ampliacdo (x100), as fotos foram
obtidas no Microscépio Nikon com objetiva 100x e lente ocular micrométrica Leitz
Wetzlar 100x. O valor mensurado foi apresentado em milimetros (WROBEL et al.,
2017).
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4.6 Avaliacdo da expresséao de F4/80 e NF-kB por imunofluorescéncia

Os blocos de parafina contendo bexiga foram cortados, na espessura de 4 um,
em microtomo. Para a realizagdo da imunofluorescéncia, os cortes dos tecidos
extraidos foram desparafinizados em estufa a 60 °C por 60 minutos. Em seguida, foi
realizada a hidratacdo com dois banhos de xilol por 2 minutos, dois banhos de alcool
absoluto 10 minutos e trés banhos de alcool (90%, 70%, 50%) por 5 minutos, seguido
de uma lavagem em &agua corrente por 10 minutos e trés banhos de PBS por 5
minutos. A recuperacédo antigénica foi realizada em tampéao citrato de sédio 0,1 M (pH
6,0), a temperatura de 95°C, por 18 minutos, seguida de resfriamento, a temperatura
ambiente, durante 20 minutos e trés banhos de PBS por 5 minutos. Depois, foram
feitos a permeabilizacdo da membrana nuclear, por 10 minutos, utilizando triton X-100
0,2% (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA), e o blogueio de liga¢des inespecificas,
utilizando glicina 0,3 M (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA) em albumina sérica
bovina (BSA) 5% (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA), durante 30 minutos. Os
tecidos foram incubados com os anticorpos primarios feitos em coelho anti NF-KB p65,
anticorpo de marcacao nuclear (Abcan) (diluicdo: 1:100) ou anti-F4/80 (Invitrogen®,
Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) (diluicdo de 1: 200)
overnight, na temperatura de 2 — 8 °C. Posteriormente, apds trés banhos de PBS por
5 min, foi realizada a incubacdo com o anticorpo secundario feito em Alexa Fluor™
568 donkey anti-rabbit (Invitrogen®, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EUA), na diluicdo de 1: 200, durante 1 hora e 30 minutos. Com a
finalidade de marcar os nucleos celulares, as sec¢fes dos tecidos foram incubadas,
durante 30 minutos, com DAPI (Invitrogen®, Life Technologies, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA) (4 uL em 200 mL de PBS). Para montagem das
laminas, foi utilizado o meio Prolong Gold Antifade Mountant (Invitrogen®, Life
Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). Para a aquisicdo das
fotomicrografias, foi utilizado um microscopio confocal de varredura a laser (Zeiss LSM
710, Carl Zeiss, Jena, Alemanha) com “master gain” e “digital offset” padronizados
para posterior analise. As fotomicrografias foram analisadas através de um “software”
de imagem (Fiji Image J, National Institutes of Health, Washington, DC, EUA). Para
realizar a quantificagéo da &rea fluorescente nas fotomicrografias, foi necessario fazer
a diferenciacdo dos pixels fluorescentes pela maior saturacdo de cor relacionada a

fluorescéncia (vermelha). Previamente, com o propésito de definir os pixels
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selecionados e nao selecionados, os limites inferior e superior foram padronizados
pelo limiar de cores. Os resultados obtidos foram expressos em porcentagem, que foi

calculada comparando a fluorescéncia positiva de F4/80 ou NF-KB (100%).

4.7 Avaliacéo da expressao de TNF-a e COX-2 por imunohistoquimica

Amostras de bexiga foram fixadas em formol tamponado a 10% por 24h e
processados para inclusdo em parafina. Apés a inclusdo, os segmentos foram
cortados em micrétomo, obtendo-se espessuras de 4 um que foram inseridos em
laminas histolégicas silanizadas. Na etapa seguinte, as laminas contendo os cortes
foram submetidas a desparafinizacdo: inseridas em estufa a 60°C por 1 hora, seguido
de dois banhos em xilol por 5 min. cada. Em seguida, foram hidratados com dois
banhos de etanol absoluto, um banho em etanol a 90%, e um banho em etanol a 70%,
por 3 min cada. Ao final desta etapa, os cortes foram submersos a um banho de agua
destilada por 10 min. e foi realizada a recuperacdo antigénica com tampdao citrato
(DAKO, pH 6,0) por 25 min em banho maria na temperatura de 95°C. Em seguida, os
tecidos foram lavados com tampé&o fosfato-salino (PBS) por 5 min. Na etapa seguinte,
realizou-se o bloqueio da peroxidase com peroxido de hidrogénio a 3% (DAKO) por
30 min. Decorrido este tempo, as laminas foram lavadas com PBS e foram incubadas
com os anticorpos primarios anti-COX-2 (Invitrogen) (diluicdo 1:200) ou anti-TNF-a
(Abcan) (diluigdo 1:300) overnight. Para confeccdo dos controles negativos, 0s
anticorpos primarios foram omitidos. Apés este periodo, os cortes foram lavados trés
vezes com PBS e incubados com polimero HRP (DAKO) por 30 min. Em seguida, as
laminas foram lavadas trés vezes com PBS durante 3 min cada, secadas e aplicado o
DAB (DAKO), 3,3-diaminobenzidina, uma gota de DAB para um mL de diluente). DAB
€ um cromoOgeno que reage com a peroxidase do antigeno alvo resultando em
coloracdo marrom. Dessa forma, observou-se as laminas até aparecer uma coloracéo
marrom, apos este evento a reac¢do foi parada imediatamente mergulhando-as em
adgua destilada. Enfim, as laminas foram contra coradas com hematoxilina de Mayer e
processadas para inserir a laminula. Imagens dos tecidos foram capturadas por meio
de camera digitalizada acoplada ao microscéopio (Nikon Elipse E200), sendo
capturados 10 campos por corte histolégico no aumento de 200x ou 400x para obter
a area total do tecido e a area imunomarcada. A quantificacdo foi realizada através da
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guantificacdo de pixels pela maior saturacdo de cor relacionada a imunomarcacéao

com DAB, através do software ImageJ.

4.8 Deteccdao das citocinas inflamatérias

A concentracao de citocinas presentes nas bexigas foi quantificada através do
ensaio imunoenzimatico (ELISA) de acordo com método descrito por (SAFIEH-
GARABEDIAN et al., 1995). Os tecidos foram homogeneizados a 10% de PBS (pH
7,4) (mg de tecido/pL) e centrifugados a 5.000 rpm por 10 minutos para utilizagdo do
sobrenadante. As placas de 96 pocos com superficie de alta ligacao foram incubadas
overnight com anticorpos murinos de captura para TNF- a, IL-1p, IL-6 e IL-10 (kits da
R&D systems). Apds bloqueio de sitios de ligacdo inespecificas com BSA (1%), 100
pL de amostra foram incubadas por 2h a 4°C, bem como, a curva padréo seriada
também adicionada nesta etapa. ApOs cada etapa de incubacdo as placas foram
lavadas com tampao PBS/TWEEN-20, e em seguida foi adicionado anticorpo de
deteccdo por 2h. Posteriormente, as placas foram lavadas e 100 yL do complexo
HRP-streptavidina diluido (1:40) foi adicionado. Decorridos 20 minutos, 100 yL do
substrato de TMB (3,3',5,5'-tetrametilbenzidina) foi adicionado e as placas foram
incubadas na auséncia de luz a temperatura ambiente por 20 min. A reacado enzimatica
foi interrompida com 50 yL de H2SO4 (2N) e entdo a leitura das absorbancias foi
mensurada em espectrofotometro utilizando o comprimento de onda de 450 nm. As
concentracbes de citocinas foram calculadas a partir de uma curva padrdo. Os

resultados foram expressos em picograma de citocinas/mg de tecido.

4.9 Avaliacdo da expressdo génica de mediadores inflamatérios (COX-2,
Inos, IL-4; IL-33) por rtPCR

Amostras de bexiga foram homogeneizadas em 1 mL de Trizol usando esferas
de aco (4.5 mm) que foram agitadas no TissueLyser LT (Qiagen) por 2 minutos a 50
pulsos/segundo e depois colocadas no gelo por 2 minutos. Para homogeneizacao
completa, as amostras necessitaram de 2 ciclos de agitacdo. A extracdo do RNA
seguiu o método Trizol de acordo com as especificacfes do fabricante. Em seguida,

as amostras foram quantificadas em uma Placa de Microvolume Take3 ™, utilizando-
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se um Epoch™ Microplate Spectrofotometer (BioTek), amostras com fator de pureza
onde a absorbancia A260/280 variou de 1,5 a 2,0 foram consideradas adequadas para
0 estudo. A transcricdo do RNA em DNA complementar foi realizada usando o High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit in Veriti 96 Thermocycler ambos da Applied
Biosystems. Todas as amostras foram armazenadas em freezer -20°C.

Finalmente, o gRT-PCR foi realizado usando o PowerUp SyBr Green Master
Mix no QuantStudio™ 3 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Thermo
Scientific). A amplificag&o foi realizada utilizando o modo de ciclagem rapida seguindo
as especificacdes do fabricante. Um micrograma de cDNA foi usado para analisar a
expressdo dos genes IL-4 (5-CGCCATGCACGGAGATG-3' e reverso 5'-
CGAGCTCACTCTCTGTGGTGTT-3’), COX-2 (5-GTGGAAAAACCTCGTCCAG-3 e
reverso 5- GCTCGGCTTCCAGTAFFGA -3), INOS (5°-
GGCAGCCTGTGAGACCTTG -3" ereverso 5 - GCATTGGAAGTGAAGCGTTC -3") e
IL-33 (5°- TGCATGAGACTCCGTTCTGG -3 e reverso 5-
CCCGTGGATAGGCAGAGAAG -3"). As amostras foram normalizadas usando o gene
B-actina (5"- AGAGGGAAATCGTGCGTCAC-3’ direto e 5-
CAATAGTGATGACCTGGCCGT-3" reverso). A expressdo génica relativa foi
determinada usando o método 2-AACt (Livak & Schmittgen, 2001).

4.10 Avaliacdo do estresse oxidativo

4.10.1 Determinacdo da concentracdo de Malonaldeido (MDA)

A determinacdo dos niveis de substancias acidas reativas com o acido
tiobarbitdrico foi realizada através da quantificacdo do malonaldeido, um produto da
decomposicao dos hidroperéxidos de acidos graxos poli-insaturados, formado durante
0 processo oxidativo, conforme método descrito por (DRAPER; HADLEY, 1990). As
bexigas foram homogeneizadas com tampao fosfato 0,05 M a 10% (mg de tecido/ uL),
250 pyL do homogenato foram incubados em banho-maria a 37 °C por 1 hora. Em
seguida, a fim de interromper o processo de peroxidagao, foi adicionado 400 uL de
acido perclorico 35% as amostras e entdo centrifugadas em 14.000 rpm, 15 minutos,
4 °C. O sobrenadante foi coletado e adicionou-se 200 pL de acido tiobarbiturico 0,8%

e novamente submetido a banho-maria por 30 minutos a 95°C. Apds resfriamento, as
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amostras foram plaqueadas e uma curva-padrdo com tetrametoxi-propano (TMP) foi
utilizada para calibracdo do método. As absorbancias foram mensuradas no
comprimento de onda de 532 nm. Os resultados foram expressos em nmol de
MDA/mg de tecido.

4.10.2 Determinacdo dos niveis de nitrito (NO)

O método fundamenta-se na reagcdo do NO> com uma amina primaria
aromatica em meio &cido para formar um sal de diazdnio, que consequentemente
reage com um composto aromatico formando um azo-composto, sendo denominado
reacdo de Griess (GREEN et al., 1982). Esse método € uma forma indireta de
guantificacdo do 6xido nitrico, uma vez que o ion NOs (nitrato) é determinado como
ion NO2 (nitrito) ap6s reducdo pela enzima nitrato redutase. As bexigas foram
homogeneizadas com cloreto de potassio (KCI 0,15 M) a 10% (uL/mg de tecido),
centrifugadas a 5.000 rpm por 30 minutos. Em seguida, 80 uL do sobrenadante foi
incubado com a solugdo reagente (40 pL da enzima nitrato redutase, substrato
NADPH, KH,PO, em &gua destilada) overnight em estufa a 37 °C, a fim de que todo
nitrato presente no sobrenadante fosse convertido em nitrito. A curva-padrao também
foi plagueada a partir de uma solucéo nitrato de sodio (NaNO, 200 uM). Por fim, 80
ML da solucado de Griess (1% de sufanilamida em 1% H;PO,/ 0,1% de NEED/agua
destilada/1:1:1:1) foram adicionadas em cada poco. As absorbancias foram lidas em

540 nm e os resultados foram expressos em uM de NO, (CHEN et al., 2000).

4.10.3 Determinacgédo da concentracado de glutationa reduzida (GSH)

A determinacao da glutationa reduzida, antioxidante hidrossoltvel componente
endodgeno do pool dos grupos sulfidrilicos nao-proteicos (NPSH), foi analisado de
acordo com o método de (SEDLAK; LINDSAY, 1968) que fundamenta-se na reacao
do DTNB (acido 5,5-ditiobis 2-nitrobenzéico) com compostos de sulfidrila. As bexigas
foram homogeneizadas a 10% com tampao EDTA 0,02 M. Em seguida, adicionou-se
60 pL de &cido tricloroacético (TCA) 10% a 40 pL de amostra e entéo foi centrifugado
em 5000 rpm, 15 min, 4°C. O sobrenadante foi plaqueado, bem como a curva-padrao

com glutationa reduzida. Por fim, foi adicionado 102 pL da solugédo de leitura (Tris-
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EDTA, DTNB 0,01 M) e a absorbancia foi mensurada no comprimento de onda de 412

nm. Os resultados foram expressos em pg de NP-SH/mg de tecido.

4.10.4 Determinacédo da atividade enzimatica da catalase (CAT)

A catalase € um antioxidante capaz de transformar o peroxido de hidrogénio
(H202) em agua e oxigénio, o ensaio determina a velocidade de consumo do H>O>
pela enzima presente na amostra, conforme descrito por (MAEHLY; CHANCE, 1954).
As bexigas foram homogeneizadas a 10% em tampé&o fosfato 150 mM e em seguida
centrifugadas a 10.000 rpm, 5 minutos, 4 °C. E entéo, 20 pyL do sobrenadante foram
adicionados a 980 pL do meio de reagao (H202 0,1%, Tris-HCI-EDTA 5 mM pH 8,0 e
agua Milli-Q). As absorbancias foram medidas ap6s 1 e 6 minutos da adicdo do meio
de reacdo em comprimento de onda 230 nm. Os resultados foram expressos como

unidades de catalase (U) /mg de proteina.

4.10.5 Determinacéo da atividade enzimatica da superdxido dismutase (SOD)

A superoxido dismutase (SOD) € uma enzima antioxidante que catalisa a
dismutacdo do anion superoxido para peréxido de hidrogénio (H2O2), um radical
menos nocivo, que em seguida é degradado pela catalase. A SOD é capaz de inibir a
reducdo do azul de nitro-tetrazolio (NBT) a formazam pelo anion superoxido (02,
nessa metodologia a riboflavina reduzida fotoquimicamente libera o O2°. As bexigas
foram homogeneizadas a 10% em tampéao fosfato 50 mM (pH 7,8) e em seguida
centrifugadas a 12.000 rpm, 20 min, 4°C. Do sobrenadante obtido, 50 uL foram
adicionados a 1 mL do meio de reacédo (tampao fosfato 50 mM, EDTA 0,1 mM,
metionina 19,5 mM), 300 uL de riboflavina 5 uM e 150 uL de NBT 750 pM, protegidos
da luz. O material foi exposto a luz fluorescente (15 W) por 15 minutos e entéo
plagueadas para leitura da absorbancia no comprimento de onda de 560 nm. Os
resultados foram expressos em unidades da enzima (U)/mg de proteina
(BEAUCHAMP; FRIDOVICH, 1971).
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411 Andalise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o software GraphPadPrism®, verséao 8.0.
Realizou-se o teste de compara¢Bes multiplas por meio de analise de variancia
(ANOVA) seguido do teste Bonferroni (dados paramétricos) ou aplicacdo do teste
Kruskal-Wallis seguido do pds-teste Dunn’s (dados ndo paramétricos). Os resultados
foram expressos como média + erro padrdo média (E.P.M), para dados paramétricos
ou valor mediano, maximo e minimo, para dados nao paramétricos. Os resultados

foram considerados estatisticamente significativos para P<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliagdo do efeito de McLTP1 sobre a indugdo da cistite hemorragica
induzida por ifosfamida.

A inducéao da cistite hemorragica foi através da administracdo de ifosfamida na
dose de 400 mg/kg via intraperitoneal. McLTP1 foi administrada nas doses de 10, 20
ou 40 mg/kg (i.p) conforme esquema terapéutico descrito anteriormente. A figura 7
mostra que ifosfamida induziu o0 aumento do peso Umido vesical em 116%, quando
comparado ao controle tratado apenas com o veiculo salina. Enquanto que o
tratamento com McLTP; foi capaz de reduzir esse parametro nas trés respectivas
doses supracitadas 23, 28 e 30% respectivamente, tal como o0 grupo mesna com
reducao de 25%.

Figura 7- Efeito de diferentes doses de McLTP1 no aumento do peso Umido

vesical na cistite hemorragica induzida por ifosfamida.
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Os valores representam o aumento do peso mido vesical (PUV) em camundongos ap6s a indugéo da
cistite hemorragica por ifosfamida e tratado com McLTP1ou mesna. Os resultados séo apresentados
pelas médias + EPM (n = 6-8/grupo). # p<0,05 em relagdo ao grupo salina e * p<0,05 em relacédo ao
grupo que recebeu apenas ifosfamida. A analise estatistica foi feita com ANOVA seguido do teste de
Bonferroni.
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A avaliacdo macroscoépica dos escores de edema e hemorragia demostram que
a ifosfamida aumentou tais parametros significativamente [E: 3 (2-3); H: 3 (2-3)],
guando comparado ao controle salina [E: 0 (0-0); H: 0 (0-0)]. Ja o tratamento com
McLTP1 na dose de 10 mg/kg preveniu significativamente edema e hemorragia [E: 1
(0-2); H: 1 (1-2)], semelhante significativamente ao farmaco uroprotetor mesna [E: O
(0-2); H: 1 (0-2)]. Entretanto, nas doses de 20 [E: 1,5 (1-2); H: 2 (1-3)] e 40mg/Kg [E:
1 (0-2); H: 1 (0-3)] ndo houve reducao significativa (Figura 8 A e B; Tabela 3).

Figura 8 - Efeito de diferentes doses de McLTP:1 sobre os escores de edema e
hemorragia na cistite hemorragica induzida por ifosfamida.
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Os valores representam a mediana (min-méax) dos escores macroscopicos de edema e hemorragia em
animais apés a inducdo da cistite hemorragica por ifosfamida e tratados com McLTP1 ou mesna.
Apenas o tratamento com McLTP1 na dose de (10 mg/kg i.p.) foi capaz de reduzir os escores de edema
e hemorragia. Os resultados sdo apresentados por medianas e valores minimos e maximos
(n=8/grupo). # p<0,05 em relacéo ao grupo salina e * p<0,05 em relagdo ao grupo que recebeu apenas
ifosfamida. A analise estatistica foi feita com Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn’s.
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Tabela 3 - Efeito de diferentes doses de McLTP: sobre os escores de edema e
hemorragia na cistite hemorragica induzida por ifosfamida.

Grupos experimentais Escores de edema Escores de hemorragia
Salina 0 (0-0) 0 (0-0)
Ifosfamida 3(2-3)# 3(2-3)#
IFO + Mesna 1(0-2)* 1(0-2)*
IFO + MCLTP1 10 mgikg 1(1-2)* 1(1-0)*
IFO + MCLTP1 20 mgikg 1(1-2)# 2(1-3)#
IFO + McLTP1 40 mgikg 1(0-2) # 1(0-3)#

Os resultados sé@o apresentados por medianas e valores minimos e maximos (n=8/grupo). # p<0,05 em
relacdo ao grupo salina e * p<0,05 em relacéo ao grupo que recebeu apenas ifosfamida. A andlise
estatistica foi feita com Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn'’s.

A atividade da mieloperoxidase, enzima presente nos neutroéfilos foi aumentada
no grupo tratado apenas com ifosfamida em 37%, quando comparado ao grupo salina.
Enquanto que McLTP1 nas doses de 10 mg/kg foi capaz de reduzir esse parametro
inflamatdrio em 33%, equivalente ao tratamento com mesna que reduziu em 40%.
Porém, as doses de 20 e 40 mg/kg ndo promoveram reducado significativa, tendo

reducdo da MPO em 21 e 19%, respectivamente (Figura 9).
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Figura 9 - Efeito do tratamento de diferentes doses na McLTP;1 na atividade de

mieloperoxidase (MPO) na cistite hemorragica induzida por ifosfamida.
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Os valores representam a atividade de mieloperoxidade (MPO) em animais ap6s a inducdo da cistite
hemorragica por ifosfamida e tratado com McLTP1 ou mesna. Os resultados sdo apresentados pelas
médias + EPM (n=6/grupo). # p<0,05 em relagdo ao grupo salina e * p<0,05 em relagdo ao grupo que
recebeu apenas ifosfamida. A analise estatistica foi feita com ANOVA seguido do teste de Bonferroni.

Os resultados acima evidenciam que a dose testada com melhor efeito

terapéutico de McLTP; € a de 10 mg/kg, sendo assim elegivel para realizacao dos

experimentos a seguir.
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5.2 Efeito de McLTP1 sobre permeabilidade vascular na cistite hemorragica
induzida por ifosfamida.

O tratamento com ifosfamida induziu um aumento significativo da
permeabilidade vascular em 587%, medida através do extravasamento do Azul de
Evans nas bexigas 24h apds a administracdo do corante quando comparado ao grupo
gue recebeu apenas salina. O tratamento com McLTP1 na dose de 10 mg/kg foi capaz
de promover uma reducdo significativa de 53% desse parametro, bem como

tratamento com mesna com reducao de 57%, conforme mostra a figura 10.

Figura 10 - Efeito do tratamento com McLTP:1 na permeabilidade vascular

aplicada ao modelo de cistite hemorragica induzida por ifosfamida.
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Os valores representam o extravasamento de Azul de Evans em bexigas de camundongos apds a
inducdo da cistite hemorragica por ifosfamida e tratado com McLTP1 ou mesna. Os resultados sdo
expressos pela média + E.P.M. (n=8/grupo). # p<0,05 em relagdo ao grupo salina e * p<0,05 em relagao
ao grupo que recebeu apenas ifosfamida. A anadlise estatistica foi feita com ANOVA, seguida de
Bonferroni.
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5.3 Efeito de McLTP1 sobre dosagem de hemoglobina em bexigas no modelo
cistite hemorrégica induzida por ifosfamida.

Ao contrario do grupo salina, a parede da bexiga em animais tratados com
ifosfamida mostrou aumento significativo da hemorragia em 150%, conforme indicado
na Fig. 11. O tratamento com McLTP1 reduziu a quantidade de hemoglobina em 47%,

semelhante ao tratamento com mesna que reduziu em mesmo valor.

Figura 11 - Efeito do tratamento com McLTP1 na hemoglobina aplicada ao

modelo de cistite hemorragica induzida por ifosfamida.
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Os valores representam a hemorragia que foi avaliada indiretamente pelos niveis de hemoglobina
tecidual ap6s a inducéo da cistite hemorragica por ifosfamida e tratado com McLTP:1 ou mesha. Os
resultados sdo expressos pela média + E.P.M. (n=8/grupo). # p<0,05 em relacdo ao grupo salina e *
p<0,05 em relacéo ao grupo que recebeu apenas ifosfamida. A analise estatistica foi feita com ANOVA,
seguida de Bonferroni.



61

5.4 Efeito de McLTPi1sobre as alteragfes histoldgicas na cistite hemorragica
induzida por ifosfamida.

Ao avaliar as bexigas microscopicamente de acordo com os critérios de Martins
(2012) observou-se acentuado edema, hemorragia, congestédo vascular e ulceracao,
recebendo escores de 3 (3-3) nos animais tratados com ifosfamida (12 B), quando
comparada a bexiga do grupo controle 0 (0-0) (12 A). J& nos animais tratados com
McLTP;1 (12 D), observou-se reducdo dos escores 1(1-1), apresentando apenas

edema, semelhante ao grupo mesna 1 (1-2) (12 C) (Figura 13, Tabela 4).
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Figura 12 - Fotomicrografias representativas do efeito de McLTP1 nas alteragbes
histologicas de camundongos com cistite hemorragica induzida por ifosfamida.

Salina Ifosfamida (400 mg/kg; i.p)

Ifosfamida + Mesna (80 mg/kg; i.p) Ifosfamida + McLTP1 (10 mg/kg; i.p)

As bexigas foram processadas pela técnica de coloracdo de hematoxilina-eosina (HE) nos grupos
experimentais. As figuras expressam a morfologia dos tecidos representativos dos seguintes grupos:
Controle: Salina i.p.); Ifosfamida 400mg/Kg i.p.); Ifosfamida + Mesna (80 mg/kg; i.p); Ifosfamida +
McLTP1 (10mg/kg; i.p). Seta preta: edema. Seta vermelha: focos hemorragicos. Escala: 200 pm.
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Figura 13 - Efeito do tratamento com McLTP1 nas alteragdes histologicas na
cistite hemorragica induzida por ifosfamida.
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Os valores representam a mediana (min-méax) dos escores macroscopicos de edema e hemorragia em
animais ap0s a inducdo da cistite hemorragica por ifosfamida e tratados com McLTP:1 ou mesna. Os
resultados sdo apresentados por medianas e valores minimos e maximos (n=8/grupo). # p<0,05 em

relagdo ao grupo salina e * p<0,05 em relacéo ao grupo que recebeu apenas ifosfamida. A andlise
estatistica foi feita com Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn’s.

Tabela 4 - Efeito do tratamento com McLTP1 nas alteragdes histologicas na cistite
hemorragica induzida por ifosfamida.

Salina 0 (0-0)
Ifosfamida 3(3-3)#
IFO + Mesha 1(1-1)#*
IFO + McLTP1 1(1-2) #*

Os resultados sdo apresentados por medianas e valores minimos e maximos (n=8/grupo). # p<0,05 em

relacdo ao grupo salina e * p<0,05 em relacdo ao grupo que recebeu apenas ifosfamida. A analise
estatistica foi feita com Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn’s.
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A presenca de hemorragia foi investigada com a coloracdo especial, onde
observa-se uma intensa marcacdo em focos hemorragicos de bexigas do grupo
ifosfamida, comparado a uma reducdo acentuada apos tratamento com McLTP: e
mesna (Fig. 14).

Figura 14 - Fotomicrografias representativas do efeito de McLTP: nas
alteracdes histologicas de hemorragia em camundongos com cistite hemorragica

induzida por ifosfamida.
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As bexigas foram processadas pela técnica de coloracdo de Mallory nos grupos experimentais. As
figuras expressam a morfologia dos tecidos representativos dos seguintes grupos: Controle; Salina i.p.;
Ifosfamida 400mg/Kg i.p.; Ifosfamida + McLTP1 (10mg/kg; i.p); Ifosfamida + Mesna (80 mg/kg; i.p). Seta
preta: foco hemorragico. Escala: 200 pm.
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O tratamento com ifosfamida também induz a reducéo da espessura do urotélio
(89,73 £ 4,44 mm), quando comparado ao grupo controle (169,4 £ 10,17 mm). McLTP1
e Mesna foram capazes de preservar esse epitélio que recobre grande parte do trato
urinério (145,6 + 4,96 mm; 158,3 £ 7,84 mm), respectivamente (Fig. 15).

Figura 15 - Efeito do tratamento com McLTP1 na espessura do urotélio na cistite

hemorragica induzida por ifosfamida.
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Os valores representam a medida do urotélio avaliada em laminas histol6gicas coradas com
hematoxilina-eosina em animais apés a inducao da cistite hemorragica por ifosfamida e tratados com
McLTP1 ou mesna. Os resultados (mm) sdo expressos pela média + E.P.M. (n=8/grupo). # p<0,05 em
relagdo ao grupo salina e * p<0,05 em relacdo ao grupo que recebeu apenas ifosfamida. A andlise
estatistica foi feita com ANOVA, seguida de Bonferroni.
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5.5 Efeito de McLTP1 na imunofluorescéncia de F4/80 e NF-kB na cistite
hemorragica induzida por ifosfamida.

A ifosfamida aumentou significativamente a expresséo de F4/80 (43,95 + 6,53
%) na bexiga quando comparado ao grupo controle (2,13 + 0,33 %) (Figura 16a e 16b).
McLTP1 e Mesna foram capazes de reduzir a marcacéo de F4/80 quando comparados

ao grupo ifosfamida (5,46 £ 0,55 %; 4,17 + 0,55%), respectivamente.

Na imunofluorescéncia para NF-kB, a ifosfamida aumentou significativamente
expressao desse fator de transcricdo (12,14 + 1,28 %), comparando ao grupo que
recebeu apenas solugdo salina (grupo controle) (1,53 + 0,13 %). McLTP1 e o
tratamento com Mesna foram capazes de reduzir a marcagdo de NF-kB quando
comparados ao grupo ifosfamida (3,22 + 0,30 %; 2,18 + 0,17 %) (Figura 17a e 17b).
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Figura 16a - Fotomicrografias das imunofluorescéncias para F4/80 em bexiga

de camundongos com cistite hemorragica induzida por ifosfamida.

F4/80 DAPI MERGE

Fonte: dados da pesquisa. Vermelho: F4/80; azul: DAPI (marcador nuclear). Merge: contextualiza¢éo
espacial dos marcadores na imagem sobreposta. Aumento: 200 x. Escala: 100 pm.
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Figura 16b — Quantificacdo da area fluorescente da expresséo de F4/80 em bexiga de

camundongos submetidos a cistite hemorragica por ifosfamida.
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Os valores representam a porcentagem de &rea marcada de imunofluorescéncia para F4/80 apos a
inducdo da cistite hemorragica por ifosfamida e tratado com McLTP1 ou mesna. Os resultados sao
expressos pela média + E.P.M. (n=8/grupo). # p<0,05 em relagdo ao grupo salina e * p<0,05 em relagao

ao grupo que recebeu apenas ifosfamida. A andlise estatistica foi feita com ANOVA, seguida de
Bonferroni.
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Figura 17a - Fotomicrografias das imunofluorescéncias para NF-kB em bexiga

de camundongos com cistite hemorragica induzida por ifosfamida.

NF-kB DAPI MERGE

Fonte: dados da pesquisa. Vermelho: NF-kB; azul: DAPI (marcador nuclear). Merge: contextualizagédo
espacial dos marcadores na imagem sobreposta. Aumento: 200 x. Escala: 100 um.
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Figura 17b - Efeito do tratamento com McLTP1 na imunomarcacdo para NF-kB na

cistite hemorragica induzida por ifosfamida.
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Os valores representam a porcentagem de area marcada de imunofluorescéncia para NFkB apés
a inducdo da cistite hemorragica por ifosfamida e tratado com McLTP1 ou mesna. Os resultados
sdo expressos pela média + E.P.M. (n=8/grupo). # p<0,05 em rela¢do ao grupo salina e * p<0,05
em relacdo ao grupo que recebeu apenas ifosfamida. A andlise estatistica foi feita com ANOVA,
seguida de Bonferroni.

5.6 Efeito de McLTP:1 na imunomarcacdo de COX-2 e TNF-a na cistite
hemorragica induzida por ifosfamida.

Através das figuras 18a e 19a evidencia-se que McLTP; foi capaz de diminuir a
imunomarcacao de COX-2 e TNF-a. Na figura 18b se observa o resultado do efeito de
McLTP1 na marcagdo de COX-2 por imunohistoquimica na bexiga de camundongos
submetidos a cistite hemorragica por ifosfamida (13,22 + 1,65), semelhante ao mesna
(14,90 £ 2,59). Sobre a porcentagem de area marcada, o tratamento com ifosfamida
(86,82 £ 7,24) aumentou significativamente quando comparado ao salina (3,22 *
0,35).

Na figura 19b observa-se intensa marcacdo de TNF-a no grupo ifosfamida
(67,34 £ 3,45) quando comparado ao controle negativo salina (4,52 £ 0,49), enquanto
que o tratamento com McLTP: reduz significativamente a imunomarcagéo (22,92 +
3,16), semelhante ao tratamento com mesna (26,69 = 2,11), ambos diferentes

significativamente do grupo tratado apenas com ifosfamida.
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Figura 18a — Fotomicrografias das imunomarcagbes para COX-2 na bexiga de
camundongos com cistite hemorragica induzida por ifosfamida.
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Os painéis representam imagens de imunohistoquimica para COX-2 em bexiga de camundongos com
cistite hemorragica induzida por ifosfamida (100 ym).
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Figura 18b Efeito do tratamento com McLTP1 na imunomarcacdo para COX-2 na
cistite hemorragica induzida por ifosfamida.
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Os valores representam a porcentagem de area marcada de imunohistoquimica para COX-2 ap0s a
inducdo da cistite hemorragica por ifosfamida e tratado com McLTP:1 ou mesna. Os resultados sao
expressos pela média + E.P.M. (n=8/grupo). # p<0,05 em relagdo ao grupo salina e * p<0,05 em relagao

ao grupo que recebeu apenas ifosfamida. A anadlise estatistica foi feita com ANOVA, seguida de
Bonferroni.
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Figura 19a — Fotomicrografias das imunomarcagbes para TNF-a na bexiga de
camundongos com cistite hemorragica induzida por ifosfamida.
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Os painéis representam imagens de imunohistoquimica para TNF-a em bexiga de camundongos com
cistite hemorragica induzida por ifosfamida (100 ym).
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Figura 19b - Efeito do tratamento com McLTP1 na imunomarcagédo para TNF-a na
cistite hemorragica induzida por ifosfamida.
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Os valores representam a porcentagem de area marcada de imunofluorescéncia para TNF-a apés a
inducdo da cistite hemorragica por ifosfamida e tratado com McLTP1 ou mesna. Os resultados sdo
expressos pela média £ E.P.M. (n=8/grupo). # p<0,05 em relacdo ao grupo salina e * p<0,05 em relacdo
ao grupo que recebeu apenas ifosfamida. A andlise estatistica foi feita com ANOVA, seguida de
Bonferroni.

5.7 Efeito de McLTP1 sobre citocinas inflamatorias na cistite hemorragica
induzida por ifosfamida.

Amostras de bexigas dos animais apos administracéo de ifosfamida ou salina
foram utilizadas para determinag&o dos niveis de citocinas TNF-a, IL-1p3, IL-6 e IL-10.
Os animais que receberam ifosfamida apresentaram aumento significativo na
concentracdo das citocinas pro-inflamatorias (TNF-a: 86,13 £ 9,51; IL-103: 95,48 +
4,77; 1L-6: 32,37 + 3,03 pg/mg de tecido), mas néo alterou os niveis da citocina anti-
inflamatoria IL-10 (6,99 + 0,81 pg/ mg de tecido) em relagdo ao grupo controle (TNF-
a: 13,0 £ 1,07; I1L-1B: 20,96 + 1,41; IL-6: 12,39 + 2,37; IL-10: 4,94 + 1,22 pg/ mg de

tecido), que recebeu apenas solucéo salina.

Verificou-se que o tratamento com McLTP; foi capaz de prevenir de forma
significativa a liberacdo das citocinas pré-inflamatorias TNF-a, IL1B, IL-6 (TNF-a:
16,25 £ 1,32; IL-1B: 73,20 £ 2,86; IL-6: 20,23 + 1,96 pg/mg de tecido) promovida pela

ifosfamida. Bem como, promoveu aumento da liberacdo da citocina anti-inflamatoria
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IL-10 (28,42 = 5,47 pg/mg de tecido), semelhante ao tratamento com mesna, exceto
na citocina anti-inflamatoria IL-10, onde mesnha ndo aumentou significativamente
comparado ao grupo ifosfamida (TNF-a: 19,21 + 2,24; IL-1B: 63,20 + 3,84; IL-6: 10,69
+2,13; IL-10: 14,92 + 2,67 pg/mg de tecido) (Fig. 20).
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Figura 20 - Efeito do tratamento com McLTP1 nos niveis teciduais de TNF- a,

IL-18, IL-6 e IL-10 na cistite hemorragica induzida por ifosfamida.
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Os valores representam a concentracgédo de citocinas TNF-a, IL-13, IL-6 e IL-10 ap6s a inducao da cistite
hemorragica por ifosfamida e tratado com McLTP1 ou mesna. Os resultados (picograma/mg de tecido)
sdo expressos pela média + E.P.M. (n=8/grupo). # p<0,05 em relacdo ao grupo salina e * p<0,05 em
relacdo ao grupo que recebeu apenas ifosfamida. A analise estatistica foi feita com ANOVA, seguida
de Bonferroni.
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5.8 Efeito de McLTP1 na expresséo génicade Il-4, 11-33, Cox-2 e iNos na cistite
hemorragica induzida por ifosfamida.

Amostras de bexigas dos animais apdés administracdo de ifosfamida ou salina
foram utilizadas para determinacéo da expressao génica de importantes marcadores
do processo inflamatorio. O tratamento com ifosfamida aumentou a expressao génica
de IL-4 (SAL: 0,98 + 0,40 vs. IFO: 4,18 + 0,64), IL-33 (SAL: 0,36 = vs. 0,11 vs. IFO:
146,2 + 47,46), COX-2 (SAL: 1,01 + 0,36 vs. IFO: 408,9 £ 91,84) e INOS (SAL: 2,97 +
1,12 vs. IFO: 24,65 + 7,78) quando comparado ao grupo salina (P<0,05). Entretanto,
o tratamento com McLTP: reduziu a expresséo de IL-4 (Mc: 0,67 £ 0,42 vs. Mesna:
0,40 £ 0,33), IL-33 (Mc: 5,90 + 2,33 vs. Mesna: 1,18 + 0,39), COX-2 (Mc: 31,33 +£17,86
vs. Mesna: 6,39 + 2,99) e INOS (Mc: 1,29 £ 0,48 vs. Mesna: 0,67+ 0,49), resultados

semelhantes ao tratamento com a droga uroprotetora mesna (P<0,05) (Figura 21).
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Figura 21 - Efeito do tratamento com McLTP1 expresséo génica de IL-4, COX-2, INOS

e IL-33 na cistite hemorragica induzida por ifosfamida.
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Os valores representam a expressdo génica de marcadores inflamatérios mensurados na bexiga de
camundongos apds a inducao da cistite hemorragica por ifosfamida e tratado com McLTP1 ou mesna.
Os resultados sé@o expressos pela média = E.P.M. (n=8/grupo). # p<0,05 em relacdo ao grupo salina e
* p<0,05 em relacdo ao grupo que recebeu apenas ifosfamida. A andlise estatistica foi feita com
ANOVA, seguida de Bonferroni.
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5.9 Efeito de McLTP1 sobre estresse oxidativo na cistite hemorragica
induzida por ifosfamida.

A avaliagéo do estresse oxidativo foi realizada através da determinacgéo indireta
de Nitrito (NO), do grau de peroxidacao lipidica, através do marcador malonaldeido
(MDA) e das enzimas antioxidantes glutationa reduzida (GSH), catalase (CAT) e
superoéxido dismutase (SOD). O grupo salina teve os niveis de MDA, NO, GSH, SOD
e CAT determinados na bexiga (MDA: 35,11 + 10,78 nmol/mg de tecido; NO: 85,57
0,918 uM; GSH: 347 + 73,78 ug/mg de tecido; CAT: 65,59 + 6,92 U/mg de proteina;
SOD: 109,7 + 8,23 U/mg de proteina). O estresse oxidativo aumentou
significativamente no grupo ifosfamida, com altos niveis de peroxidagdo lipidica
determinada pela quantificacdo de MDA (95,96 + 13,90 nmol/g de tecido) e NO (120,5
+ 9,02 uM) em comparacédo com o grupo controle. Levando também a deplecéo dos
niveis de antioxidantes (GSH: 522,2 + 27,23 ug/mg de tecido; CAT: 59,85 + 13,93
U/mg de proteina; SOD: 63,94 + 5,33 U/mg de proteina). Contudo, o tratamento com
McLTP; foi eficaz em aumentar significativamente a atividade antioxidante por meio
de GSH, CAT e SOD no tecido (GSH: 1906 + 161,3 pg/mg de tecido; CAT: 104,8 +
7,79 U/mg de proteina; SOD: 156,4 + 11,09 U/mg de proteina), bem como a
restauracdo da atividade para valores normais de NO (78,74 = 1,74 uM) e da
peroxidacdo lipidica (MDA: 21,79 + 7,12 nmol/mg de tecido), semelhante ao
tratamento com mesna. Entretanto, a atividade antioxidante de mesna soO foi
evidenciada na dosagem de catalase, enquanto que GSH e SOD n&o houve aumento
significativo (GSH: 568,4 + 41,80 ug/mg de tecido; CAT: 108 + 11,45 U/mg de proteina;
SOD: 94,48 + 11,09 U/mg de proteina; NO: 90,06 + 10,84 uM; MDA: 12,84 + 2,54
nmol/g de tecido) (Fig. 22).
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Figura 22 - Efeito do tratamento com McLTP1 nos niveis teciduais de MDA, NO, SOD,

CAT, GSH na cistite hemorragica induzida por ifosfamida.
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Os valores representam concentracéo de marcadores de estresse oxidativo MDA, Nitrito e antioxidante,
GSH, SOD e CAT mensurados na bexiga de camundongos ap6s a inducéo da cistite hemorragica por
ifosfamida e tratado com McLTP1 ou mesna. Os resultados sdo expressos pela média + E.P.M. (n=8).
# p<0,05 em relagdo ao grupo salina e * p<0,05 em relagdo ao grupo que recebeu apenas ifosfamida.
A andlise estatistica foi feita com ANOVA, seguida de Bonferroni.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo foi demonstrado que a proteina € um potencial uroprotetor
ao tratamento quimioterapico com ifosfamida que evolui com cistite hemorragica,
tendo em vista seu potencial anti-inflamatério e antioxidante através da atenuacéo do
edema e hemorragia, ao reduzir citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-33)
e modular positivamente a citocina anti-inflamatoéria IL-10. Bem como atuou na inibicao
da expressédo de importantes fatores de transcricdo como NF-kB, enzima COX-2,
INOS e macrofago F4/80. Além disso, reduziu marcadores de estrese oxidativo, MDA
e nitrito, e ainda foi capaz de aumentar a atividade antioxidante através da supra

regulacdo das enzimas, SOD, catalase e GSH.

O modelo de cistite hemorragica por oxazafosforinas foi padronizado por Lima
e colaboradores (1994) através da administracdo ciclofosfamida em camundongos
Swiss fémeas. Os resultados sugeriram que ap6s 12 horas da administracdo foi
possivel obter melhor atividade inflamatéria. Posteriormente, a inducao por ifosfamida
passou a ser realizada, uma vez que foi evidenciado que a cistite hemorragica € mais
frequente em pacientes sob uso desse antineoplasico (RIBEIRO et al., 2012; ZHANG,;
TIAN; ZHOU, 2006). Semelhante a ciclofosfamida, o maior pico inflamatdério foi na
dose 400 mg/kg e 12h apo6s sua administracdo. Diante disso, escolhemos realizar os

experimentos com a inducgéo por ifosfamida.

Os estudos com McLTP1 descritos na literatura ja evidenciam sua atividade anti-
inflamatoria e antioxidante em diferentes modelos pré-clinicos de nocicepcao,
mucosite intestinal por irinotecano, atividade antimicrobiana e protetora sobre a sepse,
nefroprotecado e gastroprotetora. Diante disso, a proteina foi considerada um potencial
uroprotetor a ser investigado (DO CARMO et al., 2022, 2022; MARINHO et al., 2020;
NOGUEIRA et al., 2022; SOUZA et al., 2018).

Apesar das evidéncias promissoras com o uso do noni, vale destacar que ha
relatos de toxicidade relacionados ao seu indiscriminado. Shalan e colaboradores
(2017) mostraram que o consumo crénico do fruto do noni em grande quantidade pode
causar perda de peso, hepatotoxicidade e até mortalidade em camundongos. No
entanto, a ndo recomendacéo ao uso do noni veio apos relatos de hepatotoxicidade

em humanos. Stadlbauer e colaboradores (2005) relataram dois casos em que
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apresentam hepatotoxicidade relacionados ao consumo de suco do noni. Um deles
apos ter consumido 1,5 litros de suco nas trés semanas anteriores a insuficiéncia
hepatica aguda. E a segunda paciente consumiu dois litros de suco resultando em
aumento das transaminases, normalizando apds suspensdo do uso. Andrada e
colaboradores (2007) descreveram um relato de caso em que a paciente apresentou
dor abdominal, ictericia leve, nduseas e vomito, além de bilirrubina e transaminases
elevadas, associadas ao consumo de um preparo de ervas com noni ha duas
semanas. Os testes de toxicidade descritos na literatura ainda Sao controversos,
demonstrando a necessidade de investigacbes aprofundadas (LOPEZ-CEPERO
ANDRADA et al.,, 2007; MOHAMAD SHALAN; MUSTAPHA; MOHAMED, 2017;
STADLBAUER et al., 2005).

Um estudo piloto foi realizado através administragdo de McLTP1 nas doses de
10, 20 ou 40 mg/kg via intraperitoneal trés dias antes, quatro e oito horas apos a
administracdo de ifosfamida com a finalidade de avaliar parametros macroscopicos,
inflamatérios basilares e escolha da melhor dose. O uso profilatico foi baseado em
estudos recentes que evidenciaram que o pré-tratamento com produtos naturais e
sintéticos de trés a dez dias antes da inducdo do modelo de cistite hemorragica por
oxazafosforinas, apresentaram efeito uroprotetor (BARUT et al., 2019; SHERIF et al.,
2016; WROBEL et al., 2017). Além disso, também foi aplicado um grupo tratado com
mesna (80 mg/kg; i.p.) por ser a droga utilizada atualmente por pacientes em

tratamento com oxazafosforinas (DECHANT et al., 1991).

A primeira medida avaliada foi do peso Umido vesical, método usado para
guantificar a formacdo do edema, onde todas as doses aplicadas de McLTP;
reduziram esse parametro. No entanto, os critérios macroscopicos de Gray
evidenciaram que apenas a menor dose (10mg/kg) foi capaz de reduzir o edema e a
hemorragia, quando comparado ao grupo tratado apenas com ifosfamida, que foram
caracterizadas pela presenca de edema moderado a severo, corroborando a anélise
do peso umido vesical. Além disso, houve presenca de hemorragia acompanhada de

coagulos intravesicais e hematomas na mucosa apos tratamento com ifosfamida.

A partir da instauracdo da inflamacéo na bexiga foi mensurada a atividade da
enzima mieloperoxidase, presente nos granulos azuréfilos dos neutroéfilos, como forma
indireta de determinar a infiltracdo neutrofilica (DORNELAS-FILHO et al., 2018). A

ifosfamida aumentou os niveis de MPO no tecido, sendo reduzida significativamente
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apos o tratamento com McLTP1 na dose de 10 mg/kg. Nossos achados estdo de
acordo com estudos anteriores, em que McLTP1 (8mg/kg) reduziu a atividade de MPO
no duodeno de camundongos submetidos a mucosite intestinal induzida pelo
quimioterapico irinotecano (DO CARMO et al., 2022).

Diante dos resultados descritos acima foi escolhida a menor dose de proteina
(10 mg/kg) para dar continuidade aos experimentos seguintes. A formacéo de edema
e hemorragia foram avaliados de forma quantitativa através da mensuracdo do
aumento da permeabilidade vascular por Azul de Evans e dosagem de hemoglobina
na bexiga. McLTP: reduziu a permeabilidade vascular e consequentemente liberacao
de fluidos ligados a proteinas (albumina) do sangue para os tecidos, bem como o0s
niveis de hemoglobina na bexiga. Os dados obtidos corroboraram Souza (2017) que
observaram esse efeito na permeabilidade vascular aplicado ao modelo de cistite
hemorragica por ifosfamida apés tratamento com uma proteina isolada de Moringa
oleifera, Mo-CBP4 (SOUSA, 2017).

A formacdo do edema e hemorragia apos tratamento com ifosfamida foram
confirmados na analise histoldgica, onde o tratamento com o quimioterapico resultou
em apagamento das dobras habituais da mucosa em decorréncia do edema
submucoso, hemorragia transmural, congestdo vascular, infiltrado inflamatério e
desnudacéo urotelial apés 12 horas da sua administracdo, sendo essas alteracdes
atenuadas apos tratamento com McLTP:1. A proteina destacou-se pela preservacao
do urotélio e controle da hemorragia. O edema persistente, nesse caso, ocorre
possivelmente pelas proteinas de juncdo que podem seguir alteradas pela acroleina,
0 que corrobora com os achados histologicos e reducéo parcial o peso umido vesical.
Diante disso, realizou-se a mensuragdo da espessura do urotélio a fim de confirmar a
preservacao do tecido vesical, onde McLTP: e mesna apresentaram medidas

semelhantes aos animais saudaveis.

7

A cistite hemorragica induzida por oxazafosforinas é caracterizada pelo
extravasamento macico de hemacias maduras e reticulocitos, marcada pela presenca
de hematuria. Este parametro foi abordado quantitativamente pela mensuracéo da
hemoglobina tecidual, que € diretamente proporcional as rupturas vasculares no dano
vesical causado pela ifosfamida (BHATIA et al., 2008). Além disso, os focos
hemorragicos podem ser evidenciados na coloragdo de Mallory, onde 0os mesmos

apresentavam-se na cor vermelha, sendo essa reduzida significativamente apos o
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tratamento com a proteina. Os resultados obtidos neste estudo mostram que o
McLTP: exerceu efeito protetor contra hemorragia vesical por prevenir a hemorragia.
Essa protecdo pode ser devido a diminuicdo da producdo de citocinas pro-
inflamatodrias na bexiga que reduzem a producdo de peroxinitrito (OZGUVEN et al.,
2014).

O efeito urotdxico da acroleina leva a progressao do dano urotelial estimulando
a inflamacdo no tecido conjuntivo e células epiteliais, além da migracdo de
macroéfagos, liberando citocinas inflamatorias ao local da lesdo. A proteina F4/80 tem
sido amplamente utilizada como marcador de macréfagos, e estudos prévios
evidenciaram o envolvimento desse importante marcador no modelo de cistite
hemorrdgica, onde a ciclofosfamida aumentou acentuadamente infiltracdo de
macrofagos na bexiga urinaria (MARTINS et al., 2012). No presente estudo, McLTP1
foi capaz de reduzir a marcacéao para F4/80 no modelo de cistite hemorragica induzida

por ifosfamida.

As vias STAT3 e NF-kB, ambos os principais ativadores da cascata da
inflamacéo e resposta imune através da triade IL-1p/ TNF-a /IL-6, foram reguladas
positivamente apos o tratamento com ifosfamida (MBANEFO et al., 2018). O fator
nuclear kB (NF- kB) é uma proteina que desempenha um papel critico como mediador
de apoptose e inflamacédo, apés ativado, amplifica a liberacdo de fatores pro-
inflamato6rios como citocinas e enzimas (LIU et al., 2017). NF-kB possui duas
subunidades p50 e RelA/p65 que ficam no citoplasma ligadas a uma proteina
inibidora, IkB. Ao serem ativadas, as IkBs séo fosforiladas, ubiquitinadas e por vezes
degradadas. Com isso, NF-kB é translocado para o nucleo, onde otimiza a transcricéo
de genes especificos que regulam as respostas inflamatérias (COURTOIS;
GILMORE, 2006). O envolvimento dessa proteina na cistite hemorragica foi
demonstrado apos inducdo do modelo com ciclofosfamida em ratos, participando
como um importante mediador inflamatoério (TRIPATHI; JENA, 2010). Nesse estudo,
a ifosfamida aumentou a expressdo de NF-kB e McLTP;: foi capaz de reduzir

significativamente sua imunomarcagao nuclear.

A translocacao de NFkB para o nucleo leva ao aumento da expresséao de iNOS
e COX-2 (DINARELLO, 2011). A COX-2 € uma importante enzima que orquestra a
cascata do A&cido araquiddnico, provocando a formacdo de prostaglandinas,

prostaciclinas e tromboxano, sendo a isoforma mais expressa nos processos de
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inflamacéo e hiperalgesia (DUBOIS et al., 1998). Além disso é um potente mediador
pré-inflamatoério que estimula a producéo de citocinas pro-inflamatorias, como IL-1B3 e
IL-6 (LI et al., 2010). No modelo de cistite hemorragica por ifosfamida foi evidenciado
que apos a inibicdo com eterocoxib, inibidor de COX-2, houve reducéo significativa da
PGE2, reduziu a expressdo de COX-2 e de parametros macroscopicos e
microscopicos. No modelo com administracdo intravesical de acroleina, obteve
reducdo do peso Umido vesical somente ap6s 12h, nos levando a acreditar que ha
envolvimento de outros mediadores inflamatérios que ativam a COX-2 (MACEDO et
al., 2008a, 2011).

No presente estudo, o tratamento com McLTP1reduziu a expressao génica e a
imunomarcacdo para COX-2. A reducdo da expressdo dessa enzima pode estar
relacionada a diminuicdo das concentracdes de TNF-a e IL-1B liberadas por
macrofagos, pois a COX-2 é induzida principalmente nas células inflamatoérias quando

ativadas por ambas as citocinas.

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), tem seu envolvimento investigado em
muitos estudos ao longo do tempo. Essa citocina € comumente conhecida por regular
funcBes como diferenciacdo, proliferacdo e apoptose celular, além de orquestrar a
cascata de citocinas em doencas inflamatorias e participar da ativacdo da cascata das
caspases 0 que leva a apoptose e ativacdo do NF-kB (LOGAN et al., 2007;
PARAMESWARAN; PATIAL, 2010).

Ribeiro e colaboradores (2002) mostraram que no modelo de cistite
hemorragica, o tratamento com talidomida, um ativador da degradacdo do mRNA de
TNF-a, reduziu as alteragBes histologicas e do edema. Posteriormente, Leite e
colaboradores (2015) realizaram um tratamento com um anticorpo anti-TNF-a
(infliximabe), em animais knockout para TNFR1 (receptor de TNF), em ambos
modelos experimentais foi evidenciado a inibicdo do edema vesical e hiperalgesia. No

presente estudo mostramos que McLTP1reduziu a imunomarcacéo para TNF-a.

A citocina proé-inflamatéria, IL-1B, também esta envolvida na patogénese da
cistite hemorragica por oxazafosforinas, estando expressa nas células epiteliais e
subepiteliais da bexiga (MACEDO et al., 2011). Em nosso estudo, McLTP foi capaz

de modular essa citocina crucial da cascata inflamatoéria. Corroborando esse dado, a
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proteina foi capaz de reduzir TNF-a e IL-13 no modelo de edema de pata induzido por

carragenina em camundongos (CAMPOS et al., 2017).

A interleucina pré-inflamatéria IL-6, componente da triade de ativacédo de NFkB,
€ estimulada por diversas células, dentre elas, células endoteliais, fibroblastos,
monaocitos e macrofagos. Na patogénese da cistite hemorragica, IL-6 atingiu o pico de
atividade 6 horas apos a inducdo, sendo reduzida de forma tempo dependente,
indicando que os fibroblastos sdo os responséaveis por sua liberacdo (NISHII et al.,
2006). IL-6 também possui a capacidade de regular a ativacado de iINOS na bexiga
urinaria sob condicéo inflamatoria induzida por acroleina (WANG et al., 2013). Seu
envolvimento no processo inflamatorio esta ligado a sinalizagéo de proteina quinase
ativada pelo mitégeno p38 e via c- jun ativada por NF-kB (FIELDING et al., 2008;
GABAY, 2006). McLTP foi capaz de modular essa citocina no presente estudo.

A lesdo da bexiga também pode ativar mastécitos adjacentes através da
liberac&o da citocina pré-inflamatoria IL-33, membro da familia da IL-1, que atua como
uma alarmina liberada por células endoteliais, epiteliais e musculatura lisa. A ativacéao
dos mastocitos € um dos papéis primarios da IL-33 e os induz a liberar mediadores
proé-inflamatérios e propagar respostas inflamatérias (JANG; KIM, 2015; TSAI et al.,
2017). A principal atividade funcional da IL-33 ocorre através da interacdo com o seu
receptor especifico ST2, que estimula a diferenciacdo das células auxiliares TCD4+ a
um fenotipo CD4 + Th2. Porém, a IL-33 pode estimular a diferenciacdo CD4+ Th1 por
um mecanismo dependente de IL-12 e ST2 (AFFERNI et al., 2018; GORBACHEVA,
MITKIN, 2019).

O eixo de ativagéo de mastocitos e IL-33 foi 0 mecanismo central na inflamacéo
e dor da bexiga induzida por LL-37 no modelo de cistite intersticial murina (JENSEN
et al.,, 2018). Enquanto que, o envolvimento dessa citocina especificamente em
modelo de cistite hemorragica foi demonstrado de forma inédita em nosso estudo,
onde ifosfamida aumentou sua expressao génica e McLTP; foi capaz de modular a
liberacao de IL-33.

Uma citocina também capaz de modular o processo inflamatério é a IL-4, tendo
demonstrado que 4 horas apés inducéo da cistite por ciclofosfamida houve aumento
significativo no mRNA, que persistiu 48 horas depois, semelhante ao encontrado apés
tratamento com ifosfamida (MALLEY; VIZZARD, 2002). Corroborando com os

achados do presente estudo, onde ifosfamida aumentou a expressdo génica de IL-4,
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sendo reduzida significativamente por McLTP1. Contudo, Macedo e colaboradores
investigaram sua atividade apos administracao da citocina de forma exégena, onde
esse tratamento foi capaz de atenuar a resposta inflamatéria a ifosfamida, constatada
pela diminuicdo de edema e hemorragia. Além disso, em camundongos knockout e
apos antissoro contra IL-4 em animais selvagens, houve potencializacdo do efeito
inflamatorio, demostrado apos aumento de TNF-a, IL-1B e expresséo de iINOS e COX-
2 (MACEDO et al., 2012).

A citocina anti-inflamatoria IL-10 controla os processos inflamatorios ao suprimir
a expressao de citocinas pro-inflamatérias, quimiocinas, moléculas de adesdo, como
também células apresentadoras de antigeno, neutréfilos, moléculas co-estimulatorias
de mondcitos/macréfagos e células T. Estudos in vitro demonstraram que IL-10
suprime citocinas proé-inflamatoérias derivadas de macrofagos, tais como TNF-a, IL-1[3,
IL-6, IL-8 e IL-12. Clarke e colaboradores (1998) acreditam que IL-10 atenua a
expressdo do receptor de TNF-a e medeia os efeitos anti-inflamatérios por meio da
inibicdo do fator de transcricdo NF-kB (ASADULLAH; STERRY; VOLK, 2003; CLARKE
et al., 1998). Associado a reducao de citocinas pro-inflamatoérias, McLTP1 foi capaz de
aumentar da sintese de IL-10, ratificando a contribuicdo desta proteina na modulacao
do processo inflamatério. Corroborando o nosso estudo, McLTP; aumentou IL-10 no
modelo lesé@o gastrica induzida por etanol (NOGUEIRA et al., 2022).

Um importante mediador da cascata inflamatdria e oxidante da cistite
hemorragica por ifosfamida é o 6xido nitrico (NO), radial livre reativo que esta
envolvido na inflamag&o aguda e cronica, conhecido inicialmente pelo seu potencial
vasodilatador. Sua sintese ocorre a partir da L-arginina com a formacdo de
guantidades estequiométricas de L-citrulina, por trés isoformas de NO sintase (NOS):
NOS endotelial, NOS neuronal e iINOS (KORHONEN et al., 2005; MARTINEZ-RUIZ;
CADENAS; LAMAS, 2011). A INOS possui acao citotoxica e citostatica atuando no
combate a micro-organismos, parasitas e até células tumorais (BECKMAN; AMES,
1997; DUSSE,; VIEIRA; CARVALHO, 2003). Souza-Filho et al. (1997) demonstraram
envolvimento da INOS na patogénese da cistite hemorrdgica induzida por
ciclofosfamida. Gomes et al. (1995) mostraram que a inducéo da iNOS no urotélio é
dependente da producéo de IL-1p e TNF-a, uma vez que soro contra estas citocinas
reduziram a expresséo de INOS (GOMES et al., 1995; SOUZA-FIHO et al., 1997).



88

A expressao de iINOS também é estimulada por NF-kB levando ao aumento na
formacéo de NO (SZABO; BILLIAR, 1999). Posteriormente, o envolvimento de COX-
2 e a subsequente producéao de prostaglandina foram intimamente relacionados com
a geracao de radicais NO (PANG; HOULT, 1997; POSADAS et al., 2000). Portanto,
agentes que inibem NF-kB, resultando em diminuigdo da expressao de iNOS e COX-
2 e geracédo de NO, podem ter efeitos terapéuticos no presente modelo. Diante disso,
demonstramos que McLTP; foi capaz de reduzir a expressao génica de iNOS quando
comparado ao grupo tratado apenas com ifosfamida. No modelo de mucosite intestinal
induzida por irinotecano, McLTP; também foi capaz de reduzir a imunomarcacao para
NFkB, COX-2 e iNOS (DO CARMO et al., 2022).

Além da atividade inflamatéria, o estresse oxidativo participa da patogénese
da cistite hemorragica. A peroxidacao lipidica foi observada apds administracéo de
oxazafosforinas através do aumento do malonaldeido na bexiga, como também a
downregulation de agentes antioxidantes (GSH, SOD e CAT), revelando o dano
oxidativo. Nesse estudo o tratamento com McLTP1 reduziu MDA de forma significativa,
comparado aos animais tratados com ifosfamida, apenas.

A defesa antioxidante ocorre através das enzimas antioxidantes glutationa,
catalase e SOD, com funcédo sobretudo no combate a propagacéo dos danos
causados pelas espécies reativas de oxigénio (BALMUS et al., 2016).

Batista e colaboradores (2007) relataram que a glutationa, potente antioxidante
gue age contra espécies reativas de oxigénio, inibiu 0 aumento no peso umido vesical,
edema, hemorragia e escores histopatologicos caracterizados por edema, infiltracao
de leucaocitos, hemorragia, dano urotelial intenso e deposicéo de fibrina induzidos pela
ifosfamida de forma dose dependente. Além disso, quando administrada
sistemicamente ou via intravesical também promoveu uroprotecdo no modelo de
cistite hemorragica por administracdo intravesical de acroleina (BATISTA et al., 2007).

No presente estudo, observamos a reducdo significativa da glutationa em
animais com cistite hemorragica induzida por ifosfamida. Enquanto que apdés o
tratamento com McLTP1 houve um aumento desse agente antioxidante. Corroborando
esse estudo, a proteina apresentou atividade antioxidante no modelo de
nefrotoxicidade induzida por gentamicina em ratos (MARINHO et al., 2020).

Nossos resultados confirmam o efeito protetor a partir de uma atividade
antioxidante de McLTP4, pois foi capaz de aumentar a atividade de SOD e catalase

em camundongos com cistite hemorragica. A funcdo enzimética da SOD resulta na
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reducdo de ROS e RNS. Dessa forma, o aumento da enzima possivelmente inibira a
formacdo das espécies reativas de oxigénio.

Evidéncias indicam que o desequilibrio da homeostase redox € um gatilho para
ativacao de cascatas pro-inflamatorias. A liberagdo de espécies reativas de oxigénio
mediada pelo estresse oxidativo e a consequente peroxidacdo lipidica exercida
concomitantemente ao dano inflamatorio na bexiga ativam a cascata inflamatéria via
NF-kB e iINOS (FAMUREWA et al., 2021). O NF-kB especificamente é sensivel a ROS
que sinaliza as citocinas inflamatorias e aumenta expressao de genes apoptoticos por
meio de sua translocacao para o nucleo (CHEN et al., 2019). Bem como, 0 aumento
da atividade de iINOS leva a producéo excessiva de NO na bexiga, conduzindo o
mesmo a reagir com ions superoxido para produzir peroxinitrito, levando a uma
producéo sustentada de ROS (AKTAN, 2004).

De acordo com os resultados apresentados acima, McLTP foi capaz de
controlar o edema representado pela reducdo do peso uUmido vesical e
extravasamento do Azul de evans; reduzir a hemorragia, pelo escores, absorcao de
hemoglobina e coloracdo de Mallory; como também atuou na reducdo de importantes
marcadores inflamatorios e produziu atividade antioxidante. Reforcando o papel
importante dessa proteina na atividade anti-inflamatodria e na reducdo do estresse
oxidativo causado pela ifosfamida. Sendo assim, McLTP; foi sera capaz de tornar-se
um biofarmaco promissor para profilaxia da cistite hemorragica de forma pioneira da
classe das LTPs (Fig. 23).
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Figura 23 - Modelo hipotético com os principais achados associado a

uroprotecdo de McLTP1 na fisiopatogénese da cistite hemorragica.

McLTP; (-) —
Acroleina (+) —»

Fonte: Adaptado Ribeiro et al. (2012); Leite (2015).
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7. CONCLUSAO

A proteina isolada das sementes de Morinda citrifolia L., McLTP1, demonstrou
potencial uroprotetor no modelo de cistite hemorragica por ifosfamida ao reduzir
edema e hemorragia, preservar a morfologia do urotélio, modular a atividade
inflamatodria através da reducdo de citocinas, enzimas e fatores de transcricdo
envolvidos na fisiopatologia da cistite. Além disso, reduziu o estresse oxidativo e

promoveu 0 aumento da atividade antioxidante.
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