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RESUMO

A cistite hemorragica (CH) é uma patologia inflamatdria da bexiga induzida pela
acumulagdo vesical da acroleina, a qual é gerada a partir da biotransformagdo de
oxazafosforinas, como a ifosfamida e ciclofosfamida. Caracteriza-se pela presenca de
hematuria, disuria, aumento da frequéncia e urgéncia urinaria e dor pélvica. Estima-se que
18-40% dos pacientes tratados com ifosfamida apresentem cistite hemorragica. O alfa-
bisabolol (ABIS) é um terpeno da classe sesquiterpeno derivado da camomila (Matricaria
recutita), uma das principais espécies de vegetais fonte de ABIS. Dentre os efeitos
terapéuticos apresentados pelo ABIS pode-se salientar a agdo anti-inflamatéria. Avaliar a
atividade farmacoldgica do ABIS e estudar seus efeitos anti-inflamatdrios sobre a cistite
hemorragica induzida por ifosfamida (IFO). A cistite foi induzida em camundongos Swiss,
machos, com idade de 6 a 8 semanas, pesando entre 20-24g, de com dose Unica de
ifosfamida (IFO). Os animais foram divididos em 5 grupos (n=6/grupo): controle (SF 0,9%,
10 ml/kg, i.p.), IFO (400 mg/kg, i.p.) e grupo de ABIS em trés doses (5, 10 e 50 mg/kg, v.0.),
sendo administrado uma hora antes da IFO. Apds 12 horas da injegao de IFO, os animais
foram eutanasiados com altas doses anestésicas. Em seguida, as bexigas foram removidas
e pesadas para avaliar o peso umido vesical (PUV), a analise macroscopica, a
histopatoldgica seguindo critérios de Gray e a permeabilidade vesical, expressdao do mRNA
de 1I-1B, 11-33 e Cox-2 por qPCR e F4/80 por imunofluorescéncia. Para analise estatistica
foram utilizados os testes ANOVA/Bonferroni ou Kruskal Wallis/Dunn com significancia
estatistica de p<0,05 (parecer de aprovagdao pela CEUA-UFC n? 68310110222).A IFO
aumentou o PUV (20,45 + 1,84 mg) em comparagdao com o controle negativo (salina: 8,29
+ 0,49 mg). O tratamento com ABIS reduziu o PUV nas trés doses supracitadas (5 mg/kg:
16,9 + 0.75; 10 mg/kg: 16,24 + 1,20; 50 mg/kg: 13,96 + 1,58 mg), contudo na andlise
histopatoldgica, a dose de 50 mg/kg apresentou protegdo significativa. O ABIS (50mg/kg)
atenuou de forma significativa (p<0,05) os escores de dano histopatoldgico 1[1-3], escores
macroscopicos de edema (E) e hemorragia (H) (E: 1 [1-2]; H: 1[1-2]); reduziu a
permeabilidade vascular quantificada pelo método do azul de Evans (8,67 + 1,85 ug/ml,)
guando comparado com o grupo IFO (Histopatologia: 2 [2- 3]; E: 2,5 (1-3); H: 2,5(1-3);
permeabilidade: 13,37 +2,01 pg/ml). Adicionalmente, a inje¢do de IFO aumentou a
expressdo de /l1beta (SAL: 1,05 £ 0,17 vs. IFO: 396,9 + 126), /133 (SAL: 1,15 + 0.29 vs.
IFO:15,84 + 3,35) e Cox2 (SAL: 1,32 + 0,43 vs. IFO: 39,09 + 12,21) (p< 0,05). Contudo, o
tratamento com ABIS diminuiu a expressdo génica de somente /I-16 (88,44 + 34,54) e /I-33
(9,04 + 1,87, p<0,05), sem interferir na expressdo de Cox2 (40,27 + 14,04) quando
comparado com o grupo IFO. De forma similar, o grupo tratado com ABIS reduziu a
quantidade de macroéfagos infiltrantes na bexiga, como detectado pela mensuragdao da
imunofluorescéncia para F4/80 quando comparado ao grupo IFO. O tratamento com alfa-
bisabolol atenuou a cistite hemorragica pela diminui¢ao dos eventos edematogénicos e da
resposta inflamatdria induzida pela ifosfamida.

Palavras-chave: 6leo essencial; quimioterapia; inflamacao.



ABSTRACT
Alpha-bisabolol attenuated hemorrhagic cystitis induced by ifosfamide in mice

Hemorrhagic cystitis (HC) is an inflammatory pathology of the bladder induced by the
accumulation of acrolein in the bladder, which is generated from the biotransformation of
oxazaphosphorines, such as ifosfamide and cyclophosphamide. It is characterized by the
presence of hematuria, dysuria, increased urinary frequency and urgency, and pelvic pain. It
is estimated that 18-40% of patients treated with ifosfamide have hemorrhagic cystitis.
Alpha-bisabolol (ABIS) is a terpene of the sesquiterpene class derived from chamomile
(Matricaria recutita), one of the main plant species source of ABIS. Among the therapeutic
effects presented by ABIS, the anti-inflammatory action can be highlighted. Evaluate the
pharmacological activity of ABIS and study its anti-inflammatory effects on ifosfamide-
induced hemorrhagic cystitis (IFO). Cystitis was induced in male Swiss mice, aged 6 to 8
weeks, weighing between 20-24g, with a single dose of ifosfamide (IFO). The animals were
divided into 5 groups (n=6/group): control (SF 0.9%, 10 ml/kg, i.p.), IFO (400 mg/kg, i.p.)
and ABIS group in three doses (5, 10 and 50 mg/kg, p.o.), being administered one hour
before the IFO. After 12 hours of IFO injection, the animals were euthanized with high
anesthetic doses. Then, the bladders were removed and weighed to evaluate the bladder wet
weight (UVW), the macroscopic analysis, the histopathological analysis according to Gray's
criteria and the bladder permeability, mRNA expression of I1-1p, I1-33 and Cox-2 by qPCR
and F4/80 by immunofluorescence. For statistical analysis, the ANOVA/Bonferroni or
Kruskal Wallis/Dunn tests were used with statistical significance of p<0.05 (approval
opinion by CEUA-UFC n° 68310110222). IFO increased PUV (20.45 + 1.84 mg ) compared
to the negative control (saline: 8.29 + 0.49 mg). ABIS treatment reduced PUV at the three
aforementioned doses (5 mg/kg: 16.9 + 0.75; 10 mg/kg: 16.24 + 1.20; 50 mg/kg: 13.96 +
1.58 mg) , however, in the histopathological analysis, the dose of 50 mg/kg showed
significant protection. ABIS (50mg/kg) significantly attenuated (p<0.05) histopathological
damage scores 1[1-3], macroscopic edema (E) and hemorrhage (H) scores (E: 1 [1-2 |; H:
1[1-2]); reduced vascular permeability quantified by the Evans blue method (8.67 + 1.85
pg/ml,) when compared to the IFO group (Histopathology: 2 [2-3]; E: 2.5 (1-3) ;H: 2.5(1-
3); permeability: 13.37 +£2.01 pg/ml). Additionally, IFO injection increased the expression
of Il1beta (SAL: 1.05 +0.17 vs. IFO: 396.9 + 126), 1133 (SAL: 1.15+ 0.29 vs. IFO: 15.84 +
3 .35) and Cox2 (SALT: 1.32 £ 0.43 vs. IFO: 39.09 + 12.21) (p< 0.05). However, ABIS
treatment decreased the gene expression of only II-1p (88.44 £+ 34.54) and 11-33 (9.04 + 1.87,
p<0.05), without interfering with Cox2 expression (40.27 + 14.04) when compared with the
IFO group. Similarly, the ABIS-treated group reduced the amount of bladder-infiltrating
macrophages, as detected by immunofluorescence measurement for F4/80 when compared
to the IFO group. Treatment with alpha-bisabolol attenuated hemorrhagic cystitis by
decreasing edematogenic events and the inflammatory response induced by ifosfamide.

Keywords: essential oil; chemotherapy; inflammation.
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1. Introducio

1.1. Cancer

O cancer se caracteriza como uma patologia que envolve dindmicas alteragdes
gendmicas. O processo fisiopatoldgico se da por uma répida proliferacao de células anormais
que crescem além de seus limites usuais e que podem entdo invadir partes adjacentes do
corpo e se espalhar para outros 6rgaos. (HANAHAN; WEINBERG, 2000; WHO, 2022).
Atualmente, o cancer representa a segunda maior causa de mortes na populagdo mundial,
com 10 milhdes de mortes registradas em 2020 (SUNG et al., 2021).

Uma das formas de tratamento mais comumente utilizada continua sendo a
quimioterapia com farmacos antineoplasicos. Os farmacos desse grupo afetam tanto as
células normais quanto as neoplasicas. Esses farmacos auxiliaram em um aumento na cura
e sobrevida, mas também sao responsaveis por efeitos adversos que reduzem a qualidade de
vida dos pacientes. Entre os efeitos adversos a quimioterapia podemos citar a cistite
hemorragica induzida por oxazofosforinas, como a ifosfamida (PAYNE et al., 2013; MATZ
& HSIEH, 2017).

1.2 Quimioterapicos: as oxazafosforinas como agentes alquilantes.

Atualmente, o tratamento com quimioterapicos ¢ utilizado em quatro condig¢des
principais: (1) tratamento primdrio de indugdo para doenga metastitica avangada; (2)
tratamento neoadjuvante para canceres que se apresentam como doenga localizada, para os
quais formas locais de terapia, como cirurgia e/ou radioterapia sdo, por si s6, insuficientes;
(3) tratamento adjuvante de modalidades de tratamento local, como cirurgia e/ ou
radioterapia; e (4) aplicagdo direta em locais reservados ou por perfusdo local de regides
especificas do corpo diretamente afetadas pelo cancer (EDWARD CHU, 2013).

Os quimioterapicos usados nessas condi¢des de tratamento apresentam compostos
com acentuada variacdo na sua estrutura e em seu mecanismo de agdo. Esses farmacos
incluem: agentes alquilantes; andlogos antimetabolitos do acido folico, das pirimidinas e das
purinas; produtos naturais, hormdnios e antagonistas hormonais; e uma variedade de agentes

dirigidos para alvos moleculares especificos (CHABNER, 2018).
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Os agentes alquilantes agem modificando a estrutura de DNA e apresentam-se
como uma das principais armas terapéuticas no combate a malignidade, mesmo com a atual
énfase na busca de terapias-alvo especificas e direcionadas para doencas neoplasicas.
Atualmente, essa classe farmacoldgica apresenta 6 classificagdes, dentre elas, as mostardas
nitrogenadas, que possuem como representantes a ifosfamida, ciclofosfamida,
mecloretamina, melfalan e clorambucil (JARDIM; BASTOS, 2013). Os efeitos clinicos das
mostardas nitrogenadas s6 foram possiveis devido a inadvertida exposi¢do de marinheiros
durante a primeira guerra mundial ao “gas mostarda”. Esse gés, que ¢ um poderoso vesicante,
causava queimadura topica na pele, nas mucosas, nos olhos e nos pulmdes. Apds macica
exposicao, foi observada aplasia da medula dssea e do tecido linfoide, sugerindo que agentes
alquilantes poderiam ter uso terapéutico em neoplasias malignas derivadas do sangue

(CHABNER et al., 2018).

Quimicamente o grupo de agentes alquilantes possui em comum a capacidade de se
ligar covalentemente a substincias nucleofilicas especificas na célula, como o DNA,
impedindo sua replica¢do. A etapa principal ¢ a formac¢do de um ion carbono com apenas
seis elétrons em sua camada externa que reage de forma instantanea com um doador de
elétrons, como os grupos amina ou hidroxila. A maioria dos agentes alquilantes sdo

citotdxicos bifuncionais, ou seja, possuem dois grupos alquilantes (HANG et al., 2016).

O principal local para a alquilagdo do DNA ¢ a posi¢do N7 da guanina, mas outras
bases nitrogenadas também sdo alquiladas, em menor grau. Sdo elas: N1 e N3 de adenina,
N3 da citosina e O6 da guanina, bem como dtomos de fosfato e proteinas associadas ao DNA
(figura 1). Essas liga¢cdes podem ser realizadas em uma ou nas duas fitas do DNA, devido a
capacidade dos agentes alquilantes produzirem dois grupos alquilantes (CHU;

SARTORELLI, 2017).
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Figura 1 - Mecanismo de alquilacdo da guanina do DNA. Fonte: Katzung, Marters, Trevo (2016).

A ifosfamida e a ciclofosfamida fazem parte da classe farmacolégica das
oxazafosforinas e sdo pro-drogas que, quando metabolizadas pelas enzimas hepaticas,
produzem substancias eletrofilicas capazes de se unirem a moléculas de DNA ou RNA.
Quimicamente estes compostos sao isomeros de formulas (C7H1sCL2N2O2P) que diferem

entre si apenas pela posicao de um grupamento cloretil (figura 2).

. by
.....
--------

IFOSFAMIDA CICLOFOSFAMIDA

Figura 2 — Estrutura quimica das oxazafosforinas. Fonte: Mourfo, (2012).
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A ifosfamida ¢ um analogo sintético da ciclofosfamida, utilizado como monoterapia ou em
combinagdo com outros agentes quimioterapicos no tratamento de linfoma, linfoma nao-
Hodgkin e tumores refratarios a terapias convencionais, como o sarcoma de tecidos moles e
tumores de células germinativas testiculares (HIGGS, et al., 1989; AL et al., 2014). Este
agente ¢ um pro-farmaco administrado em sua forma inativa, sendo metabolizado no figado
por enzimas do citocromo P450, liberando desta maneira mostardas nitrogenadas
citotoxicas, ¢ acroleina, um metabolito inativo excretado na urina (ZHANG, et al., 20006;

DECHANT, et al., 1991).

O efeito citotdoxico se da pela interagdo entre os metabodlitos alquilantes e os
grupamentos nitrogenados das moléculas de éacido desoxirribonucléico (DNA) e acido
ribonucléico (RNA), além de outras proteinas, formando ligacdes covalentes com moléculas
fundamentais para o metabolismo da célula, exercendo seus efeitos citotoxicos de modo
independente ao ciclo celular (CHABNER et al., 2005). A acroleina ¢ o metabolito
responsavel pelo efeito urotoxico da ifosfamida, sendo sua excrecao renal altamente irritante
para a bexiga. O actimulo de acroleina na bexiga, leva a expressdo de mediadores
inflamatorios e enzimas como TNF-a, IL-1B, ciclooxigenase 2 e 6xido nitrico, além de
provocar edema e hemorragia, caracterizando o efeito adverso mais comumente observado
ao tratamento com oxazafosforinas, a cistite hemorragica (GOMES, et al., 1995; MACEDO,
et al., 2008; RIBEIRO, et al., 2002, KIMURA, et al., 1998).

1.3  Patogénese da cistite hemorragica induzida por ifosfamida

A cistite ¢ uma patologia inflamatdria da bexiga caracterizada por alteragcdes na
mucosa que pode apresentar como sinais e sintomas hematlria, distria, aumento da
frequéncia e urgéncia urindria, além de dor pélvica intensa (SAKTHIVEL et al., 2008). A
etiologia da doenga provém de infecgdes bacterianas, virais, fingicas, de origem idiopatica
ou ainda induzida por drogas antitumorais citotoxicas (ifosfamida e ciclofosfamida)
(EPSTEIN, 2017). Estima-se que a cistite induzida por ifosfamida se desenvolve em 18-
40% dos pacientes que sdo tratados com o farmaco. Manifesta-se como um amplo espectro
de sinais e sintomas, desde hematiria moderada e irritacdo da bexiga até hematuria
macroscopica severa com consideravel risco de vida devido hemorragia persistente (LEE;
ROMIH; ZUPANCIC, 2014; RUSSO, 2000; THOMPSON et al., 2014; VAN DYK et al.,
1972).
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Somado a hematria, os pacientes com cistite apresentam um conjunto de sintomas
caracteristicos, denominados LUTS (lower urinary tract symptoms): urgéncia urinaria,
frequente miccdo em pequenos volumes, esvaziamento incompleto da bexiga, dor e ardéncia
durante mic¢ao. Nos homens, espasmos da bexiga podem gerar intensas dores referidas na
glande peniana. Dores suprapuibicas podem ser relatadas pelos pacientes, bem como
lombalgias, podendo esta ultima ser associada a obstrugdo da bexiga. Em casos de
sangramentos mais severos, pode ocorrer retencdo urindria secundaria causada pela

obstrucao do colo da bexiga pelos codgulos (LINDER; CHAO; GOUNDER, 2021).

A cistite hemorragica (CH) ¢ o resultado de um conjunto de eventos inflamatodrios
vesicais causados principalmente pela acroleina, um metabolito toxico derivado das
oxazafosforinas e excretado pela urina, causando edema e ulceragdo na mucosa vesical
associados a hemorragia (COX, 1979). Como resposta a exposi¢do da acroleina no
organismo, as células adaptaram seu metabolismo bioquimico para prote¢do contra a
toxicidade gerada pela substancia. Um desses mecanismos envolve um componente tiol, a
glutationa (SHAW; GRAHAM, 1987). Infelizmente, a concentragao de glutationa na bexiga
¢ bastante reduzida, deixando o 6rgdo sem protecdo contra os efeitos toxicos da acroleina.

(SIDAU; SHAW, 1984)

Com objetivo de proteger profilaticamente a mucosa vesical através do aumento da
concentragdo de compostos tiol na mucosa vesical, Brock e seus colaboradores em 1984
testaram varios compostos do grupo tiol afim de selecionar uma substancia que fosse efetiva
na prote¢ao profildtica vesical da cistite hemorragica induzida por oxazafosforinas. A figura
3 apresenta o composto selecionado por apresentar maior eficacia na uroprote¢ao da CH, o

2-mercapto-etano-sulfonato de sdédio (MESNA) (SHAW; GRAHAM, 1987).

Figura 3: estrutura quimica do MESNA. Fonte: SHAW; GRAHAM, 1987.

16



Desde 1999 a Associagdo Americana de Oncologia Clinica (ASCO) define
diretrizes para utilizagdo de agentes protetores na quimioterapia e radioterapia. A ultima
atualizacdo dessas diretrizes ocorreu em 2008, onde ¢ sugerida uma dose diaria de MESNA

equivalente a 60% da dose de ifosfamida, administrada em forma de bolus 15 minutos antes,

4 ¢ 8 horas ap6s a administragdo da ifosfamida (HENSLEY et al., 2009).

O MESNA atua como um desintoxicante do epitélio vesical na presenca da
acroleina na urina. Apos a administragdo oral ou intravenosa, o farmaco permanece no
sangue e ¢ oxidado no plasma em DIMESNA. Somente uma pequena parte do MESNA
permanece no sangue na sua forma ativa (figura 3). As duas formas intravasculares sdo
hidrofilicas e rapidamente serdo eliminadas pelos rins. Aproximadamente um terco do
DIMESNA sera convertido em MESNA no epitélio do tubulo renal pelas enzimas glutationa
redutase. Os grupamentos tiois livres irdo se ligar as ligagdes duplas da molécula da acroleina
e formardo um composto inativo (DECHANT et al., 1991; GURTOO et al., 1988). Como a
excrecdo urinaria de MESNA excede em muito as concentragdes plasmaticas de MESNA,
ocorre a desintoxicacao regional da ifosfamida no sistema urinario. Os efeitos toxicos ndo
urinarios da ifosfamida nao sdo reduzidos pelo MESNA concomitante e, mais importante, o

MESNA néo interfere com a atividade citotoxica da ifosfamida (HILGARD; POHL, 1990).
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Figura 4: Esquema uroprotecdo do MESNA na CH. A figura mostra vaso sanguineo com concentragdo de
ciclofosfamida ou ifosfamida que, apos metabolizagdo e excrecdo forma o metabolito acroleina, que se
acumula na bexiga. Parte do MESNA ¢ oxidado no vaso sanguineo em DIMESNA. Os dois compostos

chegam a bexiga. Um terco do DIMESNA pode ser convertido em MESNA e se ligar a acroleina para formar
o composto inativo. Fonte: Adaptado de TAKAMOTO et al., 2004.

De fato, o MESNA teve e tem um importante papel na diminui¢cdo da gravidade da
CH. Para pacientes que recebem qualquer dose de ifosfamida ou aqueles com altas doses de
ciclofosfamida, ¢ recomendado realizar previamente a hiperidratacdo, irrigagcdo continua da
bexiga e uso do MESNA (LINDER; CHAO; GOUNDER, 2021). Apesar da profilaxia, a
cistite hemorragica ainda continua sendo uma complicagdo comum do tratamento
quimioterdpico com altas doses de agentes alquilantes durante transplante de medula 6ssea,
levando a hospitalizagdo prolongada e até mesmo a morte (SHEPHERD, et al., 1991;
MEISENBERG, et al., 1994; KOC, et al., 2000; EL-ZIMAITY, et al., 2004).

A profilaxia padrdo com MESNA foi avaliada por Lima e colaboradores, onde
foram pesquisadas possiveis alteracdes histologicas ou citoscopicas em bexigas de pacientes
tratados com ifosfamida e protocolo de 3 doses do MESNA. Concluiu-se que 0o MESNA em
seu protocolo para preven¢cdo da CH ndo previne completamente o dano urotelial. As
alteracdes citoscopicas foram encontradas em 66,7% dos pacientes e danos uroteliais como
edema, exocitose e hemorragia em 100% dos pacientes (LIMA et al., 2007a). Dessa forma,

apesar das medidas preventivas adotadas, a cistite permanece como um problema clinico ndo
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solucionado, sendo necessario elucidar a patogénese da CH para a adogdo de estratégias

preventivas e terapéuticas efetivas (RIBEIRO et al., 2012).

Os primeiros estudos sobre a patogénese da CH tinham como tnico achado o efeito
toxico do metabolito acroleina (COX, 1979). Durante muito tempo,
os mecanismos envolvidos na patogénese da cistite hemorragica eram desconhecidos. Nas
duas ultimas décadas varios estudos tentaram elucida-los. Apesar da maior parte da literatura
ser relativa a cistite hemorragica induzida por ciclofosfamida, e poucos sobre ifosfamida, os

mecanismos parecem ser similares (RIBEIRO, et al., 2012).

Pesquisadores do Laboratério de Farmacologia da Inflamagdo e do Cancer
(LAFICA) da Universidade Federal do Ceard tem se dedicado desde a década de 90 em
estudar os mecanismos de mediadores inflamatorios na fisiopatologia da CH induzida por
oxazafosforinas. Lima e seus colaboradores em 1994 demostraram o envolvimento de
prostaglandinas, leucotrienos e fator de agregagdo plaquetaria (PAF) (LIMA, 1994). No
estudo dos mediadores inflamatérios na CH induzida com ciclofosfamida, os resultados
sugerem que existe um papel crucial das citocinas pro-inflamatorias, fator de necrose
tumoral (TNF-alfa) e interleucina-1 (IL-1) na patogénese da CH induzida por ciclofosfamida

(GOMES et al., 1995).

O envolvimento do 6xido nitrico (NO) e a modulagdo da 6xido nitrico-sintetase
induzida (iNOS) ativados pelo PAF foram avaliados na CH induzida por ciclofosfamida em
modelo animal por Souza-Filho ef al. em 1997. Os pesquisadores demonstraram que a
hemorragia e os danos uroteliais poderiam ser bloqueados por inibidores da iNOS e que esse
bloqueio foi revertido pela L-arginina e ndo pelo seu isdmero inativo. Ainda
complementaram seus resultados com andlise imunohistoquimica do tecido vesical saudavel
mostrando grande quantidade de NO constituinte. Esse estudo sugere que o NO enddgeno
participa do dano vesical e do processo fisiopatologico da CH induzida por ciclofosfamida.
Ainda sugerem a possibilidade da participagdo do PAF na patogénese da CH induzida por
ciclofosfamida, possivelmente induzindo a iNOS (SOUZA-FILHO et al., 1997).

O envolvimento dos neutrofilos no processo patogénico da CH induzida por
ciclofosfamida também foi estudado por pesquisadores do nosso laboratério. O estudo
demonstrou que lectinas com afinidade especifica por residuos de glicose-manose extraidas
de plantas exercem atividade anti-inflamatoria na CH induzida pela ciclofosfamida. As

lectinas foram capazes de diminuir os danos uroepiteliais e sugere-se que essa atividade
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venha do bloqueio competitivo da ligagdo com as selectinas, resultando em inibi¢do da

migracao dos leucocitos (ASSEY et al., 1999).

A associacdo do MESNA com outros farmacos também foi alvo de estudo dos
pesquisadores do LAFICA. Em 1999, Morais e colaboradores estudaram a associagao entre
MESNA e dexametasona em CH induzida por ciclofosfoamida ou ifosfamida. A
dexametasona diminuiu o edema vesical e as alteragdes macroscopicas e microscopicas. O
estudo mostra que a provavel explicacdo para esse efeito protetor seria pela potente a¢do do
corticoide em inibir a sintese de citocinas como TNF alfa e IL-1, PAF e iNOS. O estudo
concluiu que o MESNA ¢ fundamental para a uroproteg¢do inicial, devido seu efeito
neutralizador quanto ao dano urotelial da acroleina. Sugere-se que a dexametasona deva estar

inibindo os mediadores do processo inflamatério que ocorre a seguir (MORALIS et al., 1999).

A CH agora induzida pela ifosfamida foi estudada para investigar a participagdo do
NO e o envolvimento do TNF alfa e IL-1 beta na inducdo da produgdo do 6xido nitrico. O
estudo sugere que o NO produzido pela 6xido nitrico sintetase induzida estd envolvido no
dano urotelial e nos eventos inflamatorios da CH induzida por ifosfamida. Esse processo
parece depender sinergicamente da TNF alfa e da IL-1 beta (RIBEIRO et al., 2002).
Posteriormente, foi investigada a participagdo da Cicloxigenase-2 (COX-2) sobre a CH
induzida por ifosfamida. Nesse estudo foram adicionados ao MESNA inibidores da COX-2
(eterocoxib) e inibidores do TNF alfa (indometacina), resultando na reducdo da expressdo
de COX-2 e de alguns parametros macroscopicos e microscopicos. A adi¢do do eterocoxib
ou da indometacina nas duas ultimas doses de MESNA mostrou ser mais eficiente que as
trés doses de MESNA isoladamente quando os tecidos foram avaliados microscopicamente

(MACEDO et al., 2008a).

Em 2005, KORKMAZ e colaboradores avaliaram se o peroxinitrito também ¢
responsavel pelo dano vesical em CH induzida por ciclofosfamida. Os animais foram
tratados com administracdo de ebselem, uma substancia que reage e elimina o peroxinitrito,
e com um inibidor da NOS induzida. Os resultados mostraram que o efeito uroprotetor nos
animais com ebsalem ¢ semelhante com o efeito do inibidor da iNOS. O trabalho sugere que
ndo apenas o 0xido nitrico, mas também o peroxinitrito podem ser importantes na patogénese

da CH induzida por ciclofosfamida (KORKMAZ et al., 2005).

O grupo de pesquisadores do LAFICA ainda pesquisou sobre o efeito de citocinas

anti-inflamatorias na preven¢do da CH induzida por ifosfamida. O alvo do trabalho foi
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investigar o possivel efeito protetor da interleucina-11 (IL-11) nessa condi¢do. A IL-11
reduziu o peso umido vesical, alteracdes macroscopicas e microscopicas de hemorragia e
edema. O estudo sugeriu efeito protetor da IL-11 na CH induzida por ifosfamida, nunca
relatado (MOTA et al., 2007). Outro estudo realizado para investigar os efeitos das citocinas
na CH induzida por ifosfamida foi conduzido por Macedo et. al. em 2008. O trabalho
demonstrou que a interleucina-4 (IL-4) exdgena conseguiu proteger parcialmente o tecido
vesical dos eventos inflamatorios do processo. Ja a IL-4 enddgena estd envolvida no
processo da CH induzida pela ifosfamida, exercendo a¢des anti-inflamatorias inibindo as
citocinas pro-inflamatodrias IL-1 beta e TNF alfa e as enzimas COX-2 e iNOS (MACEDO et
al., 2012).

Os primeiros estudos sugeriram que os agentes alquilantes eram responsaveis
diretos pela cistite hemorragica, no entanto, estudos mostraram que o efeito urotoxico era
proveniente de compostos excretados na urina, sendo constatado, por Cox et al, que a
acroleina era o agente causador da cistite hemorragica (COX, et al., 1979, PHILIPS, et al.,
1961). Atualmente, sugere-se que a fisiopatologia da CH pode ser descrita em quatro
estagios: 1) Fase inicial: ocorre quando a acroleina acumula-se na bexiga, ocasionando dano
urotelial; 2) Fase inflamatoria: quando ocorre up-regulation de fatores de transcri¢do, como
NF-«B e liberacao local de citocinas inflamatorias por células residentes no epitélio e tecido
conjuntivo, como macrofagos; 3) Fase sintomatica: fase em que ha descamacao do urotélio
e ulceracdo, além de dor e disfungdo do 6rgdo; 4) Fase de cicatrizacdo: envolve o reparo
tecidual e liberagdo local de fatores de crescimento, como o fator de crescimento de

queratinocitos (RIBEIRO, et al., 2012).

Juntamente com outros grupos, o LAFICA tem investigado o papel de mediadores
inflamatorios na patogénese da cistite hemorragica induzida por agentes alquilantes, a partir
do desenvolvimento e aprimoramento de modelos experimentais de cistite hemorragica

induzida por ciclo e ifosfamida.

A interleucina-33 (IL-33) ¢ uma citocina nuclear expressa por células endoteliais,
células epiteliais e células semelhantes a fibroblastos, tanto durante a homeostase quanto na
inflamacao (CAYROL; GIRARD, 2018). O dano urotelial pode desencadear a liberacao de
IL-33, a qual atua como uma “alarmina” e desencadeia a proliferacio e maturagcdo de
mastocitos, além de estimular a producao de outras citocinas pro-inflamatorias. A interagao
de IL-33 e mastécitos possuiu uma grande relagdo em danos uroteliais e representa uma

implicacdo importante na clinica uroldgica. Niveis urindrios de IL-33 aumentam
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significativamente em pacientes com uma condicdo uroldgica cronica e dolorosa, conhecida
como cistite intersticial. Tal aumento, ocorre juntamente com o aumento do nimero de
mastocitos (MARTIN JENSEN et al., 2018a). Tratamentos que possam gerar diminui¢ao de
IL-33 e da ativacdo e degranulagdo dos mastdcitos tem um potencial terapéutico para a cistite

intersticial (JANG; KIM, 2015; TSAI et al., 2017).

O fator de transcricdo nuclear NF-xB ¢ um dos principais reguladores dos genes
envolvidos nas respostas inflamatéria e imune, estimulando a expressdo de TNF-a, IL-18,
COX-2 e iNOS. A primeira evidéncia da participa¢do deste fator na patogénese da cistite
hemorragica foi descrita por Kiuchi e colaboradores, através da inibicdo de NF-kB, o que
diminuiu consideravelmente a expressdo de COX-2 nas bexigas de animais tratados com

ciclofosfamida (KIUCHI, et al., 2009; BALDWIN, et al., 1996).

Nosso grupo avaliou o papel da enzima cicloxigenase-2 (COX-2) na patogénese da
cistite hemorragica induzida por ifosfamida, observando-se uma grande expressao de COX-
2 na bexiga de animais tratados com este firmaco 24 horas apo6s a administracdo de uma
unica dose deste, e o pré-tratamento com os inibidores de COX-2 etoricoxibe e indometacina
diminuem a sua expressdo por imunohistoquimica em bexigas de ratos pré-tratados com
estes farmacos (MACEDO et al., 2008). A interleucina 1, importante mediador pro-
inflamatorio, teve seu papel comprovado na patogénese da cistite com o uso de anakinra, um
antagonista do receptor de IL-1, o qual atenuou a hemorragia, edema, infiltracdo de
neutrdfilos e hiperalgesia. Resultados semelhantes foram observados no mesmo trabalho
com a administragdo de infliximabe, anticorpo monoclonal que se liga 8 TNF- a. Além disso,
o receptor TNFR2 parece estar relacionado com um efeito protetor sobre a cistite (LEITE et

al., 2015).

Outra enzima fundamental para o desenvolvimento do dano urotelial e hemorragia
na cistite ¢ a iINOS. A utilizacdo dos inibidores L-NAME e L-NOARG inibiu o
extravasamento de proteinas plasmaticas e o aumento no peso umido vesical, além de
prevenir os danos a mucosa da bexiga, que foram revertidos pela administragdo de L-
arginina, precursor do 6xido nitrico e substrato da iNOS. Além disso, o PAF ¢ um dos
mediadores que contribuem para ativagdo do eixo L-arginina-NO, e a utilizagdo de um
antagonista do PAF reduz consideravelmente o extravasamento de proteinas plasmaticas e o
aumento no peso Umido vesical em ratos submetidos ao tratamento com ciclofosfamida

(SOUZA-FILHO, et al., 1997).
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Mais recentemente, a influéncia da migragao de neutréfilos para o dano vesical foi
comprovada com a utilizagdo de fucoidina, um inibidor de P e L-selectinas, e a deplecdo de
neutrdfilos com anti-Ly6G, onde em ambos os casos houve redugdo significativa em todos
os parametros inflamatorios avaliados. De forma oposta, a utilizagdo de G-CSF, fator de
crescimento de colonia de granuldcitos, mostrou-se extremamente nocivo, agravando a
inflamacao local nos animais tratados com ifosfamida (DORNELAS FILHO et al., 2018).
Ainda no mesmo trabalho, a citocina IL-6 mostrou-se consideravelmente elevada na bexiga
dos animais com cistite hemorréagica, abrindo perspectivas para a possivel participagdo desse

mediador na patogénese desse efeito adverso.

1.4 Os oleos essenciais, os terpenos, a camomila e o alfa-bisabolol

Os oleos essenciais sdo empregados e explorados ha mais de 3.500 anos pela
humanidade, com ampla utilizagdo na perfumaria e cosmética. Os 6leos essenciais sao
substancias aromadticas complexas constituidos majoritariamente por terpenos ou seus
derivados (THOMPSON, 2005). Estes ultimos sdo compostos de moléculas organicas
produzidas como metabolitos secundarios derivados na sua maioria de plantas, para evitar
injurias promovidas por agentes externos. Quimicamente, os terpenodides sdo basicamente
estruturados em blocos de 5 carbonos — unidades de isopreno (CsHg) — ligados entre si.
Terpenos ou terpenoides sdo substancias lipofilicas que sdo classificadas de acordo com
a quantidade de residuos de isopreno que sua estrutura possui (DE CORREIA et al., 2006)
(vide Tabela 1).

Classificagao Bloco de isopreno Quantidade de carbono Exemplo

Hemiterpenos 1 5 Isopreno (mondmero empregado na fabricagdo de bor-
racha), prenol (odor frutado e utilizado na fabricagéo de
perfumes) e 4cido isovalérico (aroma caracteristico de
“queijo velho/chulé”).

Monoterpenos 2 10 Limoneno (aroma caracteristico de fruta citrica) e a-terpineol
(aroma caracteristico floral/pinho).

Sesquiterpenos 3 15 Farneseno (“diesel da cana”), nootkatona (aroma carac-
terfstico de toranja) e bisabolol (esséncia de camomila).

Diterpenos 4 20 Esteviosideo (produgéo de adogante natural a base de
stevia) e sclareol (proveniente da sélvia - Salvia sclarea)

Triterpenos 6 30 Esqualeno (encontrado no éleo de figado de tubaréo)

Tetraterpenos 8 40 Carotenoides como o B-caroteno (pigmento da cenoura) e a

zeaxantina (pigmento predominante em vegetais amarelos).
Politerpenos >8 >40 Latex (borracha natural)

Tabela 1: Classificagdo dos terpendides. Adaptada de O. FELIPE; L. BICAS, 2017.
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O alfa-bisabolol (ABIS) ¢ um terpeno da classe sesquiterpeno, pois possui 15
carbonos em sua composic¢do, ou seja, 3 blocos de isopreno, derivado principalmente da
camomila (O. FELIPE; L. BICAS, 2017). Dentre as espécies de vegetais fonte de alfa-
bisabolol, a mais amplamente estudada at¢ o momento certamente ¢ a Matricaria recutita
(L.) ou simplesmente camomila. A infusdo preparada com as flores desidratadas da
camomila tem sido usado como planta medicinal hd milhares de anos. Ha relatos
histéricos que os egipcios consideravam a camomila como uma déadiva do deus sol e a
utilizavam para tratar febre e insolagdo. As civilizagdes greco-romanas também
utilizaram a camomila como planta medicinal e o termo camomila deriva da junc¢ao de
duas palavras gregas que significam “maca da terra”, em virtude de seu aroma semelhante
ao da maga. No século seis, foi utilizada por vérias civilizagdes para tratar insonia,
lombalgias, neuralgias, reumatismo, condi¢des de pele, indigestao, flatuléncia e dor de
cabeca. Na Alemanha, a camomila ¢ conhecida com o termo “alles zutraut”, que significa
“¢ capaz de tudo”, fazendo referéncia as suas inumeras propriedades medicinais

(GARDINER, 1999; KAMATOU; VILJOEN, 2010).

Existem varias espécies vegetais de camomila, mas a verdadeira camomila ¢é
definida como uma inflorescéncia de Matricaria recutita Linn., Asteraceae, sendo
também conhecida como Chamomilla recutita (L.) e Matricaria Chamomilla L (figura
5). Apesar de estar praticamente em todo o globo, a camomila ¢ originaria da Europa e
oeste asidtico. As duas principais variedades de camomila sio a camomila alema
(Matricaria recutita) e a camomila romana (Anthemis nobilis), sendo a primeira a mais
potente, a mais cultivada e também a que recebe maior aten¢do da comunidade cientifica

(GARDINER, 1999).
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Figura 5: llustragdo da Matricaria chamomilla, também conhecida como camomila. Fonte: University
and Jepson Herbaria; Collection: UCJEPS; Copyright © University and Jepson Herbaria
http://calphotos.berkeley.edu/cgi/img query?enlarge=3333+3333+1207+0057

Os extratos das flores de camomila sdo bem documentados e sdo citados pela
farmacopeia de 26 paises, incluindo o Brasil. A camomila foi utilizada primariamente
como sedativo, ansiolitico e antiespasmaddico, € no tratamento de leve irritagdo na pele e
na inflamacdo (GARDINER, 1999; SALAMON, 1992). Os primeiros estudos sugerem
que a camomila possui acdo bacteriostatica, anti-inflamatoria, sedativa, antisséptica e

espasmolitica (GARDINER, 1999; MCKAY; BLUMBERG; MAYER, 2006).
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A camomila alemd pode ser utilizada para tratar uma lista de condigdes e
patologias, interna e externamente, desde irritagdes na pele e hemorroidas até tlceras e
dores reumaticas (MANN; STABA, 1986). De acordo com Blumenthal em 1998, uma
comissdo germanica E, vinculada ao Instituto federal de medicamentos e dispositivos
médicos da Alemanha, aprovou o uso externo da camomila para inflamagdes na pele,
mucosas ¢ regido genital, doencas bacterianas de pele e infecgdes respiratorias.
Oncologistas alemaes usam uma preparagdo topica de camomila (Kamillosan ®) para
tratar tlceras bucais induzidas por quimioterdpicos (BLUMENTHAL, 1998).
Internamente, a camomila ¢ usada como cha ou bebida tonica para tratar ansiedade,

pesadelos, insonia e outros disturbios do sono (MARTENS, 1995).

A camomila também ¢ utilizada para tratar distirbios do trato gastrointestinal
(TGI) como flatuléncias, diarreias, nduseas e vOmitos. A comissdo germanica E
recomenda o uso da camomila para espasmos e doencas de origem inflamatéria do TGI
(BLUMENTHAL, 1998; MCKAY; BLUMBERG; MAYER, 2006). Em 2006, um grupo
de pesquisadores estudou o extrato de camomila em feridas de um modelo experimental
em ratos. O estudou sugere que o extrato possui uma propriedade regeneradora em areas
lesionadas com aumento de fibras colagenas e fibroblastos na area e diminui¢ao de células

inflamatorias (JARRAHI et al., 2010).

Os estudos com a camomila conseguiram identificar mais de 120 substancias
oriundas de suas flores (PINO et al., 2002). Dessas, os principais compostos sdo o alfa-
bisabolol e seus 6xidos entre 78% e os azulenos, incluindo o chamazuleno, variando entre
1-15% (MANN; STABA, 1986; MATOS et al., 1993). Em 1993, Matos ¢ colaboradores
publicaram os componentes do 6leo essencial extraido das flores da camomila cultivada
em solo brasileiro. O alfa-bisabolol e seus 6xidos representam 53%, beta-farneseno 16%,

chamazuleno 8% e outras substancias (MATOS et al., 1993).

O alfa-bisabolol ¢ um dalcool sequiterpénico monociclico insaturado de
ocorréncia natural. Foi isolado pela primeira vez por Isaac e colaboradores em 1975
extraido da Matricaria chamommila. A molécula alfa-bisabolol foi isolada na forma de
quatro estereoisomeros: (-)-a-bisabolol, (- )-epi-a-bisabolol, (+)-a-bisabolol e (+)-epi-a-
bisabolol. O estereoisdmero a-(+)- bisabolol ¢ mais raro, enquanto que o a-(-)-bisabolol
¢ o mais frequentemente encontrado em espécies vegetais (KAMATOU; VILJOEN,
2010) (figura 6).
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(—-)-o-Bisabolol (-)-epi-a-Bisabolol  (+)-o-Bisabolol (+)-epi-o-Bisabolol

Figura 6: Estrutura quimica dos estereoisdmeros do (25)-6-metil-2-[(1S)-4-metilciclohex-3-en-1-il)|hept-
5-en-2-ol adaptada de KAMATOU; VILJOEN, 2010.

Ao fazer referéncia ao alfa-bisabolol, estd implicito que estamos citando o
isomero a-(-)-bisabolol (ABIS), também referido como levomenol. Além da fonte mais
explorada para obter o ABIS (chamomilla recutita L), outras fontes sdo Salvia (Salvia
runcinata), (Plinia cerrocampenesi), € madeira de candeia (Eremanthus erythropappus)
(De Souza, A.T, 2008) podendo ter at¢ 85% de a-bisabolol. O estudo do ABIS gerou
interesse devido seu potencial terapéutico e as suas multiplas propriedades
farmacologicas identificadas como anti-inflamatoria, antioxidante, anti-infecciosa,
anticancer e cardioprotetor (DE SOUZA et al., 2008; JAVED et al., 2020a; KAMATOU;
VILJOEN, 2010).

O ABIS apresenta-se como uma substancia clara, amarela e liquida em
temperatura ambiente. E praticamente insolivel em 4gua, mas soliivel em solventes
organicos. Ao sofrer oxidagdo, poderd formar os 6xidos de bisabolol A e B. Toxicidade
aguda oral para o rato DL50 acima de 2 g/kg (SIGMA-ALDRICH, 2022). Algumas

informagdes das propriedades do ABIS encontram-se no quadro abaixo.
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Caracteristica Ref.
Peso molecular 222,37 g/mol 1
Formula Ci5H260 1
Densidade relativa 0.929 g/cm? 2
Coloragao Amarelada 2
Ponto de ebuli¢ao 135°C 2
Solubilidade Agua: insoltivel
Solventes organicos: 2
soluvel

Quadro 1: Caracteristicas gerais ¢ fisico-quimicas do ABIS. REF: Referéncia. (1) -BATHIA et al, 2008;
(2) Sigma-Aldrich, 2020.

Virios estudos in vitro e in vivo demonstraram as inimeras propriedades para o
alfa-bisabolol, desde anti-inflamatorias até antineopldsicas (KAMATOU; VILJOEN,
2010). O estudo pioneiro de Torrado et al. em 1995 avaliou a toxicidade gastrica em ratos
induzida pelo acido acetilsalicilico. Os animais tratados com ABIS obtiveram um
significativo efeito gastroprotetor (TORRADO et al, 1995). Uma acdo anti-
histaminérgica do ABIS e outros compostos de 6leos essenciais da camomila foi revelada
em estudo que demostrou efeito inibitorio do alfa-bisabolol na degranulacdo de
mastocitos induzida inicialmente pelo sulfato de protamina (MILLER et al., 1996). Outra
atividade atribuida foi o efeito anti-ulceras em modelo experimental que induzia as lesdes
na mucosa gastrica com etanol e indometacina. O ABIS conseguiu reduzir a agressao

gastrica produzida pelo etanol (BEZERRA et al., 2009).

Para avaliar a atividade anti-inflamatoria e antinociceptiva do ABIS, Leite et al.
(2010) utilizaram o modelo experimental de dermatite induzida para analisar a atividade
anti-inflamatoria e dois modelos de nocicepgao visceral para avaliar a antinocicep¢do. O
estudo conclui que o ABIS possui um efeito anti-inflamatdrio tdpico e ainda conseguiu
reduzir a nocicepgdo visceral induzida (DE O. LEITE et al., 2011). Kim et al. (2011)
também avaliaram a propriedade anti-inflamatoria do ABIS e seus mecanismos de agao,

mas em experimentos in vitro. Os pesquisadores demonstraram que o ABIS inibiu a
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produgdo de 6xido nitrico (NO) e prostaglandina E; (PGE>). Também foram observadas
diminuic¢des nas expressdes dos genes da Cicloxigenase-2 (COX-2) e da Oxido nitrico
sintetase induzida (iNOS). Ainda avaliaram a atividade do fator de transcrigdo proteina-
1 (AP-1) e do NF-kappa B, mostrando que a ativagdo desses promotores foi reduzida na
presenga do ABIS nas vias de sinaliza¢cdo de proteinas quinases ativadas por mitégenos

(MAPK) ERK e p38 (KIM et al., 2011a).

O efeito anti-inflamatorio do a-bisabolol pode estar ligado a inibicdo de alguns
proteinas, como oxido nitrico sintase induzida (iNOS), ciclooxigenase-2 (Cox-2) e 0s
fatores de transcricdo NF-Kb,ERK ep38 (Mufioz-Pérez VM,2018). Além disso, foi
demonstrado que a-bisabolol pode atuar como um inibidor dos canais de calcio

dependentes de voltagem (Jeon JS,2016).
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2. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

A cistite hemorragica induzida por oxazafosforinas continua sendo uma
complicacdo do tratamento, causando prolongamento na hospitalizagdo, aumento da
necessidade de interven¢do médica, aumento da morbidade e, em alguns casos, levando
a morte do paciente. Apesar das medidas profilaticas utilizadas na atualidade, as lesdes
uroteliais induzidas pelas oxazafosforinas sdo efeitos colaterais que acometem os

pacientes oncologicos(LIMA et al., 2007a).

O MESNA, o agente protetor mais utilizado na clinica, apresenta uma acao
essencialmente profilatica. O farmaco ndo consegue prevenir por completo o dano a
bexiga e ndo trata a CH j4 induzida. O MESNA ainda pode resultar em hipersensibilidade
sistémica e aumentar o risco de arritmias. A busca de novos meios preventivos e
terapéuticos se torna fundamental para uma futura melhoria na qualidade de vida dos

pacientes(LIMA et al., 2007b).

O alfa-bisabolol, assim como outros compostos derivados de 6leos essenciais,
sdo estudados quanto as suas propriedades diversas e possivel uso terapéutico. O ABIS ja
foi estudado em diversas alteracdes patoldgicas, para a analise dos seus efeitos anti-
inflamatorios, antioxidantes, anti-infecciosos e cardioprotetores(AMARAL et al., 2021).
ABIS e seus efeitos nunca foram avaliados na CH induzida por ifosfamida. Conhecendo
os efeitos do ABIS em outros modelos animais, ¢ relevante investigar o efeito do ABIS

na cistite hemorragica induzida por ifosfamida.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral:
e Avaliar a atividade farmacolégica do alcool sequiterpénico ABIS sobre
o modelo experimental de cistite hemorragica induzida por ifosfamida.
3.2 Objetivos especificos:

e Investigar a melhor dose do alfa-bisabolol com atividade anti-
inflamatoria;

e Avaliar os efeitos farmacoldgicos antiedematogénicos de diferentes
concentragdes do ABIS na cistite hemorragica induzida por ifosfamida;

e Estudar os mecanismos anti-inflamatérios do ABIS na cistite
hemorragica induzida por ifosfamida.
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4. METODOLOGIA

Os protocolos experimentais que serdo descritos nessa secdo foram realizados
em sua maioria no Laboratdrio de Farmacologia da Inflamagao e do Cancer (LAFICA)
no Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM) da Universidade
Federal do Ceara (UFC). Também foram utilizadas as instalacdes do biotério setorial prof.
Eduardo Torres do Departamento de Fisiologia e Farmacologia (DFF) da Faculdade de
Medicina da UFC.

4.1. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos, pesando entre 20-24 g,
provenientes do Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceard (UFC). Os animais foram
mantidos em gaiolas adequadas, em um ambiente com temperatura controlada (22-25°C),
exaustdo de ar, ciclo de 12h claro/12h escuro, com livre acesso a dgua e ragao padrdo ad
libitum, respeitando o numero maximo de animais por gaiola. Os experimentos foram
realizados de acordo com o Guia de Cuidados e Usos de Animais de Laboratorio,
estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e com os
preceitos do Comité de Etica em Pesquisa Animal da UFC, onde o projeto do estudo foi

aprovado com o numero de protocolo 6831010222.
4.2. Farmacos

Ifosfamida (Holoxane, Baxter Hospitalar Ltda, frasco-ampola com 0,5g) e A-

bisabolol (Sigma-Aldrich) foram diluidos em tween 80 e solucdo salina.
4.3. Modelo experimental de indugio da cistite hemorragica por ifosfamida

A indugdo da cistite hemorragica foi feita pela injecdo de uma dose unica de 400
mg/kg de ifosfamida intraperitonealmente. A eutanasia deu-se 12 horas apds a injecao,
por sobredose de anestésico via intraperitoneal. Em seguida, foi realizada uma incisao
baixa no abdomen para retirada da bexiga, a qual teve o excesso de urina retirado com
auxilio de papel de filtro. Em seguida, realizou-se a analise macroscopica e pesagem das

bexigas.
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4.4. Protocolos experimentais

Protocolo I: camundongos swiss machos foram divididos em cinco grupos.
Grupo A: grupo controle tratado com salina (solugdo fisiologica 0,9%; 5 mL/kg i.p.) e
Grupo B, C, D e E: grupo tratado com ifosfamida (400 mg/kg i.p.). Uma hora antes da
administracdo da ifosfamida os animais foram tratados com a bisabolol. O grupo B com
a bisabolol (5 mg/kg v.0.), grupo C com a bisabolol (10 mg/kg v.0.) grupo D com a
bisabolol (50 mg/kg v.0.). Os animais foram submetidos a eutandsia em 12 horas apds o
tratamento. Esse protocolo teve como avaliagdo: peso Umido do animal, andlise
macroscopica e andlise histopatologica. Apos as analises dos resultados, foi selecionada

a melhor dosagem.

Protocolo II: Camundongos swiss foram divididos em trés grupos (n=7) Grupo A:
controle negativo injetado com salina (solugao fisiologica 0,9%, 5 mL/kg, i.p.); Grupo B
e C: camundongos injetados com Ifosfamida (400 mg/kg i.p.); Grupo B: camundongos
injetados com a bisabolol (a melhor dosagem encontrada apds experimento I, v.o. uma
hora antes da administracdo da Ifosfamida) + Ifosfamida (400 mg/kg i.p.). A eutanasia
foi realizada 12 horas apds a administragdo de ifosfamida. Esse protocolo analisou a

permeabilidade vesical pela técnica de extravasamento com o Azul de Evans (AE).

Protocolo III: Camundongos swiss foram divididos em trés grupos (n=7) Grupo A:
controle negativo injetado com salina (SF 0,9%, 5 mL/kg, i.p.); Grupo B e C:
camundongos injetados com Ifosfamida (400 mg/kg i.p.); Grupo B: camundongos
injetados com a bisabolol (a melhor dosagem encontrada apds experimento I, v.o. uma
hora antes da administracdo da Ifosfamida) + Ifosfamida (400 mg/kg i.p.). A eutanasia

foi realizada 12 horas ap6s a administragao de ifosfamida.

4.5. Avaliacdo dos parametros gerais de indu¢do da Cistite Hemorragica por
Ifosfamida.

4.5.1. Avaliagdo do peso umido vesical

Ap6s dissecadas e retirado o conteudo urinario com auxilio de papel absorvente,
as bexigas foram pesadas, e o peso umido vesical foi expresso em mg/20g de peso de
animal. O edema foi quantificado por aumento do peso imido vesical, reportado como

média + EPM/20g de peso do animal.

33



4.5.2. Andlise macroscépica

As bexigas foram avaliadas macroscopicamente quanto ao edema e hemorragia,

segundo os critérios de Gray et al., 1986, onde:
Edema:
2 Severo (3+): edema interno e externo;
3 Moderado (2+): edema interno (mucosa);
4  Leve (1+): intermediario;
5 Normal (0): nenhum.
Hemorragia:
v 3+: coagulo intravesical,
v' 2+: hematomas na mucosa;
V' 1+: telangiectasia ou dilatagéo dos vasos da bexiga;
v 0: normal.

4.5.3. Andlise histopatoldgica

As bexigas foram fixadas em formol 10%, em seguida desidratadas em élcool
70%, imersas em xilol e incluidas em parafina. Os cortes foram feitos (5 pm) com auxilio
de microtomo, corados pela técnica de hematoxilina-eosina (HE) e analisado por
microscopia optica. As alteracdes microscopicas foram avaliadas pelos critérios de Gray

Modificado (MARTINS et al., 2012), que sdo:

(0) - Histologia Normal: caracterizada pelo urotélio normal, bem como auséncia

de ulcera e infiltrado inflamatoério.

(1+) - Alteracdes Discretas: caracterizada por niumero de células epiteliais
diminuidas pela descamacdo, “apagamento” das dobras habituais da mucosa em

decorréncia do edema submucoso, hemorragia discreta e poucas ulceras.
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(2+) - Alteragdes Moderadas: caracterizada por multiplas ulceragdes da mucosa,

edema moderado, infiltrado inflamatdrio, depdsito de fibrina e focos hemorragicos.

(3+) - Alteragdes Intensas: caracterizada por multiplas ulceragdes da mucosa,
erosdo na mucosa, edema intenso, infiltrado inflamatorio intenso, depodsito de fibrina

intenso e diversos focos hemorragicos com possivel transmural hemorragia.

4.5.4. Avaliagdo da permeabilidade vesical

A permeabilidade vascular vesical foi avaliada pela técnica de extravasamento
com solugdo de Azul de Evans. O Azul de Evans ¢ um corante que se liga a albumina
plasmatica. Devido a isso, havendo extravasamento de albumina para o tecido inflamado,
devido aumento da permeabilidade e consequente edema, o corante extravasara para o
intersticio. Os animais sdo injetados, por via endovenosa, via plexo reto-orbital, com
2.5% de solucao de azul de Evans (25 mg/kg), 30 minutos antes do sacrificio dos animais.
As bexigas foram entdo retiradas, dissecadas e incubadas em solu¢do de formamida (1
mL/bexiga) a 56°C por 12 h para extragdo do corante presente no tecido. O corante
presente na solugdo foi mensurado em espectrofotometro no comprimento de onda 630
nm. Os resultados foram expressos em microgramas de azul de Evans por mg bexiga

(média = SEM) (MACEDO et al, 2011).

4.5.5. Determinacio da expressio do mRNA de Il1beta, 11-33 e Cox-2 nas
bexigas dos camundongos
Extracao do RNA Total:

As amostras foram congeladas a -80°C at¢ o momento da extragdo. Um
homogenato com trizol seré realizado, e em seguida, a extragao de RNA foi realizada com
o KIT Rneasy Liquid Tissue Mini (Qiagen, Hilden, Germany), de acordo com o protocolo
do fabricante. Apds a finalizacdo do processo de extragdo, 1ul de RNA total de cada
amostra foi dosado com o Nanodrop® (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos) com a
finalidade de verificar a qualidade das amostras e quantificar suas concentragdes para

fornecer RNA para transcricdo em DNA complementar(cDNA).
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Sintese de cDNA:

A sintese de cDNA foi feita com o iScript™ cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad
Laboratories,USA) de acordo com as instru¢des do fabricante. O protocolo da reagdo
contém 1ul da enzima transcriptase reversa, 4ul do tampao SX iSript Reaction MIX
(solugdo constituida de oligonucleotideos e iniciadores aleatorios), um volume da amostra
de RNA uniformizado para 200ng/pl e completado a reagdo com agua livre de nuclease
em volume suficiente para completar 20ul. O protocolo padrdo do termociclador
iCycler(Bio- Rad Laboratories, USA) foi: 25°C por 5 min, 42°C por 30min e 85°C por
Smin. O ¢cDNA foi armazenado em freezer a -200C até sua posterior utilizagdo no PCR

quantitativo em tempo real (qPCR).

4.5.6. Analise da expressao do F4/80 por imunofluorescéncia

Os blocos de parafina contendo bexiga foram cortados, na espessura de 4 um,
em microtomo. Para a realizacdo da imunofluorescéncia, os cortes dos tecidos extraidos
foram desparafinizados em estufa a 60 °C por 60 minutos. Em seguida, foi realizada a
hidratagdo 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 recuperagao
antigénica foi realizada em tampao citrato de sdédio 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 bloqueio de ligagdes 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-F4/80 (Invitrogen®, Life Technologies,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) (dilui¢do de 1: 200) overnight, na
temperatura de 2 — 8 °C. Posteriormente, ap0ds trés banhos de PBS por 5 min, foi realizada
a incubag@o com o anticorpo secundario feito em Alexa FluorTM 568 donkey anti-rabbit
(Invitrogen®, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), na
dilui¢do de 1: 200, durante 1 hora e 30 minutos. Com a finalidade de marcar os nucleos
celulares, as secoes dos tecidos foram incubadas, durante 30 minutos, com DAPI

(Invitrogen®, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) (4 uL
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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 aquisi¢do 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 quantificagdo da area fluorescente nas
fotomicrografias, foi necessario fazer a diferenciacao dos pixels fluorescentes pela maior
saturagdo de cor relacionada a fluorescéncia (vermelha). Previamente, com o proposito
de definir os pixels selecionados e ndo 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.

4.5.7. Analise estatistica

A andlise estatistica, realizada com o software GraphPad Prism®, versao 9.01,
foi inicialmente realizado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Apos verificar
normalidade das amostras, realizado o teste de analise de variancia (ANOVA) ou Kruskal
Wallis conforme propriedade respectivamente para dados paramétricos e ndo-
paramétricos, seguidos do teste de compara¢des multiplas de Bonferoni ou teste de Dunn,
baseando-se na continuidade das varidveis em andlise. Os resultados foram expressos
como média + E.P.M (varidveis com distribuicdo normal) ou pela mediana (minimo-
maximo) (varidveis sem distribuicdo normal), sendo as diferengas consideradas

estatisticamente significativas quando P<0,05.
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5. RESULTADOS
5.1 Avaliacdo da atividade dose-resposta de alfa-bisabolol sobre parimetros em

protocolo de cistite hemorragica de animais induzida por ifosfamida.

O protocolo foi realizado com a indugdo da cistite hemorragica por ifosfamida
400 mg/kg via intraperitoneal. A administragdo de ABIS nas doses de 5 mg/kg, 10 mg/kg
e 50 mg/kg foi realizada de acordo com o protocolo previamente descrito. Na andlise do
peso umido vesical, observamos na figura 7 que a ifosfamida induziu o aumento do peso
umido vesical (20,45 £ 1,84 mg/20g do animal) quando comparado com o controle
negativo tratado apenas com salina (8,29 + 0,49 mg/20g do animal). Adicionalmente, o
tratamento com ABIS nas trés doses supracitadas reduziu esse parametro (ABIS 5 mg/kg:
16,9 + 0.75; ABIS 10 mg/kg: 16,24 + 1,20; ABIS 50 mg/kg: 13,96 + 1,58 mg/20g do

animal). Na figura 8 observamos as bexigas de cada um dos grupos.
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Figura 7 Efeito de diferentes doses de alfa-bisabolol sobre o peso Umido vesical na cistite hemorragica
induzida por ifosfamida. Os resultados sdo apresentados como média + EPM (n = 6/grupo). Para

comparagao entre os grupos, realizou-se a analise estatistica com ANOVA seguido do teste de Bonferroni.

38



B C

Figura 8 — Imagens representativas das bexigas.

A Salina. B IFO. C ABIS 5 mg/kg. D ABIS 10 mg/kg. E ABIS 50 mg/kg.

Na avaliagdo histopatologica das bexigas foram utilizados os critérios de Gray
et al. (1986). Nas bexigas de animais injetados com Ifosfamida somente foi observado
acentuado edema, hemorragia, congestao vascular e ulceragdo, apresentando escores de 2 (2-
3), o que diferiu (P<0,05) do grupo controle tratado com salina (0[0-0)], no qual foi
observado tecido dentro dos padrdes de normalidade, sem sinais de hemorragia (figura
9). Quanto aos animais tratados com ABIS, a dose de 50 mg/kg contribuiu para uma
reducdo significativa (P<0,05) dos escores de dano histopatoldgico para 1(1-3) quando
comparadas com bexigas somente com ifosfamida. As bexigas dos grupos tratados com
ABIS nas doses de 5 ou 10 mg/kg ndo apresentaram sinais de protecdo versus o grupo

ifosfamida. Os resultados s3o mostrados na figura 10 e na tabela 3.
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SALINA

IFO + ABIS 5 mg/kg

IFO+ABIS 10 mg/kg IFO + ABIS 50 mg/kg

Figura 9 Fotomicrografias representativas das bexigas. As setas pretas representam o epitélio de
revestimento e tecido conjuntivo. As setas vermelhas representam a camada muscular. Os asteriscos
representam as areas com edema e os tridngulos representam as areas de vasos com congestdo vascular ou
hemorragia. As bexigas foram processadas pela técnica de coloragdo de hematoxilina-eosina (HE) nos

grupos experimentais. Barra da escala:100 pm.
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Figura 10. Efeito de diferentes concentragdes de ABIS sobre as alteragdes histopatologicas na cistite
hemorragica induzida por ifosfamida. Os resultados sdo apresentados por medianas e valores minimos e

maximos. *P<0,05 versus o grupo salina; “P<0,05 versus ifosfamida.
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Grupos experimentais Escore histopatolégico
Salina 0 (0-0)
Ifosfamida 2 (2-3)*
IFO + ABIS 5 mg/kg 3(1-3)
IFO + ABIS 10 mg /kg 2 (1-3)
IFO + ABIS 50 mg/kg 1 (1-2)*

Tabela 3. Diferentes concentragdes de ABIS sobre as alteracdes histopatologicas na cistite hemorragica
induzida por ifosfamida. Os resultados sdo apresentados por medianas e valores minimos e maximos.

*P<(,05 versus o grupo salina; “P<0,05 versus ifosfamida.

5.2 Avaliacdo da atividade do alfa-bisabolol 50 mg/kg sobre parametros
macroscopicos de edema e hemorragia em protocolo de cistite hemorragica

de animais induzida por ifosfamida.

A avaliagdo dos escores macroscopicos de edema (E) e hemorragia (H) mostram
que a ifosfamida aumenta significativamente esses parametros [E: 2,5 (1-3); H: 2,5 (1-
3)], quando comparados com o grupo o salina [E: 0 (0-0); H: 0 (0-0)]. J& o tratamento
com ABIS na dose de 50 mg/kg mostrou significativa redu¢do do edema e hemorragia

[E: 1 (1-2); H: 1(1-2)] versus o grupo ifosfamida, como pode-se observar na figura 11.
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Fig 11. Efeito do ABIS sobre os escores macroscépicos de edema e hemorragia na cistite hemorragica
induzida por ifosfamida. O tratamento com ABIS na dose de 50 mg/kg reduz os escores de edema e
hemorragia. Os resultados sdo apresentados por medianas e valores minimos e maximos. A analise
estatistica foi realizada com o teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn. *P<0,05 versus o grupo

salina; *P=0,059 versus ifosfamida; **p=0,075 versus ifosfamida.

5.3 Efeito do ABIS sobre a permeabilidade vascular na cistite hemorragica

induzida por ifosfamida.

O tratamento com ifosfamida induziu um aumento significativo (P<0,05) da
permeabilidade vascular (13,37 + 2,01 pg/ml de azul de Evans) medida através do
extravasamento do corante na bexiga apds 24 horas da sua administragdo quando
comparado com o controle que recebeu somente salina (0,26 + 0,09 ng/ ml de azul de
Evans), como mostrado na figura 12. O grupo tratado com ABIS 50 mg/kg foi capaz de
promover uma redugdo significativa desse parametro (8,67 + 1,85 pg/ ml de azul de

Evans) versus o grupo tratado somente com as ifosfamida (P<0,05).
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Fig. 12 Efeito do ABIS sobre a permeabilidade vascular no modelo de cistite hemorragica induzida por
ifosfamida. Os resultados sdo expressos pela média + E.P.M. A analise estatistica foi realizada com
ANOVA, seguida de Bonferroni.

5.4 Efeito do ABIS sobre a expressao génica de I/1beta, 1133 e Cox2 na cistite

hemorragica induzida por ifosfamida.

Amostras de bexiga foram utilizadas para a quantificacdo da expressdo génica
de marcadores da inflamacdo. O tratamento com a ifosfamida aumentou a expressao de
Il1beta (SAL: 1,05 + 0,17 vs. IFO: 396,9 + 126), 1/33 (SAL: 1,15+ 0.29 vs. I[FO: 15,84
+ 3,35) e Cox2 (SAL: 1,32 + 0,43 vs. IFO: 39,09 £+ 12,21) quando comparados com o
grupo salina (P< 0,05). Adicionalmente, tratamento com ABIS reduziu a expressao de
1l1beta (ABIS: 88,44 +34,54) e 1133 (ABIS: 9,04 £ 1,87), sem interferir (P>0,05) na

expressdao de Cox2 (ABIS: 40,27 + 14,04) quando comparado com o grupo ifosfamida
(figura 13).
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Fig. 13 Efeito do ABIS sobre a expressdo génica de 1/33, Il13 e Cox2 na cistite hemorragica
induzida por ifosfamida. Os marcadores inflamatérios foram mensurados na bexiga. Os resultados

sdo expressos pela média £ E.P.M. A andlise estatistica foi feita com ANOVA, seguida de

Bonferroni.

5.5 Efeito do ABIS na imunomarcacio de F4/80 na cistite hemorragica induzida

por ifosfamida.

A ifosfamida aumentou significativamente a expressdo do F4/80 quando
comparado ao grupo controle (P<0,05), detectado por imunofluorescéncia. O grupo
tratado com ifosfamida mostrou aumento (p< 0,05) da area de marcagdo para o F4/80
(42,26 + 4,52 % area de fluorescéncia) quando comparado com o grupo tratado somente
com salina (2,84 + 0,43 % area de fluorescéncia), como evidenciado nas figuras 14 e 15.
O grupo tratado com ABIS 50 mg/kg apresentou reducao (p<0,05) desse parametro (9,02

+ 0,25 % éarea de fluorescéncia) versus o grupo tratado somente com ifosfamida.
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Fig. 14 Efeito do ABIS sobre a area de marcagao para o F4/80 por imunofluorescéncia em bexigas

de camundongos administrados com ifosfamida. Os resultados sdo expressos pela média + E.P.M.

A analise estatistica foi feita com ANOVA, seguida de Bonferroni.
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Fig. 15. Imagens representativas de imunofluorescéncia para F4/80 em bexiga de camundongos com
cistite hemorragica induzida por ifosfamida. Vermelho: F4/80; azul: DAPI (marcador nuclear).

Aumento: 200 x. Barra de escala: 100 um.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que o terpeno a-bisabolol atenuou a cistite
hemorragica induzida por ifosfamida em camundongos Swiss. Tal resultado foi
evidenciado pela redu¢do do edema e hemorragia (escores macroscopicos, peso umido
vesical e permeabilidade vascular), reducdo de alteracdes histopatologicas e de

parametros de inflamacao.

A literatura provém consistentes relatos acerca dos efeitos do a-bisabolol como
antimicrobiano, analgésico e anti-inflamatoério (GUPTA et al., 2010; RIBEIRO et al.,
2002; VILJOEN; KAMATOU; DEMIRCI, 2006). Adicionalmente, varios modelos nao-
clinicos estudaram as propriedades de 6leos essenciais ricos nesse composto ou deste
isolado frente a patologias inflamatdrias, como lesdes incisionais ou desgranulagao
mastocitaria (JARRAHI et al., 2010; KAMATOU; VILJOEN, 2010; MILLER et al.,
1996), mas a eficacia do ABIS sobre a cistite hemorragica induzida por ifosfamida em
camundongos Swiss ainda ndo havia sido investigada. Com base nas evidéncias
pregressas acerca da atividade anti-inflamatoria do ABIS, seu potencial efeito uroprotetor

motivou essa pesquisa.

A manifesta¢do da cistite hemorragica por oxazafosforinas ¢ bem descrita na
literatura, onde tanto a administracdo de ifosfamida e de ciclofosfamida esta,
clinicamente, associada ao desenvolvimento de cistite hemorragica em pacientes
oncologicos. Experimentalmente, a inje¢do desses quimioterdpicos reproduz com
fidedignidade as caracteristicas clinicas da cistite, marcadamente pelo espessamento da
parede vesical e focos hemorragicos na luz do 6rgao(LIMA et al., 2007b). A ifosfamida
¢ um farmaco que, clinicamente, resulta em maior incidéncia da cistite hemorragica. Por
esse motivo, optou-se por esta como farmaco de escolha para a indugdo da cistite

hemorragica (RIBEIRO et al., 2002).

A primeira medida avaliada no nosso estudo, com o objetivo de testar o potencial
efeito protetor do ABIS, foi o peso imido vesical, método usado para quantificar o edema.
Nesse experimento foram utilizadas trés doses de ABIS, cuja escolha seguiu uma relagdo
logaritmica entre as doses com o objetivo de identificarmos a dose capaz exibir os
melhores resultados protetores (SALAHUDEEN; NISHTALA, 2017). Levamos em
consideracdo, também, outros ensaios nos quais o ABIS foi testado para sua atividade

anti-inflamatoria e antinociceptiva(LEITE et al., 2011; ROCHA et al., 2011). Em tais
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modelos, o ABIS evidenciou atividade farmacolédgica em faixas de doses que variam de
25 a 200 mg/kg de peso de animal (LEITE et al., 2011; ROCHA et al., 2011). De forma
interessante, um estudo anterior havia destacado a atividade antinociceptiva do ABIS no
modelo de dor visceral induzida por ciclofosfamida(LEITE et al., 2011) , o que refor¢a a
relevancia da presente pesquisa. Apesar das trés doses testadas no presente trabalho se
mostrarem efetivas no controle do peso imido vesical, a dose de 50 mg/kg foi a que
mostrou maior redu¢do. Além do parametro peso imido vesical para a escolha da dose
mais eficaz, utilizamos, também, o escore histopatologico. Novamente, a dose de 50
mg/kg foi a que evidenciou uma maior protecdo contra alteragdes uroteliais e em tecido
conjuntivo, além de prevenir a formagao de focos hemorragicos, quando comparada com
o grupo das bexigas de animais tratados apenas com a ifosfamida. De forma interessante,
as menores doses de ABIS, quais sejam, 5 e 10 mg/kg, ndo demonstraram efeito protetor
quanto as alteragdes histopatologicas quando comparadas com o grupo ifosfamida. Frente
aos resultados supracitados, a dose de 50 mg/kg foi, portanto, selecionada para dar

continuidade aos experimentos subsequentes.

Ap6s a escolha da dose de ABIS, o efeito antiedematogénico deste terpeno foi
adicionalmente avaliado pela permeabilidade vascular ao Azul de Evans (YAO et al.,
2018). Notavelmente, o ABIS (50 mg/kg) reduziu a permeabilidade vascular e
consequente liberacdo do corante do sangue para os tecidos. A capacidade de terpenos
em modular o edema e o processo inflamatorio associado a cistite hemorragica ja ¢é
documentado (GONCALVES et al., 2020b; KIUCHI et al., 2009a; WANG et al., 2021).
De forma similar aos achados aqui reportados, Gongalves et al. (2020) realizaram a
investigacdo da acdo anti-inflamatéria do monoterpeno o-felandreno na cistite
hemorragica induzida por ifosfamida em camundongos, sendo observado a redugdo da
permeabilidade vascular (GONCALVES et al., 2020a). Tal achado indica que o

mecanismo de modulagdo desse evento edematogénico ¢ inerente a classe dos terpenos.

O processo fisiopatologico da cistite hemorragica estd diretamente ligado a
acroleina, que se acumula na bexiga e inicia o dano urotelial, expondo a camada
conjuntiva e favorecendo a deflagracdo dos eventos classicos da resposta inflamatoria
(BATISTA et al., 2006). Ribeiro e colaboradores em 2012 sugeriram um mecanismo para
explicar a patogénese subjacente a cistite hemorragica induzida por ifosfamida. Nesse

modelo, em uma fase inicial, a ativagdo do fator de transcricdo NF-kB se mostra
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aumentada, estimulando a produgdo de diversas citocinas como IL-13 e TNF-o (KIUCHI

et al., 2009b; RIBEIRO et al., 2012).

A IL-1P ¢ uma citocina critica para o desenvolvimento da resposta inflamatoria.
Pode estar presente nos tecidos, sendo produzida por qualquer tipo celular e atua em
cooperagdo com diversas outras citocinas. E uma citocina crucial com fungdo pro-
inflamatoria na patogénese do infarto agudo do miocardio, da diabetes e da artrite
reumatoide(DINARELLO, 2011a, 2011b). Compostos que possuem a fun¢ao de reduzir
a produ¢do e/ou a atividade da IL-1f sdo mais provaveis de impactarem positivamente

no manejo da cistite hemorragica na clinica (RIBEIRO et al., 2012).

No presente estudo mostramos que a expressdao génica da IL-13 em animais
tratados com a ifosfamida e ABIS (50 mg/kg) reduziu quando comparada aos animais
tratados somente com ifosfamida. Esses resultados corroboram com o trabalho de Ribeiro
e colaboradores (2012) que avaliaram a inibig¢do de IL-1f3 por pentoxifilina e o resultado
foi reducdo das alteragdes macroscopicas e histopatologicas da bexiga em modelos de
cistite hemorragica. Outro trabalho consonante com o resultado da presente pesquisa ¢ de
Leite e colaboradores (2015) que inibiram seletivamente a IL-1f através da administra¢ao
de um antagonista para os receptores da IL-1, o IL-1ra, e obtiveram reducdo do edema,
hemorragia, disfuncdo vesical e hiperalgesia vesical em animais injetados com ifosfamida

(LEITE et al., 2015; RIBEIRO et al., 2012).

De forma analoga, em estudo que avaliou a acdo anti-inflamatoria do ABIS (50
mg/kg) em modelo animal de artrite reumatoide, foi revelada uma diminui¢do de IL-1[3
no fluido sinovial dos animais tratados com ABIS, mostrando similaridade com os
resultados do presente trabalho. Em ambos os trabalhos se evidencia a capacidade do
ABIS em modular essa importante citocina da cascata inflamatéria (HEIMFARTH et al.,

2022).

Notavelmente, a IL-1p faz parte de uma familia de citocinas, que incluem a IL1-
8 e IL-33 (TEUFEL et al., 2022). De forma interessante, sdo expressas em formas
inativas, pro-IL-18, pro-IL-18 e pro-IL-33, as quais, na vigéncia de um estimulo pro-
inflamatorio, sdo clivadas por caspase-1, via complexo inflamassoma, em suas formas
ativas (DINARELLO, 2018). Considerando que a IL-33 faz parte dessa familia de

citocinas, ¢ lacido avaliar se esta teria papel na cistite hemorragica.
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Alinhado a esse raciocinio, o presente trabalho avaliou a expressao génica da IL-
33 e foi observado um aumento da expressdo no grupo tratado somente com ifosfamida,
quando comparada com o grupo salina, evidenciando a relagdo aumentada da IL-33 na
cistite hemorragica induzida por ifosfamida. O tratamento com ABIS (50 mg/kg) mostrou
redugdo dessa expressdo. Os resultados estdo em conformidade com os dados de Jensen
e colaboradores (2018), que avaliaram a expressdo de IL-33 em protocolo animal de
cistite intersticial induzida por catelicidina LL-37 (um peptideo humano presente em
bexigas inflamadas). A indug¢do com LL-37 foi realizada em animais WT (wild type,
selvagens) e animais com deficiéncia de mastocitos. Os animais com deficiéncia de
mastocitos mostraram diminui¢do da expressdo de IL-33 quando comparados com os
animais WT, e ainda obtiveram reducao dos niveis de inflamagdo e da dor (JENSEN et

al., 2018).

Nao esta claro como o ABIS modula a expressao de IL-1p e IL-33, se de forma
direta ou indireta., mas parte de seu efeito anti-inflamatorio se evidenciou pela redugao
da expressao das referidas citocinas. Tais efeitos podem se dar, por exemplo, via inibigao
do inflamassoma (NAGOOR MEERAN et al., 2020; YANG et al., 2019). Meceran ¢
colaboradores evidenciaram um efeito protetor do a-Bisabolol contra o infarto do
miocardio induzido por agonista B-adrenérgico em ratos. Esse efeito foi observado pela
atenuacao da inflamacao, da disfuncdo lisossomica, da ativagdo do inflamassoma NLRP3

e da modulag¢do o fluxo autofagico (NAGOOR MEERAN et al., 2020).

Outra possibilidade de modulacdo da expressao de citocinas da familia da IL-1
pelo ABISA pode envolver o bloqueio de fatores de transcricdo, como NF-kB (KIM et
al., 2011b) Alinhado a esse raciocinio, o estudo de Kim e colaboradores demonstrou que
os efeitos inibitorios de a-bisabolol na resposta inflamatoria induzida por LPS, um
agonista de TLR4, em macréfagos RAW?264.7 se da através da inibi¢do da sinalizagdo de

NF-kB ¢ AP-1 (ARUNACHALAM et al., 2022b; KIM et al., 2011b).

De forma interessante, um mecanismo adicional de ativacdo do inflamassoma e
sintese de IL-1 e IL-33 envolve o estresse oxidativo (CAYROL; GIRARD, 2018).
Adicionalmente, ha relatos consistentes de que o estresse oxidativo serve como um ponto
de verificacdo chave para a liberagdo de IL-33 pelo epitélio em modelos de lesdo das vias
aéreas (UCHIDA et al., 2017). Ainda, o estresse oxidativo ¢ uma marca importante da

cistite hemorragica (ABRAHAM; RABI; SELVAKUMAR, 2009; KIM et al., 2015).

50



Considerando o marcante efeito antioxidante relatado para o ABIS(RAMAZANI et al.,
2022), pode-se inferir que a inibi¢do da producdo de espécies reativas de oxigénio possa
ser o mecanismo pelo qual o ABIS reduza a expressdao de IL-1 e IL-33 observada em

nosso modelo.

Um ponto chave na acdo de citocinas da familia da IL-1 sobre seus receptores ¢
a ativacdo de uma sequéncia de eventos de fosforilagdo que resulta na ativagdo da
sinalizacdo do NF-kB e das vias de proteina quinase ativada por mitdgenos, JNK e p38
(WEBER; WASILIEW; KRACHT, 2010a). Em conjunto, esses mecanismos culminam
com a indu¢do da expressdo de genes alvo da via canonica da IL-1, como IL-6, IL-8,
MCP-1, COX-2 e IL-1beta (WEBER; WASILIEW; KRACHT, 2010a). Nesse sentido,

avaliamos o efeito do ABIS sobre a expressdo da enzima ciclooxigenase-2 (COX-2).

As cicloxigenases sdo enzimas que catalisam a complexa conversdo do acido
araquidonico em prostaglandinas e tromboxanos, que atuam como gatilhos para
desencadearem respostas fisiologicas e fisiopatologicas do organismo (DANNENBERG
et al., 2001; JAWABRAH AL-HOURANI et al., 2011). Das trés isoformas descritas até
o momento (COX-1. COX-2 e COX-3), a COX-2 ¢ umaa isoforma que se apresenta
aumentada durante eventos inflamatérios. Expressa importante papel na dor, na ativagao
tumoral, nas doengas neurodegenerativas e na inflamagao (DUBOIS et al., 1998;
RIBEIRO et al., 2012) . O papel da COX-2 ja foi bem documentado em na patogénese da
cistite hemorragica (HU et al., 2003; LIMA et al., 2007b; MACEDO et al., 2007, 2008b,
2012) .

Nosso grupo estabeleceu o papel da COX-2 na cistite hemorragica induzida por
ifosfamida ao se testar o efeito do etoricoxib (inibidor seletivo COX-2) ¢ indometacina
(inibidor nao seletivo). Foi observado que a COX-2 ¢ altamente expressa apos 24 h de
administracdo da Ifosfamida (MACEDO et al., 2008a). Outra importante contribui¢ao do
grupo sobre o papel da COX-2 na patogénese da cisitite hemorragica foi realizada por
Ribeiro e Colaboradores (2002). Nesse trabalho foi investigado a participagdo de outras
citocinas atuando junto com a COX-2. Tal estudo avaliou o efeito da administragdo de
talidomida e pentoxifilina (inibidores ndo seletivos das citocinas) sobre a imunoexpressao
da COX-2. Concluiu-se que esses farmacos previnem alguns dos parametros
inflamatorios, quando comparados com o grupo injetado apenas ifosfamida. Por fim, foi

feita a administracdo dos inibidores ndo seletivos de citocinas antes da ifosfamida,
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resultando em uma menor expressdo da COX-2. Esse achado demonstra que existe um
papel das citocinas na indu¢@o da expressdo da COX-2 no modelo de cistite hemorragica

induzida por ifosfamida(RIBEIRO et al., 2002).

Em nosso trabalho realizamos a avaliagdo da expressao de Cox2, frente a sua ja
bem descrita importancia na cistite hemorragica. Marcadamente, o grupo tratado apenas
com ifosfamida apresentou aumento da expressdo de Cox2 quando comparado com o
grupo salina, o que corrobora com os achados supracitados. Por outro lado, o grupo
injetado com ifosfamida e que recebeu o ABIS 50 mg/kg manteve os niveis elevados de
expressdo de Cox2 quando comparado com o grupo tratado somente com ifosfamida.
Apesar do ABIS ter, nessa pesquisa, se mostrado eficiente para diminuir alguns
parametros do processo inflamatdrio da cistite hemorragica, ele ndo foi capaz de modular

a expressao de Cox2.

A superexpressdo da enzima COX-2 estd associada a varias condigdes
fisiopatologicas, incluindo doencas inflamatorias. Assim, tal achado aparenta ser
conflitante com o efeito anti-inflamatorio descrito para o ABIS no presente estudo. Uma
potencial justificativa para esse resultado pode envolver a regulagdo do gene COX-2 a
qual ¢ controlada em vérios niveis, incluindo transcricio génica e eventos pos-
transcricionais (HARPER; TYSON-CAPPER, 2008). Conforme revisto por Harper e
colaboradores, a estabilidade do mRNA de COX-2 e a eficiéncia da traducdo sdo
governadas por vdarios elementos regulatorios dentro da regido 3' ndo traduzida
(HARPER; TYSON-CAPPER, 2008). Curiosamente, o ABIS foi capaz de diminuir a
expressdo da COX-2 em modelos animais para a doenga de Parkinson em ratos(JAVED
et al., 2020b). O ABIS também foi capaz de modular expressdao de COX-2 através de um
modelo experimental de nefrotoxicidade induzida por doxorrubicina em camundongos
(ARUNACHALAM et al., 2022a). Esses autores utilizaram a dose de 25 mg/kg de ABIS
e conseguiram ter redugdo de iNOS, TNF-a, COX-2 e outras citocinas

(ARUNACHALAM et al., 2022a).

Tendo em vista que prostaglandinas tem um papel importante na génese de
eventos edematogénicos e que o ABIS foi capaz de atenuar significativamente o edema,
pode-se sugerir que parte do efeito farmacoldgico desse terpeno envolva alguma
regulagdo pos-translacional da COX-2. Uma hipdtese envolve a redugdo da propria

producdo de prostaglandina E2 (PGE2). Um estudo in vitro com células RAW264.7,
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macréfagos murinos, evidenciaram que concentragdes nao toxicas de a-bisabolol (50,0
pg/mL) e de B-bisabolol (1,6-50,0 pg/mL) inibem significativamente a produgdo de
mediadores inflamatérios, como 6xido nitrico, PGE2 e TNF-o (EGBUTA et al., 2022).

No presente estudo, contudo, ndo se quantificaram os niveis de PGE2.

Como mencionado anteriormente, citocinas da familia da IL-1 tem papel
importante na liberagdo de varios mediadores no contexto da inflamacao, o que inclui a
quimiocina MCP-1, proteina quimioatraente de monocitos, também conhecida como
Chemokine (CC-motif) ligand 2 (CCL2) (WEBER; WASILIEW; KRACHT, 2010b). A
MCP-1 tem um papel importante na orquestracdo do processo inflamatdrio, por atrair
células inflamatdrias, como monocitos/macrofagos, e aumentar a expressao de citocinas
no local da inflamag¢ao (SINGH; ANSHITA; RAVICHANDIRAN, 2021). No proprio
contexto da cistite hemorrdgica, os niveis urindrios de MCP-1 sdo encontrados elevados
(AUGE et al., 2013). No modelo experimental de cistite intersticial/sindrome de dor
vesical, Xu e colaboradores desenvolveram um novo modelo de camundongo de secre¢do
urotelial de MCP-1 (URO-MCP-1) (XU et al.,, 2016). Demonstrou-se que o0s
camundongos URO-MCP-1 expressam mRNA de MCP-1 no epitélio da bexiga e proteina
MCP-1 na urina e desenvolvem inflamacdo da bexiga 24 horas apds a administragdo
intravesical de uma tnica dose subnociva de lipopolissacarideo (LPS) (XU et al., 2016).
De forma interessante, as bexigas inflamadas de camundongos URO-MCP-1 exibiram
niveis elevados do mRNAs de IL-1B, IL-6, bem como aumento da infiltracdo de
macrofagos (XU et al., 2016). Diante de tais evidéncias, buscamos verificar se o ABIS
alteraria o padrdo de acumulagcdo de macréfagos durante a cistite hemorragica, o que

justificaria seu efeito anti-inflamatoério.

A glicoproteina F4/80 presente nos macrofagos ¢ usada amplamente para
detectar a infiltragdo de macrofagos em tecidos inflamados. O anticorpo monoclonal anti-
F4/80 foi desenvolvido para detectar antigenos presentes exclusivamente em fagocitos.
A relagdo do infiltrado de macréfagos e a cistite hemorragica foi estudada por Martins e
colaboradores (2012), onde camundongos nocaute com delec¢do para o gene que expressa
o receptor P2X7 (receptor purinérgico apontado como responsavel por deflagar processos
patologicos na bexiga) foram usados no experimento. Tal estudo mostrou uma diminui¢do
da marcacao de F4/80 em animais nocaute para P2X7, quando comparado com os animais
selvagens(KHAZEN et al., 2005; MARTINS et al., 2012). De forma relevante, no

presente trabalho avaliamos a marcacdo do F4/80 e pudemos observar um aumento da
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imunofluorescéncia para esse marcador na bexiga de animais injetados com ifosfamida.
Por outro lado, na bexiga dos animais tratados com ABIS (50 mg/kg) observou-se uma
redu¢do importante na marcacdo para F4/80, indicando a menor acumulagdo de
macrofagos. Como descrito no modelo de cistite intersticial descrito por Xue et al,
camundongos URO-MCP-1 e que apresentam acumulacdo consequente de macrofagos
na bexiga, sdo hipersensiveis a irritantes da bexiga, como LPS, e desenvolvem dor pélvica
e disfun¢do miccional ap6s a indugdo da inflamagao (XU et al., 2016), de forma analoga
ao descrito para a cistite hemorragica (MACEDO et al., 2011). Esses achados indicam a
importancia dos macréfagos na patogénese da cistite hemorragica e que o ABIS, ao inibir
a acumulagdo dessas células, tem a capacidade de interferir no desenvolvimento dessa

toxicidade da ifosfamida.

Esses resultados, em conjunto, ressaltam a potencial aplicabilidade do ABIS na
atenuacdo das manifestacdes inflamatdrias associadas a cistite hemorragica. Ao que
parece, os achados experimentais ora descritos no presente trabalho parecem fenotipicos,
visto que em seu mecanismo de agdo o ABIS deve atuar por um alvo chave no topo de
um brago da cascata inflamatoria que contribui reduzir uma pléiade de mediadores e

mecanismos inflamatdorios descritos.

Esse trabalho sobre os efeitos do ABIS apresenta limitagdes, pois utilizamos
somente uma administragdo um dos compostos derivado de 6leo essencial uma hora antes
da inducdo da CH com ifosfamida. Outras doses e outros tempos de administragdo podem

gerar dados que elucidem ainda mais os efeitos farmacologicos do ABIS.

Observamos que muitas perguntas ainda permanecem abertas acerca do efetivo
mecanismo de ag¢do do ABIS como, por exemplo, 1) Como o ABIS regula o
processamento e ativacdo de citocinas da familia da IL-1?; 2) O ABIS modula a agdo de
prostaglandinas produtos da via da COX-2?; 3) Como o ABIS modula a migra¢do de

mondcitos/macrofagos para o sitio de inflamagao?
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7. CONCLUSAO

De acordo com os resultados desse estudo, podemos concluir que:

O o-bisabolol conseguiu reduzir os eventos edematogénicos na cistite
hemorragica induzida por ifosfamida.

O a-bisabolol atenuou a resposta inflamatoria na cistite hemorragica via reducao
da expressdo de citocinas pro-inflamatorias, como IL-13 e IL-33, e modulacao
negativa da migragdo de mondcitos/macrofagos.

Os efeitos do a-bisabolol observado ndo foram relacionados na modulagdo da

ciclooxigenase-2 (COX-2).
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